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Introduccién y justificacion

Trypanosoma evansi es el tripanosoma animal patdgeno de méas amplia distribucion
mundial y afecta a especies ganaderas en Asia, Africa'y América Central y del Sur
(Luckins y Dwinger, 2004), produciendo una enfermedad denominada surra. Hace mas
de veinticinco afios se describieron en Europa dos casos de infestacion por T. evansi en
una capibaray un perro tras ser importados desde Sudaméricay Nepal respectivamente
(Kageruka y Mortelmans, 1971; Hellebrekers y Slappendel, 1982), sin haberse

notificado informacion posterior.

La primera descripcién en Europa de tripanosomosis producida por este protozoo en
ganado fue realizada por nuestro equipo de investigacion en e afio 1997 en Gran
Canaria, en un dromedario (Camelus dromedarius) procedente del noroeste africano,
realizandose € diagndstico tres afos después de haber sido importado. Tras €
diagnéstico, € animal fue tratado en estado agénico con Naganol —Bayer® Lab.-,
produciéndose remisién de la parasitemia a las 24 horas, pero sin observarse

recuperacion total, produciéndose la muerte un mes después (Gutiérrez et al., 1998).

La primera referencia historica sobre e dromedario en las Islas, conocido como
camello, data del afio 1405, procedente del continente africano acompafiando las
primeras expediciones de los moriscos apresados por Juan de Bethencourt primero y
luego por Diego Garcia de Herreraalo largo del siglo XV en la cercana costa africana,
durante la conquista de las Islas por |os castellanos (Fabelo, 2008). Desde entonces, las
islas han importado animales desde Africa hasta el momento de la adopcion de la nueva
normativa en materia de sanidad animal, tras la inclusion de Espafia en la UE. La
primera descripcion de tripanosomosis en dromedario en el vecino pais de Marruecos la
realiz6 Bouin aprincipios del siglo pasado (citado por Atarhouch et al., 2003).

Tras el diagnéstico del primer caso de T. evansi en un dromedario en laisla de Gran
Canaria, nuestro equipo realizo estudios de prevalencia en la ganaderia camellar de las
Idas. La seroprevalencia fue de un 9% mediante IgG-ELISA, oscilando desde un 7,5%
en laisa de Tenerife hasta un 10% en la ida de Gran Canaria (Molina et al., 2000).
Utilizando CATT/ T. evansi (Card Direct Agglutination Test; Institute of Tropical
Medicine, Antwerp, Belgium), la seroprevalencia fue de un 4,8%, oscilando desde 7,1%

en la ida de Lanzarote hasta 0% en la isla de Tenerife (Gutiérrez et al., 2000). Estos
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valores de seroprevalencia se situaron por debajo de los observados en Marruecos y
Mauritania (Diaet al., 1997a, Atarhouch et al., 2003).

Los dromedarios de las Islas Canarias que fueron diagnosticados fueron aislados y
tratados con tripanocidas especificos para T. evansi (Naganol® y Cymelarsan®), pero
se observd lareaparicion de T. evans en el afo 2002, asociada a un foco de abortos 'y
alta mortalidad neonatal. Hasta ese momento no se habian realizado campafias
terapéuticas masivas, pero se establece su recomendacién en la poblacion de
dromedarios como medida preventiva o terapéutica, de cara a controlar o lograr una

eventual erradicacion de laenfermedad (Gutiérrez et al., 2005).

A pesar de no existir un censo oficial para Camelus spp. en Canarias, se ha estimado en
aproximadamente 2000 cabezas (Gutiérrez et al., 2005). Actualmente, Gran Canaria es
la Unica ida afectada por esta enfermedad. No ha sido posible controlarla en un &rea
limitada con aproximadamente 200 dromedarios, a pesar de haberse gercido medidas
sanitarias similares a otras zonas del Archipiélago, donde actualmente se consideran
libres de la enfermedad. Se han propuesto al respecto dos hipétesis que expliquen estas
observaciones; por un lado la pérdida de eficacia del tratamiento con Cymelarsan® y
subsecuente reaparicion de la enfermedad, o la presencia de reservorios de la
enfermedad en las &reas afectadas y subsecuente reinfestacion (Gutiérrez et al., 2010).
El foco principal de atencidn de esta tesis doctoral se centra en evaluar esta Ultima
posibilidad y complementar el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad en
Canarias. Por tanto, de forma complementaria a tratamiento masivo en la zona
afectada, se establece la necesidad de identificar posibles reservorios de la enfermedad

mediante el chegqueo en otras especies animales (Gutiérrez et al., 2005).

En primer lugar, el nUmero de animales rumiantes en Canarias, y fundamentalmente de
caprino y ovino, es considerablemente mayor que el de camélidos. El caprino es la
especie ganadera econdémicamente mas importante de las islas en produccién lechera, y
la segunda més importante en produccion carnica, detras del sector avicola. Destaca
mayor peso del censo de pequefios rumiantes en las islas orientales, con mas de dos
terceras partes del niUmero total de ambas especies concentrados en la provincia de Las
Palmas (Estadistica Agraria de Canarias, 2009), dentro de la cual se encuentralaislade

Gran Canaria. Aunque la explotacidn de estas especies tiende cada vez mas hacia un

4
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modelo productivo intensivo, alin existe pastoreo en algunas zonas. Asi, de forma
tradicional los pequefios rumiantes en Canarias se han desarrollado proximos a los
habitats de los dromedarios, asi como también ocurre en algunos otros lugares del
mundo, donde podrian ser reservorios potenciales del protozoo (Gutiérrez et al., 2010).
En el este de Africa se ha descrito la posibilidad de que cabras y ovejas puedan ser
hospedadores de T. evansi, cuando son criados en rebafios con dromedarios, y se ha
demostrado tras la inoculacion experimental que las cabras pueden padecer un cuadro
severo (Ngeranwa et al., 1993). Nuestro grupo de investigacion ha demostrado la
susceptibilidad del caprino a la cepa canaria de T. evansi, cursando la enfermedad

generalmente de forma subclinica con baja parasitemia (Gutiérrez et al., 2004).

En contraste, en Mauritaniay tras estudios de campo se considera limitado el papel que
pueden desempefiar los pequefios rumiantes en la epidemiologia de la tripanosomosis
por T. evansi en camellos, a pesar de haberse demostrado susceptibilidad de forma
experimental a la cepa local, produciendo una clinica de abortos y pérdida de peso en

ovino, y un curso generalmente subclinico en caprino (Jacquiet et al. ,1993).

Con estos antecedentes nuestro grupo se propuso realizar varios estudios como parte de
esta tesis. Por un lado uno basado en la valoracion de dos técnicas diagnosticas directas
sobre un modelo experimental caprino inoculando la cepa canaria de T. evansi. Por otro
lado, y tomando como base €l anterior estudio, se realizd un trabajo de campo sobre las
especies ganaderas rumiantes en laisla de Gran Canaria para conocer Si pueden actuar
como reservorios de la enfermedad y, en segundo lugar, si desempefian algun papel en

la epidemiologia de la enfermedad objeto de estudio.

En segundo lugar, y dado que conforme a grupo ad hoc de la OIE sobre tripanosomas
no transmitidos por tse-tsé (NTTAT), dentro del grupo de especies atamente
susceptibles a la surra ademas de los camellos, estén incluidos perros y equinos (OIE,
2009), valoramos incluir en nuestro estudio a equinos residentes en la zona afectada de
Gran Canaria.

Con respecto a los perros y de acuerdo a Hoare (1972), éstos estan protegidos por €l
pelaje de los ataques de |os vectores de T. evansi y se produce la contaminacion por via
ora tras la ingesta de cadaveres de ungulados afectados por surra. A pesar de que
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Desquesnes (2004) describe este tipo de contaminacién como el principa modo de
infestacion en carnivoros en Ameérica, esta posibilidad es remota en Canariasy por tanto
no la hemos incluido como objeto de estudio en la presente Tesis, en primer lugar,
debido a la imposibilidad de acceso de carnivoros a cadaveres de los camellos
infestados y, por otra parte, por la creciente implicacion de los propietarios en €l
cuidado de los perros como mascotas, lo cua lleva implicito una atencion veterinaria
cada vez mayor. A esto hay que afadir que Canarias es una region endémica de
Dirofilaria immitis, una infestacion también principamente de caracter hemético que
afecta sobre todo a perros y en la que es habitual el diagnostico a través de la técnica de
gota gruesa, técnica sencillay econdmica. Esta técnica diagnodstica es Util también para
el diagnostico de T. evansi, figurando en € capitulo 2.1.17 del Manual de las Pruebas de
Diagnéstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres 2010 (OIE, 2011). Hasta el
momento ningun clinico veterinario ha notificado infestacion por Trypanosoma spp. en
carnivoros en Canarias. Con estos antecedentes nuestro grupo de investigacion no ha
considerado prioritario incluir en esta tesis a los carnivoros, aungue en funcion de las
conclusiones que se puedan extraer de la misma, podria ampliarse el trabajo sobre estas

especies en € futuro.

En el caso de los equinos no es habitual realizar controles rutinarios de sangre en busca
de hemoparasitos, al menos en zonas fuera de |os tropicos, exceptuando situaciones en
las que se evidencien signos clinicos sospechosos que sugieran este tipo de patol ogias.
En el caso de Gran Canaria, ademés, estos animales tienen libre movimiento por todala
isla, siendo habituales las excursiones a caballo tanto como actividad turistica como
privada, lo que podria comportar situaciones de riesgo epidemioldgico. Por esta razon,
dentro de esta tesis doctoral se ha marcado como otro objetivo lavigilanciade T. evansi
en équidos, con remisién de muestras de sangre por parte de veterinarios clinicos
ambulantes asi como visitas a cuadras por parte de nuestro equipo.

Ademas y ya habiendo comentado las posibilidades de transmision en carnivoros a
través de la via oral, asi como se comentara a continuacion en roedores, y teniendo en
cuenta los modos de transmision descritos para T. evansi, consideramos que la forma
mas probable de contagio de la surra en Canarias seria a través de insectos vectores.

Dipteros pertenecientes a los géneros Tabanus, Somoxys, Atylotus y Lyperosia
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(sinbnimo de Haematobia) transmiten la surra de forma mecénica a través de la
picadura (Brun et al., 1998), siendo hasta e momento desconocidas las especies

responsables de la transmision en esta region.

Otros modos de transmisién como los representados por picaduras de vampiros se
circunscriben a Sudamérica (Desquesnes, 2004), existiendo Unicamente en Canarias
nueve especies de quirdpteros silvestres (Martin Gonzalez y Garcia, 2004) con habitos
insectivoros y frugivoros pero no hematofagos, por 1o que se ha descartado esta
posibilidad. Se ha prestado especial atencién ala posibilidad de transmision iatrogénica
en la poblacion de camellos afectados a través de agujas compartidas y préacticas
colectivas como vacunacion e identificacion, por lo cual se ha informado al respecto y

se harecomendado la profilaxis en este sentido para evitar este tipo de contagio.

Con estos antecedentes, y de acuerdo también a la aparicion de enfermedades
emergentes y adaptacion de vectores a nuevos habitats, en gran parte como
consecuencia del cambio climatico y corrientes migratorias, de cara a la sanidad animal
y salud publica la vigilancia epidemiolégica en éreas subtropicales como Canarias se
muestra esencia. Por esta razén se ha enmarcado dentro de esta tesis un trabajo para
documentar la presencia de insectos vectores que pudieran estar implicados en la
transmision de la surra en Canarias, y se intenta correlacionar esta informacion con la
vigilancia en équidos, o que servira como complemento a los trabajos anteriores y ala
descripcién de la epidemiologia de la enfermedad en lasislas.

Por ultimo y en tercer lugar, debido a la susceptibilidad de los roedores a T. evangi,
dentro de esta tesis se ha enmarcado un estudio sobre el papel que desempefian estos
micromamiferos silvestres en la epidemiologia de esta enfermedad. Como ejemplos, las
capibaras (Hydrochaeris hydrochaeris), que son los roedores de mayor tamafio del
mundo y habitan de forma salvaje en Sudamérica, actlian como reservoriosde T. evans,
sin mostrar signos clinicos manifiestos (Franke et al., 1994); por otro lado, se ha citado
la posibilidad de infestacion por T. evansi en pequefios roedores por via oral (Raina et
al., 1985; da Silva et al., 2007). Por estas razones y dado que las ratas y ratones son
animales considerados como plagas, siendo habitual su presencia en explotaciones

ganaderas y siendo dificil su control, la posibilidad de contacto directo de esta fauna
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silvestre con la doméstica es elevada, |o cual podria suponer un riesgo epidemiol 6gico

potencial, hasta el momento no evaluado para esta enfermedad en Canarias.

El estudio de la surra en Canarias toma ademés importancia por 10s siguientes motivos:

En Canarias, €l dromedario ha sido la Unica especie en la que se ha descrito la
enfermedad hasta el momento, y es ademas en esta region donde se mantiene la
Unica ganaderia camellar tradicional de Europa, con mas de seis siglos de
existencia. La importancia de este animal ha sido tal, que recientemente la
Comisién Nacional de Coordinacion para la Conservacion, Megora'y Fomento
de Razas Ganaderas acordd € reconocimiento de la raza Camello Canario y su
inclusion en el Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Esparia (Notas de prensa
de la Consgeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Medio Ambiente del
Gobierno de Canarias. 31/3/2011). Actualmente la cria de esta especie en las
islas tiene como fin la explotacion dentro del sector turistico, que es € principal

motor de la economia canaria.

Por otro lado y también a nivel local, es patente la importancia de los pequefios
rumiantes en Canarias. Por esta razon, €l estudio de esta enfermedad en estas
especies, se muestra también esencial, de cara a la repercusion que podria tener
la aparicion de nuevas enfermedades en e ganado sobre las economias
familiares dependientes del sector primario. El ganado vacuno no presenta un
censo elevado en Canarias; sin embargo, dado que figura como especie
atamente susceptible para la OIE (2011), ha sido también evaluado en la

presente tesis.

A nivel estatal e internacional, recientemente han aparecido focos puntuales de
surra en Europa continental, en zonas donde los camellos son considerados
exoticos. Estos focos han estado asociados a la importacion de dromedarios
desde Canarias. Afortunadamente, fueron controlados y la enfermedad no
alcanz6 la categoria de endémica (Desquesnes et al., 2008; Tamarit et al., 2010).
Desde una Optica de garantias en la seguridad sanitaria del comercio de animales
y sus productos, tanto entre autonomias como a nivel internacional, se muestra

esencial el estudio de esta enfermedad en Canarias.



Introduccién y justificacion

Desde la perspectiva en salud publica, € tema toma importancia a raiz de las
posibilidades de zoonosis por T. evansi. A este respecto, y aunque se presenta de
forma infrecuente, se han realizado recientes descripciones de infestaciones y
exposicion a protozoo en la especie humana (Joshi et al., 2005, Shegokar et al.,
2006; Vanhollebeke et al., 2006). La observacion de distintos grados de
resistencia natural a suero humano en agunos stocks de T. evansi, hace
necesaria una mayor atencion a su probable potencial zoondtico (Lai et al.,
2010).






1. OBJETIVOS






Objetivos

. Comparar las técnicas diagnosticas de concentracién del hematocrito
(MHCT) y de lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar T.
evansi en cabras inoculadas experimentalmente, de cara a su utilidad en €

posterior estudio de campo sobre rumiantes.

Determinar €l papel de los rumiantes domeésticos en la epidemiologia de T.

evans en laislade Gran Canaria.

Determinar el papel de los équidos residentes o proximos a la zona afectada

en la epidemiologia de la enfermedad en Gran Canaria.

Determinar |os vectores responsables de la transmision de la enfermedad en

Canarias.

Determinar €l papel de los roedores silvestres en la epidemiologia de T.

evans en laislade Gran Canaria.
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1. Historiay evolucion de Trypanosoma evansi

1.1. Historia del término Trypanosoma evansi: sinonimias

Los tripanosomas son protozoos pertenecientes al género Trypanosoma. Los primeros
organismos pertenecientes a este género fueron descubiertos en Berna en el afio 1841,
en sangre de trucha (Salmo fario) por Valentine. El término Trypanosoma fue acunado
en 1843 por Gruby, un médico hungaro que trabajo en Paris. Este cientifico empleo
dicho término, derivado fonéticamente de la combinacion de dos palabras griegas
(zpvmavo: taladro o barrena y cwua: cuerpo), para denominar a organismos con un
movimiento parecido al de las anguilas que encontr6 en sangre de ranas, y a los que

llamé Trypanosoma rotatorium (Tobey, 1906; Itard, 1989).

Trypanosoma evansi fue el primer tripanosoma descrito e identificado como agente
causal de tripanosomosis en mamiferos (Mahmoud y Gray, 1980). Este
microorganismo, agente causal de la surra, fue denominado como 7. evansi en honor al
veterinario militar Griffith Evans, que descubri6 este flagelado tras sus trabajos en
camellos y équidos infestados en el distrito Dara Ismail Khan, Punjab en la India, en

1880 (Evans, citado por Indrakamhang, 1998; Cordero del Campillo, 2001).

Cinco afios mas tarde, Steel encontré6 los mismos organismos parasitando mulas
procedentes de la Union de Myanmar (antiguamente denominada Birmania), siendo
referidos estos protozoos por Balbiani, como “tripanosomas”, en el afio 1888 (Stephen,

1986).

La enfermedad debida a 7. evansi (= T. ninaekohlyakimovi, Hoare, 1972) fue mas tarde
también descrita por Yakimoff (1921, 1923) en camellos rusos en Turkestan. Yakimoff
(1923) establecid que la tripanosomosis en camellos rusos fue detectada primero por
Feinschmidt en 1912, en Astrakhan y Saratov (Yakimoff, citado por Mahmoud y Gray,
1980).

A lo largo de los afios, se han observado enfermedades similares causadas por

tripanosomas indistinguibles de 7. evansi, en otras partes del mundo y en diversos
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mamiferos como hospedadores (Hoare, 1972). Desde su primera descripcion han sido
utilizados varios sinonimos: 7. equinum (Voges, 1901), T. evansi var. mborii (Laveran,
1903), T. soudanense (Laveran, 1907), T. soudanense var. berberum (Sergent et al.,
1912), T. marocanum (Sergent et al., 1915), T. aegyptum (Nattan-Larrier y Noyer,
1932) (autores citados por Stevens y Brisse, 2004). Se han utilizado treinta y tres
nombres diferentes, pero actualmente se acepta que el unico nombre vélido para el

parésito causante de la surra es el de 7. evansi (Hoare, 1972).

El Comité Internacional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) habia
recomendado el nombre de 7. brucei evansi en el ano 1978, basandose en que 7. evansi
derivd de 7. brucei, y en que esta evoluciéon se produjo por pérdida del ADN
kinetoplastido (ADNk). Sin embargo, basindose en la Nomenclatura Zoologica
Internacional, los participantes de la “10* Reunion Internacional sobre Trypanosoma
evansi” sefialaron que la denominacion 7. brucei evansi no era adecuada, porque para
este organismo el término “evansi” fue acuiiado antes de la denominacion “brucei”. Por
dicha razon el grupo ad hoc sobre tripanosomosis animales no trasmitidas por tse-tse
(NTTAT) de la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE), mientras tanto, prefiere
referirse a la nomenclatura que fue presentada a la Comision Internacional de
Nomenclatura Zoologica en 1989, y a partir de entonces re-denominada y confirmada
en las 10* y 11* reuniones internacionales sobre Trypanosma evansi: Trypanosoma

(Trypanozoon) evansi (Desquesnes, 2004).

Lai et al., (2008) niegan el estatus de especie tanto para 7. evamsi como para T.
equiperdum, considerandolas como subespecies de 7. brucei, y sugiriendo por tanto los

nombres de T. brucei evansi 'y T. brucei equiperdum respectivamente.

1.2. Historia del término “surra”’: sinonimias

El término “surra”, denominacion aceptada internacionalmente, hace alusion a una
observacion clinica de la enfermedad, procede del hinda y significa “corrupto” (Cordero
del Campillo y Martinez Fernadndez, 1999), pero existen otras denominaciones en otros
lugares del mundo. Asi en Sudamérica y Centroamérica esta enfermedad recibe los

nombres de “Murrina”, “Derrengadera”, “Mal de Caderas” y “Tristeza”. En el norte de
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Africa se le conoce como “El Debab”, una palabra 4rabe que significa enfermedad de la
mosca; “Guifar” o “Dioufar” en Chad; “Tahaga” en Mali; “Doukane” en Etiopia;
“Tabourit” en Mauritania (Itard, 1989; Dia et al., 1997a, b, ¢). En Rusia es conocida con

el término de “Su-auru” (Hoare, 1972).

1.3. Evolucion de Trypanosoma evansi

De todas las especies de tripanosoma, 7. evansi tiene la distribucion mundial mas
amplia y comparte el rango de hospedadores mamiferos con 7. brucei. Asi, el origen de
T. evansi y T. equiperdum ha sido objeto de debate y de acuerdo a Hoare (1972): “...si
animales infestados con 7. b. brucei hubieran sido introducidos desde un area
enzodtica de Nagana hacia una nueva localizacion libre de moscas tse-tse, donde el
tripanosoma fue transmitido subsecuentemente por vectores mecanicos, especialmente
tabanos...la pérdida de contacto con Glossina podria haber llevado a la transformacion
de T. b. brucei hacia una estirpe monomorfica indistinguible de las especies ahora

conocidas como 7. evansi...”

De este modo, la transmision de 7. brucei por moscas tse-tse (Glossina spp.) ocurre
exclusivamente en Africa en un 4rea de aproximadamente 10 millones de km?
extendiéndose a ambos lados del ecuador, desde la latitud 15° N a 20° S. T. evansi es
probablemente un 7. brucei que perdié la capacidad para la transmision ciclica al ser
introducido por animales domésticos, principalmente camellos, en areas libres de

moscas tse-tse (Itard, 1989).

A la hipotesis de Hoare (1972) referente a la aparicion de 7. evansi por evolucion a
partir de 7. brucei, Lun y Dresser (1995) aportaron que se pudo haber debido a la
pérdida del maxicirculo del ADNk durante la replicacion de un mutante de 7. brucei, lo
cual estaria correlacionado con la amplia distribucion y rango de hospedadores de 7.
evansi. Como resultado de ello y de la ausencia de cambios morfologicos de 7. evansi

en el vector, la transmision mecénica no depende de un vector estricto.

Aquellos tripanosomas de la seccion Salivaria que exhiben alteraciones naturales del

ADNKk (incluye a T. equiperdum y T. evansi), han perdido la capacidad de diferenciarse
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dentro del insecto vector y son transmitidos por picaduras de moscas o por via venérea
(Brun et al., 1998). Sin embargo, en contraposicion a la idea del origen de 7. evansi a
partir de 7. brucei, Brun et al. (1998) plantearon la hipotesis de que 7. evansi pudiera
haber surgido desde una forma sanguinea del 7. equiperdum. A su vez, Lun et al.
(2004) sugirieron que 7. equiperdum evoluciond a partir de una cepa ancestral de 7.
brucei adaptada a équidos, que durante esta fase de adaptacion perdid parte del

maxicirculo de su ADNKk.

Filogenéticamente, 7. evansi estd muy proximo a 7. brucei, y presenta una gran
homogeneidad genética. Esta homogeneidad se observa en todo el subgénero
Trypanozoon, en el que se incluyen las especies 7. brucei y T. evansi, observandose
particularmente homogeneidad genética entre las cepas de 7. evansi (Ventura et al.,

2002; De Oliveira et al., 2008; Lai et al., 2008).

Lai et al. (2008) se oponen a la hipdtesis de la aparicion puntual y Unica de 7. evansi a
partir de 7. brucei, y sugieren que la aparicion de mutantes akinetoplastidos y

diskinetoplastidos ocurre espontineamente y frecuentemente en 7. brucei.

1.4. Distribucion geogr &fica de Trypanosoma evansi

Originalmente, la distribucion de 7. evansi coincidia con la del camello (Soulsby,
1987). Actualmente 7. evansi es el tripanosoma animal patégeno de mayor distribucion
mundial y afecta al ganado en Asia, Africa y América Central y del Sur (Luckins y
Dwinger, 2004). En Latinoamérica existen cuatro especies de tripanosomas con interés
médico-veterinario e importancia economica: 7. cruzi, T. equiperdum, T. evansi y T.
vivax. Solamente 7. cruzi, perteneciente a la seccion Stercoraria, es una especie indigena
de América y responsable de la Enfermedad de Chagas, siendo las otras tres especies,
pertenecientes a la seccion Salivaria, importadas por el hombre junto con sus principales
hospedadores domésticos. La introduccion de 7. evanmsi en territorio americano, tuvo
lugar en el siglo XVI en Colombia por caballos arabes que pertenecian a las caballerias

de los conquistadores espafioles (Desquesnes, 2004).
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En Europa continental se decribieron dos casos de infestacion por 7. evansi tras la
importacioén de una capibara de Sudamérica y un perro procedente de Nepal (Kageruka
and Mortelmans, 1971; Hellebrekers and Slappendel, 1982). La primera descripcion en
ganado de la enfermedad por 7. evansi en Europa tuvo lugar en 1997 en territorio
espaiol, concretamente en un dromedario de las Islas Canarias. En esa época la
poblacion de camélidos en las islas rondaba los 1400 ejemplares, siendo en su mayoria
importados de paises préximos del noroeste africano, como Marruecos y Mauritania. La
enfermedad fue diagnosticada en un dromedario que residia en una explotacion
ganadero-turistica del sur de Gran Canaria. Su propietario, al observar emaciacion,
alopecia y atrofia muscular y de la joroba en el animal posteriormente diagnosticado,
solicit6 atencion por veterinarios. El dromedario, un macho entero de 9 afios de edad
habia sido importado hacia 3 afios del noroeste africano. El animal pudo haber sido
contagiado en origen, ya que los animales con formas cronicas de la enfermedad pueden
sobrevivir 3 o 4 afios. Tras el diagnostico, el animal fue tratado en estado agonico con
Naganol —Bayer” Lab.-, produciéndose remision de la parasitemia a las 24 horas, pero
sin observarse recuperacion total y con muerte al mes de tratamiento (Gutiérrez et al.,

1998).

Tras esta primera descripcion en Canarias se realizaron estudios en la ganaderia
camellar de las islas, y la seroprevalencia observada fue de un 9% mediante IgG-
ELISA (Molina et al., 2000), y de un 4,8% utilizando CATT/ T. evansi (Gutiérrez et
al., 2000). Sin embargo, la seroprevalencia observada en Canarias es mas baja que las
observadas en dromedarios de los paises vecinos de Marruecos y Mauritania. Asi, la
prevalencia de la enfermedad en Marruecos mostré un valor de 14,1% utilizando
CATT/T. evansi, y 18,2 % a través de IgG-ELISA. (Atarhouch et al, 2003). En
Mauritania la seroprevalencia fue de 16,5%, 24,3% y 14,1 % a través de CATT/ T.
evansi, IF1 y Ag-ELISA respectivamente. (Dia et al., 1997a).

En territorio continental europeo se detectd6 un foco de surra en el afio 2006, en
dromedarios del departamento de Aveyron (Francia). El foco aparecié en una granja tras
la importacion de cinco dromedarios desde las Islas Canarias durante el mismo afio. La
granja ya poseia ocho dromedarios importados de Canarias en el afio 1995, de los cuales
tres resultaron positivos, junto a dos de los que habian sido importados recientemente.

No se observé T. evansi en ningn otro animal de la granja, ni de granjas vecinas, pero
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algunas de las ovejas de estas granjas mostraron positividad a través de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y serologia (Desquesnes et al., 2008).
Posteriormente, en el verano de 2008 se detectd otro foco de surra en Alicante (Espana),
en una granja que habia importado dromedarios desde las Islas Canarias hacia un afo y

medio. Este brote afectd a dromedarios, caballos y burros (Tamarit ef al., 2010).

1.5. Resefias historicas de los camellos (Camelus dromedarius) en Canarias

La primera referencia historica del camello (Camelus dromedarius) en las islas data del
afio 1405 procedente del continente africano, acompanando las primeras expediciones
de los moriscos apresados por Juan de Bethencourt primero y luego por Diego Garcia
de Herrera, a lo largo del siglo XV en la cercana costa africana, durante la conquista de

las islas por los castellanos (Fabelo, 2008).

Asi en la obra francesa “Le Canarien”, donde se refleja la cronica de la conquista de
Canarias relatada por dos de sus protagonistas, Gadifir de La Salle y Jean de
Béthencourt, y al margen de interpretaciones historicas, aparecen de forma clara en
alguno de sus capitulos las primeras referencias. Asi, en cuanto al camello se cita

textualmente:

“...muy cerca del puerto de Bojador,; y alli bajo Monsernor de Béthencourt con sus
hombres y entraron por lo menos ocho leguas en el pais y prendieron hombres y
mujeres que llevaron consigo, y mas de tres mil camellos, [ | y después volvieron a
Gran Canaria, como Monserior de Béthencourt lo habia ordenado, pero el temporal los
cogio en el camino, de manera que de las tres barcazas una llego a Erbania
(refiriéendose a Fuerteventura) y la segunda a la isla de La Palma y alli se quedaron,
hasta que llego la tercera barcaza, en que venia Monserior de Béthencourt, haciendo la

guerra a los del pais”

En “Historia de las siete islas de Canaria” (Arias de Marin de Cubas, 1986) se cita:

“Salieron de Ervania o Fuerteventura dia 6 de Octubre del mismo ario de 405, guiando

las tres Galeras al Puerto grande frontero de Telde y Argones que es Gando, y
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dandoles un recio norte desgarran a tierra de Africa junto a el cabo Boxador,
entraronla por mas de diez leguas onde estubieron ocho dias, apresaron muchos arabes

con familias y mas de quatro mil camellos, ...”

Las Islas Canarias constituyen una region ultraperiférica que pertenece politicamente a
la Unién Europea y presenta unas caracteristicas climaticas muy diferentes a las de la
Europa continental, debido a su proximidad a la costa africana, distando 95 km del
Sahara Occidental. Las condiciones climaticas constantes, con temperaturas suaves
durante todo el afio, han convertido a las islas en un atractivo turistico a nivel mundial,
permitiendo a este sector situarse como eje econdémico principal del archipiélago a partir
de los afios sesenta del pasado siglo. El desarrollo del turismo tuvo una influencia clara
sobre el dromedario, conocido en las islas como camello, provocando un cambio radical
en el modo de su explotacion. Antaiio fue una especie ganadera explotada en labores
agricolas y construcciones para aumentar la superficie cultivable, modelando incluso el
paisaje, como el caso de La Geria en la de isla de Lanzarote, ahora conocida
mundialmente, para después en esos mismos paisajes llevar a cabo con la llegada de
turistas, labores de transporte recreativo, lo que supuso un nuevo enfoque a la

rentabilidad de este animal como especie ganadera.

Este nuevo modelo de explotacion del dromedario se exportd a las vecinas islas de
Fuerteventura, Gran Canaria y Tenerife, que junto a Lanzarote son las cuatro islas

donde habitan dromedarios (Gutiérrez et al., 2000).

Después de la entrada de Espafia en la Union Europea, y tras asumir una nueva
legislacion comunitaria en materia de sanidad animal, las importaciones de camellos
africanos a las Islas Canarias fueron reduciéndose poco a poco hasta desaparecer por
completo. No obstante, entre los animales que se encuentran en la actualidad en las
distintas explotaciones, aun es facil distinguir algunos ejemplares con marcas de fuego
en el cuello que revelan el origen de los mismos y la tribu a la que pertenecian (Fabelo,

2008).

En un andlisis genético utilizando 13 microsatélites en la poblacion canaria de
dromedarios, se observd la mayor proximidad genética con dromedarios del Norte de

Africa (Tinduf, Argelia) y un cierto grado de subdivisién, con importantes diferencias
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genéticas entre los criadores. Esto, unido al escaso censo de este animal justificaria la
puesta en funcionamiento de un programa de conservacién genética que permitiera el
manejo eficiente de la diversidad genética actual en la tinica poblacién tradicional de

esta especie en Europa (Schulz et al., 2010).

A este respecto, la Comision Nacional de Coordinacion para la Conservacion, Mejora y
Fomento de Razas Ganaderas, acord6 en reunién celebrada el 24 de marzo de 2011 en
Madrid, el reconocimiento de la raza Camello Canario y su inclusion en el Catalogo
Oficial de Razas de Ganado de Espafia (Notas de prensa de la Consejeria de

Agricultura, Ganaderia, Pesca y Medio Ambiente del Gobierno de Canarias. 31/3/2011).

1.6. Situacion actual de la surra desde la Optica del comercio internacional de

animales

En la antigua clasificacion de las enfermedades de declaracion obligatoria de la
Organizacion Internacional de Epizootias (OIE) mantenida hasta 2005, la surra tenia el
estatus de enfermedad dentro de la lista B de équidos. Actualmente se encuentra como
enfermedad de varias especies en la lista de la OIE , incluida en el capitulo 2.1.17 del
Manual de las Pruebas de Diagnostico y de las Vacunas para los Animales Terrestres
2010. En el mismo manual se cita como expertos y laboratorios de referencia para la
enfermedad al Dr. Filip Claes del Institute of Tropical Medicine Antwerp en Bélgica, y
al Prof. Noboru Inoue del National Research Center for Protozoan Diseases, en Japon.
No obstante, hasta el momento en dicho manual no figura todavia asignado ningtn test
diagnéstico para 7. evansi ni con categoria de “prescrito” ni “alternativo” para el

movimiento internacional de animales y productos de origen animal (OIE, 2011).

Asi, de acuerdo a Desquesnes et al. (2008), la enfermedad producida por 7. evansi esta
listada para las organizaciones internacionales s6lo como surra en caballos, pero no en
camellos. En el Codigo Sanitario para los Animales Terrestres 2010, cuyo objetivo es
garantizar la seguridad sanitaria del comercio internacional de animales terrestres y
productos de animales terrestres, aparece la durina como enfermedad listada propia de
los équidos, cuyo agente causal es 7. equiperdum. Sin embargo, en dicho c6digo no

figura la enfermedad producida por 7. evansi en las enfermedades comunes a varias
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especies, ni siquiera en las recomendaciones aplicables a las enfermedades de équidos

(OIE, 2011).

1.7. Situacién actual de Trypanosoma evansi desde la Optica de la salud publica:
potencial zoonético

La tripanosomosis por 7. evansi se ha convertido en una enfermedad emergente
potencial tras su reciente descripcion en la especie humana. La enfermedad fue
observada en 2004 en un granjero hindi de 40 afios del distrito de Chandrapur en el
estado de Maharashtra. El paciente presentd una clinica de fiebre intermitente asociada
a escalofrios y sudoracidon y que evolucion6 hacia déficit sensorial, desorientacion,
agitacion y comportamiento violento (Joshi et al., 2005). De acuerdo a Vanhollebeke et
al. (2006), la susceptibilidad de este paciente a esta protozoosis se atribuyd a una
deficiencia de apolipoproteina L-1 (Apo-L1), una molécula que se encuentra de forma

normal en el suero humano y que representa un factor tripanolitico natural.

Tras esta primera descripcion de 7. evansi en la especie humana, se realizoé un estudio
de seroprevalencia en el mismo pueblo en el que se localizé el paciente afectado. Se
observaron resultados positivos al CATT/ T. evansi, a alta dilucion del suero, en un
3,32% de los habitantes, sin confirmarse parasitemia en ningln caso, lo que indica una
frecuente exposicion de la poblacion humana a 7. evansi en esta area (Shegokar et al.,

2006).

En algunas subespecies de 7. brucei se ha citado la presencia del gen de resistencia
asociada al suero (SRA), que confiere resistencia al suero del hospedador, lo que ha
proporcionado informaciéon importante en la gama de huéspedes que pueden afectarse
por este tripanosoma y los mecanismos de resistencia que se presentan (Pays et al.,
20006). A este respecto, un fragmento homologo a SRA llamado SRAbc se encuentra en

todos los stocks de 7. brucei evansi (Lai et al, 2009).

En estudios realizados en algunos stocks de 7. evansi, obtenidos de distintos
hospedadores animales y variada procedencia geografica, se ha observado distinto nivel

de sensibilidad a los efectos del suero humano. Ciertos stocks muestran una resistencia
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natural al mismo, aunque hasta el momento se desconocen las causas de esta resistencia.
También se desconoce la funcion del fragmento SRAbc y si a su vez podria representar
un componente evolutivo potencial que pueda dar lugar al gen SRA, que conferiria al
parasito resistencia al suero humano. La existencia de distintos grados de resistencia
natural al suero humano, hace necesaria una mayor atencion a la posibilidad potencial

de infestacion en humanos por este tripanosoma animal (Lai ez al. 2010).
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2. TAXONOMIA DE Trypanosoma evansi

2.1. Sistematicatradicional de Trypanosoma spp.

La posicion sistematica tradicional de Trypanosoma spp. dentro de los protozoos y la
clasificacion revisada de los tripanosomas de mamiferos, acorde a Levine ef al. (1980)

es la siguiente:

Subreino FEOTOZOA Goldfuss, 1818; emend. Levine ef ol (19200

Phyllum SARCOMASTIGOPHOFRA Honigherg and Balaniuth, 1963; emend. Levine a1 al.
(19800,

Subphylhum MASTIGOFPHORA Diesing, 1266; emend. Levine st ol (19800

Clase ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909,

Orden KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963,

Familia TEYPANOSOMATIDAE Doflsin, 1901,
emend. Grobben, 1905,

Género Trypanosoma Gruby, 1843,

Figura 1. Sistematica tradicional del género Trypanosoma. Adaptado de Levine et al.

(1980).

2.2. Sistematica actual de Trypanosoma spp.

La revision de Levine et al. (1980) para los protozoos, basada en estudios
ultraestructurales, ha sido recientemente actualizada por Adl et al. (2005), con la
combinacion de estudios morfologicos y moleculares, incluyendo a la mayoria de los
eucariotas en seis "super-grupos" que representan el agrupamiento basico similar a los

tradicionales reinos.
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La nueva clasificacion de los eucariotas fue propuesta por la Sociedad Internacional de
Protistologia, y recomendada como base para futuras revisiones, donde Trypanosoma

spp. queda incluido dentro del supergrupo Excavata (Adl et al. 2005).

El supergrupo Excavata est4 constituido por eucariotas unicelulares, la mayoria de los
cuales son flagelados heterétrofos. Dentro del mismo, aparte de Trypanosoma spp., se
incluyen otros grupos responsables de enfermedades importantes, tal como Giardia spp.

y Trichomonas spp. (Simpson y Roger, 2004).

Asi, la clasificacion actual de Trypanosoma spp., acorde a Adl et al. (2005) y
modificada por Hampl et al. (2009) es la siguiente:

EXCAVATA Cavalier-Smith, 2002, emend. Simpson, 2003 |

[Discoba AGE Simpsom, 2009, |

| Euglenozoa Cavalier-Smith, 1921, emend. Simpson, 1997 |

| Einstoplastea Honigherg, 1963 |

hletakimetoplastina VickemmaninMoreira, Lopez-Garcia, and
Wickerman, 2004

Trypanosomatida Kent, 1380, emend. Vickermanin Moreira,
Lopez-Gareia, and Vickenman, 2004,

MNode

Endotrypanum

Hs FOREI0S0MoNas

Leishmania

Leptomonas

Saurolgizhmania

Trypanoesoma
Wallacsina

Figura 2. Sistematica actual del género Trypanosoma. Adaptado de Adl et al. (2005) y
Hampl et al. (2009).
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Este nuevo enfoque en la filogenia de los eucariotas ofrece una nueva vision de la
evolucién de los mismos. Asi, se enfatiza que los tripanosomas lejos de ser organismos
primitivos o fosiles vivientes, que ofrecen una perspectiva en la biologia celular de las
antiguas células eucariotas y extintas per se, se constituyen al contrario como
organismos muy evolucionados y especializados para sus entornos especificos. Para ello
se asienta como base la gendmica comparativa de una manera rigurosa, en la cual se
tiene en cuenta tanto la ausencia como la presencia de genes dentro de un genoma

(Dacks et al. 2008).

2.3. Clasificaciéon de los tripanosomas de importancia veterinaria y médica que

afectan a mamifer os

Los tripanosomas que afectan a mamiferos estan incluidos en dos grupos distintos y, en

consecuencia, han sido divididos en dos secciones (Hoare, 1972):

(A) seccion Stercoraria (subgénero Schizotrypanum, Megatrypanum y Herpetosoma),
en la cual los tripanosomas son producidos en el intestino posterior del insecto vector

desde donde son transmitidos de forma contaminativa al hospedador definitivo; y

(B) seccion Salivaria (subgénero Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon), en la cual la
transmision es inoculativa desde la region anterior del aparato digestivo del insecto

vector.

Las especies pertenecientes a la seccion Salivaria, en virtud a los genes que codifican
glicoproteinas variables de superficie (VSG), son los unicos tripanosomas que exhiben

variacion antigénica.

En los siguientes diagramas aparecen las especies de importancia veterinaria y médica,

apareciendo clasificado T. evansi en la seccion Salivaria.
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SECCION SALIVARIA

Trypanosoma (Dutonella) vivax Ziemann, 1905

Trypanosoma (Nannomonas) congolense Broden, 1904

Trypanosoma (Nannomonas) simiae Bruce etal, 1912

Trypanosoma (Nannomonas) godfreyi McMamara et al, 1994

Trypanosoma (Trypanozoon) brucei Plimmer and Bradford, 1899

Trypanasoma (Trypanozoon) evansi (Steel, 1885) Balbiani 1888

Trypanosoma (Trypanozoon) equiperdum Doflein, 1901

Trypanosoma (Pycnomaonas) suis Ochmann, 1905

Figura 3. Seccion Salivaria. Adaptado de Stevens y Brisse (2004).

SECCION STERCORARIA

Trypanosoma (Megatrypanum) theileri Laveran, 1902

Trypanosoma |Herpetosoma) lewisi (Kent, 1880} Laveran and Mesnil, 1901

Trypanosoma |Schizotrypanum) cruzi Chagas, 1909

Trypanosoma (Schizofrypanum) rangeli Tejera, 1920

Figura 4. Seccion Stercoraria. Adaptado de Stevens y Brisse (2004).
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3. MORFOL OGI A DE Trypanosoma evans

3.1 Generalidades

La morfologia méas comun en la familia Tripanosomatidae corresponde a la que
presentan los tripanosomas de mamiferos en la fase sanguinea (Itard, 1989). La forma
evolutiva tripomastigote de los tripanosomas de mamiferos, es basicamente lanceolada,
y con aspecto de hoja delgada y alargada, presentando una seccion transversal eliptica

con sus extremos en forma de puntas de cono (Hoare, 1972).

Generalmente 7. evansi es monomorfico, aunque esporadicamente puede presentar
polimorfismo (Hoare, 1954; Brun et al., 1998). Morfologicamente es indistinguible de
las formas delgadas de 7. brucei, tanto de las que parasitan a humanos (7. brucei
brucei) como a animales (7. brucei rhodesiense y T. brucei gambiense), asi como
tampoco puede distinguirse de 7. equiperdum a nivel de microscopio Optico y

electrénico (Brun ef al., 1998).

Aunque clasicamente se habia establecido en 24 micrometros la longitud media de 7.
evansi (Hoare, 1954), medidas mds recientes indican variaciones en esta media, la cual
guarda mas relacion con la especie hospedadora, que con el parasito en si (Desquesnes,
2004). En las formas tripomastigotes de los tripanosomas, a modo de referencia
topografica y de acuerdo a Hoare (1972), sera descrito como extremo anterior aquel
hacia donde se dirige el parésito durante la locomocion. Los principales organulos de un
tripanosoma son el nucleo, el kinetoplasto y el sistema mastigonte representado por el

cuerpo basal y el flagelo (Hoare, 1972).

3.2. Flagelo

El tnico flagelo que presenta el parasito emerge del extremo posterior del cuerpo, con
origen en el denominado cuerpo basal. Se dirige a lo largo de la superficie del cuerpo,
como el margen del pliegue que forma la denominada membrana ondulante, hasta que

alcanza el extremo anterior, donde puede quedar como flagelo libre (Hoare, 1972). La
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parte libre del flagelo mide entre 3 y 5 micrémetros, y no esta presente en las formas
rechonchas (Desquesnes, 2004). El flagelo presenta el patron clasico de organizacion de
9 pares de microtibulos periféricos y un par central, y ademds en tripanosomatidos,
como diferencia del resto de protozoos parasitos, esta asociado al axonema un complejo

de filamentos denominado estructura paraflagelar (de Souza, 2008).

3.3. Periplastoy envoltura de glicoproteinas

El cuerpo del parasito esta delimitado por una pared llamada periplasto, la cual
comprende una membrana plasmatica de 8-10 nm de espesor y, bajo €sta, una capa de
microtubulos peliculares (Itard, 1989). La membrana plasmatica que envuelve se
invagina formando el bolsillo flagelar, continuando a lo largo del flagelo (de Souza y da

Cunha-e-Silva, 2003).

El cuerpo puede estar envuelto a su vez por una capa de glicoproteinas secretadas por la
célula, que actia como antigeno de superficie en las formas sanguineas de los
tripanosomas de mamiferos. Esta capa puede transformarse, lo cual le permite al
parasito evadir la accion de los anticuerpos generados por los hospedadores mamiferos
(Itard, 1989). Esta capa, denominada con las siglas VSG (glicoproteinas variables de
superficie), presenta en 7. evansi un peso molecular de 66-67 kDa (Ghorui y Srivastava,
1999). Estas VSG determinan los tipos antigénicos variables de los tripanosomas
individuales, denominados VAT. La especie 7. evansi presenta un repertorio limitado
de VSQG, teniendo un caracter predominante la glicoproteina RoTat 1.2 (Verloo et al.,
2001). Esto puede explicar la alta sensibilidad mostrada por test diagnosticos para
detectar anticuerpos frente a 7. evansi, realizados en distintos lugares del mundo y en
distintos hospedadores, basados en el antigeno RoTat 1.2 (Diall et al., 1994; Dia et al.,
1997b; Verloo et al. 1998; Davison et al., 1999; Gutiérrez et al., 2000; Verloo et al.,
2000).

Sin embargo, en estudios realizados en Kenia fue imposible detectar diversos casos de
T. evansi a través de test basados en la VGS RoTat 1.2 (Ngaira et al., 2003; Njiru et al.,
2004). Se concluy6 que algunas cepas 7. evansi en Kenia carecen del gen que codifica

RoTat 1.2 y de su VSG asociada, observandose a su vez algunas poblaciones de 7.
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evansi que presentaban el gen, pero carecian de la citada VSG (Ngaira et al., 2004).
Estas cepas aisladas en Kenia que carecen de VSG RoTat 1.2 se denominan 7. evansi
non-RoTat 1.2 y poseen una VSG llamada JN 2118Hu (Ngaira et al., 2005). No
obstante el término non-RoTat 1.2 en referencia a las cepas VSG JN 2118Hu debe ser
aplicado con cautela, teniendo en cuenta que la existencia de otros 7. evansi que estén
desprovistos de ambas glicoproteinas de superficie no ha sido descartada (Njiru et al.,

2010).

3.4. Citoesgueleto

Bajo el periplasto se encuentra el citoesqueleto del protozoo, conformado por
microtubulos, presentes en todas la células eucariotas, pero especialmente abundantes
en la familia Trypanosomatidae (Rasooly y Balaban, 2004). Los microtibulos
individuales estan compuestos de heterodimeros de tubulina, habiendo sido
identificadas en 7. brucei 6 tubulinas hasta el momento: alpha, beta, gamma, delta,
epsilon y zeta (Gull, 2001). La unién de los microtubulos individuales entre si y con la
membrana plasmatica, a través de puentes cruzados, se produce por la presencia de las

proteinas asociadas a microtibulos (MAPs) (Kohl y Gull, 1998).

La beta-tubulina es un importante miembro de la familia de tubulinas en las especies de
la familia Trypanosomatidae, y ademés de estar presente debajo de la membrana
plasmatica, forma parte del flagelo, estructura paraflagelar y el huso mitdtico. La
secuencia de aminodcidos de la beta-tubulina en 7. evansi presenta una homologia del
100 % y del 99.8% con las de T. equiperdum y T. brucei respectivamente (Li et al.,
2007).

3.5. Citoplasma
El citoplasma contiene distribuidos al azar los ribosomas y el reticulo endoplasmico,

estando este ultimo organulo unido a los microtibulos del citoesqueleto. El complejo de

Golgi se encuentra cerca de la bolsa flagelar (de Souza y da Cunha-e-Silva, 2003).
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El ntcleo de los tripanosomas pueden estar situado en diferentes partes del cuerpo, pero

en las formas sanguineas aparece cerca del centro o en la mitad anterior (Hoare, 1972).

El orden Kinetoplastida comprende un grupo de protozoos definidos por la presencia de
un organulo caracteristico, el kinetoplasto (Vickerman, 1976). Este organulo
corresponde a una condensacion de ADN extranuclear, y en tripanosomatidos se
encuentra dentro de la inica mitocondria ramificada, que se localiza frente al cuerpo
basal que da lugar al flagelo (De Souza y da Cunha-e-Silva, 2003). En 7. evansi el

diametro del kinetoplasto es de 0,7 micrometros (Hoare, 1972).

El kinetoplasto de los tripanosomas estd conformado por miles de moléculas circulares
de doble cadena llamadas maxicirculos y minicirculos. La red del ADNk consiste en 50-
100 maxicirculos y 5000-10000 minicirculos. Los maxicirculos corresponden al
equivalente del ADN mitocondrial de otros eucariotas, y en ellos esta codificada la
informacion para la produccion del ARN mitocondrial. En los minicirculos esta
codificado ARN mensajero que interviene en la definicion de la produccion final del
ARN mitocondrial, a través de un proceso post-trancripcional en el cual se produce
insercion y/o extraccion de nucledtidos de uridina y es catabolizado por complejos

multiprotéicos (Stuart, 2005).

Se pueden producir alteraciones en el ADNk, de forma natural o inducidas en
laboratorio (Schnaufer et al., 2002). A tenor de las alteraciones que puede suftir el
kinetoplasto surgen los términos akinetoplastido y diskinetoplastido, haciendo
referencia a la pérdida total o reduccion en el tamafio del ADNk respectivamente, que
pueden sufrir los tripanosomas. No obstante, se deben denominar diskinetoplastidos a
todos aquellos stocks en los que no se ha realizado analisis del estado del kinetoplasto,
debido a que tripanosomas aparentemente akinetoplastidos, pueden poseer un ADNk no
condensado, no detectable por Giemsa (Ventura et al., 2000). Existen tres especies
incluidas dentro de la categoria de tripanosomas diskinetoplastidos/akinetoplastidos: 7.
evansi, T. equinum y T. equiperdum (Hoare, 1972). Clasicamente 7. equinum fue
considerada como una especie separada, y en la actualidad es considerada una forma de

T. evansi (Ventura et al., 2000).
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T. evansi carece de maxicirculos en su ADNk y la secuencia de los minicirculos es muy
similar entre cepas aisladas en diferentes partes del mundo (Borst ef al., 1987; Songa et
al., 1990; Lun et al., 1992). Mientras que en 7. evansi hay ausencia de maxicirculos, en
T. equiperdum si existen; segun Lun et al. (2004), estos maxicirculos en 7. equiperdum
son incompletos, con respecto a los de 7. brucei, especie a partir de la cual estos autores

sugieren que se origind 7. equiperdum.

Existen cepas de 7. evansi akinetoplastidas de forma natural, habiendo sido descritas
cepas desprovistas de ADNk tanto de animales domésticos como salvajes (Ventura et

al., 2000).

Aparte del kinetoplasto, en tripanosomatidos existen otros organulos caracteristicos. En
primer lugar se presenta el denominado glicosoma, que es un organulo por lo general
redondo, y que contiene una matriz mas densa que la del citoplasma. La mayoria de las
enzimas de la via glucolitica se localizan en este organulo. Dado que en algunas
especies el glicosoma contiene catalasa y enzimas que intervienen en la beta-oxidacion

de los lipidos, se corresponderia a un peroxisoma (De Souza y da Cunha-e-Silva, 2003).

Otro organulo caracteristico es el acidocalcisoma, que consiste en varias vesiculas
distintivas, que suelen mostrar un vacio interior y un material electrodenso en su
periferia. Este organulo estd involucrado en la regulaciéon de la concentracion
citoplasmatica de calcio, con la participacion de varias ATPasas (De Souza y da Cunha-

e-Silva, 2003).

~ Kinetoplasto
l__\!l.‘ieleo-

Membrana ondulante

Figura5. Morfologia de Trypanosoma evansi.
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4. CICLO DE Trypanosoma evansi

T. evansi presenta un ciclo de vida monoxeno, y su contagio se realiza de forma
mecanica, sin que este protozoo sufra evolucion en el tiempo que transcurre en la
transmision, entre un hospedador infestado y un nuevo hospedador. Esta diferencia con
respecto a otros tripanosomas que si presentan evolucion durante la transmision entre
hospedadores, ha sido explicada en 7. evansi por la pérdida de los maxicirculos del

kinetoplasto (Borst ef al., 1987).

La multiplicacion de 7. evansi en sus hospedadores mamiferos se produce por fision
binaria longitudinal, y tiene lugar en sangre, linfa o liquido cefalorraquideo (Fowler,

2010).

4.1. Formas de transmision de Trypanosoma evansi

Se le ha atribuido un rol importante a especies concretas de artropodos hematdfagos en
la transmision mecanica de la surra, aunque también se han descrito otros modos de

transmision, sin la intervencion de los mismos.

4.1.1. Transmision por picadura de vector es mecanicos

En la transmision de 7. evansi generalmente intervienen un grupo determinado de
insectos, que se comportan como vectores a tenor de sus habitos hemat6fagos. Tras
alimentarse de la sangre de animales parasitémicos, pueden transportar en sus piezas
bucales tripanosomas que pueden presentar capacidad infestiva. El potencial transmisor
de estos vectores depende del tiempo que transcurre hasta la siguiente alimentacion
sobre otro animal libre de la protozoosis y a su vez de la especie de vector involucrada.
Las especies de insectos que transmiten la surra de forma mecanica, a través de la
picadura, pertenecen a los géneros Tabanus, Stomoxys, Atylotus y Lyperosia (sinbnimo
de Haematobia) (Brun et al., 1998). Estas especies se describirdn de forma mas

detallada en el apartado 4.2.
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4.1.2. Transmision por mordedura por Desmodus rotundus

En Sudamérica juegan un papel importante en la epidemiologia de la enfermedad los
murciélagos vampiros (Desmodus rotundus), que por sus habitos hematofagos se
convierten simultdneamente en hospedadores, reservorios y vectores mecanicos de 7.
evansi. Asi, estos quirdpteros adquieren la infestacion a través de la ruta orodigestiva, o

incluso de forma percutdnea por mordedura entre congéneres (Hoare, 1965; 1972).

Debido a que actian tanto como vectores y como reservorio, existiendo multiplicacion
del parasito en dicho vector, existe justificacion para considerar a los murcié¢lagos

vampiros como vectores biologicos (Desquesnes, 2004).

En Canarias habitan nueve especies de quirdpteros, distribuidos de forma distinta por
todas las islas (Martin Gonzalez y Garcia, 2004), y no existe la especie hematofaga

Desmodus rotundus, circunscrita inicamente a Latinoamérica.

4.1.3. Transmision via oral

La transmision via oral, por alimentacion de carne o sangre infestada ha sido
demostrada en perros, gatos y ratones (Ray et al., 1972; Raina et al., 1985; Bazzoli et
al., 2002). En otros estudios se consiguié transmision via oral en ratas (Rattus

norvegicus) pero no en ratones (Mus musculus) (da Silva et al., 2007).

De acuerdo con Hoare (1972), los perros domésticos y salvajes estan protegidos de los
ataques de los vectores hematofagos por la cobertura de pelo, lo que sugiere que el
contagio tiene lugar por comer caddveres de ungulados infestados. Desquenses (2004)
cita este modo de transmision como la principal ruta de adquisicion de 7. evansi en

carnivoros en América, particularmente en perros.

Ademas, se cita también la posible importancia que puede tener esta via de transmision
en otras especies salvajes de Sudamérica, como son las capibaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) y los coatis (Nasua nasua), los cuales tienen un comportamiento gregario

y agresivo entre congéneres, pudiéndose mantener la infestacion en el grupo, por peleas
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entre individuos (Herrera et al., 2004). De la misma forma, tal como se citd en el
apartado anterior, la especie de murcié¢lago Desmodus rotundus adquiere la infestacion a
través de la ruta orodigestiva, o incluso de forma percutdnea por mordedura entre

congéneres (Hoare, 1965; 1972).

4.1.4. Transmision iatrogénica

La transmision iatrogénica, la cual no ha recibido la atenciéon adecuada, es otra ruta
probable de contagio desde hospedadores subclinicos hacia hospedadores sanos, ya que
se ha descrito la transmision mecanica por agujas hipodérmicas contaminadas como via

posible para adquirir 7. evansi (Ngeranwa y Kilalo, 1994; Fowler, 2010).

Practicas colectivas como programas de vacunacion, asi como identificacion a través de
crotal en pabellones auriculares o tatuaje, sin las adecuadas medidas higiénicas, podrian

ser medios de transmision del protozoo (Ngeranwa y Kilalo, 1994; Reid, 2002).

4.1.5. Transmision vertical

4.1.5.1. Transmision transplacentaria

Se han asociados abortos y mortalidad neonatal a brotes de 7. evamsi, pero se
desconocen los mecanismos responsables de estos desdrdenes reproductivos (Gutiérrez

et al., 2005).

No obstante, no parece tener importancia la transmision congénita de 7. evansi, a la
vista de la poca informacion sobre el tema en la literatura cientifica. A este respecto,
tomando fuentes bibliograficas no indexadas, ha sido citada la transmision
transplacentaria de 7. evansi, al detectarse el protozoo en sangre de un feto de asno
abortado (Pathak y Kapoor, 1999); y de forma experimental, también se observaron
tripanosomas en fetos de ratas y ratones, pero no se observd en feto de chinchilla,
procedentes de madres inoculadas (Latif et al., 1986). En otro estudio no se observaron

al microscopio 7. evansi en la sangre de fetos de raton cuyas madres habian sido
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infestadas previamente, pero si se demostré en posterior subinoculacion, lo cual

confirmo la transmision transplacentaria (Sarmah, 1998).

4.1.5.1. Transmision lactégena

Otro tipo de transmision vertical que también estd poco documentada para 7. evansi, es
el contagio a lactantes. De forma experimental, en animales de laboratorio, no se han
podido obtener resultados que permitan incluirla como probable via de contagio (Latif

et al., 1986).

4.2. I nsectos vectores principales de Trypanosoma evansi. Situacion en Canarias

4.2.1. Géneros Tabanusy Atylotus

Los dipteros de la familia Tabanidae, en la cual se incluyen los géneros Tabanus y
Atylotus, son bien conocidos por el hostigamiento que producen con sus picaduras al
hombre y a muchos animales domésticos y salvajes. De esta forma, dentro de los
insectos citados como posibles vectores de la surra, los que se consideran mas

importantes pertenecen al género Tabanus (Luckins, 1988; Luckins y Dwinger, 2004).

Las picaduras se producen como consecuencia de los habitos hematéfagos que tienen
las hembras de la mayoria de las especies. Las hembras adultas pueden vivir de uno a
dos meses, y necesitan la toma de sangre para la maduracién de los huevos, teniendo
lugar hasta cuatro tomas en intervalos de una semana o mads, dependiendo de si es
posible encontrar un hospedador (Portillo, 1984; Desquesnes, 2004). Los estimulos que
dirigen a los tdbanos a sus hospedadores son de tipo olfatorio, en particular el didxido
de carbono, y visual, teniendo una marcada preferencia por grandes animales,
convirtiéndose la especie equina en un tipo de hospedador muy atractivo para este

insecto (Desquesnes, 2004).

Un mecanismo como es la contaminacion de las piezas bucales con sangre, que contiene

las formas sanguineas del parasito, es suficiente para asegurar la consiguiente potencial
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transmision mecanica de 7. evansi, viéndose facilitado ello en los tdbanos, porque
presentan unas piezas bucales asperas, que destacan en tamafio con respecto a los demas

vectores potenciales, y unas labelas esponjosas (Foil, 1989; Sumba et al., 1998).

Los tdbanos atacan de forma vigorosa produciendo una reaccion defensiva en su
hospedador que espanta al insecto y lo obliga a atacar a un nuevo hospedador para
completar su alimentacion (Luckins y Dwinger, 2004). La alimentacion interrumpida de
sangre es el factor mas importante, responsable del rol de los tabanidos como eficientes
vectores mecanicos, aumentando la probabilidad de esta eficiencia con el aumento de
interrupciones en la alimentacion. Ello depende tanto del comportamiento hematéfago
inherente a cada especie de tdbano, como de la interaccion tabano-hospedador,
definida en este segundo caso en mayor medida por el comportamiento del hospedador
frente a los ataques. Asi, se observan especies de tabanidos que completan su
alimentacion en un solo hospedador, haciéndolos menos eficientes como transmisores,
frente a otras especies que necesitan mas de un hospedador, lo que los convierte en
vectores potenciales mas eficaces. Los comportamientos defensivos de la especie
hospedadora potencial, como pueden ser el movimiento de la cola, pataleo, sacudir la
cabeza, espasmos dérmicos, entre otros, o la indiferencia frente al ataque del insecto,
son factores que también definen el nivel de éxito de la transmision, asi como el perfil

de vulnerabilidad que presenta la especie hospedadora (Muzari ef al., 2010).

Otro factor que condiciona el éxito de la transmision por estos insectos es la distancia
entre hospedadores potenciales. Asi, el porcentaje de los tdbanos que se mueven entre
animales susceptibles, estd inversamente relacionado a la distancia que los separa.
Cuando se produce la alimentacion de los tdbanos sobre varios hospedadores, ocurre
entre los animales del mismo rebafio, habiéndose observado este fenémeno con
distancias de separacion de hasta 25 metros. A pesar de que se han observado tabanos
que recorren incluso kilometros, el vuelo a largas distancias después de una
alimentacion interrumpida, no constituye la norma en el comportamiento hematéfago
del insecto en busca de nuevos hospedadores, por lo menos en un periodo de pocas

horas (Barros y Foil, 2007).

La actividad de los tdbanos es diurna, pero sin embargo el ritmo circadiano de los

tdbanos muestra tendencias distintas segun el continente. Asi, en Africa los tdbanos
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muestran mayor actividad después del mediodia y durante la tarde, cuando el tiempo es
claro y sin viento, mientras que en Sudamérica la tendencia es durante la mafiana y la

puesta de sol (Dia et al. 1997¢; Desquesnes, 2004).

También se observan diferencias en la presencia de picos de abundancia de tabanos
segun los periodos de lluvias y sequia en distintas localizaciones y continentes, y se
relacionan con variaciones temporales en la seroprevalencia de 7. evansi en las zonas

estudiadas (Dia et al., 1997c; Barros, 2001; Abdesalam et al., 2002).

Asi, en Africa se observaron picos de abundancia de tabanos al final de la estacion
lluviosa y comienzo de la estacion seca (Dia et al., 1997c; Abdesalam et al., 2002). En
contraste, en Sudamérica, segun la localizacién, se observé mayor abundancia de
tabanos tanto durante la estacion lluviosa (Barros, 2001), como durante la estacion seca

(Desquesnes, 2004).

La ultima revision llevada a cabo en Espafia de la familia Tabanidae, registra 97
especies (Portillo, 1984; Portillo y Bdaez, 2002). En paises africanos situados en
latitudes proximas a las Islas Canarias, se ha descrito la presencia de tdbanos en areas
prevalentes de surra en dromedarios, destacando Atylotus agrestis como la especie mas

abundante (Dia et al., 1997¢; Abdesalam et al., 2002).

No obstante, en Canarias se ha citado poca abundancia de tabanidos, recogiéndose
desde el punto de vista histérico que ya en 1866, Viera y Clavijo, en su “Diccionario de
Historia Natural” decia: “por fortuna, no se conoce (el tdbano) en nuestras islas”. En
Canarias fueron descritas la especie endémica Atylotus canarius (Enderlein, 1929), y la
especie Tabanus fortunatus (Frey, 1936), resultando esta ultima sindnima de la especie
europea Tabanus cordiger (Meigen, 1820) (Baez y Portillo, 1981; Portillo y Baez, 2002;
Béez y Garcia 2004). Estas especies fueron descritas en las islas de Tenerife,
Fuerteventura y Lanzarote, no encontrdndose informacion de su existencia en las

restantes islas del archipié¢lago (Baez y Garcia, 2004).

La mayoria de especies de climas templados tienen una Unica generacion al afio y los

adultos viven durante 2-4 semanas (Wall y Shearer, 2010). Las condiciones 6ptimas de
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reproduccidn para estos insectos incluyen temperaturas ambientales altas y constantes,

entre 32-35°C, y disponibilidad de agua (Kettle, 1995).

4.2.2. Géner 0 Stomoxys

Otros dipteros descritos como vectores mecanicos de 7. evansi, son los incluidos dentro
del género Stomoxys (Brun et al., 1998). Este género contiene en torno a 18 especies, de
las cuales la mas comun e importante en climas templados es Stomoxys calcitrans,

conocida como mosca de los establos (Wall y Shearer, 2010).

Todas las especies de este género tienen un aparato bucal de tipo picador, teniendo una
proboéscide lo suficientemente prominente como para diferenciarlas de las especies del
género Musca. A diferencia de los tabanidos, las especies del género Stomoxys
presentan comportamientos hematéfagos en ambos sexos y habitualmente realizan
pequenas ingestas de sangre de diferentes hospedadores, varias veces al dia (Wall y

Shearer, 2010).

Figura 6. Stomoxys calcitrans:. (A) vista dorsal del cuerpo y (B) lateral de la cabeza.

Notese la proboscide (flechas).
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Las condiciones Optimas para pupar para este género incluyen oscuridad absoluta y
temperaturas de aproximadamente 27°C. La duracion de su ciclo biologico en climas
templados es de 4 semanas, pudiendo oscilar entre 3 y 7, dependiendo de la temperatura

(Wall y Shearer, 2010).

Aunque se ha relacionado al género Stomoxys con la transmision mecanica de la surra,
en la literatura existe cierta controversia al respecto. De acuerdo a Ngeranwa y Kilalo
(1994), Stomoxys calcitrans fue incapaz de transmitir 7. evansi entre cabras, y de éstas
a camellos, con unas condiciones experimentales incluso mas adecuadas para la

transmision de la enfermedad que las presentes en el campo.

No obstante, de acuerdo a Moutia (1928), Stomoxys nigra es el principal vector de la
surra en la isla Mauricio, situada en el océano Indico. Ademas indica que existien dos
limitaciones para la transmision con éxito: en primer lugar, el intervalo de tiempo
transcurrido entre la alimentacion de sangre por parte del vector sobre el animal
infestado y la siguiente alimentacién sobre el animal sano receptor, no debe ser
superior a diez minutos; en segundo lugar, se cita que el animal donante debe presentar

una alta parasitemia periférica.

En la misma linea, en un estudio experimental mas reciente, en el que se utilizaba un
modelo de laboratorio en raton, se demostré la transmision de 7. evansi por Stomoxys
taeniatus y S. niger niger. No obstante, s6lo se observo un pequefio numero de parasitos
moviles en las piezas bucales de los dipteros estudiados, y por tanto, presumiblemente
viables hasta 5-7 minutos tras la alimentacion sobre un hospedador infestado (Sumba et

al., 1998).

Se observo también de forma experimental, la supervivencia de 7. evansi con capacidad
infestante en el intestino de estos insectos, hasta 2-3 horas tras alimentacion de sangre
parasitémica, y en un s6lo caso se mantuvo esta capacidad infestante hasta 8 horas; no
obstante, la transmision como resultado de regurgitacion no ha sido demostrado como

un fendmeno natural (Sumba et al., 1998).

En otro intento por demostrar la transmision mecanica de 7. evansi de forma

experimental a ratones, se obtuvo un éxito por debajo del 1%, utilizando una cepa de T.
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evansi que procedia de un ganado de camellos situado en una zona con gran cantidad de
tdbanos, algunos Sfomoxys y sin presencia de moscas tse-tse. Ademas, la transmision
solo fue lograda con una sola especie, Stomoxys varipes Bezzi, de entre nueve

capturadas del género Stomoxys (Mihok et al., 1995).

Stomoxys calcitrans es una especie cosmopolita, y también ha sido descrita su presencia
en todas las Islas Canarias, probablemente apareciendo por introduccion (Béaez, 1981;
Baez y Garcia 2004). La especie afrotropical Stomoxys niger Macquart, 1851, fue
descrita en las Islas Canarias por Séguy en el ano 1935, pero no se han repetido
descripciones, ni ha sido aceptada posteriormente, tratdndose probablemente de un error

en la identificacion de S. calcitrans (Pont y Baez, 2002).

4.2.3. Géner o Haematobia (Lyperosia)

Dentro de la subfamilia Stomoxynae se encuentran también los dipteros del género
Haematobia, relacionados también con la transmision de 7. evansi (Brun et al., 1998).
En los climas templados se pueden encontrar dos especies de este género, Haematobia
irritans (también denominada Lyperosia irritans) conocida como mosca de los cuernos,

y Haematobia stimulans (también denominada Haematobosca stimulans) (Wall y

Shearer, 2010).

Los adultos del género Haematobia son moscas similares en apariencia a las moscas de
los establos. Los adultos de Haematobia stimulans son un poco mas pequefios que los
adultos de Stomoxys calcitrans, pero H. irritans es considerablemente menor, teniendo
aproximadamente la mitad del tamafio de una mosca doméstica. Otra de las diferencias
con S. calcitrans es que los palpos de los adultos de Haematobia spp. son mas largos en

relacion con la probdscide (Wall y Shearer, 2010).

En cuanto al comportamiento que presentan, ambos sexos son hematofagos y se
alimentan principalmente sobre ganado vacuno y bufalos, y ocasionalmente sobre otros
animales, incluyendo a humanos estrechamente asociados a bovinos. Los adultos de H.
irritans permanecen sobre su hospedador de forma permanente, abandonando al

hospedador por un corto periodo de tiempo para copular y poner los huevos. Por el
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contrario, H stimulans no permanece tanto tiempo sobre el hospedador y tiene un

comportamiento mas parecido al de S. calcitrans (Kettle, 1995; Wall y Shearer, 2010).

En un estudio experimental realizado sobre la transmision mecénica de 7. evansi por
Haematobia minuta, desde un camello infestado de forma natural a ratones, se obtuvo
un nivel de éxito bajo, de un 2-3%, y se pudieron observar tripanosomas moviles hasta 3
minutos en la probdscide, y hasta 90 minutos en el intestino del insecto, tras la
alimentacion de sangre con el citado parasito. Después de alimentar a estos insectos con
sangre parasitémica, se observd que inoculando ratones con material consistente en
insectos homogenizados, la capacidad infestiva de 7. evansi se mantuvo hasta una hora

después (Oyieke y Rey, 2003).

En territorio peninsular espafiol han sido descritas las especies H. irritans y H. titillans
(Pont y Béez, 2002), pero las referencias acerca de especies de este género son poco

claras en cuanto a su presencia en las Islas Canarias.

En Canarias fue descrita por Séguy la especie registrada como Haematobia minuta
Bezzi, una especie afro tropical, que probablemente se refiriera a H. fitillans; no
obstante, hasta el momento esta identificacion especifica estd pendiente de confirmacion
(Pont y Béez, 2002; Baez y Garcia, 2004). De la misma forma, fue descrita la especie
Haematobia stimulans en la isla de La Palma por Santos-Abreu en 1976, no habiendo
sido citada tampoco posteriormente, ni habiendo sido posible su identificacion con el

material antiguo disponible (Béez, 1981).

4.3. Papel de otrosinsectos en la epidemiologia de Trypanosoma evansi

4.3.1. Género Hippobosca

Hippobosca camelina es otro insecto hematéfago cominmente encontrado en areas
habitada por camellos. No obstante, no se obtuvo éxito en un estudio experimental

encaminado a investigar su capacidad para transmitir 7. evansi (Oyieke y Rey, 2003).
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Sin embargo, a pesar de no haberse podido lograr la transmisioén, se detectaron
tripanosomas moviles hasta 2 minutos en la proboscide, y hasta hora y cuarto en
intestino del insecto, tras la alimentacion sobre un camello infestado (Oyieke y Rey,

2003).

Ademas, se observo que inoculandole material consistente en insectos homogenizados a
ratones, la infestividad de T. evansi se mantuvo hasta media hora tras la alimentacion de

Hippobosca camelina con sangre parasitémica (Oyieke y Rey, 2003).

No obstante, en Canarias y en el resto del pais, solo ha sido descrita Hippobosca equina,

pero no H. camelina (Carles-Tolrra y Baez, 2002; Baez y Garcia, 2004).

4.3.2. Otrosinsectos

A pesar de que los mosquitos no han sido citados como transmisores de 7. evansi,
mediante técnicas de biologia molecular se ha detectado material genético del
tripanosoma en mosquitos procedentes de granjas de cerdos en Tailandia (Chansiri,

2002).

Teniendo en cuenta ademas la informacion referente a la transmision de otros varios
agentes por parte de algunas especies de mosquitos y otros artrépodos hematodfagos
(pulgas, piojos, etc.), junto a la habilidad que muestran de pulular de forma ocasional,
parece probable que jueguen un papel local o temporal en la transmision de 7. evansi.
No obstante, la importancia de los mismos no ha sido evaluada, ni es generalizada

(Desquesnes, 2004).

4.4. Animales hospedador es potenciales de Trypanosoma evansi
Trypanosoma evansi es el tripanosoma animal de mayor distribucion mundial, y afecta

al ganado en Asia, Africa, América Central y del Sur, siendo distinto el principal

hospedador segun la localizacion geografica (Luckins y Dwinger, 2004).
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Se han establecido dos grupos de especies hospedadoras de 7. evansi, segiin el nivel de
susceptibilidad a padecer la surra: “Especies altamente susceptibles” y “Especies

susceptibles” (NTTAT, 2009).

Dentro de la categoria de “Especies altamente susceptibles” se encuentran incluidos

camélidos (Camelus spp.), equinos y perros (NTTAT, 2009).

En dromedario, la surra es la causa mas importante de morbilidad y mortalidad, y
también el factor de mayor trascendencia que produce pérdidas econdmicas en las zonas
de cria de camello (Enwezor y Sackey, 2005). Los equinos son también considerados
“altamente susceptibles” a tripanosomosis por 7. evansi y han sido citadas infestaciones
naturales en estos animales (Herrera et al., 2004). En perros también han sido citadas
infestaciones naturales por 7. evansi en Latinoamérica (Herrera et al, 2004,
Franciscato et al., 2007; Correa-Salgado et al., 2010) y Asia (Singh et al., 1993). En
Europa se ha descrito un caso de una infestacion compatible con 7. evansi en un perro

importado de Nepal (Hellebrekers y Slappendel, 1982).

En otro carnivoro doméstico como es el gato, aunque esta probada la susceptibilidad a
nivel experimental a 7. evansi (Silva et al., 2010a), la infestacion natural se ha descrito
con poca frecuencia en la bibliografia. Se han citado infestaciones naturales en tres
gatos domésticos, proponiéndose 7. evansi como el agente causal tras diagndstico por
frotis con sangre fresca (Tarello, 2005). Todas las descripciones de infestaciones
naturales descritas en felinos tienen en comun que se han realizado en Asia, afectando
también a otras especies distintas de la especie Felis catus (Dakshinkar et al. 2002,

Manohar et al., 2003),

Dentro de la categoria de “Especies susceptibles™ figuran bufalos de agua (Bubalus

spp.), el ganado vacuno, ciervos, ovejas, cerdos y cabras (NTTAT, 2009).

Tanto en Sudamérica como en Asia han sido descritas infestaciones naturales por 7.
evansi en bufalo (Verloo et al., 2000; Herrera et al., 2004). Sin embargo no se han
encontrado referencias de infestacion en bufalo africano (Syncerus caffer), y se ha
citado que no se ve afectado por 7. evansi, viéndose implicado tnicamente el bufalo

doméstico (Bubalus bubalis) (Uilenberg, 1998).
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En Africa y en Latinoamérica se considera a 7. evansi como un patdgeno leve o
insignificante para el ganado vacuno, siendo diferente la situaciéon que acontece en Asia,
donde presenta importancia médica y econdmica en esta especie y se ha confirmado la
enfermedad empleando diversos métodos diagnosticos (Desquesnes et al., 2009a;
Pruvot et al., 2010). No obstante, de acuerdo a Mekata et al. (2009), la situacion
epidemioldgica de la tripanosomosis bovina en Latinoamérica puede presentar
diferencias de acuerdo a las variaciones regionales en la distribucion de los protozoos,
habiéndose observado una mayor diversidad de los genes que codifican receptores de
transferrina en las cepas sudamericanas que en las asiaticas, lo cual podria determinar
diferencias en la habilidad de las distintas cepas para adaptarse a diferentes

hospedadores.

Reid et al. (1999) contrastaron el comportamiento de la parasitemia en el cerdo con la
que mostrd el ganado vacuno frison en estudios de otros autores, y observaron durante
los primeros meses tras una infestacion un patrén similar en ambas especies, con mas

dias mostrando aparasitemia que dias con parasitemia.

Como reservorios para 7. evansi podrian intervenir especies cinegéticas (NTTAT,
2009). A este respecto, de acuerdo a Reid ef al. (1999), en Indonesia se citdé como
reservorio de la enfermedad a una especie de cérvido, que destaca en este sentido sobre
los cerdos salvajes. Los cerdos salvajes, mostraron una alta tolerancia al protozoo sin
apreciarse sintomatologia, observandose parasitemias bajas y oleadas parasitémicas con
intervalos entre picos de hasta veinte dias. Este patron menos marcado que la especie de
cérvido también estudiada, hace de esta forma al cerdo comparativamente una especie

menos efectiva como reservorio en Indonesia.

En una zona endémica de tripanosomosis por 7. evansi de Brasil, a principios de la
década pasada se realizaron dos estudios de campo que incluyeron también suidos
salvajes: en el primero de ellos no se detectd parasitemia (Herrera et al., 2004) y en el
segundo a pesar de que solo se detectd parasitemia por PCR, se les atribuye un

importante rol en el mantenimiento de 7. evansi (Herrera et al., 2008).

Continuando con especies cinegéticas, pero en este caso de caza menor, no se han

encontrado referencias acerca de infestaciones naturales en conejos silvestres por este
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mismo protozoo, por lo que el significado de esta especie en la epidemiologia de esta
enfermedad es desconocido. Reglero et al. (2007), describieron una infestaciéon por
Trypanosoma spp. en conejos salvajes al sur de la Peninsula Ibérica, pero no fue
identificada la especie, sugiriéndose que fuera Trypanosoma nabiasi, la especie
aceptada que infesta a conejo salvaje y doméstico y se transmite a través de la ingestion

de pulgas o de heces de este insecto.

De acuerdo a Uche et al. (1992), los conejos son resistentes a la infestacion por 7.
evansi. En una infestacion experimental se sugirid que los conejos son refractarios al
parasito, al observarse que 7. evansi desparece del torrente sanguineo después del dia
ochenta y dos tras inoculacion, restableciéndose también los parametros hematoldgicos
que se mantenian alterados durante la etapa de presencia de parasitemia (da Silva et al.,
2008a). En otra infestacion experimental en conejos se observd que la parasitemia
desapareci6 a los noventas dias post-inoculacion, observandose variaciones irregulares

de parasitemia (da Silva et al., 2009a).

Los pequenos rumiantes se han asociado a menudo a los hébitats de los dromedarios, asi
como también ocurre en algunos otros lugares del mundo, donde podrian ser reservorios
del protozoo (Gutiérrez et al., 2010). En el este de Africa se ha citado la probabilidad de
que cabras y ovejas puedan ser hospedadores probables de 7. evansi, cuando se crian en
rebafios con dromedarios, y se ha demostrado, tras la inoculacion experimental, que las
cabras pueden cursar con un cuadro severo (Ngeranwa et al., 1993). No obstante, en el
noroeste africano, concretamente en el sur de Mauritania, tras estudios de campo se ha
descartado el rol que pueden desempenar los pequefios rumiantes en la epidemiologia de
la tripanosomosis por 7. evansi en camellos, a pesar de haberse demostrado
susceptibilidad de forma experimental a la cepa del lugar, mostrandose una clinica de
abortos y pérdida de peso en ovino, y un curso generalmente subclinico en caprino

(Jacquiet et al., 1993).

Por otro lado, pueden ser considerados como importantes reservorios de la enfermedad
en Latinoamérica la capibara (Hydrochoerus sp.), el coati (Nasua sp.) y el murcié¢lago

vampiro (Desmodus sp.) (NTTAT, 2009).
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Exceptuando a la capibara, que es también un roedor, pero sélo presente de modo
salvaje en Sudamérica, no existe demasiada informacion disponible en la bibliografia
acerca del rol que desempefian los roedores silvestres en la epidemiologia de
infestaciones naturales por 7. evansi. No obstante, los roedores presentan
susceptibilidad a 7. evansi y ademds son usados a menudo como modelo para
diagnoéstico a través de inoculacion (OIE, 2011). Ademas, se ha confirmado la
posibilidad de la infestacion por 7. evansi en roedores a través de la via oral (Raina et

al., 1985; da Silva et al., 2007).
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5. PATOLOGIA DE LA INFESTACION POR Trypanosoma

evans

5.1. Manifestaciones clinicas
5.1.1. Generalidades

Los signos clinicos tipicos de surra descritos son fiebre intermitente, anemia,
emaciacion, edema, conjuntivitis y epifora, linfadenomegalia, esplenomegalia, dafio en
la funcion motora y abortos (Taylor y Authié, 2004). El edema se puede observar en la
region intermandibular, las extremidades, el abdomen (Desquesnes, 2004) e incluso en
algunas especies se ha descrito en tejidos de la cara, parpados y orejas (Da Silva et al.,

2009a; 2010a).

Otro amplio grupo de signos clinicos han sido atribuidos a la infestacion por 7. evansi,
incluyendo sialorrea, diarrea, ictericia, descarga nasal mucopurulenta, disnea, alopecia,
urticaria, infertilidad, disminucién en la produccion lechera en vacuno, debilidad,

incoordinacion y paralisis (Luckins y Dwinger, 2004).

Cuando los parasitos acceden al sistema nervioso central y al humor acuoso, se pueden
observar sintomas neuroldgicos y hemorragia ocular (Desquesnes, 2004). Los signos
neurologicos podrian ser observados en los estadios tardios de la enfermedad (Taylor y
Authié, 2004). En casos de tripanosomosis cerebral los animales muestran signos de
torneo, excitacion, comportamiento agresivo, ataxia, paresia de miembros pelvianos,

decubito lateral, convulsion y finalmente muerte (Luckins y Dwinger, 2004).

La enfermedad puede presentarse de forma aguda en animales jovenes y hembras
prefiadas, los cuales mueren en pocas semanas, pero en zonas endémicas la presentacion
comun de la enfermedad es la forma cronica que cursa durante afios y conduce a
caquexia y muerte del animal (Taylor y Authié, 2004). Factores tales como el estrés por
transporte, situaciones climaticas adversas, deficiencias nutricionales, cambios
fisiologicos y enfermedades concurrentes, puede dan lugar a tripanosomosis clinica en

animales con infestaciones latentes (Luckins y Dwinger, 2004).
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5.1.2. Manifestaciones clinicas en caméidos

La surra en camellos es una enfermedad cronica debilitante, que presenta un
impresionante desarrollo de sintomas clinicos aparentes alrededor del mes de la
infestacion. Se presentan episodios agudos de fiebre, asociada con apatia, falta de
apetito y epifora, coincidiendo con los picos de parasitemia elevada. Poco a poco, el
animal pierde condicion, la joroba se encoge y aparece debilidad progresiva. Se pueden
producir edemas. Las hembras prefiadas a menudo abortan. La enfermedad por lo
general suele ser mortal, a veces con bastante rapidez en un par de semanas o mas a
menudo unos pocos meses después de su comienzo; no obstante la evolucion es mucho
mas a menudo crénica, y puede durar hasta dos o tres afios. En los casos cronicos suele
ser muy dificil encontrar los parasitos en la sangre por medios directos (Uilenberg,

1998).

S -

Figura 7. (A) Dromedario afectado por surra de forma cronica: noétese el
adelgazamiento, atrofia de la joroba y edema en prepucio y extremidades pelvianas. (B)
Edema prepucial en dromedario macho afectado por 7. evansi. (C) Prepucio normal en

dromedario macho.
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Los casos agudos a menudo muestran signos de fiebre recurrente acompanada de
anemia progresiva y pobre condicion corporal, pudiéndose desarrollar también edema y
paralisis. Los casos subagudos acontecen con fiebre, edema, emaciacion y alta
mortalidad. El edema varia desde placas en el cuello y flancos a edema en hocico, pared
toracica, prepucio y escroto y en las piernas hasta las rodillas y los corvejones (Wernery

y Kaaden, 2002).

La surra crénica en camellos se caracteriza por anemia, edema y emaciacion, e
intermitentes episodios de fiebre, entre los cuales el parasito podria estar ausente en los
vasos sanguineos periféricos (Fowler, 2010). Se pueden producir nacimientos
prematuros, abortos y disminuir la producciéon de leche. Algunos camellos pueden

recuperarse espontdneamente (Wernery y Kaaden, 2002).

En camellos, la infestacion por 7. evansi se complica a veces por infecciones
pulmonares (Taylor y Authié, 2004), asi como en esta misma especie, este protozoo ha
sido implicado como factor predisponente en brotes causados por Clostridium
perfringens (Luckins y Dwinger, 2004). En la forma cronica de la enfermedad,
dependiendo de los cuidados proporcionados al animal, la supervivencia podria ser

hasta de tres o cuatro afios (Fowler, 2010).

5.1.3. Manifestaciones clinicas en equinos

Los caballos son considerados como una especie altamente sensible a la enfermedad
(OIE, 2010). Los asnos, sin embargo, suelen padecer infestaciones cronicas o
asintomaticas y podrian actuar como reservorios de la enfermedad (Taylor y Authié,

2004).

En los caballos se han descrito muchos signos clinicos comunes a otras especies
animales, como palidez de mucosas, ictericia, linfadenomegalia superficial, edema
(submandibular, prepucial, y abdominal ventral), hemorragia o derrame conjuntival y
abortos (Marques et al., 2000; Rodrigues et al., 2005). Se ha observado que caballos
que se recuperaron de la enfermedad continuaron con una mala condiciéon corporal

(Rodrigues et al., 2005). En caballos afectados por la forma cronica de la surra se ha
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descrito emaciacion progresiva, a pesar de que los animales presentaron apetito voraz

(Rodrigues et al., 2005), y en algunos casos se observo apetito reducido (Marques et al.,

2000).

Los términos “mal de caderas” y “derrengadera”, utilizados en Sudamérica para definir
la enfermedad producida por 7. evansi, hacen alusion a la sintomatologia neuroldgica y
debilidad que presentan los caballos en los cuartos traseros, y que se manifiestan a
través de ataxia, ceguera, torneo, hiperexcitabilidad, decubito lateral, déficits
propioceptivos (mostrado por andar vacilante y pasos descoordinados e inestables),
caida y desvio de la cabeza y “posicion de perro sentado” (Marques et al., 2000;
Rodrigues et al., 2005). Se observo que la “posicion de perro sentado” la adoptaron los
animales cuando fueron sometidos a un esfuerzo fisico, siendo incapaces de soportar
peso en los cuartos traseros, y después de algunos minutos, y a pesar de la gran
dificultad, los animales pudieron levantarse y permanecer en estacion (Marques et al.,

2000).

5.1.4. Manifestaciones clinicas en especies rumiantes ganader as

El ganado vacuno se comporta a menudo como portador asintomatico en Sudamérica,
mientras que desarrolla formas cronicas de la enfermedad en Asia (Taylor y Authié,
2004). En novillas frisonas infestadas con una cepa indonesia de 7. evansi se observo
aumento de la temperatura corporal, anemia y disminuciéon en la ganancia de peso,
observandose en algunos casos una capacidad de ingesta reducida (Payne et al., 1992).
El ganado bovino raramente se ve afectado de forma grave, pero el parasito puede tener
una influencia negativa en la fertilidad y las razas lecheras no pueden alcanzar su

potencial de produccion (Uilenberg, 1998).

Las formas agudas de la enfermedad pueden ocurrir en bufalo y en ganado bovino en las
zonas donde se presenta la enfermedad por primera vez. Incluso en las zonas endémicas,
T. evansi puede causar anemia y pérdida de la condicion corporal de bufalos, y aunque
la infestacion no suele ser fatal, la enfermedad puede tener una gran importancia
economica. Los animales de tiro son particularmente propensos a los efectos de la

infestacion (Uilenberg, 1998).
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Aunque las infestaciones experimentales pueden causar la enfermedad en los pequefios
rumiantes, a nivel de campo las ovejas y las cabras no se ven afectadas frecuentemente
de forma grave (Uilenberg, 1998). La enfermedad ha sido descrita en pequeiios
rumiantes de forma subclinica, moderada y severa, describiéndose parasitemia erratica,

pérdida de peso y una caida significativa del hematocrito (Gutiérrez et al., 2006a).

En ovejas, los sintomas de la enfermedad que se han descrito incluyen anemia, palidez
de mucosas, epifora, pérdida de apetito, emaciacion, inapetencia y aspecto aspero de la
lana junto a pirexia fluctuante que en la mayoria de los casos coincidi6 con los picos de
parasitemia. Se describieron dos formas distintas de la enfermedad: por un lado se
observé una forma aguda, con una supervivencia dentro de los primeros 14 dias tras la
infetacion; por otro lado se mostr6 la forma crénica, con una supervivencia de casi dos

meses (Audu et al., 1999a).

Cabras inoculadas de forma experimental con 7. evansi procedente de un camello,
mostraron un curso de la enfermedad subclinico, con unos pocos episodios de fiebre en
las primeras semanas y artritis a los seis meses post-inoculacion (Gutiérrez et al.,
2004a). Ademas se observd ulceracion corneal en un caso, que tras tratamiento con
droga tripanocida remiti¢ totalmente, y otro caso de retinocoroiditis que persistid sin

evolucion (Morales et al., 2006).

A pesar de que no existen signos patognomonicos, signos clinicos como progresiva
pérdida de peso, membranas mucosas palidas, pelo &spero, temperatura corporal
fluctuante y anemia, junto a otros signos menos frecuentes como tos, aumento testicular
y diarrea, podrian indicar infestacion por 7. evansi en cabras en zonas endémicas de
surra, pero el diagndstico definitivo no se puede confirmar sin deteccion de

tripanosomas en sangre (Dargantes ef al., 2005a).

En bufalos infestados por 7. evansi se observaron membranas mucosas anémicas,
depresion, debilidad, intolerancia al ejercicio, pérdida de apetito y emaciacion

(Damayanti ef al., 1994).
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5.1.5. Manifestaciones clinicas en car nivor os domésticos

Tanto en Sudamérica como en Asia existen descripciones de la enfermedad en perros,
que presentan la forma aguda con signos clinicos oculares, vasculares y neuroldgicos
(Taylor y Authié, 2004). Varios autores han descrito signos clinicos comunes en perros
que incluyen anemia de moderada a severa, fiebre, emaciacion progresiva e inapetencia,
y ademas se observaron algunos casos de conjuntivitis, linfadenomegalia palpable,
edema en las extremidades y un inicio gradual de paresia en los cuartos traseros (Silva

et al., 1995; Aquino et al., 1999; Franciscato et al., 2007).

Da Silva et al. (2010a) observaron de forma comun apatia, debilidad, hiporexia, edema
palpebral y caquexia en gatos infestados de forma experimental por 7. evansi; en menor
grado aparecieron ademas otros signos como vomitos, palidez de mucosas, diarrea,
deshidratacion superior al 6% y areas alopécicas en la cara. En menos del 50 % se
observo anorexia, mucosas congestivas, conjuntivitis, opacidad corneal, respiracion
abdominal, edema de los tejidos de la cara, piel seca, rigidez, mortalidad y ya por Gltimo
en menor proporcion, por debajo del 30% se registraron arritmias, edema de

extremidades, abscesos y enfisema subcutaneo.

5.1.6. Manifestaciones clinicas en otras especies animales

En suidos y cérvidos salvajes inoculados experimentalmente con 7. evansi no se
observo indicios de la enfermedad ni disminucién notable del apetito. Tras una
parasitemia estable al inicio, en ambas especies se produjo un patrén fluctuante de
parasitemia con repetidos picos, siendo el inicio de este patron mds temprano en los

cerdos salvajes (Reid et al., 1999).

En coatis (Nasua nasua) infestados experimentalmente con 7. evansi se observd de
forma comun emaciacion progresiva y aumento de ganglios linfaticos, y en algunos
casos fueron descritos depresion, letargia y moderada fotofobia. No se detecto fiebre, no

existiendo correlacion entre la temperatura y la parasitemia (Herrera et al., 2001).
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En conejos infestados por 7. evansi se observd anorexia, apatia, mucosas palidas y
edema en pabellones auriculares y parpados, con disminucion en la ganancia de peso,
aunque no se produjeron muertes como consecuencia de la parasitosis (da Silva et al.,
2009a). En otro estudio en esta especie Barman et al. (2010) observaron un registro
regular de la temperatura, que presentd aumentos a los dias 14 y 31 post-inoculacion;
ademads se produjo conjuntivitis purulenta, inflamacién y edema en nariz, parpados y
escroto, con descarga nasal y en pene, que progres6 a ulceracion e incluso a
desprendimiento; se observd eczema en algunos casos, presentandose de forma
generalizada emaciacion y caquexia que aumentaba con el progreso de la enfermedad
junto con edemas en varias zonas corporales, asi como asfixia pasado un mes, y en
algln caso opacidad corneal unilateral; ademds dichos autores registraron muerte de los

animales infestados a los 43-86 dias tras la inoculacion.

En ratones infestados experimentalmente por 7. evansi se observé palidez corneal que
aument6 con el avance de la parasitemia, reduccion del apetito pero invariable y no en
todos los animales, apatia y pelo dspero que progreso a pelo erizado, descarga ocular,
nasal y de pene en algunos casos a los 3 dias post-inoculacion; la mayoria de los
animales estiraban su cuerpo todo lo posible. En el estadio final los ratones se movia
desorientados, paraban y volvian a moverse, por ultimo saltaban y morian en decubito
lateral o dorsal, dentro de las 80-96 horas tras la inoculacion (Barman et al., 2010). En
capibara, Hydrochaeris hydrochaeris, el mayor roedor del mundo que habita en
Sudamérica y que actua de reservorio de 7. evansi, no se observaron signos clinicos en

una infestacion experimental con dicho protozoo (Franke ef al., 1994).

En congjillo de indias los signos clinicos se observaron entre las 3-4 semanas post-
inoculacion y se produjeron dos picos de temperatura corporal en el primer mes; se
observé emaciacion, palidez conjuntival, y estornudos y asfixia después del dia 25 post-
inoculacion, con muerte registrada entre los dias 38-61 post-inoculacion (Barman et al.,

2010).

Se han descrito tripanosomosis en félidos salvajes en la India. En gato de la jungla o de
los pantanos (Felis chaus) infestado por 7. evansi se observo opacidad corneal bilateral,
con descaraga serosa y fotofobia (Dakshinkar et al., 2002). En un tigre afectado por 7.

evansi se observd anorexia, estrefiimiento y letargia, taquipnea y jadeo, taquicardia,
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aumento de la temperatura corporal, tendencia a la inclinacion de la cabeza para
presionar contra las barras de la jaula y también se presentaron convulsiones (Upadhye

y Dhoot, 2000).

En un elefante infestado por 7. evansi se observéd disminucion de la condicion corporal,
reluctancia al trabajo y somnolencia diurna con mayor frecuencia de lo habitual,
presentandose valores de glucosa en sangre fluctuantes, pero sin alteracion en otros

valores bioquimicos y hematologicos (Rodtian et al., 2004).

En rinocerontes de Sumatra (Dicerorhinus sumatrensis sumatrensis) afectados por T.
evansi se observo letargia, depresion, anorexia, debilidad que progresd a paresis

posterior, disnea, dectbito y muerte (Vellayan et al., 2004).

En osos del Himalaya (Selenarctos thibetanus) afectados por 7. evansi se observo
pirexia, inapetencia, depresion, taquicardia, taquipnea, membranas mucosas palidas,
somnolencia; se presentd en unos casos imposibilidad de ponerse en pie permaneciendo
acostados, y en otros casos caminaron cortas distancias si se les ayudaba, presentando
fasciculaciones de cuartos traseros y ataxia. En un caso se observo crepitaciones a la

auscultacion de pulmones (Muhammad et al., 2007).

Aunque T. evansi se ha descrito en mamiferos, tras inoculaciones experimentales de este
parasito en aves, concretamente en adultos y pichones de paloma (Columba livia), se
observd unicamente parasitemia en los pichones y ésta desaparecio dentro de los diez
dias tras la inoculacion, con deteccion de un aumento de la temperatura coincidente con
la parasitemia; ademas se observo una disminucion en la concentracion de hemoglobina
y una inflamacion negruzca en torno a 0,5 cm de diametro en el punto de la inyeccion
bajo el ala, sin observarse otros signos clinicos en los pichones infestados (Mandal et
al., 2008). En inoculaciones de pollos con 7. evansi se produjo desarrollo de parasitemia
en algunos animales, produciéndose muerte después de algunos dias, sin aparecer

manifestaciones clinicas en ninguno de los animales infestados (Misra et al., 1976).
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5.1.7. Confusiones clinicas con otros tripanosomas patégenos distintos de T. evansi

Dado que no existen signos clinicos patognomonicos de la enfermedad, en zonas donde
coexisten varias especies del género Trypanosoma seria necesario identificar la/s
especie/s implicada/s en los distintos brotes. Algunas especies que podrian producir

confusion clinica con 7. evansi son T. lewisi, T. theileri, T. vivax y T. equiperdum.

5.1.7.1. Trypanosoma lewisi

A pesar de que a priori T. lewisi se describe como parasito estricto de ratas, ha rebasado
la frontera hospedador-especifico ya que se han descrito casos en pacientes humanos
(Lun et al., 2009). Incluso se ha observado la infestacion accidental en ratas de
laboratorio pertenecientes a un animalario de experimentacion, citandose las pulgas de

roedores silvestres como la més probable fuente de contagio (Desquesnes et al., 2002)

Ademas del potencial antropozoondtico descrito, no se ha encontrado en la bibliografia
cientifica descripcion de infestaciones por 7. lewisi en otras especies animales distintas
a roedores. No obstante, se han observado bebés humanos afectados por 7. /lewisi que
presentaron sintomatologia clinica inespecifica como son edema grave, fiebre, anorexia

y depresion (Howie et al., 2006; Kaur et al., 2007; Sarataphan et al., 2007).

5.1.7.2. Trypanosoma theileri

Trypanosoma theileri es considerado como un hemoparasito del ganado vacuno y se
han descrito infestaciones por este parasito en muchos paises del mundo, incluyendo
Espafia (Villa et al., 2008). Aunque se considera que 7. theileri presenta bajo grado de
patogenicidad, en situaciones de estrés puede crear confusion clinica al haberse
observado signos clinicos inespecificos como anemia, rigidez, depresion, aborto, diarrea

y atonia ruminal en bévidos afectados (Levine et al., 1956; Ward et al., 1984).
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5.1.7.3. Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax, originario de Africa y extendido al continente sudamericano con la
introduccion de ganado vacuno africano, presenta unas manifestaciones clinicas
parecidas a la surra, con signos clinicos de anemia, pérdida de peso y debilidad,
debiéndose tener en cuenta en areas donde coexiste con 7. evansi, que el diagnostico

puede ser solamente determinado a nivel de laboratorio (Desquesnes, 2004).

5.1.7.4. Trypanosoma equiperdum

Trypanosoma equiperdum es un protozoo descrito en ganado equino. Este tripanosoma
produce la enfermedad llamada durina y tiene una amplia distribucion geografica.
Presenta signos clinicos principalmente en la fase tardia, con manifestaciones parecidas
a la surra tales como fiebre, anemia, sintomatologia neuroldgica y abortos, no
pudiéndose utilizar por tanto la patogenicidad como medio de diferenciacion con T.
evansi. La mayor diferencia clinica entre estas dos especies seria que 7. evansi es un
parésito sanguineo que se difunde por todo el organismo, mientras que 7. equiperdum
parasita usualmente al principio de la infestacion los tejidos de los érganos genitales,

causando signos clinicos locales como inflamacion y edema (Brun et al., 1998).

5.1.7.5. Trypanosoma spp. con estrictas especificidades geograficas

Otras especies de tripanosomas presentan estrictas especificidades geograficas, y al

igual que la surra se muestran también con signos clinicos inespecificos.

En la enfermedad de Chagas, producida por 7. cruzi y presente en el continente
americano se producen signos cardiacos en pacientes humanos y también en algunas
especies animales como los perros; sin embargo, las alteraciones oculares son
producidas de forma mas frecuente en animales afectados por 7. evansi en el continente

sudamericano (Desquesnes, 2004).
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Dentro del area de distribucion de la mosca tse-tse circunscrita a un territorio concreto
del continente africano se desarrollan especies patdégenas como 7. uniforme, T.
congolense, T. simiae, T. suis, y T. brucei y sus subespecies (Itard, 1989), caracterizados

también por una clinica inespecifica.

5.2. Hallazgos labor atoriales

5.2.1. Hematologia

En los siguientes subapartados se expondran las alteraciones hematoldgicas descritas en
las diferentes especies animales, tanto en la infestacion de forma natural como

experimental.

5.2.1.1. Hematologia. Alteraciones de la serieroja

La alteracion hematologica mas importante que aparece en el transcurso de la
enfermedad es la anemia, con bajos recuentos eritrocitarios. La respuesta fisiologica a la
anemia persigue el mantenimiento de la homeostasis en el organismo, pero puede
depender de la especie, caracteristicas individuales, condiciones especificas de la

infestacion, tratamientos u otros.

5.2.1.1.1. Camélidos

En camélidos, la respuesta a la anemia puede incluir anisocitosis, policromasia,
reticulocitos y eritrocitos nucleados, pero sin embargo la respuesta no es tan predecible
como en otras especies, observandose ademas dacrocitos o eritrocitos con forma de
lagrima asociados a anemias por deficiencia de hierro (ver apartados 5.2.1.5. y 5.4.5.),
entre otras etiologias (Tornquist, 2010). Algunos hallazgos como anisocitosis y globulos
rojos inmaduros circulantes, observados en dromedarios infestados, indicarian una

respuesta regenerativa frente a la anemia (Gutiérrez ef al., 2006b).
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Sin embargo, el rango fisioldgico del hematocrito en dromedarios es muy amplio, con
limites inferiores en torno a 15% y 16%, perteneciendo el Gltimo valor a dromedarios de
carrera (Tornquist, 2010). En camellos con unos valores medios del hematocrito pre-
infestacion del 26%, tras la infestacidn se observo una disminucion de hasta el 10%
durante la primera semana, con valores medios de 15% en la cuarta semana (Ouma et
al., 1997). La anemia en camellos se ha clasificado como macrocitica, hipocrémica

(Enwezor y Sackey, 2005) y hemolitica (Wernery y Kaden, 2002).

De acuerdo a Enwezor y Sackey (2005), la anemia en la fase temprana de la infestacion
en camélidos es hemolitica y hemofagocitica. No obstante, en camellos parasitados por
T. evansi en Canarias la anemia observada fue clasificada como normocitica, de acuerdo
a los valores del volumen corpuscular medio (VCM). En las fases finales de la misma la
anemia se observd macrocitica y se atribuy6é a un aumento de eritrocitos inmaduros
circulantes en sangre periférica, lo cual confirmaba la naturaleza regenerativa de la
anemia hemolitica. La hemoglobina medida fue significativamente inferior en los
dromedarios con surra, con respecto al grupo control, pero dentro de los limites

considerados fisioldgicos para esta especie (Juste, 2000).

5.2.1.1.2. Equinos

El caracter regenerativo o no regenerativo de las anemias en caballos es dificil de
interpretar, ya que en esta especie la policromasia no es un buen marcador del cardcter
regenerativo de las anemias. Los reticulocitos equinos maduran en la médula dsea,
incluso cuando la eritropoyesis esta aumentada, siendo raramente detectados en sangre
periférica (Grondin y Dewitt, 2010). Sin embargo, en caballos que padecian enfermedad
producida por 7. evamsi se observd policromasia, y ademdas otras anormalidades
eritrocitarias como apariciéon de microesferocitos, acantocitos, dacrocitos, microcitos,
eritrocitos vacuolados, algunos eritrocitos con formas extrafias e incluso adhesioén de

eritrocitos a tripanosomas y eritrofagocitosis (Silva et al., 1995).

En caballos infestados por 7. evansi existen descripciones de anemias normociticas y
normocrémicas (Rodrigues et al,, 2005, 2009; Berlin et al., 2009), asi como

microciticas y normocromicas (Silva et al., 1995).
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En un grupo de caballos infestados con 7. evansi de forma experimental, se observo a
las tres semanas de la infestacion una disminucion en torno al 35% en el recuento de
células rojas, hematocrito y concentraciéon de hemoglobina, con pequefas variaciones
posteriores, manteniéndose la anemia hasta el final del periodo de observacion, que fue

de casi tres meses (Marques ef al., 2000).

5.2.1.1.3. Carnivoros domésticos

De forma semejante a lo descrito en caballos, en perros infestados con 7. evansi de
forma experimental se observaron valores disminuidos del recuento de eritrocitos,
concentracion de hemoglobina y hematocrito a partir de la tercera semana. Estos valores
se situaron por debajo de los rangos de referencia fisioldgicos y se mantuvieron estables
hasta el final del periodo experimental (Aquino et al., 2002). Los tipos de anemia
descritos en el perro en infestaciones naturales han sido microcitica e hipocrémica
(Silva et al., 1995) y normocitica y normocrdmica, probablemente como respuesta a una
infestacion cronica (Franciscato et al., 2007). En perros inoculados con 7. evansi se

observo una anemia de tipo macrocitico y normocromico (Aquino et al., 2002).

En perros infestados por 7. evansi se observaron algunas anormalidades eritrocitarias
como policromasia, poiquilocitosis, microcitos y en ocasiones aparecieron eritrocitos

con siluetas extrafias (Silva et al., 1995).

En gatos inoculados con 7. evansi de forma experimental, se observd como cambio
hematologico mas significativo la disminucion en el recuento de eritrocitos, hematocrito
y hemoglobina, denotando una anemia que fue de tipo normocitico y normocrémico, y
se aprecid caracter regenerativo por un aumento en el nimero de reticulocitos después
del dia 21 post-inoculacion y observacion de incremento de la policromasia, anisocitosis

y metarubricitos a los 35 dias post-inoculacion (da Silva et al., 2009b).
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5.2.1.1.4. Especiesrumiantes ganader as

En la mayoria de unos terneros de raza frisona infestados de forma experimental con 7.
evansi se produjo una rapida caida del valor del hematocrito después de la aparicion de
los parasitos, y permanecio hasta el final del periodo de observacion en valores

inferiores a los obtenidos previamente a la inoculacion (Payne et al., 1992).

En terneros de bufalos de agua (Bubalus bubalis) infestados por 7. evansi se observo
disminucién en la concentracion de hemoglobina, hematocrito y recuento de eritrocitos,
observandose unos valores aumentados del volumen corpuscular medio (VCM) y
disminuciéon de concentracion de hemoglobina corpuscular media (MCHC),

describiéndose por tanto una anemia macrocitica e hipocromica (Hilali ez al., 2006).

En cabras inoculadas experimentalmente se observd anemia normocitica y
normocrémica, con caracter no regenerativo por disminucion de la hematopoyesis en la
fase tardia de la enfermedad, sobre todo en cabras que recibieron mayor dosis infestante
(Dargantes et al., 2005a). Sin embargo, en cabras infestadas experimentalmente con la
cepa de T. evansi presente en Canarias, se observo recuperacion de los valores del
hematocrito a los 8 meses post-inoculacion (Gutiérrez et al., 2004a) dentro de rangos
normales para esta especie (Byers y Kramer, 2010), aun habiendo recibido una dosis
infestante aun mayor a la descrita por Dargantes ef al. (2005a). En ovejas infestadas por
T. evansi se observé una leve anemia caracterizada por una disminucion en el recuento
de eritrocitos y del hematocrito, citindose dos casos de autocuracion donde se observo

un incremento de estos parametros que precedieron a la cura (Onah et al., 1996).

5.2.1.2. Hematologia: Alteraciones dela serie blanca

Las alteraciones en la serie blanca como consecuencia de la surra pueden ser
enormemente variadas entre especies, ¢ incluso dentro de la misma especie. Dentro de
los leucocitos, generalmente son los linfocitos las células que presentan mas variaciones

€n su recuento.

64



Revision bibliografica

5.2.1.2.1. Camélidos

Se asocia un incremento de linfocitos, eosinéfilos y monocitos a la infestacion por 7.
evansi en camellos (Wernery y Kaden, 2002). En camellos parasitémicos se observo una
leucocitosis de tipo linfocitica y monocitica, aunque también se registré un aumento de

eosindfilos sin significacion estadistica (Juste, 2000; Gutiérrez et al., 2005).

5.2.1.2.2. Equinos

Marques et al. (2000) describieron una infestacion natural en caballos sin cambios
significativos en la serie blanca, aunque algunos animales mostraron leucocitosis en
algunos momentos durante el proceso. Silva ef al. (1995) sin embargo, observaron una
leve leucopenia con relativa linfocitosis y monocitosis, y disminucion en el recuento de
neutrofilos como alteraciones leucocitarias en caballos afectados también de forma
natural. Por otro lado, Rodrigues et al. (2005) observaron leucocitosis, atribuida a
linfocitosis, en la mitad de un grupo de caballos afectados de forma experimental por 7.
evansi. En una yegua infestada por 7. evansi se observd una leucocitosis asociada a una
marcada linfocitosis, y ademds un elevado numero de células en el examen del liquido

cefalorraquideo, predominando los linfocitos y células plasmaticas (Berlin et al., 2009).

5.2.1.2.3. Carnivoros domésticos

En un perro infestado de forma natural por 7. evansi se observo leucopenia debido a
linfopenia y eosinopenia en el momento de la valoracion veterinaria tras historia de
pérdida de peso desde hacia aproximadamente un afio, debilidad, progresiva pérdida de
apetito y anemia; un segundo hemograma realizado posteriormente aunque no se precisa
cuanto tiempo después, reveld neutropenia y linfocitosis, con el recuento total de

globulos blancos dentro de los limites fisioldgicos (Franciscato et al., 2007).

En perros infestados experimentalmente se manifest6 leucopenia como consecuencia de
una significativa neutropenia entre la semana dos y cinco post-infestacion,

restableciéndose los valores dentro de los rangos fisiologicos una vez pasado ese
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periodo y hasta el final del estudio, si bien los valores fueron inferiores a los del grupo
control. Ademas, y aunque los linfocitos presentaron una tendencia a la baja también
entre la semana dos y cinco en los perros infestados, el recuento de estas células se

mantuvo dentro de los limites fisiolégicos (Aquino et al., 2002).

5.2.1.2.4. Especies rumiantes ganaderas

En cabras inoculadas experimentalmente con 7. evansi se observd un progresivo
aumento en el recuento de leucocitos, los cuales se mantuvieron en valores altos durante
seis/siete semanas, evolucionando a una leucopenia en la etapa tardia de la enfermedad.
Esta evolucion fue atribuida a la inmunosupresion y a su correlacion directa con la dosis

infestante (Dargantes et al., 2005a).

En ovejas infestadas por 7. evansi se observd una disminucion transitoria en el contaje
de leucocitos, seguido por un incremento significativo el dia 22 tras la inoculacion,
observandose en paralelo un aumento constante de la proporcion media y nimero de
linfocitos y neutrofilos. Tras la infestacion se observd una disminucion de eosindfilos
por debajo de los niveles previos a la inoculacion que se mantuvo durante todo el curso
de la infestacion. Los monocitos mostraron inicialmente un incremento, pero sobre el

dia 12 post-inoculacién se observo un retorno a los niveles previos a la inoculacion

(Onah et al., 1996).

En ovejas que presentaron autocuracion, se observo al inicio de la infestacion una
disminucién mayor de leucocitos en los quince primeros dias, pero después el recuento
permaneci6 ligeramente por debajo de los niveles previos a la inoculacion hasta el dia
43, cuando retorno a los niveles anteriores. Independientemente de esto, hubo un patrén
trifasico de linfocitosis, que fue paralelo con fases de neutropenia. La proporcion media
de eosinofilos disminuyd y permanecid en niveles previos a la inoculacion, incluso
después de la autocuracion. La proporcion media de monocitos mostrd una disminucion
inicial y de forma general permaneci6 por debajo de los valores previos a la infestacion,

excepto en el dia 43 (Onah et al., 1996).
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En terneros de bufalos de agua (Bubalus bubalis) infestados por T. evansi se observd
incremento en el recuento de leucocitos con linfocitosis y monocitosis, no detectindose

variaciones significativas en el recuento de neutréfilos y eosinédfilos (Hilali ez al., 2006).

5.2.2. Alteraciones bioquimicas

La infestacion por 7. evansi produce algunas alteraciones bioquimicas sanguineas como

consecuencia de alteraciones organicas derivadas de la patogenicidad del protozoo.

A continuacién se presenta una revision sobre las alteraciones en los distintos

parametros bioquimicos de mayor interés en las distintas especies animales.

5.2.2.1. Proteinas séricastotales. Albuminay globulinas

En camellos infestados de forma natural por 7. evansi se observdO un aumento
significativo de las proteinas totales, con un ratio A/G (albtiimina/globulinas) disminuido
con respecto a animales no infestados (Juste, 2000). En cabras infestadas
experimentalmente con 7. evansi se observaron fluctuaciones en la concentracion de
proteinas totales a lo largo del estudio, con aumentos significativos después de la

inoculacion (Gutiérrez et al., 2004a).

De forma similar en perros y gatos inoculados de forma experimental con 7. evansi se
observo que los niveles de proteinas totales también aumentaron significativamente con
respecto al grupo control, detectandose un aumento significativo de las globulinas y una
disminucion también significativa en la concentracion de albimina (Aquino et al., 2002;

Costa et al., 2010).

En contraste con lo anterior, en caballos infestados de forma experimental no se
detectaron cambios estadisticamente significativos en los niveles de proteinas totales
(Marques et al., 2000). De forma semejante, en una yegua infestada de forma natural se

observé hipoproteinemia; sin embargo y como en otras especies animales, se describio
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hipoalbuminemia como hallazgo bioquimico (Berlin et al., 2009). En esta especie

también se ha descrito hiperproteinemia de grado variable (Rodrigues et al., 2005).

Franciscato et al. (2007) describieron en un perro infestado de forma natural niveles
normales de a-globulinas y un aumento de B-globulinas e hipergammaglobulinemia con
caracteristicas de gammapatia policlonal. En gatos infestados se observaron incrementos
en la fraccion a-2 globulina, B-globulinas (aunque dentro del rango fisiologico) y de -
globulinas (Costa et al., 2010). En camellos infestados por 7. evansi el incremento de
proteinas se debid a un aumento de las globulinas, fundamentalmente debido a y-

globulinas (Juste, 2000).

5.2.2.2. Enzimas

De acuerdo a Enwenzor y Sackey (2005), en la patogenia de la infestacion por 7. evansi

en camellos ocurren dos sucesos relacionados con las enzimas séricas:

1. en primer lugar aparece un marcado incremento de la enzima succinato
deshidrogenasa (SDH) coincidente con la aparicion de tripanosomas en el
torrente sanguineo. Se desconocen los mecanismos bioquimicos de este

incremento.

2. en segundo lugar y también en el tiempo ocurre un marcado incremento de
aspartato aminotransferasa (AST) y aumento moderado de alanina

aminotransferasa (ALT).

En algunos estudios de la enfermedad natural en dromedarios no se detectaron
alteraciones significativas de las enzimas amilasa, ALT, AST, gamma glutamil
transpeptidasa (GGT), lactato deshidrogensa (LDH) y lipasa, por lo que no se sugirieron
alteraciones hepaticas (Juste, 2000; Gutiérrez et al., 2005). En estos camellos se
observaron incrementos significativos de creatin-cinasa, directamente relacionados con
lesion muscular progresiva por caquexia y decubito en las fases finales de la

enfermedad (Juste, 2000).
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En gatos infestados de forma experimental, los pardmetros hepaticos no se encontraban
alterados, ya que los valores de ALT y GGT no presentaron diferencia entre infestados
y grupo control (da Silva et al., 2009c). En perros infestados de forma experimental se
observo un marcado incremento en los niveles de AST por encima de los valores
normales, asi como un moderado incremento de ALT pero dentro de los limites de
referencia, de forma que se atribuy6 el conjunto de estas alteraciones a dafo cardiaco y

no a dafio hepatico (Aquino et al., 2002).

5.2.2.3. Bilirrubina, indiceictérico

En dromedarios que presentaban parasitemia por 7. evansi se encontraron valores de
bilirrubina significativamente elevados, lo que se atribuyd a fendmenos hemoliticos
(Juste, 2000). Sin embargo, en perros también infestados pero experimentalmente, la
bilirrubina se mantuvo dentro del rango normal (Aquino et al., 2002). En caballos se
observo que los incrementos en el indice ictérico coincidian con periodos de alta
parasitemia, lo que sugiere que la ictericia aparece como consecuencia de una accion

hemolitica de los parasitos (Marques et al., 2000).

5.2.2.4. Ureay Creatinina

En un estudio con gatos experimentalmente infestados, los valores de urea y creatinina
no presentaron diferencias comparados con el grupo control (da Silva et al., 2009c). En
dromedarios infestados naturalmente se observé dafio renal, por aumento de creatinina y
urea en animales parasitémicos (Juste, 2000), mientras que en otros casos, solo se
observd un aumento de la urea en sangre que no estuvo acompafiado de elevacion de
creatinina y fue atribuido, por tanto, a un incremento en el catabolismo de las proteinas

corporales (Gutiérrez et al., 2005).
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5.2.2.5. Macro y microminerales

Con respecto a los macro y microminerales, se ha observado hipercalcemia en una
yegua infestada por 7. evansi como hallazgo bioquimico anormal (Berlin et al., 2009).
En camellos afectados no se observaron alteraciones en los niveles de calcio, fosforo,
sodio, potasio y cloro. Se observo disminucion en la concentracion de hierro con
respecto a los no infestados (Juste, 2000: Gutiérrez et al., 2005), lo que podria deberse a
una disminucidon de proteinas transportadoras de hierro (Gutiérrez et al., 2006b). En
gatos infestados por 7. evansi se observaron niveles disminuidos de hierro y de zinc, y
aumentos en el nivel de cobre, no estando directamente relacionadas estas alteraciones

con los picos de parasitemia (da Silva et al., 2009¢).

5.2.2.6. Glucosa

Se observan disminuciones significativas en la glucemia en dromedarios infestados
respecto a los no infestados (Gutiérrez et al., 2005). En un estudio experimental en
caninos, los niveles de glucemia fluctuaron pero se mantuvieron dentro de los rangos
normales y no se mostré ninguna tendencia particular entre infestados y grupo control
(Aquino et al., 2002). El primer camello diagnosticado en Canarias por 7. evansi

presento una hipoglucemia extrema (Gutiérrez et al., 1998).

5.2.2.7. Parametros lipidicos

Los valores de colesterol y triglicéridos no mostraban variaciones entre dromedarios

parasitémicos y controles (Juste, 2000).
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5.3. Anatomia patolégica

5.3.1. Hallazgos macr oscopicos

En las tripanosomosis se ha descrito una lesion dérmica denominada chancro
caracterizada por un endurecimiento nodular, presentandose esta lesion como una zona
de induracion con abultamiento, con vesiculacion central, descamacion dérmica en los
bordes e hiperpigmentacion, todo ello acompanado de edema (Navarrete y Acosta,

1999).

En la necropsia de cabras afectadas por 7. evansi se observaron cadaveres palidos y
anémicos, linfadenomegalia y presencia de liquido serohemorrdgico en cavidades
toracica y peritoneal (Dargantes et al., 2005b), coincidiendo estos hallazgos con los
observados en camellos enfermos de forma cronica, en los cuales ademas se han
descrito petequias de forma difusa en las meninges del cerebelo y tronco cerebral

(Wernery y Kaden, 2002).

En caprinos infestados se observo un corazén de aspecto palido y flacido con derrame
pericardico serohemorragico (Dargantes et al., 2005b); en algunos ovinos se apreciaron
hemorragias petequiales en mucosa abomasal, enteritis catarral y aumento en el tamafio
de las glandulas adrenales (Audu et al,, 1999b). En ambas especies de pequefios
rumiantes hubo hallazgos post-mortem coincidentes como esplenomegalia,
hepatomegalia y linfadenomegalia, describiéndose en ovinos congestion e inflamacion
del parénquima pulmonar, y en caprinos l6bulos pulmonares craneales mas oscuros y

firmes de lo normal (Audu et al., 1999b; Dargantes et al., 2005b).

En camellos afectados de forma aguda y subaguda se observan petequias en membranas
serosas y en parénquima hepatico y renal, apareciendo en casos subagudos hemorragias

severas en la cauda equina (Wernery y Kaden, 2002).

En caballos se ha descrito esplenomegalia, linfadenomegalia e hiperplasia de foliculos
linfoides en bazo y ganglios linfaticos (Rodrigues et al., 2005, 2009), coincidiendo estos
hallazgos de necropsia con los encontrados también en algunas otras especies. Se han

descrito ademds otras lesiones como edema subcutdneo, atrofia serosa de ganglios
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linfaticos periféricos, inflamacion renal con presencia de multiples focos miliares rojos
en la corteza, fluido claro en cavidad toracica y pericérdica, e hipertrofia de ventriculo

izquierdo con atrofia serosa de la grasa pericardica (Berlin et al., 2009).

En équidos también se ha observado una atrofia muscular bastante marcada en los
cuartos traseros (Rodrigues et al., 2005, 2009). En gatos infestados experimentalmente
se describi6 una evidente pérdida del volumen muscular en los miembros pelvianos, y
ademas se encontrd un grado variable de ictericia en tejido subcutaneo, serosas e intima
de las arterias, junto a mucosas palidas, esplenomegalia, linfadenomegalia, y en algunos
casos, edema subcutdneo en cabeza y parpados, opacidad corneal y ascitis (da Silva et

al., 2010b).

En un caballo afectado de forma subaguda se observd edema cerebral, con fibrina
recubriendo las meninges también edematosas, y presencia de petequias en el aspecto
ventral del tronco cerebral (Berlin et al., 2009). En el cerebro de caballos infestados de
forma cronica por 7. evansi también se observd en algunos casos a nivel meningeo
hemorragias subpiales, apareciendo ademas en esta especie una inflamacion asimétrica
de los hemisferios cerebrales, con aplanamiento de las circunvoluciones. La sustancia
blanca de los lobulos parietal, temporal y frontal presentaba de forma zonal una
coloracion amarillenta y consistencia gelatinosa y friable a causa de un severo edema y
malacia, presentdndose en otro caso lesiones similares en el niicleo basal, talamo y

mesencéfalo (Rodrigues ef al., 2009).

En caddveres de perros afectados por la enfermedad se observaron hallazgos
caracteristicos y comunes con otras especies, como emaciacion, palidez de mucosas,
linfadenomegalia edematosa y esplenomegalia, mostrando en un corte del bazo una
prominente evidencia del tejido linfoide. Ademas algunos animales presentaron
corazones con areas palidas en ambos auriculas y ventriculos derechos, mostrando estos
ultimos areas hemorragicas, y en un caso se aprecié acumulacion de liquido seroso en

saco pericardico (Aquino et al., 2002).
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5.3.2. Hallazgos micr oscopicos

5.3.2.1. Pidl

A nivel de la piel se ha observado en caprinos afectados una reaccion leve de linfocitos
y macrofagos, y edema en la dermis que se extiende a nivel subcutaneo. En éstas

lesiones pudieron observarse tripanosomas (Dargantes et al., 2005b).

5.3.2.2. Sistema nervioso

En caprino la actividad de los tripanosomas y la reaccion celular en el sistema nervioso
central fue principalmente a nivel meningeo, y de tipo leve comparada con otras
especies (Dargantes et al., 2005b). En camellos las lesiones histologicas a nivel del
sistema nervioso tienen un mayor caracter patognomonico, describiéndose meningitis
no supurativas y meningoencefalitis focales de caracter leve a moderado en la mayoria
de los animales afectados de forma aguda y subaguda (Wernery y Kaden, 2002). Se
describen una infiltracion perivascular amplia de leucocitos en la sustancia gris,
presencia de “estructuras corpusculares” PAS positivas y eosinofilicas en las meninges
e infiltrados en cauda equina, las cuales corresponden a células plasmaticas que
contienen “cuerpos de Russel o Mott”. Estos hallazgos son también caracteristicos en la
tripanosomosis humana africana y otras encefalitis, habiendo sido descritas también
estas estructuras en caballos como ‘“células morulares” (Wernery y Kaden, 2002).
Rodrigues et al. (2005) describieron en caballos lesiones histologicas tanto en la
sustancia blanca como en la sustancia gris, mientras que Silva et al. (2010b), no
observaron alteraciones microscopicas en el cerebro y médula espinal de gatos

experimentalmente infestados con 7. evansi.

En dos perros se observaron lesiones histolégicas en el sistema nervioso que
correspondieron a una meningoencefalitis no supurativa, con un marcado patron
infiltrativo de caracter mononuclear a nivel de sustancia blanca y gris de la corteza y
pedunculo cerebral, alrededor de vasos sanguineos y en las meninges de la corteza

cerebral, especialmente en el surco y alrededor de las vesiculas meningeas; ademas
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aparecieron algunas lesiones que mostraron aspecto de nodulos gliales (Aquino et al.,

2002).

5.3.2.3.Qjo

En gatos con opacidad corneal se ha observado un engrosamiento de la cornea debido a
edema estromal y discreta vascularizacion, con abundante fibrina en cdmara anterior
del ojo e infiltraciéon de neutrdfilos, linfocitos y células plasmaticas tanto en camara
anterior como en iris, cuerpo ciliar, limbo y conjuntiva, siendo probablemente
responsables de estos cambios los tripomastigotes observados en el humor acuoso (Silva

et al.,2010Db).

5.3.2.4. Bazo y ganglios linfaticos

En el bazo y ganglios linfaticos de cabras afectadas, se ha observado al principio de la
enfermedad una fuerte reaccion de linfocitos B y T simultdneamente a la respuesta de
macrofagos, apareciendo de esta forma como caracteristica temprana de la infestacion
una hiperplasia folicular y parafolicular activa y una congestion variable (Dargantes et
al., 2005b). En ovejas se ha descrito en el bazo una densa proliferacion de linfocitos en
los centros germinales que se extendid a la pulpa roja, y presencia de hemosiderosis y
macrofagos con hemosiderina, con hallazgos similares en ganglios linfaticos (Audu et
al., 1999b). En gatos se ha observado igualmente en bazo y ganglios linfaticos una
hiperplasia pero a nivel folicular, con presencia de gran cantidad de macréfagos en los
senos de ambos oOrganos, probablemente debido a una prolongada estimulacion
antigénica (Silva et al., 2010b). En perros se ha descrito esplenomegalia de diferentes
grados, hemorragias dispersas y eritrofagocitosis, y en ganglios linfaticos también se
observd hiperplasia linfoide con presencia de células mitoticas, proliferacion de
histiocitos, plasmocitos en cordones medulares y una marcada dilatacién sinusal con

presencia de edema (Aquino ef al., 2002).

En las fases avanzadas de la enfermedad en caprino y atribuido a una inmunosupresion,

se describié en bazo y ganglios linfaticos una reduccion de células en los centros
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germinales, con degeneracion celular, pocos linfoblastos, sin presencia de macrofagos
de cuerpo tingible y disminucion del manto de linfocitos. Sin embargo, especialmente
en el bazo, tanto en las fases iniciales como finales se observaron depositos de

hemosiderina (Dargantes et al., 2005b).

5.3.2.5. Médula 6sea

En la médula 6sea de cabras afectadas se ha observado en las etapas iniciales de la
infestacion una activa leucopoyesis y eritropoyesis y numerosos megacariocitos,
seguidas por fendmenos de regresion (Dargantes et al., 2005b). Sin embargo en un
équido se observo hiperplasia eritroide, siendo los precursores de los eritrocitos las

c¢lulas mas abundantes (Berlin et al., 2009).

En cabras se ha descrito en algunos casos una ligera hemosiderosis e hiperplasia de

foliculos linfoides (Dargantes et al., 2005b).

5.3.2.6. Musculatura esquelética y cardiaca

En musculatura esquelética y cardiaca de caprinos se han descrito infiltrados
intersticiales y algunos dafios en las fibras musculares, observandose tripanosomas en

las areas edematosas (Dargantes ef al., 2005b).

En algunos perros se ha observado una infiltracion con predominio de células
mononucleares en el miocardio de la auricula y ventriculo derecho, asi como
degeneracion de fibras cardiacas (Aquino ef al., 2002). Sin embargo, en ovinos no se

apreciaron cambios histopatologicos significativos en corazon (Audu et al., 1999b).

5.3.2.7. Pulmén

En las regiones apical y cardiaca del pulmén se han observado paredes alveolares

delgadas debido a congestion y edema en intersticio, neumocitos inflamados e intensa
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infiltracion de linfocitos y macrofagos, con presencia en estas ultimas células de
depdsitos de hemosiderina en algunos casos. Se ha detectado la presencia de
tripanosomas a nivel pulmonar. Algunos alvéolos sufrian colapso; sin embargo, no
habia exudado en el interior de los alvéolos. Alrededor de los bronquios y bronquiolos
se observaba edema, una reaccion variable de linfocitos y células plasmaticas y
hemosiderosis (Dargantes et al., 2005b). En algunos pulmones de ovinos se ha descrito
la presencia de congestion, enfisema, infiltracion difusa mononuclear y edema pulmonar

(Audu et al., 1999D).

5.3.2.8. Higado

En higados de caprinos se ha observado infiltrado linfocitico principalmente en la
distribucion de la vena porta, con aparicion en un caso de fibrosis portal. También se ha
descrito una inflamacidon severa a nivel de las células de Kuppfer, a menudo con
hemosiderina, que aument6 con el tiempo, asi como ligera degeneracion grasa en los
hepatocitos. Se observaba también edema de los espacios de Disse, dilatacion
sinusoidal, congestion venosa y evidencia de monocitosis en la sangre. En la sangre
presente en el higado se observaron numerosos tripanosomas, pero s6lo unos pocos
fueron detectados en las areas edematosas. Se observo en algunos casos una hiperplasia
focal en los conductos biliares, que podria suponer obstruccion al flujo de la bilis
(Dargantes et al., 2005b). En ovejas se ha visto necrosis centrolobulillar y otras areas de
necrosis, apareciendo en algunos casos eritrofagia, hemosideroris y macrofagos con
hemosiderina (Audu et al., 1999b). En perros se ha observado degeneracion grasa
centrolobulillar en distintos grados y acumulacion periportal de células mononucleares

(Aquino et al., 2002).

5.3.2.9. Rifion

Las lesiones renales en caprinos se centraban a nivel glomerular, con una inflamacion
de células mesangiales, epiteliales y endoteliales, asi como un incremento de
celularidad, principalmente linfocitica, ademas de congestion y edema y también

reduccion del espacio de Bowman. Se observaban tripanosomas en pequeiio nimero y
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condensacion eosinofilica en el mesangio glomerular, que se ha atribuido a deposito de
inmunocomplejos. El epitelio de los tibulos contorneados presentaba inflamacion y

aspecto granular (Dargantes ef al., 2005b).

Se han descrito lesiones histologicas similares en caballos, que incluyen engrosamiento
de la membrana basal, sinequia glomerular y esclerosis, con una clasificacion de
glomerulonefritis membranoproliferativa. Sin embargo el protozoo no se detectaba ni
directa ni indirectamente con el uso de métodos moleculares, por lo que las lesiones se
han atribuido a un fenémeno inmunomediado. Se ha observado también degeneracion
de algunos de los tubulos renales, acompafiada por infiltracion de linfocitos y células
plasmaticas (Berlin et al., 2009). En ovejas se ha observado glomerulonefritis no
supurativa, con infiltracion de mononucleares y congestion en tubulos proximales y
distales y en un caso se manifestaba necrosis no supurativa de tibulos renales (Audu et

al., 1999b).

En algunos casos de enfermedad final en caprinos se ha observado disminucion de la
celularidad en rifidon, posiblemente asociado a inmunodepresion (Dargantes et al.,

2005b).

5.3.2.10. Glandulas adrenales

A nivel de las glandulas adrenales en caprinos infestados experimentalmente, se ha
observado al mes post-infestacion una infiltracion linfocitica focal ligera a nivel

medular con degeneracion celular (Dargantes et al., 2005b).

5.3.2.11. Intestino

En la especie caprina se ha descrito a nivel de intestino delgado y grueso una
infiltracion difusa de linfocitos de leve a severa, con presencia de macrofagos en la
lamina propia, una reaccion folicular del tejido linfatico asociado a mucosas vy,

finalmente, algunos tripanosomas en mucosa y submucosa (Dargantes et al., 2005b). En
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ovejas no se han detectado hallazgos histopatologicos significativos en intestino (Audu

et al., 1999b).

5.3.2.12. Aparato reproductivo

En machos caprinos se han observado lesiones a nivel testicular de caracter leve en las
primeras fases de la enfermedad, consistentes en edema intersticial y poca reaccion
celular. No obstante, con la evolucion de la enfermedad se observaba una reaccion
linfoide variable y de macréfagos, a nivel intersticial. Algunos tripanosomas pudieron
ser detectados en las 4areas edematosas. La espermatogénesis, que presentaba una
disminucién en las etapas iniciales de la enfermedad, evolucionaba hacia una ausencia
de espermatozoides y degeneracion difusa de espermatogonias y células de Sertoli,
produciéndose, como consecuencia, una reduccion la fertilidad (Dargantes et al.,
2005b). En ovinos no se han detectado lesiones histopatologicas significativas en

testiculos, epididimos y ovarios (Audu et al., 1999b).

5.4. Patogénesis

5.4.1. Generalidades

T. evansi es un parasito patogéno para la mayoria de mamiferos domésticos, pero sus
efectos en los diferentes hospedadores varian de acuerdo a la virulencia de la cepa, el
nivel de susceptibilidad del hospedador y las condiciones epizootioldgicas locales
(Hoare, 1972). Por tanto y de una forma generalizada, podrian incidir sobre la gravedad
del cuadro clinico, ademas de la virulencia de la cepa, factores como primoinfestaciones
o reinfestaciones y la dosis infestante. Asimismo, en cuanto al grado de susceptibilidad
del hospedador, ademéas de la propia especie hospedadora en si, podrian influir otros
factores individuales como el estado inmunitario, la edad, estado nutricional y otras
enfermedades concomitantes. Por ultimo, en lo que respecta a las condiciones
epizootioldgicas o epidemioldgicas, podrian influir la duracion del -contacto
hospedador-parasito, el mayor o menor grado de desarrollo de vectores y el sistema de

explotacion animal (Navarrete y Acosta, 1999).
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En la patogénesis de la surra, 7. evansi se manifiesta en el hospedador mediante una
accion toxica, a través de sus productos de secrecion y excrecion, un efecto antigénico,
y por ultimo, una significativa accién mecanica a nivel capilar (Quiroz, 1986). Otra
accion que lleva a cabo 7. evansi es una actividad expoliadora de la glucosa del
hospedador, lo cual puede producir una interferencia en el metabolismo de los
carbohidratos y conducir a taquipnea e incluso asfixia debido a la acidosis metabolica

por elevacion del 4cido lactico (Barman et al., 2010).

Respecto a la patogenia de la enfermedad se pueden distinguir dos aspectos bien
diferenciados; por un lado la evolucion de la enfermedad especialmente a nivel
hemadtico, originando una anemia marcada, y por otro lado la evolucién a nivel
extravascular, causando enfermedad inflamatoria y degenerativa con amplias zonas de

necrosis (Navarrete y Acosta, 1999).

El sistema linfatico se ve también invadido por los protozoos, convirtiéndose en una
ruta importante en la diseminacion de los mismos, constituyendo los nddulos linfaticos
una localizacion secundaria para la proliferacion de los tripanosomas, apuntandose
incluso a una mayor predileccion de 7. evansi por tejidos y fluidos corporales que por la

sangre (Onah et al., 1998a).

A este respecto, las lesiones locales en los oOrganos parasitados son de naturaleza
perivascular, con gran infiltrado de células plasmaticas y mononucleares y aparicion de
edema intersticial y hemorragias (Navarrete y Acosta, 1999), destacando 7. evansi por

su tropismo nervioso y muscular (Desquesnes, 2004).

5.4.2. Formacion inicial del chancro eimplicacion en la patogenia

Tras la inoculacion intradérmica, a tenor del nimero bajo de tripanosomas portados en
las proboscide de los vectores, es posible que se produzca una fase temprana de
multiplicacion en la piel, que sirve para incrementar tanto la poblacion de
tripomastigotes inoculados, como la diversidad antigénica de los pardsitos que acceden

posteriormente al torrente sanguineo. La multiplicacion de los tripanosomas y a su vez
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el resultado de una intensa infiltracion de células polimorfonucleares, pueden promover

la induccion de la inmunidad (Luckins y Dwinger, 2004).

Las formas tripomastigotes de 7. evansi cuando son inoculadas intradérmicamente en
los hospedadores mamiferos, inducen la formacién de una lesion cutdnea edematosa,
conocida como chancro (Luckins y Dwinger, 2004). Este surge como resultado de la
propia respuesta celular, haciendo su aparicion las células mononucleares, lo que
produce una vasodilataciéon que hace posible la penetracion de los pardsitos en el
torrente circulatorio sanguineo para su distribucion por el organismo (Navarrete y

Acosta, 1999).

5.4.3. Parasitemiay fiebreintermitentes. Consecuencias

Después de un periodo de incubacion, los tripanosomas invaden la sangre y pueden
aparecer de forma perioddica o persistir a lo largo de la infestacion, pero en ambos casos
la parasitemia fluctua con la temperatura del hospedador (Hoare, 1972). Asimismo, el
grado de parasitemia paralela a la temperatura implica que el nimero de tripanosomas
en la circulacion, y posiblemente también en los tejidos, esté relacionado con la

concentracion de citoquinas pirdgenas (Dargantes ef al., 2005a).

La merma de la condicion corporal se ha asociado a la respuesta febril del organismo
frente a 7. evansi, mas que a una disminucion de la ingesta. Asi, la fiebre podria
contribuir a la pérdida de peso y emaciacion (Aquino ef al., 1999) o a la disminucion de
la ganancia de peso observada en animales en crecimiento afectados por la enfermedad,
debido a que se producen aumentos de alrededor del 15% en la tasa metabolica por cada

grado centigrado de temperatura corporal que se incrementa (Payne et al., 1992).

La desaparicion de la oleada parasitémica se produce por una reaccién con los
anticuerpos especificos formados, dando lugar a la ruptura de los tripanosomas y
consiguiente liberacion de antigenos somaticos. La aparicion de la fiebre en agujas
(intervalos entre 2 y 10 dias), paralela a la oleada parasitémica tiene su origen en la

capacidad evolutiva de los tripanosomas de cambiar su composicion antigénica
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superficial, lo que les permite de nuevo y repetidamente llegar a sangre e iniciar el

proceso (Navarrete y Acosta, 1999).

Se ha sugerido que la velocidad de produccion de anticuerpos contra cada variacion
antigénica, la cual determina los intervalos entre sucesivos picos de parasitemia, esta
directamente relacionada con la cantidad de tripomastigotes que producen la infestacion

(Dargantes et al., 2005a).

5.4.4. Periodo de prepatencia

Interpretando el periodo de prepatencia como la etapa de la infestacion parasitaria
comprendida desde el momento de la inoculacion del parasito hasta la presencia de éste
en sangre, debemos mencionar que la valoracion de este intervalo guarda relacion con la
técnica diagndstica empleada, asi como con el nimero y virulencia de los tripanosomas
inoculados (Holland et al., 2001). Se muestran diferencias en el periodo de prepatencia

entre diversos estudios en distintas e incluso las mismas especies y vias de contagio.

Asi, se ha observado un periodo de prepatencia de 24-48 horas en gatos tras inoculacion
intravenosa, con un pico de parasitemia a los 5 dias (da Silva ef al., 2010a); aplicando la
misma via de contagio, en caprinos y ovinos algunos autores han observado un periodo

de prepatencia entre 2 y 6 dias (Audu et al., 1999a; Dargantes et al., 2005a).

En conejos, el periodo de prepatencia observado a través de frotis sanguineos en una
infestacion experimental intraperitoneal por 7. evansi fue de 11 dias (da Silva et al.,
2008b). No obstante, en otro estudio en conejos infestados también
intraperitonealmente, los parésitos fueron detectados en sangre entre 15 y 18 dias post
inoculacion, lo cual se comprobd a través de inoculacion de la sangre en ratones, en los

cuales se detecto a su vez a los 8 dias post inoculacion (Barman et al., 2010).

Por otro lado, en una infestacion experimental en ratones donde no se cita la via de
contagio, se pudo detectar 7. evansi a las 12 horas mediante PCR, pero no es hasta las
24-72 horas cuando se puede detectar mediante métodos diagnosticos parasitoldgicos

directos (Fernandez et al., 2009).
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En perros se ha observado un periodo de prepatencia de alrededor de dos semanas, en
infestacion tanto por via endovenosa como por via oral (Raina et al., 1985; Aquino et
al., 1999; Bazolli et al., 2002); sin embargo, en roedores infestados por via oral se
mostraron diferencias, con periodos de prepatencia de entre dos y diez dias en ratones
(Raina et al., 1985), y con una media de tres semanas en ratas (da Silva et al., 2007).

En cerdos inoculados de forma experimental se observd 7. evansi en sangre desde la
primera semana en adelante, sin observarse signos clinicos de la infestacion (Holland et

al., 2003).

El periodo de incubacion de 7. evansi en camellos varia desde alrededor de 7 dias en el
norte de Africa a 2-3 semanas en Asia (Barotte, 1925 y Yakimoff 1931, citado por
Hoare, 1972). En un dromedario inoculado de forma experimental con un stock de 7.

evansi de Mauritania, se observo un periodo de prepatencia de 6 dias (Dia et al., 1997d).

Segtin recoge Hoare (1972), Galuzo y Novinskaja (1960) inocularon en terneros cepas
de T. evansi de equino y camello de Kazajistdn y los mantuvieron durante 2 afos. En
este experimento describieron que la infestacion persistié oculta en los bovinos durante
4 meses. Sin embargo, en una infestacion experimental en terneros frisones, se observo
un periodo de prepatencia de 48 horas, con niveles de parasitemia altos durante las
primeras 4 6 5 semanas tras la infestacion, con una frecuencia de aparicion de picos de
parasitemia de 7 dias, observandose una disminucién de la probabilidad de deteccion

del parésito con el paso del tiempo (Payne et al., 1992).

En caballos inoculados de forma experimental con 7. evansi por via intravenosa, se
constatd un periodo de prepatencia de 4 dias, en concordancia con observaciones
anteriores citadas por otros autores en infestaciones naturales y experimentales

(Marques et al., 2000).

5.4.5. Patogenia de la anemia. Consecuencias

La patogénesis de la anemia en la tripanosomosis por 7. evansi todavia no ha sido

definida de forma clara, y se han propuesto varios mecanismos que podrian incluso estar

combinados entre si.
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Asi se ha sugerido que la accidon mecanica ejercida por la motilidad de los parasitos
podria provocar la rotura de los eritrocitos (da Silva et al., 2010c). Por otro lado y de
una forma general se han propuesto alteraciones hematopoyéticas como mecanismo
productor de la anemia, y de una forma mas concreta se ha relacionado con bajo nivel
sérico de hierro y/o reduccion de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa en sangre,

lo que produce alteraciones en la produccion y maduracion de los globulos rojos (da

Silva et al., 2009c¢; 2010c, d).

Otro de los mecanismos sugeridos como desencadenante de la anemia ha sido el estrés
oxidativo, que produce alteraciones de la membrana eritrocitica aumentando su
fragilidad. La parasitemia por 7. evansi se ha relacionado no sélo con una mayor
produccion de radicales libres (6xido nitrico), aumento de la peroxidacion lipidica e
incremento de metahemoglobina, sino ademas también con una ineficiente capacidad de
las barreras antioxidantes que tiene el organismo, que se manifiesta por la inhibicion de
la actividad antioxidante de la enzima superoxido dismutasa en eritrocitos y
disminucién sérica de glutation, albimina e i6n ascorbato (vitamina C) (Saleh et al.,

2009; da Silva et al., 2009d, 2010c)

Por ultimo, se ha mencionado como causa de anemia la destruccion de los hematies por
el sistema reticulo-endotelial. A este respecto, por un lado se ha sugerido un mecanismo
inmunomediado, con la participaciéon de inmunoglobulinas especificas contra 7. evansi,
dando lugar a la formacion de inmunocomplejos con el antigeno y el complemento
sobre la superficie de los eritrocitos, permitiendo asi el secuestro y destruccion de los
hematies por el sistema reticulo-endotelial (Audu et al., 1999a). Por otro lado se ha
propuesto la implicacion de la produccion de neuraminidasa o sialidasa por parte de 7.
evansi, lo que puede causar dafios a las células y las hace mas propensas a la hemolisis
por parte del sistema reticulo-endotelial (Shehu ez al., 2006). Se ha demostrado que en
animales infestados por 7. evamsi puede ocurrir eritrofagocitosis en el torrente

sanguineo (Silva et al., 1995).

En relacién con la destruccion de hematies, en la infestacion por 7. evansi aparece un
aumento del indice ictérico coincidente con periodos de alta parasitemia, relaciondndose

la ictericia con la accion hemolitica de los parasitos (Marques et al., 2000).
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La severa anemia y destruccion de eritrocitos por el sistema reticulo-endotelial, puede
explicar la respuesta inicial de la médula 6sea en la cual se produce una activa
leucopoyesis y eritropoyesis. Sin embargo, en las fases finales se puede producir una
regresion de la actividad de la médula 6sea por un origen inmunogénico, pero que
podria ser en parte debida a la citotoxicidad de los propios tripanosomas (Dargantes et

al., 2005b).

Baral et al. (2007) describieron que la anemia no es el principal determinante en el
tiempo de supervivencia del hospedador, y sefialan que la anemia parece estar
relacionada al factor de necrosis tumoral (TNF), a través de la sefial mediada por TNF-

R2 durante la tltima etapa de desarrollo de la misma.

La anemia persistente conduce a una disminucion de la llegada de oxigeno a los tejidos,
apareciendo en estas condiciones signos de disfuncién en algunos oOrganos, lo que
produce un aumento del gasto cardiaco y afecta sobre todo al sistema nervioso, con
desarrollo de anoxia cerebral. Esto puede contribuir a producir depresion del estado

mental en el animal afectado (Enwezor y Sackey, 2005).

5.4.6. Patogenia del edema

Otro de los fendmenos que se presenta en la tripanosomosis por 7. evansi es el edema,
debido al aumento de la permeabilidad endotelial de los vasos sanguineos por las
reacciones inflamatorias continuas, asi como a la formacion de inmunocomplejos que

ocasionan un incremento en la liberacion de cininas plasmaticas (Barman ef al., 2010).

Ademas, se ha sugerido que el edema puede ser atribuido a variaciones en la presion
osmotica debidas a la reduccion del nivel de proteinas, concretamente hipoalbuminemia
como consecuencia del aumento de la permeabilidad vascular, y por lo tanto
extravasacion de albumina al intersticio (Silva et al., 2010e). Se ha sugerido ademas en
rumiantes que la disminucion de la concentracion plasmatica de proteinas puede ser
debida a destruccion de proteinas o pérdida de urea y hemodilucién (Audu et al.,

1999a).
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De acuerdo a Costa ef al. (2010), se han propuesto otros mecanismos para explicar la
hipoalbuminemia observada en algunas especies. En primer lugar, puede ser debida a un
mecanismo compensatorio para mantener la osmolaridad, teniendo en cuenta que la
hipoalbuminemia es seguida por el desarrollo de hiperglobulinemia; otra de las posibles
causas podria ser la insuficiencia hepatica; y por ultimo se ha propuesto la implicacion
de las citoquinas, concretamente la interleucina 1 (IL-1), que modula la produccion de

proteinas por los hepatocitos y disminuye la produccion de albumina y transferrina.

Otro mecanismo propuesto, que podria interpretar el edema observado en diferentes
zonas corporales, se ha centrado en una rapida sucesion de variaciones antigénicas de
los tripomastigotes, lo que conllevaria una estimulacidon no especifica de la proliferacion
de células B, hecho que incrementaria el nivel de macroglobulinas. Estas
macroglobulinas podrian incrementar a su vez la viscosidad plasmatica, lo que
conduciria a estasis vascular sanguinea, permitiendo a continuacion que escape al

espacio extravascular la porcion plasmatica de la sangre (Barman et al., 2010).

5.4.7. Invasion del sistema nervioso central y alter aciones neurolégicas

Como continuacion de la etapa temprana hemolinfatica en la tripanosomosis por 7.
evansi, seguidamente los tripomastigotes invaden el sistema nervioso central al
traspasar la barrera hematoencefélica. El mecanismo por el cual los tripomastigotes
traspasan esta barrera es desconocido, pero se cree que ocurre de forma primaria por
una accion directa del pardsito que interrumpe la continuidad de la estructura, o bien
secundariamente por liberacion de mediadores quimicos incluyendo citoquinas y
proteasas (Silva et al. 2011; Berlin et al., 2009, Rodrigues et al., 2009). Se ha sugerido
que la ruta por la cual se abren las uniones celulares (zonula ocludens) del epéndimo
tiene lugar en los plexos coroideos, donde se forma el liquido cefalorraquideo (Lemos et

al., 2008)

En el sistema nervioso central se produce una infiltracion perivascular de linfocitos y
células plasmaticas, causando una meningoencefalitis no supurativa con necrosis,

edema, hemorragia, pleiocitosis con linfocitosis predominante, y ademas presencia de
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tripomastigotes en el liquido cefalorraquideo (Berlin et al., 2009, Rodrigues et al.,

2009).

La sintomatologia neurologica presente en la tripanosomosis por 7. evansi ha sido
relacionada por da Silva ef al. (2010d, 2011) con alteraciones del neurotrasmisor

acetilcolina, mediante mecanismos hipotéticos distintos:

e Por un lado, en el sistema nervioso central se han descrito tanto disminuciones
como incrementos en la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, y a su vez y
respectivamente se sugirié una relacion de la sintomatologia neurolégica por una
disminuida o excesiva hidrolisis del neurotransmisor, teniendo en cuenta que

esta enzima es la encargada de la catalisis de acetilcolina.

e Otra hipdtesis en la que se ha relacionado a la disminucion de acetilcolina en las
estructuras cerebrales es la presencia de unos 1200 receptores nicotinicos de
acetilcolina que presenta cada tripomastigote de 7. evansi, pudiendo asi reducir

la cantidad de este neurotransmisor en el espacio sindptico.

e Por ultimo, otra de las hipotesis sugeridas para explicar el aumento de la
acetilcolinesterasa ha sido la presencia de esta enzima en el pardsito, no

asociandose entonces a una respuesta colinérgica en si por parte del hospedador.

Ademas del papel de la colinesterasa, las alteraciones locomotoras como incoordinacion
o paralisis de miembros posteriores se han relacionado también con lesiones en nervios,

mas que como consecuencia de la atrofia muscular (Silva et al., 2011).

5.4.8. Respuesta inmunitaria. Inmunodepresion

En la respuesta inmunitaria frente a 7. evansi se observan dos factores asociados a los
mecanismos de defensa a través de la respuesta de tipo celular, representada por la

fagocitosis del parésito, y la respuesta de tipo humoral, representada por la tripanolisis

(Quiroz, 1986).
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Se ha sugerido que la citopatologia mostrada en la enfermedad aparece como respuesta
al sistema inmunitario (Dargantes et al., 2005b). Como ejemplo y sin necesidad de una
accion directa de los tripomastigotes sobre el rifion, se puede producir glomerulonefritis
que puede responder a un proceso inmunomediado secundario a la infestacion, por
deposito de inmunocomplejos (Berlin ef al., 2009), incluso pudiendo estas lesiones del

glomérulo contribuir a la muerte del animal (Dargantes ef al., 2005b).

5.4.8.1. Respuesta inmunitaria celular

Durante la infestacion por 7. evansi se produce una reaccion celular generalizada
esencialmente de linfocitos y macrofagos (presumiblemente con células dendriticas),
tanto en el sistema linfatico como en el resto de 6rganos. La respuesta inmunitaria frente
a la infestacion aparece intensamente a través de linfocitos B y T, dando como resultado
deposicion de hemosiderina en distintos organos por la respuesta simultdnea de los

macrofagos (Dargantes et al., 2005b).

De acuerdo a Onah et al. (1999), la composicion de linfocitos en la sangre periférica de
ovejas infestadas por 7. evanmsi se ve alterada. En ese estudio se observd un
comportamiento distinto en las subpoblaciones celulares de linfocitos en unas ovejas
que curaron sin necesidad de tratamiento, frente a ovejas infestadas que no curaron
hasta que se aplico terapia, por lo que estos cambios se relacionaron con la habilidad
para controlar la enfermedad. Los cambios celulares en los animales que remitieron sin

quimioterapia tuvieron las siguientes caracteristicas:

e Se produjo una disminucién, por debajo de los niveles previos a la infestacion,
de la subpoblacion CD8+ durante el curso de la infestacion, mientras que la
subpoblacion CD4+ aumentd o se mantuvo la mayor parte del tiempo, con
respecto a los niveles preinfestivos. Esto se observo como un ratio CD4:CD8
incrementado con respecto al grupo de ovejas que hubo que tratar en las cuales

este ratio disminuyo.

e A pesar de que hubo un aumento en los linfocitos B circulantes en todos los

animales infestados, este incremento fue significativamente mas bajo en los
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animales que remitieron sin terapia, presentando en éstos un comportamiento
bifasico en el cual la segunda fase coincidié con incrementos de linfocitos T
CDS5+ y CD4+, y a su vez con el periodo de control de los parasitos y de la

curacion.

También se ha observado la coexpresion de antigenos de superficie CD4+ y CD8+ en
linfocitos T, asociados a infestaciones por 7. evansi, sin conocerse el fendmeno que lo
produce. La posterior deplecion observada en el nimero de todos las subpoblaciones de
linfocitos, podria explicarse a través de apoptosis o muerte celular programada asociada

a coexpresion de estos dos antigenos de superficie (Onah et al., 1998a).

Conforme avanza la enfermedad se produce un agotamiento del sistema inmunologico
que deriva en inmunosupresion por induccion de la liberacion de interferon gamma
(IFNy) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) por subpoblaciones de linfocitos T
(Dargantes et al., 2005b). Se ha sugerido la implicacion de IFNy, dependiente de la
produccion de NO, en la supresion de esplenocitos en la tripanosomosis por 7. evansi

(Baral et al., 2007).

Ademas, la inmunosupresion que se presenta en infestaciones por 7. evansi produce una
incapacidad de los animales hospedadores para responder adecuadamente a la presencia
de antigenos heterélogos, pudiendo producir interferencias en el desarrollo de una
proteccion efectiva frente a otras enfermedades distintas a la producida por 7. evansi

(Onah et al., 1998b; Holland et al., 2003).

Se ha observado que 7. evansi induce en el hospedador un incremento de linfocitos B
CDS5", es decir con antigeno de superficie CDS, y estas células representan a la mayoria
de los linfocitos B circulantes durante el curso de la infestacion (Onah ef al., 1998a, b).
La molécula CDS5, aunque originalmente se encuentra en linfocitos T, la expresan los
linfocitos denominados como Bla, los cuales siguen un proceso de diferenciacion
distinto de los linfocitos convencionales; so6lo son producidos durante la etapa fetal y se
encargan de producir IgM, llamados anticuerpos “naturales” o de “baja afinidad”, con
un papel importante frente a antigenos independientes de linfocitos T (Arjona Saz,

2007; Abbas y Litchman, 2003).

88



Revision bibliografica

A nivel local, se ha demostrado por ejemplo en el sistema nervioso central el papel que
desempefia la microglia para actuar como células presentadoras de antigeno,
produciendo una amplificacion local de la respuesta inmunologica por reestimulacion de
linfocitos T. También se evidencid que el numero de células presentadoras de antigeno
y el nivel de expresion de moléculas de histocompatibilidad clase II en las diferentes
poblaciones del sistema nervioso central podrian influir en el resultado de la respuesta

inmunologica (Lemos et al., 2008).

5.4.8.2. Respuesta inmunitaria humoral

5.4.8.2.1. Anticuerpos

En lo relativo a la defensa humoral, el rol que se le ha atribuido a los anticuerpos en el
control de la enfermedad es controvertido. Asi, se ha atribuido un papel esencial a las
IgM, en vez de a las IgG, las cuales contribuyen significativamente durante las etapas
iniciales de la infestacion al control de la parasitemia y supervivencia del hospedador,
indicandose que los “anticuerpos de baja afinidad” son los principales responsables de
la proteccion frente a 7. evansi (Baral et al., 2007). En oposicion, observaciones
realizadas por otros autores no relacionan el nivel de anticuerpos con la habilidad de los

mismos para controlar la parasitemia (Payne et al., 1992; Aquino et al., 1999).

Onah et al. (1999) sugirieron que la habilidad para eliminar los parasitos depende de los
anticuerpos aunque no de forma exclusiva, siendo importante para ello no sélo la IgM
sino también la IgG1. Asi, utilizando ovejas como modelo experimental, observaron en
todos los animales infestados por 7. evansi una respuesta especifica de IgM e IgGl.
No obstante, se observd que en un grupo que curd sin necesidad de tratamiento, los
niveles de inmunoglobulinas IgM e IgGl fueron superiores y paraddjicamente
presentaron menor proporcion de linfocitos B que el grupo de animales tratados.
Ademas esta respuesta se muestra inicialmente con niveles altos de IgM y a
continuacion es reemplazada por altos niveles de IgG1, no ocurriendo este reemplazo en

los animales tratados hasta la aplicacion del quimioterépico.
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En la tripanosomosis se observa un aumento de susceptibilidad a infecciones o
infestaciones secundarias debido a la inmunodepresion que se produce. Asi, Sharma et
al. (2000) por ejemplo, advirtieron una disminucién en la resistencia frente a
Hameonchus contortus en cabras, sugiriendo como causa la supresion de IgE por parte

de T. evansi.

5.4.8.2.2. Sistema del complemento

El sistema del complemento es un sistema funcional integrado por unas 30 proteinas
que interaccionan entre si de modo regulado, dando lugar a una cascada enzimatica la
cual resulta ser un mecanismo efector muy importante en la respuesta inmunlogica
innata, asi como en la respuesta inmunolédgica adaptativa (Cutuli de Simén, 2007). La
proteina C3, que resulta escindida en los fragmentos 3Cb y 3Ca, por cualquiera de las
vias de activacion de este sistema, la convierte en la proteina central del sistema del
complemento (Abbas y Litchman, 2003), de ahi su importancia en la respuesta
inmunologica, ya que su deplecion en la tripanosomosis por 7. evansi puede determinar
el curso de la infestacion y la respuesta del animal a una segunda exposicion al agente

(Uche y Jones, 1993a)

Aunque la via alternativa puede ser activada, la via clasica parece ser la via dominante
en respuesta a la infestacion por 7. evansi, tanto en la fase temprana como tardia de la

enfermedad (Uche y Jones, 1993b).

Tras la infestacion por 7. evansi se produce un ligero incremento en los niveles del
complemento, seguido por una reducciéon y agotamiento de estos niveles, lo que se
explica a través de la via clasica, por la activacion de C3 debido a los complejos
antigeno-anticuerpo que se forman cuando los parasitos son destruidos por lo
mecanismos efectores. Esto demuestra una correlacion negativa entre la parasitemia,
que aumenta, y el sistema del complemento, que disminuye sus valores conforme
avanza la infestacion, lo cual apunta hacia la importancia que podria tener el sistema de
complemento en la eliminacion de los parasitos vivos. La disminucion de los niveles del
complemento produce inmunodepresion e incrementa la susceptibilidad a infecciones o

infestaciones secundarias (Ouma et al., 1997).

90



Revision bibliografica

5.4.9. Desor denes hormonales

La importancia exacta de los trastornos hormonales en la patologia de la tripanosomosis
africana en general, y de la surra en particular, sigue siendo desconocida (Antoine-

Moussiaux y Desmecht, 2008a).

Algunos trastornos reproductivos han sido asociados a la infestacion con 7. evansi,
como ¢l caso de los abortos en dromedarias (Gutiérrez et al., 2005), asi como
alteraciones seminales cualitativas y cuantitativas en caprino, incluso produciendo
aspermia en animales con orquitis clinica (Ngeranwa et al., 1991). A este respecto, en
camellos machos infestados con 7. evansi se observaron también alteraciones en la
calidad y cantidad del semen. Estos fenomenos fueron independientes de causas
inmunomediadas y/o degeneracion testicular y se relacionaron con un aumento
significativo en la concentracion plasmatica de 17B-estradiol, asi como de una
disminucién en la concentracion de testosterona. Ello se podria explicar desde una
disfuncion de la glandula pituitaria, alterando asi el eje hipotaldmico-hipofisario-

testicular (Al-Qarawi et al., 2004).

Sin embargo y en contraste con el posible papel hormonal en la patogenia de esta
enfermedad, no se ha observado asociacion entre alteraciones del ciclo estral e
infestacion por 7. evansi en novillas. En un finico caso se observo interrupcion del ciclo,
que fue atribuido de forma indirecta a la enfermedad producida por el parasito debido a

pérdida de condicion corporal del animal (Payne ef al., 1993).

En caballos infestados con 7. evansi de forma cronica se observaron bajos niveles de
hormonas T3 y T4, que indicaban la presencia de hipotiroidismo subclinico, y ademas
se producia alta concentracion plasmatica de cortisol, por lo que se sugirié un origen
hipotalamico (Varshney et al., 1999). En camellos infestados con 7. evansi también se
ha observado hipotiroidismo, evidenciado por una disminucién de hormonas tiroideas
T3 y T4, asociada a una reduccion paralela de los niveles de la hormona tirotropa (TSH)

(Al-Qarawi et al., 2001).

Las disfunciones endocrinas podrian ser debidas en parte al dafio tisular observado a

nivel glandular, aunque recientes avances incriminan a la produccion de proteasas y
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peptidasas por parte de los tripanosomas, las cuales actian sobre las hormonas
peptidicas en el torrente sanguineo (Antoine-Moussiaux y Desmecht, 2008a). Asi, en el
caso de T. evansi se ha descrito la oligopeptidasa B (OpdB), que juega un rol importante
en la desequilibrio hormonal, especificamente produciendo una deplecion de los niveles
plasmaticos del péptido natriurético atrial (PNA) en los mamiferos infestados por este
protozoo (Morty et al., 2005). Esto perturbaria, por tanto, la homeostasis del volumen
sanguineo, anulando las actividades vasodilatadores, diuréticas y natriuréticas del PNA
(Antoine-Moussiaux y Desmecht, 2008a). Estos factores peptidicos podrian ser
compartidos por diferentes Trypanosoma spp. africanos. Asi, se ha descrito que 7.
brucei produce otra peptidasa que origina disminucion en los niveles de las hormonas
tiroideas, convirtiendo a las peptidasas en factores de virulencia actualmente
considerados como objetivos quimio-terapéuticos e incluso vacunales (Antoine-

Moussiaux y Desmecht, 2008a).
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6. DIAGNOSTICO DE LA TRIPANOSOMOSIS POR
Trypanosoma evans

El diagnoéstico clinico de la tripanosomosis es dificil en hospedadores mamiferos
teniendo en cuenta que los signos clinicos que se presentan son ademas comunes a otras
hemoparasitosis, e incluso a otras enfermedades del ganado. A ello se le suma que 7.
evansi no es especifico de especie hospedadora, por lo que se hacen necesarios
procedimientos laboratoriales para confirmar las sospechas clinicas y también para

estudios epidemioldgicos (Desquesnes, 2004).

Para el diagnostico de la surra existen muchos procedimientos de laboratorio y también
de campo, los cuales estan estandarizados de forma internacional en el “Manual de las
Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres” de la OIE, e
incluyen métodos directos de identificacion del agente causal, asi como pruebas
serologicas que detectan anticuerpos especificos o no especificos producidos como

respuesta a la enfermedad (OIE, 2010).

A pesar de la existencia de numerosas técnicas de laboratorio, el diagnostico de 7.
evansi sigue siendo dificultoso, observandose limitaciones importantes en aquellos
métodos que se utilizan comunmente. La seleccion del método diagndstico para realizar
un estudio epidemiolégico debe tomar en consideracion aspectos relativos a la
sensibilidad, especificidad, tratamiento de las muestras, tiempo de ejecucion y costes

(Ramirez-Iglesias et al., 2011).

La deteccion de los tripanosomas puede realizarse sobre muestras de sangre, ganglios
linfaticos, liquido cefalorraquideo, secreciones genitales y frotis de 6rganos, pudiendo
utilizarse estas muestras en forma fresca, fijada y/o congelada, dependiendo del test a

realizar (Desquesnes, 2004).

Teniendo en cuenta que los métodos diagnosticos para 7. evansi no siempre son capaces
de revelar “per se” el numero total de animales infestados, se recomienda como la
mejor opcion una combinacion de dos o mas técnicas para el diagndstico de este
parasito (Monzon et al., 1990). De esta forma, Desquesnes et al. (2009b) sugirieron que

varias técnicas tales como el enzimainmunoensayo y técnica de aglutinacion sobre
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tarjeta deben ser sistematicamente aplicadas juntas para detectar IgG e IgM, y los
métodos parasitologicos y la PCR para deteccion sensible de infestaciones por 7.

evansi.

6.1. Méodos de identificaciéon del agente

6.1.1. Examen directo al microscopio

El examen directo al microscopio consiste en la observacion de los parasitos en una
muestra fresca o fijada, siendo la sangre el material bioldgico que con mayor frecuencia

se utiliza, debiendo ser examinada tan pronto como haya sido obtenida (Desquesnes,

2004).

Asi, se recomienda que la sangre para el diagnostico sea extraida de venas periféricas de
los pabellones auriculares o de la vena caudal, aunque por motivos practicos, la vena
yugular se convierte frecuentemente en el punto de eleccion para la extraccion. Sin
embargo, menos de la mitad de los animales infestados pueden ser detectados por el
examen de sangre. Otros tipos de muestras que se utilizan con asiduidad para el
diagnostico son las biopsias de los ganglios linfaticos preescapular o precrural, o el

liquido edematoso (OIE, 2010).

Dentro de los métodos diagndsticos a través de examen directo al microscopio figuran
la técnica de gota gruesa, tincion de frotis densos, y tincion de frotis finos (OIE, 2010).
6.1.1.1. Gota gruesa

La técnica de la gota gruesa es un método rapido y poco costoso, que se realiza con una
pequetia gota de sangre de unos 2-3 ul. Se trata de un método con una sensibilidad baja

de aproximadamente 10 tripanosomas por microlitro, lo cual corresponde a una tasa de

parasitemia propia de infestaciones agudas o iniciales (OIE, 2010).
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6.1.1.2. Tinciéon de frotis denso

La técnica de tincion de frotis denso emplea una gota de sangre de 10 pl colocada en el
centro de un portaobjetos y que se extiende en una pequeiia area de alrededor 1 cm de
diametro. La extension de sangre se tifie sin haberse fijado previamente, lo cual como
ventaja permite visualizar los parésitos en mayor medida debido a la hemdlisis de los
eritrocitos no fijados. Como desventaja, esta técnica no puede ser utilizada para
determinar morfoldégicamente los tripanosomas porque pueden resultar dafiados (OIE,

2010).

6.1.1.3. Tincion defrotisfino

La técnica de tincion de frotis fino emplea una gota de sangre de 3-5 ul, colocada al
principio de un portaobjetos, que es extendida a lo largo del mismo como una capa fina,
utilizando para ello otro portaobjeto de vidrio. La extension se fija con metanol y a
continuacion se tifie con Giemsa o mediante tinciones rapidas, como por ejemplo Diff-
Quick®, también llamado Panéptico rapido. La tincion de frotis fino presenta una baja
sensibilidad, pudiendo detectar parasitemias solamente con una tasa mayor de 500.000

tripanosomas por mililitro de sangre (OIE, 2010).

Figura 8. (A) Frotis fino con sangre de dromedario parasitado por 7. evansi. (B) Frotis

fino con sangre de rata parasitada por 7. lewisi.
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6.1.2. M éodos de concentracion

En la mayoria de los hospedadores, 7. evansi puede inducir una clinica leve o un estado
subclinico de portador con baja parasitemia, en los cuales resulta dificil poner de
manifiesto los parasitos. En estas circunstancias, los métodos de concentracion son

necesarios ya que incrementan la sensibilidad al examen microscépico (OIE, 2010).

Como técnicas de concentracion descritas para el diagndstico de 7. evansi figuran la
técnica de centrifugacion del microhematocrito (conocida también como técnica de
Woo o MHCT, mHCT o HCT), la técnica de la capa de leucocitos en campo oscuro o
contraste de fases (conocida también como técnica de Murray o BCM, -Buffy Coat
Method-), y por ultimo la técnica del mini-intercambio aniénico y centrifugacion (OIE,

2010).

Tanto la técnica de Woo, como la técnica de Murray permiten estimar la anemia a través
de la medida de volumen que ocupan los eritrocitos sedimentados por la centrifugacion
en los capilares. Esto puede ser utilizado en estudios de rebafos en riesgo, de forma que
el valor del hematocrito puede ser un indicador para seleccionar un subconjunto de

muestras y realizar analisis complementarios, como la PCR (OIE, 2010).

6.1.2.1. Técnica de Woo o de concentracion del microhematocrito (MHCT, mHCT o
HCT)

El método de concentracion del hematocrito (MHCT, mHCT o HCT) también llamado
técnica de Woo, consiste en la centrifugacion de un volumen de 70 microlitros de
sangre en tubos capilares durante 5 minutos a 3000g (alrededor de 12000 rpm en una
centrifuga de hematocrito), para luego examinar el capilar al microscopio bajo el
objetivo 10x, colocandolo directamente sobre un porta, pudiéndose observar los
tripanosomas en movimiento en la interfase entre el plasma y la capa leucocitaria,

también denominada esta tltima fase como capa “buffy coat” (Woo, 1970; OIE, 2010).

Esta técnica de diagnostico rapido y poco costosa muestra ademas si el animal esta

anémico (Desquesnes, 2004). No obstante, se recomienda realizar la técnica de Woo
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dentro de las tres horas posteriores a la toma de la sangre; es mejor mantener las
muestras a 4° C y preservadas de forma cuidadosa de la exposicion directa a la luz solar
ya que hace que los parasitos sean indetectables después de la primera media hora

(Holland et al., 2001).
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Figura 9. Técnica de Woo: (A) Centrifuga para centrifugacion de tubos capilares. (B)
Fases que se definen en el capilar por gradientes de concentracion tras la centrifugacion.
(C) Colocacion del tubo capilar sobre un portaobjeto para posterior visualizacion de

tripomastigotes moviles sobre la capa leucocitaria.

Analizando sangre de caballos infestados se obtuvo una sensibilidad del 71,1 % para el
MHCT (Monzén et al., 1990). En un estudio experimental en bufalos, se alcanzé una
sensibilidad muy parecida a la cuarta semana post-infestacion, en este caso del 72%,
obteniéndose valores de sensibilidad del 100% a partir de la séptima semana, con

pequeiias variaciones hasta el final del estudio (Holland et al., 2001).

En un estudio experimental en ratones inoculados con 7. evansi se obtuvo un porcentaje
de deteccion del 60% a través de la técnica de Woo, llegando a ser este método dos
veces mas sensible que el método de la gota gruesa, probablemente porque el método
MHCT utiliza mayor volumen de sangre (70-75 microlitros) que la gota gruesa (5
microlitros) y los parésitos se concentran cerca de la capa leucocitaria, lo cual facilita su

observacién (Fernandez et al., 2009).
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En conejos inoculados experimentalmente con 7. evansi solamente se pudo detectar la
parasitemia con la técnica de Woo en la fase aguda, con un porcentaje de deteccion del
100%, pero fue imposible el diagnéstico a través de este método tanto en la fase cronica
como en el periodo de prepatencia, mostrando una tasa de deteccion total para todo el
curso de la infestacion del 59%. Se ha concluido que este método de concentracion es
efectivo para la deteccion de los pardsitos en parasitemias altas, pero presenta
limitaciones para la deteccion en caso de baja parasitemia, lo cual es caracteristico de

las fases cronicas (Ramirez-Iglesias et al., 2011).

De acuerdo a Holland et al. (2001), a través del método de concentracion del
hematocrito se puede clasificar y estimar la parasitemia de acuerdo a los tripanosomas

visualizados por capilar:

Puntuacion Tripanosomas por capilar Parasitemia estimada
(tripanosomas/ ml sangre)

5+ Enjambre en capa leucocitaria >10°

4+ >100 >10>-10°

3+ 11-100 >10">10°

2+ 2-10 >10">10"

1+ 1 2,5x 10°-10°

0 0 <2,5x 10°

Tabla 1. Parasitemia estimada de acuerdo a la técnica de Woo (MHTC) (Holland et al.,
2001)

Una variante del MHCT es la “técnica de doble centrifugacion”, que consiste en realizar
una segunda MHCT partiendo esta vez de la capa leucocitaria obtenida en una primera
centrifugacion. Este procedimiento convierte esta alternativa en una técnica mas
exigente y que ofrece so6lo una ligera mejora en la sensibilidad, mientras su

reproducibilidad no resulta tan buena (Desquesnes, 2004).
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Por otro lado y a modo documental, existe otro método alternativo a la técnica de Woo,
denominado con las siglas QBC (Quantitative Buffy Coat method) o técnica leucocitica
cuantitativa. La relevancia de esta técnica para el diagnostico de la enfermedad del
suefio en humanos estd todavia en investigacion y su sensibilidad ha sido tema de
controversia entre autores. No se ha contemplado su uso en medicina veterinaria debido
a los costes prohibitivos de los tubos especiales que emplea el método (Desquesnes,

2004).

6.1.2.2. Técnica de Murray o de la capa de leucocitos en campo oscuro o contraste de
fases (BCM o0 BCT)

La técnica de Murray o de la capa de leucocitos en campo oscuro o contraste de fases,
también denominadas BCM (Buffy Coat Method) o BCT (Buffy Coat Technique), es un
método muy parecido a la técnica de Woo descrita anteriormente, pero en vez de
realizarse una observacion directa del capilar centrifugado al microscopio sobre un
porta objetos, se corta el capilar unos 5 mm por debajo de la capa leucocitaria y se vierte
ésta en un porta, colocando encima un cubre objetos y de esta forma se realiza la

observacion al microscopio (Murray et al., 1977; OIE, 2010).

La sensibilidad relativa de la técnica de concentracion del microhematocrito (MHCT) y
de BCM ha sido tema de controversia entre autores y segun la especie de tripanosoma
objeto de estudio (Desquesnes, 2004). Asi, de acuerdo a Murray ef al. (1977), quienes
describieron por primera vez esta técnica utilizando sangre de vacas para diagnostico de
varias especies de tripanosomas, aunque no fue testada en ese momento para 7. evansi,
este método constituye una técnica mas fiable que los métodos de inoculaciéon en
animales, técnicas de examen directo al microscopio u otras técnicas de concentracion.
No obstante, aplicando BCM para diagnodstico de 7. evansi sobre sangre de caballos y
bufalos, se obtuvo menos sensibilidad que utilizando otros métodos de concentracion e

inoculaciéon de ratones (Monzon et al., 1990; Holland et al., 2001).

Por otro lado, ademas de la capacidad diagndstica per se del BCM, Murray et al. (1977)
apuntaron al mismo tiempo a la utilidad que tenia este método para la identificacion de

los tripanosomas, basada en un patrén de comportamiento mostrado por las distintas
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especies estudiadas. No obstante, actualmente no se cita la posibilidad de este método
para diferenciar 7. evansi de otras especies, utilizandose otros métodos para tal fin (OIE,

2010).

6.1.2.3. Técnica del mini-intercambio aniénico y centrifugacion

La técnica del mini-intercambio anionico y centrifugacion desarrollada por Lanhan y
Godfrey (1970), tiene como fundamento separar los tripanosomas de las células
sanguineas a través de la carga, siendo estas ultimas mas negativas y quedando
adheridas a una columna de dietilaminoetil celulosa (DEAE-celulosa), mientras los

tripanosomas son eludidos reduciendo su viabilidad y capacidad infestiva.

Dado que las cargas superficiales difieren entre especies de tripanosomas de la seccion
Salivaria y que la carga negativa de los eritrocitos también varia entre las distintas
especies mamiferas, la técnica debe por tanto ser adaptada a la especie de tripanosoma y

a la especie hospedadora (Gutiérrez et al., 2004b).

Aplicando la técnica del mini-intercambio anidnico y centrifugacion sobre sangre de
bufalos infestados experimentalmente, se obtuvo una sensibilidad del 100 % a partir de
la séptima semana hasta la decimoquinta semana, donde se fijo el final del experimento.
Se demostro de esta forma la alta sensibilidad del método, excepto en infestaciones muy
recientes, siendo esta sensibilidad inferior a la obtenida por PCR o inoculacion en

ratones (Holland et al., 2001).

Aplicando la técnica del mini-intercambio aniénico y centrifugacion sobre sangre de
cabras inoculadas experimentalmente se obtuvieron resultados similares, siendo esta
técnica mas sensible que la tincion de frotis y BCM, pero menos sensible que la
inoculacién en ratones, concluyéndose que en caso de bajo grado de parasitemia en
cabras, éste es un método adecuado para el diagndstico cuando otros tests no han sido

efectivos (Gutiérrez et al., 2004b).

Reid et al. (2001) utilizaron la capa buffy en vez de sangre entera en la técnica del mini-

intercambio anionico y centrifugacion obteniendo una sensibilidad diez veces mayor. A
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pesar de que esta técnica ha sido desarrollada para diagnostico de tripanosomosis en

humanos, usualmente se emplea para purificacion de los parasitos (OIE, 2010).

6.1.3. Inoculacién en animales

La inoculacion de animales de laboratorio, generalmente ratones y ratas, puede
realizarse para revelar infestaciones subclinicas en animales domésticos (OIE, 2010).
Ha sido considerada como método estandar para la deteccion de infestaciones por 7.

evansi (Reid et al., 2001; Taylor et al., 2008).

La sensibilidad obtenida en la inoculacion de ratones con sangre procedente de bufalos
inoculados experimentalmente con 7. evansi ha sido superior a la de otras técnicas como
la de Woo y la del mini-intercambio anidnico y centrifugacion. La inoculacion en
ratones alcanzé un 100 % de deteccion semanal a partir de la sexta semana en adelante,
con escasas variaciones hasta el final del estudio que fue de 15 semanas. En contraste, la
sensibilidad de la inoculacion en ratones en general fue inferior a la obtenida por PCR,
excepto en las dos primeras semanas de este estudio, momento en el cual la inoculacion

en ratones se mostrd como la prueba mas sensible (Holland et al., 2001).

En otro estudio realizado en caballos se utiliz6 también la técnica de la inoculacion
experimental. Aunque la inoculacidn en ratones no alcanz6 la sensibilidad del 100 %, el
porcentaje de deteccion fue superior a los obtenidos por MHCT y BCM, mostrandose
como una técnica adecuada cuando se requiere alta sensibilidad en la deteccion de T.
evansi (Monzon et al., 1990). En cabras inoculadas experimentalmente se obtuvo una
sensibilidad diagndstica a través de inoculacion de ratones superior a la obtenida por la

técnica del mini-intercambio anidnico y centrifugacion (Gutiérrez ef al., 2004b).

Una mejora en la eficacia de este método se consigue a través de inoculacion en
roedores de la capa buffy en vez de sangre entera, obteniéndose un incremento de
aproximadamente diez veces en la sensibilidad y pudiéndose de esta forma detectar una

concentracion tan baja como de 1,25 tripanosomas por mililitro de sangre (Reid ef al.,

2001).
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A pesar de que el periodo de incubacidén observado en los roedores es normalmente
corto, entre dos y cinco dias, éste puede extenderse hasta dos semanas, dependiendo de
la cepa inoculada, concentracion del indculo, asi como de la linea de animal de
laboratorio empleada, influyendo asi todos estos factores en la virulencia de 7. evansi

(OIE, 2010).

La inoculacién de roedores, a pesar de su alta eficacia en la deteccion, puede no ser
recomendada para diagndstico de campo debido al coste de los animales de laboratorio,
falta de instalaciones en el campo y el tiempo necesario que toma este método para
revelar la positividad de las muestras; sin embargo, en laboratorio puede utilizarse como

prueba de confirmacion (Pathak et al., 1997).

En caso de ser muy importante detectar un hospedador potencialmente infestado, como
puede ser una importacion a un area libre de la enfermedad, se puede justificar el

empleo de roedores inmunodeprimidos por diferentes procedimientos (OIE, 2010).

6.1.4. Deteccion de ADN tripanosdémico

6.1.4.1. PCR convencional

La deteccion de ADN tripanosomico es el fundamento de los denominados métodos de
biologia molecular para el diagndstico de 7. evansi. Actualmente la reaccion en cadena
de la polimerasa constituye la técnica de uso rutinario dentro de los métodos
moleculares y se basa en la deteccion del agente infestante tras la amplificacion de
material genético procedente del mismo. Se trata del método de mayor sensibilidad
para la deteccion de la infestacion por 7. evansi, pudiéndose llevar a cabo a varios

niveles taxonomicos (OIE, 2010).

Teniendo en cuenta que el ADN tripanosémico no se mantiene en la sangre de los
hospedadores por un tiempo superior a 24-48 horas una vez que los tripanosomas han
muerto, la deteccion de este material puede ser un medio adecuado para identificar

animales con una infestacion activa (OIE, 2010). Se ha demostrado que la sefial de la
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PCR se torna negativa a las 24 horas de la administracion de tratamiento tripanocida

(Holland et al., 2001).

La principal ventaja de la PCR radica en su especificidad de especie, siendo superior a
cualquier otra técnica a este respecto, mostrandose asi como una herramienta esencial
capaz de identificar varias especies de tripanosomas que estén presentes en una
poblacion objeto de estudio, ya sean procedentes de animales hospedadores y/o insectos

vectores (Desquesnes, 2004).

La PCR tiene ademas la ventaja de que las muestras de ADN pueden ser almacenadas
para analisis posteriores, y las muestras de sangre puede incluso almacenarse en papel
de filtro, permitiendo llevar a cabo estudios epidemiologicos en regiones remotas donde
la accesibilidad y las condiciones para almacenar otro tipo de muestras presentan

dificultades (Fernandez et al., 2009; Ramirez-Iglesias et al., 2011).

En el diagnostico de T. evansi en distintas especies hospedadoras, la PCR ha mostrado
un porcentaje de deteccion superior a los obtenidos por otros métodos seroldgicos, de
concentracion y/o directos (Holland et al., 2001; El-Metanawey et al., 2009; Fernandez

et al., 2009; Ramirez-Iglesias ef al., 2011).

Varios factores como el nivel de parasitemia, cantidad de ADN del parésito en la
muestra de sangre, métodos de extraccion de ADN utilizados, diversidad de las cepas de
ADN y/o diferencias en los programas de la PCR o de la concentracion de los cebadores
influyen en la sensibilidad, no siendo ésta una constante numérica y divergiendo de

unos trabajos a otros segun los autores (Fernandez et al., 2009).

Algunas técnicas para preparar las muestras de sangre (buffy coat, papel de filtro,
sedimentacion de plasma centrifugado, tratamiento con resina, purificacion de ADN)
pueden aumentar la sensibilidad diagnostica al utilizar una PCR (Desquesnes, 2004). De
esta forma, la sensibilidad obtenida fue superior cuando se parti6 de ADN
tripanosdmico purificado en vez de utilizarse sangre entera, debido a que de la primera
forma se reduce cualquier tipo de interaccion con el ADN del hospedador (Fernandez et

al., 2009; Pruvot et al., 2010).
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A pesar de que la PCR ofrece la sensibilidad y especificidad requerida para la deteccion
de la infestacion por tripanosomas, puede también presentar resultados falsos negativos
(OIE, 2010). Aunque en teoria la PCR muestra una sensibilidad diagndstica muy alta,
detectando incluso una Unica molécula de ADN en una muestra, este método presenta
como limitacion bioldgica los periodos de aparasitemia que pueden aparecer en el curso
de la enfermedad, momentos en los cuales la deteccion de los parasitos no es posible

porque no se encuentran circulantes en el torrente sanguineo (Desquesnes, 2004).

Otra de las limitaciones en el diagnostico ocurre cuando aparecen tasas de parasitemia
inferiores a un tripanosoma por volumen de muestra evaluada (Desquesnes, 2004). A
pesar de que la PCR es una técnica muy sensible, no es capaz de detectar 7. evansi en
infestaciones tempranas (Holland et al., 2001). Sin embargo y a este respecto, durante
los periodos de baja parasitemia si existe un solo tripanosoma en la muestra a evaluar, la
proporcion del ADN del agente infestante en relacion al ADN total contenido en la
muestra de sangre, constituye un factor crucial para el diagnostico de la enfermedad. De
esta forma, cuando se utiliza la PCR para diagndstico de tripanosomas es necesario
tener en cuenta la calidad del ADN y por lo tanto el método de extraccion utilizado para

esta molécula (Ramirez-Iglesias et al., 2011).

Asi, cuando existen parasitemias inferiores a 10° parasitos/ml, en el periodo prepatente
es necesario al menos 100ng de ADN en la muestra para asegurar la deteccion del
parasito a través de PCR, apareciendo por debajo del nivel de deteccion y generando
falsos negativos con cantidades inferiores (10ng) (Fernandez et al., 2009). Dependiendo
de la cantidad inicialmente utilizada de ADN, cuando fue extraido de la buffy coat se
observé ademas que aumentando la cantidad de 100 a 300 ng de ADN, se pudo obtener
el diagnoéstico positivo de 7. evansi unos tres-cuatro dias antes durante el periodo de
prepatencia. En el caso de la fase cronica de la enfermedad solamente se pudo detectar
presencia del protozoo utilizando una cantidad inicial de 300 ng, pero no con 100 ng

(Ramirez-Iglesias et al., 2011).

En contraste, cuando se partia de muestras de sangre con alta parasitemia, al utilizarse
300 ng de DNA, la PCR disefiada con algunos cebadores se inhibia total o parcialmente,
lo que se atribuia a un exceso en la cantidad de ADN en la reaccion (Fernandez ef al.,

2009).
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Teniendo en cuenta por tanto que la sensibilidad de la PCR depende de la cantidad de
ADN disponible y que es proporcional a la parasitemia, tedricamente esta técnica es
mas sensible en la deteccion de 7. evansi en especies hospedadoras altamente
susceptibles como camellos, caballos y perros, que en especies hospedadoras con

susceptibilidad media o baja (OIE, 2010).

De acuerdo con Fernandez et al. (2009), otro factor que contribuye a la sensibilidad de
la PCR es la seleccion de una secuencia apropiada para el disefio de los cebadores
especificos. Existen dos parametros que contribuyen a la seleccion de la secuencia para
el disefio de los cebadores, que se citan a continuacion pero que podrian no ser logrados
para esta especie dado que el genoma completo de 7. evansi no ha sido secuenciado

todavia:

e La similitud entre los cebadores y la secuencia seleccionada, teniendo en cuenta
la complementariedad de bases y la conservacion de las secuencias. Se establece
que a mayor conservacion de la secuencia, mayor es la probabilidad de que los
cebadores reconozcan la secuencia seleccionada en diferentes organismos del

mismo género.

e El nimero de copias de la secuencia elegida presente en el genoma del parasito,
lo cual estd directamente correlacionado a la probabilidad de obtener un
producto de amplificacion por PCR y por consiguiente asociado a la

sensibilidad del método.

Sin embargo, por lo general se utiliza el genoma referenciado de Trypanosoma brucei
(Berriman et al., 2005) para el diseiio de cebadores en la especie 7. evansi debido a la
homologia genética entre las dos especies y al hecho de que ambas especies estan

contenidas en el mismo grupo (Fernandez et al., 2009).

La OIE (2010) recomienda la PCR basada en los cebadores NRP (Moser et al., 1989) y
TBR (Masiga et al., 1992), para deteccion del subgénero Trypanozoon, como el método
de referencia dentro de la aplicacion de esta técnica. Respecto a esta tltima pareja de
cebadores disenadas hace casi veinte afios, denominados TBR 1 y TBR 2 (Masiga et al.,
1992), y de acuerdo a lo anterior (OIE, 2010), se realizé una comparativa frente a otras

cinco parejas de cebadores que ya han mostrado su habilidad para amplificar el ADN de
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T. evansi, confirmandose que TBR mostraba la mayor sensibilidad, permaneciendo

como la referencia para la deteccion de Trypanozoon (Pruvot et al., 2010).

Asi, los cebadores TBR 1 y TBR 2 presentaban un limite de deteccién de parasitemia
entre 10 y menos de 1 tripanosoma/ml y fueron capaces de detectar hasta 0,01pg

(Pruvot et al., 2010) e incluso 0,001pg (Fernandez et al., 2009) de ADN purificado.

De acuerdo con Claes ef al. (2004), la amplificacion por PCR del gen que codifica para
la VSG RoTat 1.2 (Rode Trypanozoon antigen type 1.2) es un marcador especifico para
las cepas de T. evansi, y es especialmente util en cepas diskinetoplasticas donde los
marcadores basados en el ADNk podrian fallar en la amplificacion. No obstante, el
procedimiento anterior de identificacion no seria aplicable a las cepas de 7. evansi
encontradas en Kenia que no se pueden identificar a través de RoTat 1.2, para las cuales

ha sido disefiado una PCR especifica para cepas non-RoTat 1.2 (Ngaira et al., 2005).

El diagnostico a través de PCR podria permitir comenzar el tratamiento de la
enfermedad de forma temprana antes de la aparicion de la sintomatologia clinica, y

prevenir asi el deterioro fisico del animal (Ramirez-Iglesias et al., 2011).

+ 1 2 3 § 5> M

Figura 10. Electroforesis para producto de PCR. Fotografia de una electroforesis donde
se observan fragmentos de ADN utilizando cebadores descritos por Wuyts et al.,
(1994) que dan lugar a productos de amplificacion de 227pb. Las muestras objeto de
analisis proceden de sangre de dromedarios infestados por 7. evansi. Gel tefiido con
bromuro de etidio (0,5mg/L) y analisis de imagen realizado con un transiluminador UV
(Bio-Rad Gel Doc ™ EQ). Lectura: +: control positivo; 1 y 3: bandas positivas; 4 y 5:
bandas débiles; 2: no se observa producto de amplificacion; M: marcador con escalones

de 100 pb.
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6.1.4.2. Sondas de ADN recombinante

Otro procedimiento que se empled hace mas de veinte afios para la deteccion de T.
evansi fueron las sondas de ADN recombinante, disefiadas a partir de ADN gendmico y
ADN kinetoplastido (Viseshakul y Panyim, 1990; Masiga y Gibson, 1990). La
sensibilidad y la especificidad son criterios importantes en un método de identificacion,
dando cuenta de ello en el caso de las sondas de ADN, sobre la base de la deteccion de

elementos repetitivos del ADN que son especificos de especie (Gibson, 2002).

A principios de la pasada década Basagoudanavar et al. (2001) realizaron identificacion
de T. evansi por hibridacion del ADN a través de una sonda de ADN no radiactiva, con
las ventajas de la disminucidn del riesgo asociado a los radiois6topos, menor coste que
la PCR y relativa simplicidad; sin embargo la sensibilidad mostrada por la PCR fue

superior, en referencias citadas anteriormente a esta descripcion.

Actualmente las referencias en la bibliografia sobre empleo de esta metodologia
aplicada a la identificacion de T. evansi son escasas, y de acuerdo a la OIE (2010), la
sondas de ADN no se usan rutinariamente. Es necesaria una evaluacién en mayor
profundidad de su potencial como método diagnostico, siendo la PCR la técnica

generalmente elegida y usada de rutina.

6.1.4.3. PCR cuantitativa

Aunque la PCR convencional es una técnica rapida y sensible, no permite cuantificar el
nivel de parasitemia en el animal infestado, para lo cual Taylor et al. (2008) aplicaron
una nueva técnica de identificacion para Trypanosoma evansi, denominada TagMan,
basada en la PCR en tiempo real, teniendo como objetivo la secuencia del gen ITS-1 del
ARN ribosémico de 7. evansi, para la cual obtuvieron una mayor sensibilidad que con
la técnica de Woo, pero inferior a la obtenida por la inoculacion de ratones. No obstante,

este método estd en desarrollo y necesita una mayor evaluacion y validacion (OIE,

2010).
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Mas recientemente Konnai et al. (2009) aplicaron PCR en tiempo real, utilizando
cebadores especificos teniendo como objetivo de los mismos el gen VSG RoTat 1.2 de
T. evansi, pero obtuvieron una pobre sensibilidad de deteccion, superior a 25
tripanosomas/ml de sangre, y un limite de deteccién cuantitativo de 100
tripanosomas/ml de sangre, por lo cual se requiere perfeccionar la aplicacion de esta

técnica de cara a mejorar su sensibilidad en el futuro.

A pesar de que las técnicas de PCR convencional y cuantitativa no presentan apenas
ventajas en término de sensibilidad en comparacion con la técnica de inoculacion en
raton, presentan sin embargo ventajas innegables de rapidez y comodidad que las
convierten en instrumentos epidemiologicos potenciales (Antoine-Moussiaux y

Desmecht, 2008Db).

6.1.4.4. Amplificacion isotérmicatipo LAMP

Otra aplicacion reciente de la biologia molecular al diagndstico de la surra es la técnica
de amplificacion isotérmica mediada por asa, también denominada tipo LAMP, que esta
en desarrollo para 7. evansi y necesita evaluacion y validacion en mayor profundidad

(OIE, 2010), existiendo pocas referencias al respecto.

Este método novedoso, desarrollado por Notomi et al. (2000), consiste en una
amplificacion de una cantidad que puede ser de unas pocas copias de ADN y se
consiguen 10° copias en menos de una hora bajo condiciones isotérmicas, presentando
alta especificidad y eficiencia. Tiene como base la intervencion de una ADN polimerasa
y un grupo de cuatro cebadores especialmente disefiados que reconocen un total de seis
secuencias distintas del ADN objeto de la amplificacion. Como infraestructura en el

laboratorio es necesario un bloque de calor o un bafio Maria.

En la primera referencia de aplicacion de este método en 7. evansi se obtuvo un mayor
porcentaje de deteccion de positivos a través de LAMP que a través de PCR y otros
métodos parasitologicos cuando se excluyd como método estandar de oro la inoculacién
en ratones, que mostré la mayor sensibilidad; sin embargo cuando no se excluyo la

inoculacién en ratones como método estandar de oro, la sensibilidad mayor la mostro la
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técnica de Woo y le siguié el método LAMP y PCR en orden decreciente (Thekisoe et
al., 2005).

Recientemente se ha desarrollado un test de amplificacion isotérmica LAMP para T.
evansi tipo B, que muestra como caracteristicas una sensibilidad analitica alta de 0,1
tripanosoma/ml, alta especificidad, posibilidad de la inspeccion visual de los resultados,
y ademas presenta una mejora en el porcentaje de deteccion y en el tiempo requerido

con respecto a la PCR convencional (Njiru et al., 2010).

6.1.5. Deteccion antigénica

Otro modo de detectar infestaciones activas por 7. evansi consiste en la deteccion de
antigenos circulantes en sangre o suero (OIE, 2010). La deteccion de antigenos esta
basada en enzimoinmunoandlisis tipo sandwich (Luckins y Dwinger, 2004). Este
procedimiento de deteccion de antigenos, también denominado ELISA inmunocaptura o
Ag-ELISA, fue desarrollado para diagnostico de 7. evanmsi inicialmente empleando
anticuerpos policlonales (Rae y Luckins, 1984) y posteriormente empleando anticuerpos
monoclonales (Nantulya et al., 1989), presentando estos ltimos anticuerpos la ventaja
de que pueden ser sintetizados en mayor escala y permiten mayor reproducibilidad

frente al método que emplea anticuerpos policlonales (Desquesnes, 2004).

La deteccion de infestaciones activas a través de deteccion de antigenos que
tedricamente fuera sensible y especifica, podria solventar el problema que presentan
otros métodos, como por ejemplo los basados en deteccion de anticuerpos los cuales
pueden dar resultados positivos por un tiempo una vez tratada la enfermedad; sin
embargo en la practica, la deteccion antigénica a través de los métodos disponibles no
ha cumplido con estos ideales y por tanto no ha logrado convencer a la comunidad

cientifica como método diagndstico solido (Desquesnes, 2004).

Asi, en una evaluacion preliminar de métodos diagndsticos para surra en caballos en la
cual se aplicaron entre otros, dos métodos de deteccion de antigenos, se observo a través
de Ag-ELISA que aunque los niveles antigénicos descendieron después del tratamiento,

éstos no alcanzaron los niveles previos a la infestacion. Con el método denominado
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Suratex, que es una prueba comercial de aglutinacion de antigeno con latex, se observo
tras el tratamiento disminucion antigénica a niveles previos a la inoculacion, pero no en

todos los animales estudiados (Wernery et al., 2001).

Recientemente se ha caracterizado el anticuerpo monoclonal 2-4F6 IgM y se ha citado
su potencial para su empleo en la deteccion de antigenos, aunque para ello se requieren
futuras evaluaciones (Monzon, 2006). De acuerdo a la OIE (2010), los intentos
realizados para desarrollar los tests de deteccion antigénica no han alcanzado hasta el
momento un nivel satisfactorio como para ser recomendados en el diagnostico rutinario

de T. evansi.

6.2. M étodos ser 0l 6gicos

Aungque la deteccion de anticuerpos no puede distinguir entre infestaciones activas o ya
pasadas, los métodos seroldgicos tienen un valor muy importante como herramientas

epidemioldgicas para evaluar la prevalencia de la enfermedad (Desquesnes, 2004).

De forma historica se han utilizado métodos bioquimicos para detectar incrementos de
anticuerpos no especificos presentes en los casos de surra, pudiendo ser este incremento
de globulinas no especifico por la infestacion de 7. evansi. Entre estas técnicas figuran
los tests de floculacion, precipitacion de cloruro de mercurio y turbidez del timol, los
cuales hoy en dia estan desfasados. Unicamente el test de formol gel puede todavia
tener alguna utilidad a nivel de campo ya que es de uso sencillo, pero también presenta
como limitacién la deteccion de anticuerpos no especificos y ademas solamente ha sido
validado en camellos (OIE, 2010). Hassan et al. (2005) citaron como principal
desventaja el valor predictivo demasiado bajo observado con los tests bioquimicos para
la deteccion de la infestacion por 7. evansi, por lo que recomendaron métodos de

diagnodstico mas especificos.

Para la deteccion, en este caso, de anticuerpos especificos producidos como respuesta
frente a antigenos de 7. evamsi se utilizan actualmente diferentes tests como la
inmunofluorescencia indirecta, la inmunotripanolisis y las técnicas estandarizadas mas

sencillas de ELISA y CATT/ T. evansi, habiendo sustituido estos dos tltimos métodos
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citados a otros como los de aglutinacion directa o indirecta y fijacion del complemento,

que hoy en dia apenas se utilizan (OIE, 2010).

Desquesnes et al. (2009b) plantearon la hipdtesis de la baja sensibilidad que pueden
presentar métodos serologicos como el CATT/ T. evansi y ELISA en el caso de que se
produzca un periodo latente de la infestacion en el cual el pardsito se aloje en focos
extravasculares tales como sistema nervioso, articulaciones y camara posterior del ojo, y

de esta forma se produzca un pobre reflejo en el sistema inmunologico del hospedador.

La mayoria de los test serologicos utilizados para chequear infestaciones por 7. evansi
han sido disefados originalmente para deteccion de otros Trypanosoma spp. africanos,
no siendo por tanto considerada la deteccion de anticuerpos especifica de especie,
debido a que los tripanosomas podrian compartir antigenos comunes (Desquesnes,

2004).

6.2.1. Inmunofluorescencia indirecta (1 FI)

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) estd basada en una interaccion
primaria antigeno-anticuerpo, la cual puede visualizarse posteriormente utilizando
anticuerpos conjugados a un colorante fluorescente que reaccionan frente a la especie
hospedadora objeto de anélisis, a través de un microscopio de luz ultravioleta (Eisler et

al., 2004).

La técnica de inmunofluorescencia indirecta, utilizada en estudios a pequefia escala,
consume mucho tiempo y presenta un coste medio de sus reactivos en torno a 0,5 € por
test (OIE, 2010). No obstante, el microscopio de luz ultravioleta necesario para lectura
de la fluorescencia emitida, supone una inversion econdmica elevada como

equipamiento para llevar a cabo la técnica (Eisler et al., 2004).

Tras infestaciones experimentales, la deteccion de anticuerpos frente a 7. evansi
mediante IFI fluctué entre 12 y 15 dias en perros (Aquino et al., 1999), entre 13 y 29
dias en caballos (Wernery et al., 2001) y 60-90 dias en pequefios rumiantes (Jacquiet et

al., 1993).
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En general la sensibilidad de la IFI es buena, pero su especificidad es baja y pueden
darse reacciones cruzadas (Desquesnes, 2004). En un estudio sobre epidemiologia de
tripanosomosis por 7. evansi en camellos, la IFI mostr6 la mayor sensibilidad, pero la
menor especificidad respecto a CATT/ T. evansi y ELISA, también evaluados (Dia et
al., 1997a). En caballos se requieren mas estudios para determinar la sensibilidad y

especificidad de la IFI (Wernery et al., 2001).

Aparte de la baja especificidad, otras desventajas mostradas por la IFI son la
subjetividad a la hora de interpretar los resultados y la pérdida de cuantificacion de la
respuesta de los anticuerpos (Eisler et al., 2004). Este método fue ampliamente usado,
particularmente para estudios epidemioldgicos y ha sido sustituido por las técnicas de

ELISA indirectas (deteccion de IgG) desde los afios ochenta (Desquesnes, 2004).

6.2.2. Enzimainmunoensayo (EL I SA indirecto o 1gG-ELISA)

Hace mas de 30 afios, Luckins et al. (1978) abrieron el camino a la aplicacion del

enzimainmunoensayo en el diagnodstico de infestaciones por 7. evansi.

Cuando se utiliza un IgG-ELISA o ELISA indirecto en primer lugar se realiza
extraccion de antigenos de los tripanosomas, y con estos antigenos solubles se cubre las
placas de poliestireno que actiian como fase s6lida. A continuacién, a estos antigenos se
unen los anticuerpos especificos producidos por el hospedador contra los especimenes
bajo investigacion. Los complejos antigeno-anticuerpo se pueden a su vez detectar
mediante anti-inmunoglobulinas de la especie hospedadora conjugadas con un enzima.
La enzima puede ser la peroxidasa, la fosfatasa alcalina o cualquier otra enzima
apropiada. La enzima conjugada unida al complejo antigeno/anticuerpo, reacciona a
continuacién con un substrato adecuado para producir un cambio de color caracteristico
del substrato mismo o de un indicador afiadido (cromogeno), y la lectura se realiza
visualmente o con un espectrofotdmetro a la longitud de onda apropiada para el

cromoégeno (OIE, 2010; Desquesnes, 2004).

Las VSG podrian ser demasiado especificas para ser usadas como un antigeno universal

en la aplicacion de ELISA, teniendo en cuenta la presencia de cepas RoTat frente a otras
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cepas de 7. evansi non RoTat. En contraste, el ELISA que utiliza antigenos solubles
procedentes del lisado de tripomastigotes enteros de 7. evansi no es un método cepa-
especifico y por tanto esta calificado como un test universal (OIE, 2010). Con respecto a
esto, se ha confirmado resultados de reproducibilidad similares para el
enzimainmunoensayo con antigenos solubles parasitarios de cepas de 7. evansi
procedentes de origenes geograficos muy distantes, lo cual permite un uso amplio a
nivel mundial de antigenos procedentes del lisado de tripomastigotes enteros
(Desquesnes et al., 2009a). No obstante, teniendo en cuenta la posibilidad de aparicion
de reacciones cruzadas, deben hacerse por tanto consideraciones en areas donde

conviven multiples especies de tripanosomas (OIE, 2010).

Se ha desarrollado recientemente un enzimoinmunoensayo que utiliza antigenos
recombinantes y basado en una proteina no variable de superficie denominada ISG 75.
Se ha indicado el potencial para el desarrollo de una nueva referencia diagndstica de
surra en camellos, al haberse comparado con otros métodos diagnosticos ya establecidos
basados en la VSG RoTat 1.2 y presentar concordancia los resultados obtenidos; se
indica también su aplicacion en otras especies del subgénero Trypanozoon y en otras

especies hospedadoras (Tran et al., 2009).

En la puesta en marcha de un diagndstico a través de ELISA, en cuanto al factor que
supone en si la especie hospedadora en estudio, se han utilizado anti-inmunoglobulinas
conjugadas especificas dirigidas frente a inmunoglobulinas de especies hospedadoras
estrechamente relacionadas (Verloo et al., 2000), aunque se recomienda que se lleve a
cabo utilizando anti-inmunoglobulinas conjugadas monoespecificas (OIE, 2010). En
especies donde no estan disponibles anti-IgG conjugadas frente a inmunoglobulinas de
la especie hospedadora en estudio, se han realizado pasos intermedios para producir
inmunoglobulinas diana sobre las que utilizar luego anti-IgG conjugadas comerciales
(Molina et al., 2000; Atarhouch et al., 2003). Como alternativa en estos casos, s¢ ha
empleado con éxito proteina A-peroxidasa (Desquesnes et al., 2009b).

Se observo una alta sensibilidad diagnostica de 7. evansi mediante ELISA, presentando
generalmente una especificidad que se incrementa al aumentar el corte del porcentaje de
positividad que discrimina entre resultados positivos y negativos (Verloo et al., 2000;

Holland et al., 2005).
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En un estudio comparativo entre diferentes métodos diagnosticos el
enzimainmunoensayo con respecto al CATT/T. evansi obtuvo una sensibilidad
equiparable y una especificidad ligeramente inferior en bufalo, estableciendo como
método estandar de oro la inoculacion en roedores (Verloo ef al., 2000). En contraste,
utilizando como pruebas de referencia las técnicas de concentraciéon del hematocrito y
del mini-intercambio anidnico y centrifugaciéon en el diagnostico para 7. evansi en
ganado vacuno, el ELISA present6 una especificidad superior al CATT/7. evansi 'y una
sensibilidad inferior con respecto al CATT/T. evansi a dilucion 1:4, dilucion a la cual
mostrd este ultimo método los valores mas equilibrados para estos pardmetros (Reid y
Copeman, 2003). Tomando como método estdndar de oro la inmunotripanolisis, en
cerdos se obtuvieron valores ligeramente superiores de ambos parametros en ELISA
con respecto al CATT/ T. evansi con la dilucion 1:8 a la cual mostr6 en este caso este
método de aglutinacion los valores mas equilibrados para estos parametros (Holland et

al., 2005).

En camellos, utilizando el test de inmunotripanolisis como referencia se obtuvo para
ELISA, utilizando como antigeno RoTat 1.2, una sensibilidad de 98,92% y una
especificidad de 98,9%. Para un nuevo antigeno testado, ISG 75, se obtuvo una

sensibilidad de 94,62% y una especificidad del 100% (Tran et al., 2009).

A pesar de que por regla general es dificil determinar a través de métodos diagnosticos
serologicos la diferencia entre infestaciones actuales o pasadas, Verloo et al. (2000)
confirmaron en bufalos en Vietnam que el enzimainmunoensayo puede ser utilizado
para identificar animales con una infestacion activa en el momento de su aplicacion. En
la misma linea se plante6 el ELISA como método adecuado para confirmar el status de

cerdos infestados por 7. evansi (Holland et al., 2005).

El ELISA presenta mayor probabilidad de identificar correctamente animales no
infestados, mientras que el CATT/T. evansi presenta mayor probabilidad de identificar
correctamente a los infestados (OIE, 2010). En estudios recientes donde se aplico el
enzimainmunoensayo en el diagnostico de 7. evansi, se confirm6 un valor predictivo

negativo alto de la técnica (Desquesnes et al., 2009a).
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6.2.3. Prueba de aglutinacién en tarjeta (CATT/ T. evansi y LATEX/T. evansi)

6.2.3.1. CATT/T. evans

La prueba de aglutinacion sobre tarjeta fue inicialmente desarrollada por Magnus et al.
(1978) con un proposito diagnodstico de la enfermedad del suefio en humanos, y se le
denominé Testryp CATT. Diez afios mas tarde un test similar fue evaluado por Bajyana
Songa y Hamers (1988) para el diagnostico de la surra, basado en el uso del tipo
antigénico variable RoTat 1.2. El repertorio de VSG de T. evansi es limitado y el tipo
antigénico variable RoTat 1.2 presenta un caracter predominante, convirtiéndose en un
buen candidato como reactivo diagnostico en métodos diagnodsticos basados en la

deteccion de anticuerpos, como es el caso del CATT/T. evansi (Verloo et al., 2001).

El test CATT/T. evansi ha sido validado como método diagnostico de campo para la
deteccion de T. evansi en camellos (Dia et al., 1997a, b; Gutiérrez et al., 2000; Ngaira et
al., 2003), bufalos (Davidson et al., 1999; Verloo et al, 2000) y vacas (Reid y
Copeman, 2003). En cerdos los métodos de aglutinacion se han citado como
inadecuados para el diagnostico serologico de surra, con disminucion de sensibilidad y
especificidad a medida que avanza el tiempo tras la infestacion (Holland ez al., 2005).

Actualmente el test CATT/T evansi esta disponible en forma de kit con un coste medio
de sus reactivos en torno a 0,5 €/test, procedente del Instituto de Medicina Tropical
Principe Leopoldo en Amberes, figurando actualmente este centro belga como

laboratorio de referencia de la OIE para diagnoéstico de esta enfermedad (OIE, 2010).

Este método se basa en una reaccion de aglutinacion directa que se produce cuando
suero o plasma de un animal que presenta anticuerpos frente a 7. evansi entra en
contacto con parasitos liofilizados que expresan RoTat 1.2. Aunque el fabricante del
CATT/T. evansi no especifica en el manual de instrucciones qué tipo de
inmunoglobulinas detecta el test, se ha encontrado contradiccion en la bibliografia
acerca de este tema. Davidson et al. (1999) citan que principalmente detecta IgG,
mientras que otras fuentes mdas recientes proponen la IgM como anticuerpo diana

principal para este método (Desquesnes, 2004; OIE, 2010).
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Figura 11. CATT/T. evansi (Instituto de Medicina Tropical Principe Leopoldo,
Amberes, Bélgica): (A) Interpretacion de las aglutinaciones producidas. (B) Tampon
para dilucion de los sueros e hidratacion del reactivo y los controles. (C) Reactivo
compuesto por parasitos liofilizado que expresan el antigeno RoTat 1.2. (D) Rotator

para la mezcla del suero y reactivo durante 5 min a 70 rpm.

De acuerdo al fabricante, el CATT/T. evansi es un método no estrictamente especifico
de especie, lo cual podria complicar la interpretacion de los resultados en areas donde
existan otros tripanosomas de la seccion Salivaria y, por tanto, se podrian obtener falsos
positivos. La fiabilidad del test es robusta cuando es usado en una especie y/o una

region con infestaciones monoespecificas por 7. evansi (Desquesnes, 2004).

Wernery et al. (2001) observaron en suero de caballos supuestamente libres de la
enfermedad, aglutinaciones ligeras a través de CATT/T. evansi y sugirieron que el suero
de los équidos podria haber reaccionado a otras proteinas en la suspension de antigeno.
Aparte de que con el CATT/T. evansi se pueden producir resultados positivos como

consecuencia de reacciones inespecificas, se ha citado como otro de los inconvenientes
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que los resultados positivos no discriminan en el diagnéstico de la surra entre

exposiciones previas o infestaciones activas (Konnai ef al., 2009).

Ademas de las posibilidades anteriormente citadas sobre resultados falsos positivos a
través de este método diagnoéstico, se han registrado también resultados seronegativos a
través de CATT/T. evansi en animales parasitologicamente positivos, los cuales
representarian por tanto resultados falsos negativos (Diall et al., 1994; Dia ef al., 1997a,
b; Ngaira et al., 2003; Njiru et al., 2004; El-Metanawey et al., 2009). Como causas de
este fenomeno se ha sugerido la presencia de cepas de 7. evansi carentes del gen que
codifica para la glicoproteina RoTat 1.2 y/o la no expresiéon de esta glicoproteina
variable de superficie, asi como infestaciones tempranas en las cuales los animales no
han producido niveles detectables de anticuerpos (Njiru et al., 2004). Se ha citado la
aparicion de anticuerpos especificos frente al tipo antigénico variable RoTat 1.2 entre 6

y 32 dias tras la inoculacion de 7. evansi en conejos (Verloo et al., 2001).

De acuerdo a la OIE (2010) el CATT/T. evansi detecta principalmente IgM, que son
anticuerpos pentavalentes que presentan una vida media corta, por lo que se propone
como un medio adecuado para la deteccion de infestaciones tempranas o tardias con
circulacion reciente de pardsitos en el torrente sanguineo, pudiendo detectar

infestaciones activas con un valor predictivo positivo alto.

En estudios previos sobre camellos infestados de forma natural, utilizando CATT/T.
evansi se obtuvieron respectivamente sensibilidades y especificidades del 89% y 73%
en Mali (Diall et al., 1994), 86,95% y 83,03% en Mauritania (Dia ef al., 1997b) y 100%
y 96% en las Islas Canarias (Gutiérrez et al., 2000). En contraste, se describieron
valores mas bajos de sensibilidad del CATT/T. evansi, de alrededor del 65%, en esta
especie en Kenia (Ngaira, ef al., 2003; Njiru et al., 2004), lugar donde se confirmaron
cepas de 7. evansi carentes tanto del gen que codifica para el antigeno RoTat 1.2 como
de la glicoproteina asociada, asi como cepas que presentaron el gen pero sin embargo

ausencia de la proteina codificada en dicho gen (Ngaira et al., 2004).

En una evaluaciéon de varios métodos diagnésticos para deteccion de anticuerpos y
antigenos en bufalo afectados de forma natural por surra, el CATT/T. evansi mostrd una

especificidad absoluta, superior a la de los otros métodos evaluados; la sensibilidad del
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78%, fue inferior en este caso a la obtenida con ELISA para deteccion de IgG, que
mostrd la mayor sensibilidad entre los métodos utilizados (Davidson et al., 1999). En
contraste, aplicando el CATT/T. evansi sobre suero de vacas a dilucion 1:4, la
especificidad fue del 96% y la sensibilidad del 83%, siendo los valores de estos
parametros inferior y superior respectivamente que cuando se aplico ELISA para

deteccion de anticuerpos (Reid y Copeman, 2003).

De acuerdo a las indicaciones del fabricante, el CATT/T. evansi se realiza sobre suero o
plasma preparados a una dilucion 1:4 o 1:8, y para cada especie testada deben ser
determinadas las condiciones Optimas. Se ha observado que conforme se emplean
mayores diluciones, se mejora de forma moderada la especificidad, pero disminuye de
forma drastica la sensibilidad (Verloo et al., 2000; Reid y Copeman, 2003; Holland et
al., 2005).

Como ventaja, el CATT/T. evansi es un test rapido y fécil que se puede aplicar en
condiciones de campo sin ningin equipamiento especial (Gutierrez et al., 2000). No
obstante, aunque la observacion directa de los resultados obtenidos por el CATT/ T.
evansi es facil, algunas veces la interpretacion de la aglutinacion producida puede ser
distinta, aumentando asi la probabilidad de error del operador (Reid y Copeman, 2003;

Desquesnes, 2004).

Se ha apuntado al CATT/T. evansi como el método méds comun para clasificacion
correcta de animales verdaderamente infestados, y puede ser usado para seleccionar

animales de forma individual para tratamiento con drogas tripanocidas (Davidson et al.,

1999; OIE, 2010).

6.2.3.2. LATEX/T. evans

Existe un formato alternativo al test CATT/T. evansi, denominado LATEX/T. evansi y
que a diferencia del primero, consiste en una aglutinacion indirecta pero basada también
en la glicoproteina variable de superficie nativa RoTat 1.2, unida de forma covalente a

particulas de latex. En la actualidad este método se encuentra en evaluacion (OIE,

2010).
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Este método se ha descrito como una herramienta epidemioldgica adecuada en la surra
en bufalos, para detectar infestaciones activas y anticuerpos especificos persistentes
(Verloo et al., 2000). En cambio, en cerdos se citd su limitado valor para diagnostico

seroldgico (Holland et al., 2005).

En un estudio sobre cabras infestadas experimentalmente por 7. evansi se obtuvieron
resultados similares tanto con CATT/T. evansi como con LATEX/T. evansi, pero en la
conclusion como método adecuado para evaluar la enfermedad en caprino sélo se citaba

el primero de los métodos (Gutierrez ef al., 2004).

6.2.4. Prueba deinmunotripanolisis (ITL)

La prueba de inmunotripanolisis fue confirmada por Van Meirvenne et al. (1995) como
una herramienta valiosa para el diagndstico seroldgico en la enfermedad del suefio en
humanos, basada en distintas poblaciones de 7. brucei gambiense con distintos tipos

antigénicos variables.

Este método adaptado al diagnostico de tripanosomosis por 7. evansi, esta basado en la
glicoproteina variable de superficie RoTat 1.2 y puede ser por lo tanto s6lo positiva con
hospedadores que producen inmunoglobulinas tripanoliticas dirigidas frente a este tipo

de antigeno variable (OIE, 2010).

La prueba de inmunotripanolisis se realiza utilizando suero a dilucién 1:4 del animal
sospechoso de padecer surra, que se incuba junto a formas tripomastigotes vivos de T.
evansi durante una hora, en presencia de suero de cobaya como complemento. Bajo el
microscopio, cuando en el suero a testar estan presentes anticuerpos especificos, en
presencia del complemento se observa lisis de los tripanosomas que expresan el tipo
antigénico variable RoTat 1.2. Las muestras se consideran positivas cuando se produce
lisis como minimo del 50% de los tripanosomas, indicando infestacioén actual o pasada

(Verloo et al., 2000, 2001).
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La prueba de inmunotripanolisis ha sido citada como un método de referencia adecuado

en bufalo, cerdos y camellos, para la deteccion de anticuerpos anti-RoTat 1.2 (Verloo et

al., 2000; Holland et al., 2005; Tran et al., 2009).

Al tratarse de una prueba con una alta especificidad, se utiliza para confirmacion
individual de muestras sospechosas que eran positivas utilizando otros tests, presenta un
coste bastante elevado (250€/test), y puede ser realizado bajo peticion en el Instituto de

Medicina Tropical de Amberes (OIE, 2010).

120



Revision bibliografica

/. MEDIDASDE CONTROL DE LA ENFERMEDAD

El control de una enfermedad incluye todas las medidas destinadas a interferir en la
aparicion incontrolada de la misma. El objetivo del control de una enfermedad es la
reduccion de la morbilidad y mortalidad de la misma, lo que puede lograrse a través del
tratamiento de los animales enfermos, lo cual reduciria la prevalencia, o a través de
medidas preventivas, lo cual produciria también una reduccion de la prevalencia y

ademas un descenso de la incidencia (Thrusfield, 2007).

A pesar de que se ha notificado un caso de un animal afectado por 7. evansi en el que se
observd curacion sin necesidad de tratamiento terapéutico (Dia et al, 2000), este
fendémeno no constituye la norma comun. Asi, el control y erradicacion de la
tripanosomosis es dificil debido al desarrollo de resistencia a las drogas empleadas, y a
la complejidad del control de los vectores. Se necesita una monitorizacion regular de
las infestaciones para evitar grandes pérdidas en areas endémicas (Wernery y Kaaden,

2002).

Debido a la aparicidon de resistencia a la quimioterapia descrita en numerosas zonas del
mundo, surge la necesidad de la denominada “estrategia frente a la enfermedad”, la cual
requiere un conocimiento preciso de la interaccion tripanosoma-hospedador, pudiéndose
asi definir nuevos puntos para establecer intervenciones curativas y preventivas
(Antoine-Moussiaux et al., 2009). En este sentido, recientemente se ha realizado un
estudio protedmico de la infestacion por 7. evansi en roedores que supone un primer
paso para la identificacion de posibles candidatos para el posterior desarrollo de vacunas
contra la enfermedad, asi como también permite localizar nuevas dianas para
medicamentos, localizar biomarcadores diagnosticos y ampliar el conocimiento de la

biologia de la enfermedad (Roy et al., 2010).

7.1. Quimioterapia actual frentealasurra

La quimioterapia sigue siendo la forma mas eficiente en el control de la surra y depende

del uso de cuatro drogas actualmente disponibles: aceturato de diminaceno, suramina,
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quinapiramina y melarsamina. Mientras que los tres primeros componentes han sido
utilizados por mas de 50 afos, la melarsamina fue desarrollada hace menos de 20 afios.
El uso inapropiado del limitado repertorio de drogas para luchar contra la enfermedad,
puede permitir la aparicion de variaciones en la sensibilidad a las mismas entre cepas de
distinta procedencia geografica, por lo que se hace necesaria la busqueda de nuevas

alternativas terapéuticas efectivas y mas baratas (Gillingwater et al., 2007).

Debido a esta necesidad de innovar en la terapia frente a la surra se han investigado
nuevas moléculas relacionadas con familias de tripanocidas actualmente en uso
(Gillingwater et al., 2009, 2010), plantas medicinales tal como Brucea javanica como
potenciales fuentes de nuevas drogas (Bawm ef al., 2008), e incluso se han analizado las
posibilidades terapéuticas del plasma humano frente a 7. evansi en un modelo murino

infestado con dicho organismo (Otto ef al., 2011).

De acuerdo con Gillingwater et al. (2010), las cuatro drogas estandar disponibles para el
tratamiento de la surra, son inadecuadas para el control de la enfermedad porque no
estan disponibles, o bien son econdmicamente demasiado costosas o presentan una

pérdida de eficacia debido a la aparicion de resistencias.

7.1.1. Diamidinas ar omaticas

Las diamidinas se acumulan de forma selectiva en el patdgeno en vez de en las células
del hospedador, y son captadas por sistemas transportadores. El mecanismo de accion se
debe principalmente a la unioén de la droga al ADN, lo que inhibe algunas enzimas como
topoisomerasas o nucleasas, o directamente se produce un bloqueo de la transcripcion.
También podria tener importancia en la actividad de la droga la union selectiva de la

misma al ADN extranuclear, condensado en el kinetoplasto (Gillingwater et al., 2010).

Dentro del grupo de las diamidinas aromaticas figura el aceturato de diminazeno, una
droga tripanocida con actividad limitada frente a 7. evansi (Holmes et al., 2004). Este
principio activo no autorizado para uso veterinario en Espafia (AEMPS, 2011), se
puede encontrar en el extranjero bajo distintas denominaciones comerciales, siendo

Berenil® (Intervet, Schering-Plough Animal Health) la mas conocida, entre otras como
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Babenil® (Intervet, Schering-Plough Animal Health) , Veriben® (Ceva Santé Animale),
Ganaseg” (Novartis), etc., y presenta también indicaciones terapéuticas de uso en otros
procesos parasitarios como la piroplasmosis y tricomonosis, ademas de su uso frente a

tripanosomosis.

En un modelo murino inoculado con 7. evansi, el aceturato de diminazeno parecia tener
la menor eficacia terapéutica dentro de las drogas estandar actualmente disponibles en el

mercado (Gillingwater et al., 2009).

De acuerdo a las indicaciones del fabricante de una de las presentaciones comerciales
del diminazeno (Berenil™), este fiarmaco protege al ganado contra tripanosomosis
durante 2-4 semanas, la via de administracion es intramuscular profunda y se indica una
dosificacion de 3,5 mg/kg en vacas, ovejas, caballos y perros, debiendo ser doblada la
dosis en el caso de infestacion por 7. evansi, entre otros agentes citados para los que
también hay indicacion de uso. Otras fuentes consultadas sefialan una dosis de 3,5-7
mg/kg y empleo de la droga en ganado vacuno y pequefios rumiantes, citindose un

indice terapéutico bajo en perros y équidos (Holmes et al., 2004).

Debido a que la tolerancia de los caballos al diminazeno es baja, no se recomienda para
el tratamiento frente a tripanosomosis por 7. evansi en esta especie (Desquesnes, 2004).
En équidos afectados por surra en Tailandia, tras la primera inyeccion de una dosis de
3,5 mg/kg se observaron signos alérgicos leves, y tras la segunda inyeccion a los 41
dias, estos signos alérgicos aumentaron su calificacion de moderados a severos, los
cuales obligaron a realizar tratamiento antihistaminico de choque en algunos casos,
observandose una mejor recuperaciéon en mulas que en caballos; sin embargo, ninguno
de los animales mostrd alteracion en la funcidén renal. Ademas, a pesar de que el primer
tratamiento con este firmaco fue efectivo, en el segundo tratamiento todavia podia
detectarse parasitemia a las 24 horas en algunos animales, lo que demuestra que el

aceturato de diminazeno no tuvo efecto protector (Tuntasuvan et al., 2003).

En contraste, con tres aplicaciones de aceturato de diminazeno, a dosis de 7 mg/kg en
intervalos de 7 dias, administrados a caballos con manifestaciones clinicas de
“derrengadera” en Brasil, se observo una eficacia curativa en el 80% de los animales, y

no se observo toxicidad aparente. Uno de los animales con recidiva recibié nuevamente
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tratamiento a los 90 dias, y se concluyd que el protocolo aplicado fue eficaz en la
curacion de la enfermedad, al ser evaluados los animales afectados como negativos,

pasado un afio de acontecido el proceso (Da Silva et al., 2009¢).

Este tripanocida se ha citado como no curativo o demasiado toxico en camélidos,
proponiéndose una dosificacion de 3,5-5 mg/kg, rango inferior al descrito
anteriormente. Aunque no se recomienda su uso en dromedarios, y se ha citado
toxicidad dentro del rango propuesto, se usa de forma amplia en camellos bactrianos en
Asia, obteniéndose resultados satisfactorios a dosis de hasta 5 mg/kg (Wernery y

Kaaden, 2002).

Un protocolo de tratamiento con aceturato de diminazeno en ratas infestadas por 7.
evansi, que consistio en administracion de la droga cada 24 horas a dosis de 3.5 mg/kg
y 7 mg/kg durante 5 dias consecutivos, obtuvo un 100% de efectividad, aunque no se
realizd PCR para confirmar los resultados negativos obtenidos a través de frotis con
sangre periférica (Da Silva et al., 2008c). El mismo protocolo terapéutico aplicado en
gatos, pero a dosis de 3,5 mg/kg, mostr6 una eficacia del 85,7% en el control de la
tripanosomosis por 7. evanmsi, sin detectarse signos de toxicidad de acuerdo a la

normalidad mostrada en los parametros hepaticos y renales (Da Silva ef al., 2009f).

Como alternativa para el tratamiento de la surra, la combinaciéon diminazeno con
selenito de sodio produjo un incremento de la longevidad en ratas infestadas, limito la
reduccion del hematocrito, increment6 el nimero de leucocitos y redujo la peroxidacion

lipidica (Tonin et al., 2011).

Se ha sugerido, por un lado, que la eficacia en la curacion de la tripanosomosis por 7.
evansi utilizando aceturato de diminazeno, depende de la concentracion a la que se
administra la droga asi como del nimero de dosis aplicadas, siendo citadas como
inefectivas las dosis tnicas (Da Silva et al., 2009f), a pesar de que las indicaciones del

fabricante (Berenil®) aseguran una cura completa con una dosis Unica.

Por otro lado se han sugerido como causas que expliquen las recidivas tras el
tratamiento, la imposibilidad del fArmaco para traspasar la barrera hematoencefalica si

el tratamiento es tardio o, en el caso de inefectividad tras la aplicacion de tratamientos
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tempranos, posibles mecanismos de resistencia que manifieste el parasito frente a la

droga (Da Silva et al., 2009f).

De acuerdo con las indicaciones del fabricante (Berenil®), en infestaciones por cepas
resistentes, la dosis podria incrementarse hasta 8 mg/kg de peso corporal, pero sin
exceder una dosis total de 4 gramos por animal. Entre distintas cepas de 7. evansi de
diferentes procedencias geograficas, en las que se estudid la sensibilidad a las drogas
tripanocidas actualmente disponibles, se observo la menor sensibilidad en cepas del
sudeste asiatico, lo que podria deberse a sobreexposicion del tratamiento con
diminazeno en los animales hospedadores afectados por dichas cepas (Zhang et al.,

1993; Gillingwater et al., 2007).

Se ha descrito incluso, resistencia cruzada entre drogas utilizadas en tratamiento de la
surra, a pesar de no existir relacion quimica entre las mismas, como es el caso de
algunas cepas resistentes a diminazeno que también mostraron resistencia a

melarsamina (Zhang et al., 1993).

A nivel molecular, se ha citado la expresion génica diferencial de los genes TevAT1 y
TeDR40 en relacion con la resistencia a diminazeno mostrada por 7. evansi (Witola et

al., 2004, 2005).

Dentro de la innovacion terapéutica, tras resultados obtenidos in vitro, se ha confirmado
posteriormente in vivo en un modelo murino, la efectividad de nuevas diamidinas en la
quimioterapia frente a la infestacion por 7. evansi. Tres nuevas diamidinas (DB 75, DB
867 y DB 1192) mostraron efectividad superior a la mostrada por las drogas estandar
diminazeno, suramina y quinapiramina y fueron seleccionadas como potenciales drogas
candidatas contra la tripanosomosis por 7. evansi para un modelo en grandes animales.
Ademas, se tomaron como criterios de eleccion la probabilidad de efectividad contra
poblaciones resistentes, baja toxicidad, ausencia de toxicidad en el modelo murino a la
droga, la evaluacion de los costes y produccion a gran escala, y por tltimo, descartando
posibles drogas candidatas para terapia en humanos, para asi evitar que se produzcan

potenciales resistencias (Gillingwater et al., 2009, 2010).
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Una de las consideraciones a tener en cuenta, con respecto a salud publica es el periodo
de espera para los productos de origen animal en las especies de abasto tratadas con
quimioterapicos frente a la surra. A este respecto, de acuerdo a las indicaciones del
fabricante (Berenil”), el periodo de retirada para carne y para leche son
respectivamente, 20 y 3 dias. No obstante, de acuerdo a estudios de persistencia de
residuos, seria recomendable un periodo de retirada tanto para leche como para carne

superior a los 21 dias (Desquesnes, 2004).

Se ha citado el uso eficaz del aceturato de diminazeno en medicina humana, empleado
frente a infestacion por 7. brucei gambiense y T.b. rhodesiense a dosis de 5 mg/kg/dia
durante 3 dias por via intramuscular, aunque a veces origina neuropatia periférica,

fiebre, nduseas, vomitos y paralisis temporal (Anadon y Martinez-Larrafiaga, 2008).

7.1.2. Suramina sodica

La suramina es un derivado del naftaleno que en el tratamiento frente a tripanosomosis
se une a algunas proteinas séricas y se introduce en los tripanosomas por endocitosis,
unida a lipoproteinas de baja densidad. De esta forma, y en primer lugar, se produce una
interferencia con el metabolismo de los tripanosomas, bloqueando la llegada de
colesterol a los parasitos, el cual es necesario para su crecimiento. En segundo lugar, la
suramina una vez que accede al tripanosoma, produce una inhibicién en varias enzimas
que encuentra en su camino, desde el liquido extracelular hasta los lisosomas, organulos
donde mayoritariamente se produce su acimulo. En el caso de las enzimas glicoliticas
de los tripanosomas, se ven inhibidas por la accion de la suramina como consecuencia
de la alta carga positiva que presentan, a diferencia de las enzimas glicoliticas del
hospedador que son menos positivas, y por tanto insensibles a la accion de la droga
(Nok, 2003). La suramina no es capaz de cruzar de forma significativa la barrera

hematoencefalica o acceder al liquido cefalorraquideo (Sanderson et al., 2007).

La suramina s6dica no aparece registrada en Espafia como medicamento de uso en
medicina humana ni en medicina veterinaria (AEMPS, 2011). En medicina humana la
suramina se emplea en el tratamiento de la enfermedad del suefio y también de la

oncocercosis (OMS, 1996). Ademas de su empleo en el tratamiento de estas
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enfermedades parasitarias en pacientes humanos, recientemente ha sido utilizada en
ensayos para tratar otras enfermedades, incluyendo muchos tipos de cancer (McGeary et
al., 2008), y se le han atribuido acciones protectoras sobre tejidos y efecto antifibrético
(Liu y Zhuang, 2011). En noviembre de 2002 se produjo un acuerdo entre Bayer
HealthCare y la OMS para proporcionar el producto Germanin® (suramina) sin cargo,
por un periodo inicial de cinco afios, para la lucha frente a la enfermedad del suefio

(OMS, 2007).

Desde que fue introducida en 1921, la suramina (Naganol® y Germanin®, Bayer) fue la
principal droga utilizada para la terapia de la infestacion por 7. evansi en los animales,
pero el uso masivo en muchas partes del mundo ha conducido a la apariciéon de
poblaciones de 7. evansi de distintos origenes geograficos con resistencia a esta droga
(Gillingwater et al., 2007; Gutiérrez e al., 2008). La producciéon de Naganol® fue
interrumpida por el laboratorio Bayer, en Leverkusen, Alemania (Wernery y Kaaden,

2002).

En contraste con el comportamiento de otras drogas, la adquisicién de resistencia a la
suramina no conferia patrones de resistencia cruzada in vivo frente a diminazeno y
melarsamina (Zhang et al., 1993). Algunas veces se asocia suramina y quinapiramina en

el tratamiento de la surra (Desquesnes, 2004).

En una evaluacion de la actividad in vitro de las drogas actualmente utilizadas frente a
la surra, se observd el mayor valor de concentracion inhibitoria (ICso) para la suramina.
Por otro lado, en una evaluacion de la toxicidad preliminar in vivo en ratones, se
observo que la suramina a una dosis acumulativa a partir de 50 mg/kg presenta
toxicidad, aunque no es letal (Gillingwater et al., 2010). En una evaluacion in vivo en
ratones inoculados con 7. evansi, la suramina a una dosis de 1 mg/kg fue capaz de

conseguir la curacion (Gillingwater et al., 2009).

Se ha citado su empleo en camellos y caballos a una dosis de 7-10 gramos por animal,
administrada por via intravenosa, con caracter terapéutico y profilactico (Holmes et al.,
2004). A pesar de que la efectividad de esta droga ha decrecido en algunas areas debido

a resistencias, todavia se emplea Naganol® en camellos a una dosis de 10-12 mg/kg por
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inyeccion intravenosa lenta, evitando su extravasacion, que podria producir flebitis

(Wernery y Kaaden, 2002).

El uso profilactico en camellos, en los que previene entre 6 y 12 semanas, se debe a la
lenta eliminacion del cuerpo, y depende de la dosis empleada y del grado de cambio que

muestren los tripanosomas (Wernery y Kaaden, 2002).

En caballos infestados por 7. evansi se ha descrito el tratamiento con una solucién
acuosa del 10% de suramina (Naganol®, Bayer), empleandose en tres ocasiones una
dosis de 7 mg/kg cada 7 dias por via intravenosa, tras haber fallado la terapia con
diminazeno (Monzon et al., 1995). En cambio, en ovejas infestadas por 7. evansi se
administr6 suramina intravenosa a dosis de 10 mg/kg sin éxito en la eliminacion de los
parasitos, por lo cual se empled un segundo y definitivo tratamiento tripanocida, esta
vez con sulfato de quinapiramina a dosis de 5 mg/kg por inyeccion intramuscular (Onah

etal., 1999).

En cuatro osos negros del Himalaya (Selenarctos thibethanus), una especie en la que
recientemente se informo6 la primera infestacion natural por 7. evansi, se realizd
tratamiento de forma eficaz con suramina sédica dos veces y con casi el doble de la
dosis recomendada para otras especies, sin observarse efectos adversos (Muhammad et
al., 2007). En otro caso atipico de infestacion por 7. evansi padecida por un paciente
humano, tras comprobarse ausencia de parasitos en liquido cefalorraquideo, se decidio
el tratamiento con 1 gramo de suramina administrada semanalmente por via intravenosa,
durante 5 semanas (Joshi et al., 2005; Powar et al., 2006). La suramina, que es el
farmaco de eleccion en la etapa temprana de la forma aguda de la enfermedad del suefio
en humanos cuando no existe afeccion del SNC, obtuvo un resultado satisfactorio frente
a T. evansi, por lo que debe tomarse en consideracion frente a otros casos de infestacion

por T. evansi en humanos, si ocurrieran (Joshi et al., 2006).

7.1.3. Derivadosdela acridina

La quinapiramina es un colorante de origen sintético, de color amarillo, derivado de la

acridina, que se empled durante la Segunda Guerra Mundial como antipalidico, y
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ademas presenta actividad frente a tenias (Sumano Lopez y Ocampo Camberos, 2006).
Este principio activo, que presenta actividad frente a Trypanosoma congolense,
Trypanosoma vivax y Trypanosoma brucei spp., fue retirado del mercado en 1974
debido a una amplia aparicion de resistencias, pero fue reintroducido mas tarde

exclusivamente para el tratamiento de la surra (Zhang et al., 1993).

Existen varias denominaciones comerciales del sulfato de quinapiramina para uso
terapéutico: Trypacide sulphate® (May and Baker, Rhone-Mericux), Antrycide®™
(Alkaline Chemical Corp., India; Bella Trading Khartoum, Sudan), Noroquine®
(Norbrook) y Quintrycide® (Gharda) (Mehlhorn, 2001).

El sulfato de quinapiramina (Trypacide sulphate®, Antrycide®) es usado en la
quimioterapia de infestaciones por 7. evansi, mientras que la mezcla de sulfato y cloruro
de quinapiramina (3:2 w/w) (Trypacide Prosalt®, Antrycide Prosalt™) es usado
principalmente como quimioprofilactico. Este principio activo principalmente se emplea
en caballos y en camellos, aunque también se utiliza en cerdos y perros, y se indican
dosis de 3-5 mg/kg, administradas por inyeccion subcutanea (Desquesnes, 2004;
Holmes et al., 2004). La mezcla de sulfato y cloruro de quinapiramina presenta en
camellos un efecto profilactico de 4 a 6 meses (Wernery y Kaaden, 2002). En ovejas
infestadas por 7. evansi se ha descrito el empleo de quinapiramina de forma efectiva a

una dosis de 5 mg/kg, por inyeccion intramuscular profunda (Onah ef al., 1999).

Un estudio de toxicidad in vivo en ratones infestados por 7. evansi mostr6 que la
administracion de quinapiramina a una dosis de 5 mg/kg fue letal (Gillingwater et al.,
2010). La quinapiramina administrada a ratones infestados por 7. evansi a dosis de 1
mg/kg durante 4 dias consecutivos obtuvo una gran eficacia, con la curaciéon de todos
los animales tratados, reduciéndose el porcentaje de efectividad al disminuir la dosis por

debajo de este valor (Gillingwater ef al., 2009).

La quinapiramina puede producir reacciones locales y sistémicas tales como salivacion,
temblores, diarrea y colapso (Mehlhorn, 2001). Para evitar reacciones alérgicas, se ha
tratado a caballos afectados por 7. evansi con maleato de clorfenamina media hora antes

de la aplicacion de la terapia tripanocida basada en sulfato de quinapiramina; ademas se

129



Revision bibliografica

ha sugerido el suplemento con antioxidantes en el régimen terapéutico establecido para

contrarrestar el estrés oxidativo (Ranjithkumar ef al., 2011).

Se han observado patrones de sensibilidad distintos a quinapiramina in vivo € in vitro
entre cepas de distintos origenes geograficos (Zhang et al. 1993; Gillingwater et al.,
2007). Ademas se ha advertido que subclones con resistencia inducida in vivo a
aceturato de diminaceno, melarsamina y suramina llegaron a ser mdas sensibles a
quinapiramina que sus clones parentales (Zhang et al, 1993). La observacion de
patrones homogéneos en el cariotipo entre cepas de 7. evansi que han sufrido a nivel de
campo una alta presion terapéutica con quinapiramina, podria conducir a la existencia

de tripanosomas resistentes a esta droga (El Rayah y El Malik, 2006).

7.1.4. Arsenicales

Los arsenicales tienen alta afinidad por los grupos sulthidrilo, y se cree que su
mecanismo de accion se produce por bloqueo del metabolismo energético del parasito
como consecuencia de una inhibicion de la glucélisis (Anadon y Matinez-Larranaga,

2008).

El dihidrocloruro de melarsamina es el unico arsenical utilizado para el tratamiento
curativo de la surra y se encuentra bajo la denominacién comercial Cymelarsan®
(Merial). No se encuentra autorizado como medicamento veterinario para esta
enfermedad en Espaia, pero si para la terapia curativa de adultos de Dirofilaria immitis
en perros, bajo el nombre comercial Immiticide® (Merial) (AEMPS, 2011). En humanos
que padecen la fase tardia de la enfermedad del suefio se utiliza melarsoprol (Nok,
2003), un arsenical distinto al utilizado en medicina veterinaria. Debido a la posibilidad
de refugio de 7. evansi en focos extravasculares tales como el liquido cefalorraquideo,
se ha citado al clorhidrato de melarsamina como el tripanocida mas conveniente a
utilizar, siendo el Gnico capaz de traspasar esta barrera a dosis altas de 0,5-1 mg/kg

(Desquesnes et al., 2009b).

De acuerdo con las indicaciones del fabricante, Cymelarsan® (Merial) estd indicado en

camellos a una dosis de 0,25 mg/kg administrada de forma profunda en las tablas del

130



Revision bibliografica

cuello, teniendo como respuesta una rapida actividad tripanocida que conduce a
destruccion de los tripanosomas en pocas horas y presentando buena tolerancia en el
animal, produciéndose en algunos casos una ligera hinchazon en la zona de inyeccion

que remite en pocos dias.

Figura 12. Cymelarsan® (Laboratorio Merial).

En caprinos infestados experimentalmente con 7. evansi, y posteriormente tratados con
Cymelarsan® (Merial), se consiguié remisiéon de la parasitemia a dosis de 0,5 mg/kg y
0,625 mg/kg y se observaron recidivas a dosis de 0,3 mg/kg (Gutiérrez et al., 2008). En
vacas infestadas con 7. evansi que fueron tratadas con Cymelarsan® (Merial) la droga
mostrd efectividad en la curacién a dosis de 0,5 mg/kg y 0,75 mg/kg (Payne et al.,
1994a, b).

Estudios en conejos infestados con 7. evansi mostraron recidiva de la parasitemia
cuando se realizé el tratamiento con Cymelarsan® (Merial) a los 21 dias tras la
infestacion, pero no se observo recurrencia en animales tratados a los 7 dias después de
la infestacion (Biswas y Hunter, 1993). Wernery et al. (2001) trataron con Cymelarsan®
(Merial) a tres caballos con dosis tnicas de 0,5 mg/kg para cada équido en los dias 99,
104 y 106 tras la inoculacion con 7. evansi y observaron recidiva a los 76 dias post-

tratamiento en el caballo tratado mas tardiamente.
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El Cymelarsan® (Merial), oficialmente registrado para quimioterapia en caballos
camellos y cabras, presentd una IC50 en el rango >0,1 a 2,8 ng/ml en varias cepas de T.
evansi de distintos origenes geograficos en las que se estudi6 la sensibilidad in vitro
(Gillingwater et al., 2007). En un modelo murino, este principio activo demostro la
mayor eficacia terapéutica entre las drogas actualmente disponibles en el mercado, pero
como desventaja presenta el mayor coste (aproximadamente 7 € por camello) y su
disponibilidad esta limitada a ciertas zonas del mundo como Oriente Medio y Africa
(Gillingwater et al., 2009). Este farmaco se considera no citotdxico, al observarse in
vitro una IC50 mayor de 150 nM sobre mioblastos de rata, y en cuanto a toxicidad in
vivo sobre ratones se observé una dosis letal de 20 mg/kg via intraperitoneal
(Gillingwater et al., 2010). En un ensayo de toxicidad en caprino con dosis de 15 mg/kg
administradas por via subcutanea se produjo una hinchazon en el punto de inoculacion,

pero no se observd reaccion toxica sistémica (Gutiérrez et al., 2008).

En cepas de T. evanmsi resistentes a melarsamina de forma inducida in vivo, se han
observado ademas patrones de resistencia cruzada frente a diminazeno y pentamidina.
En el caso de cepas en las que se indujo resistencia a diminazeno se observo

variabilidad en la sensibilidad a melarsamina (Zhang ef al., 1993).

De acuerdo con el fabricante de Cymelarsan® (Merial) se trata de un fArmaco seguro en
hembras gestantes y que presenta un periodo de retirada 14 dias, tanto para carne como
para leche. No obstante, se ha observado en camellos que la cantidad de arsénico en
suero todavia no ha retornado a niveles normales a los 42 dias post-tratamiento, y se ha
descrito que las cabras presentan mayor susceptibilidad a acumular arsénico que los
camellos tratados con melarsamina (Youssif et al., 2008). Aunque el efecto residual de
esta droga en el camello todavia no se conoce totalmente, esta especie aparentemente ha

permanecido libre de 7. evansi durante 90 dias tras el tratamiento (Wernery y Kaaden,

2002).
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7.2. Medidas preventivasfrentealasurra

7.2.1. Inmunizacion frente a Trypanosoma evansi

Frente a la surra no existen actualmente vacunas disponibles (OIE, 2010). Tanto en el
caso de 7. evansi como en los de otros tripanosomas africanos, la existencia de una
vacuna ha sido impedida por las caracteristicas de la cubierta que presentan estos
organismos, conformada por glicoproteinas variables de superficie, lo que les permite
evadir la respuesta inmunoldgica del hospedador. De forma previsible, esto dificultara
durante muchos afios el desarrollo de esta medida como alternativa profilactica

potencial (Antoine-Moussiaux et al., 2009).

La inmunizacién de mamiferos contra 7. evansi ha sido obtenida por infestacion seguida
de tratamiento, pero se trata de un proteccion generalmente efectiva solo contra
infestaciones homodlogas con la misma variante y cuando la cantidad de parasitos

inoculados es pequefia (Desquesnes, 2004).

Se han empleado otras estrategias innovadoras en la busqueda de vacunas, no centradas
precisamente en la glicoproteinas de superficie. Asi, se han indicado como
prometedoras las inmunizaciones contra los antigenos de la bolsa flagelar, y se ha citado
también la inmunizacidn contra la cisteina proteasa (Desquesnes, 2004). Por otro lado,
frente a 7. brucei se han realizado estudios preliminares de las propiedades
inmunogenicas de la proteina P15 asociada a los microtibulos del paréasito (Rasooly y
Balaban, 2004). De la misma forma, se ha demostrado experimentalmente que otros
componentes del citoesqueleto, tales como la actina recombinante y la beta-tubulina
recombinante de 7. evansi, son potenciales candidatos para el desarrollo de una vacuna
para prevenir tanto la surra como las tripanosomosis animales causadas por 7.

equiperdum 'y T. brucei (Li et al., 2007, 2009).

7.2.2. Inmunizacién frente a vector es transmisor es de Trypanosoma evansi

Desde otro punto de vista y basada en un nuevo concepto, se ha enfocado la

inmunizacion de los mamiferos hospedadores dirigida contra los parasitos hematofagos,
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partiendo para ello de extractos de antigenos internos de los parasitos (Desquesnes,

2004).

Se ha investigado el efecto que produjo sobre la alimentacion de ejemplares de
Stomoxys calcitrans sobre conejos la inmunizacion previa de éstos con diferentes tejidos
procedentes del diptero sefialado. Se observd una mortalidad de las moscas de los
establos superior a la observada en los grupos control, y también se produjo una
disminucién de la viabilidad de los huevos (Schlein y Lewis, 1976; Webster et al.,

1992).

En estudios con ejemplares de Stomoxys calcitrans y Haematobia irritans, que se
alimentaban sobre bovinos previamente inmunizados con antigenos procedentes de
forma separada de los intestinos de estas dos especie pertenecientes a la subfamilia
Stomoxynae, no se observaron diferencias en la mortalidad de dichos insectos, pero si

una disminucion en la ovoposicidon con respecto al grupo control (Bautista et al., 2004;

2007).

Recientemente se han investigado estrategias de control de las moscas de los establos y
de las moscas de los cuernos, a través de la capacidad inmundgena que pueden producir
ciertos antigenos contenidos en las glandulas salivares de estos insectos sobre los

hospedadores (Cupp et al., 2004; Ameri et al., 2008; Cupp et. al., 2010).

En el caso de los tdbanos, para su control se indica como estrategia probable a seguir el
abordaje a través de la seleccion de animales resistentes de forma natural a estos
insectos, o emplear la ingenieria genética en animales que no expresen esta resistencia
de forma natural. Como pre-requisito para continuar este tipo de investigaciones sobre
tabanos, se necesita desarrollar métodos estandarizados para la cria de estos insectos en

condiciones de laboratorio (Desquenes, 2004).

7.2.3. “Quimioterapia Curativa” frente a” Quimioterapia Preventiva’

Con las herramientas actualmente disponibles para luchar y controlar la enfermedad, si

el diagnoéstico y el tratamiento de la surra son perfectamente efectivos, no compensa
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adoptar una estrategia preventiva sobre una estrategia basada en tratamientos curativos
durante todo el afio. Sin embargo, si existen largos periodos de retraso o inefectividad
en el diagnostico y el tratamiento, asi como si se producen incrementos en el riesgo de
la infestacion, el bienestar animal exige adoptar una estrategia basada en quimioterapia

preventiva (Seidl et al., 2001).

Cuando ocurre un brote epizootico de tripanosomosis debe emplearse quimioprofilaxis
en los animales susceptible, como por ejemplo tratamiento con quinapiramina
(Desquesnes, 2004). En el Pantanal Brasilefio, donde existe una poblacion de 49000
caballos ligados a labores ganaderas, se estiman pérdidas anuales en torno al 13 %
debido a T. evansi si no se toman medidas de control. Dentro de los métodos de control
se muestra como mas eficaz desde el punto de vista de reduccion de la mortalidad el
tratamiento preventivo y le siguen en orden decreciente de eficacia en segundo lugar
una estrategia de tratamientos curativos durante todo el afio, y por ultimo una estrategia
de tratamiento curativo estacional (Seidl et al., 2001). Desde el punto de vista

econdmico se propone el tratamiento curativo durante todo el afio (Seidl et al., 1998).

Mediante modelos para 7. evansi en los que se evaluaron varias estrategias encaminadas
al control de la enfermedad en Filipinas, se concluyé que empleando una droga eficaz y
tratando todos los animales dos veces al afio o monitorizando mensualmente con
tratamiento de los animales enfermos se produce un beneficio sustancial sobre la
estrategia consistente en chequeo anual y tratamiento de seropositivos. Se recomienda el
tratamiento dirigido a los animales enfermos, entre las dos opciones citadas que afiaden
beneficios, debido a que se produce una reduccion de los costes y de la mano de obra
necesaria, mejor actividad tripanocida frente a la disminucion de la eficacia, y por
ultimo reduccion del riesgo de la seleccion de resistencia a los medicamentos. Como
desventaja, la opcion recomendada produce una reduccion de la prevalencia a mas largo

plazo (Dobson et al., 2009).

7.2.4. Vigilancia fronteriza en areaslibres de la enfermedad

En zonas libres de surra donde existe la presencia de tabanidos de forma estacional y

grandes poblaciones de hospedadores reservorios potenciales, la introduccion de T.
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evansi daria lugar a una situacion con grandes posibilidades de que el area llegara a ser
endémica. De acuerdo a que el movimiento de ganado es el factor clave para la
distribucion de 7. evansi, existe la necesidad de constante vigilancia en areas no
endémicas de surra que son fronterizas con zonas endémicas (Reid, 2002). Se establecen
diferencias entre distintas zonas del mundo, en cuanto al valor en la epidemiologia de
ciertas especies como puede ser el ganado vacuno, que en Latinoamérica actia como
fondo de saco epidemioldgico mas que como reservorio, a diferencia de la situacion que

acontece en Asia, pero no por ello se debe relajar la vigilancia (Desquesnes, 2004).

Los animales de nuevo ingreso en granjas o paises, deben ser tratados utilizando
tripanocidas que eliminen totalmente el parasito, incluso si la granja que recibe dicho
animales se encuentra infestada por 7. evansi, para asi evitar la introduccion de nuevas

cepas genéticamente y fenotipicamente diferentes (Desquesnes, 2004).

7.2.5. Educacion en prevencion de la enfermedad

El gobierno de Filipinas ha aplicado un programa de control denominado MUSCA
(Mindanao Unified Surra Control Approach) para reducir la incidencia de la
enfermedad, evitar pérdidas econdmicas y prevenir la expansion de la enfermedad a
otras provincias. Aparte de emplearse como herramienta fundamental el tratamiento con
diminazeno, también se ha enfocado el programa a la realizacion de una labor educativa
sobre todos los agentes implicados, desde ganaderos a laboratorios, observandose una

reduccion del dafio producido por la enfermedad (Dobson ef al., 2009).

Dentro de cada colectivo de animales se deben extremar las precauciones para limitar la
transmision iatrogénica de organismos infecciosos e infestantes tales como 7. evansi,
dado que se contempla la posibilidad de contagio en practicas zootécnicas y veterinarias
donde se comparta material sin las adecuadas medidas higiénicas (Ngeranwa y Kilalo,
1994; Reid, 2002; Fowler, 2010). Se deben tomar precauciones mediante medidas

sencillas como es emplear agujas de un solo uso (Desquesnes, 2004).

Para evitar la transmision por via oral de 7. evansi a perros y gatos, se debe evitar que

accedan a despojos y carne de animales potencialmente infestados. Asi, en Sudamérica
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cuando existe la posibilidad de contagio por mordedura de vampiros, se propone como

medida preventiva guardar el ganado en refugios durante la noche (Desquesnes, 2004).

El manejo ganadero y el disefio de la explotacion pueden influir en el control de la
enfermedad. Asi, el empleo de telas mosquiteras puede evitar las picaduras de insectos
vectores. Para algunas especies de tdbanos que evitan entrar en lugares cerrados, podria
ser necesario tener un corral techado. La limpieza y no acimulo de estiércol y materia
organica en descomposicion facilitan el control de Stomoxys spp. En cuanto al pastoreo
del ganado, se reduce la exposicion a tabanos en pastizales abiertos, ya que estos
insectos tienen preferencia por la vegetacion espesa, asi como también se reduce el
riesgo practicando el movimiento de animales en base a la actividad diaria o estacional

de los tdbanos (Hall y Wall, 2004).

7.2.6. Control sobrelosvectorestransmisores de Trypanosoma evansi

7.2.6.1. Control sobre Desmodus rotundus

Para reducir el movimiento de 7. evansi entre hospedadores y murciélagos vampiros se
justifica el control de estos ultimos animales, considerados tanto vectores como

reservorios del parasito (Desquesnes, 2004).

Se han citado métodos de control de murciélagos descritos en la década de los setenta
del pasado siglo, encuadrados en el marco de la prevencion de la rabia, pero también de
utilidad en la prevencion de la transmision de 7. evansi. El control se aborda desde la
perspectiva de la intoxicacion de los vampiros con un anticoagulante, la difacinona,
aplicado en mezcla con vaselina sobre el dorso de ejemplares capturados con redes y
que posteriormente son liberados, contaminando asi a sus congéneres (Linhart et al.,
1972). Otra alternativa consiste en el tratamiento del ganado con 1 mg/kg de difacinona
via intraruminal, lo que es inocuo para el vacuno, pero supone una dosis letal para los
vampiros que muerden a estos animales en las 72 horas posteriores al tratamiento

(Thompson et al., 1972).
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7.2.6.2. Control sobre insectos vectores de Trypanosoma evansi

7.2.6.2.1. Métodos no quimicos de control.

Se han realizado ensayos limitados de esterilizacion de Stomoxys calcitrans para
posterior liberaciéon de dichos ejemplares en el campo, pero esta técnica no se ha
empleado en tabanos debido a la dificultad de cria en condiciones de laboratorio y la

gran variedad de especies dentro de este grupo (Hall y Wall, 2004).

Existen distintos tipos de trampas que a través de estimulos visuales y olfatorios
(didxido de carbono, octenol, amoniaco) sirven para capturar tdbanos, pero su uso esta
mas orientado a la monitorizacion que al control. No obstante se podria reducir la
actividad hemato6faga de estos insectos si las trampas se concentran en lugares donde el
ganado se reune, como pueden ser puntos de agua o en los corrales (Hall y Wall, 2004).
Para capturar tabanos se han utilizado varios tipos de trampas: Manitoba, Vavoua,

Malaise, Nzi y Tetra (Desquesnes, 2004).

Figura 13. Trampa Nzi. (A) Vista frontal. (B) Vista lateral.

Para capturar Stomoxys spp. existen trampas pegajosas, desarrolladas para
monitorizacion mas que para el control. Existen trampas electrocutadoras desarrolladas

comercialmente, mas efectivas a largo plazo que las anteriores y sin los riesgos
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asociados a los insecticidas (Hall y Wall, 2004). Para capturar Stomoxys spp. la trampa

mas efectiva es del tipo Vavoua (Desquesnes, 2004).

A pesar de que existe un amplio abanico de enfermedades infecciosas, pardsitos y
predadores que afectan a los tabanos, como ciertos géneros de avispas (Stictia, Rubrica
y Bembix), el control biologico desde esta perspectiva no ha recibido demasiada
atencion (Hall y Wall, 2004). A este respecto, se puede considerar colocar acimulos de
arena en los pastos que no son de naturaleza arenosa, para estimular asi que habiten

avispas de la arena las cuales son depredadoras de tabanos (Desquesnes, 2004).

En el control bioldgico de Stomoxys spp. se han conseguido mayores éxitos, pero no los
suficientes para aplicarlo fuera de una situacion experimental (Hall y Wall, 2004). Se
han descrito dos especies de himenopteros pertenecientes a la familia Pteromalidae,
concretamente Spalangia cameroni y Muscidifurax raptor, como parasitoides de pupas
de Stomoxys calcintrans (Coronado et al., 2006). Sin embargo, en otro estudio donde se
considerd el uso de parasitoides como enemigos naturales de moscas de los establos y
domésticas dentro de un manejo integrado de estas plagas, se realizd liberacion de S.
cameroni y se observd supresion en la poblaciéon de mosca doméstica, mientras que no

se detecto efecto sobre Stomoxys calcitrans (Skovgard y Nachman, 2004).

En cuanto al suministro de agua, este debe ser adecuado tanto por el bienestar de los
animales como también, desde el punto de vista del control bioldgico, por el fomento de
la sedentarizacion de aves como garcetas que se puedan alimentar de tdbanos. A este
respecto, las aves de corral que cohabitan con el ganado ayudan a disminuir la carga de

este insecto (Desquesnes, 2004).

Se han descrito varias alteraciones de los habitats de los vectores como medidas de
control de los mismos, como la deforestacion o drenaje de pantanos en el caso de los
tabanos (Hall y Wall, 2004). No obstante, es conveniente realizar un estudio ecologico
de las especies de tdbanos presentes en una zona particular antes de tomar medidas
encaminadas al control de estos insectos por alteracion del héabitat (Desquesnes, 2004).
En cuanto a alteracion del hébitat, para restringir las zonas de cria de Stomoxys spp. se

ha propuesto la reduccion de los acimulos de estiércol y plantas en descomposicion
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(Hall y Wall, 2004), aunque es una practica dificil de cumplir en las explotaciones

ganaderas (Desquesnes, 2004).

Quemar hojas y ramas dentro de un bidon en las zonas de pastoreo, se ha citado como
método de control, ya que el humo ahuyenta a los tadbanos, aunque no a todas las
especies, ya que algunas como las del género Chrysops son atraidas por este

procedimiento (Desquesnes, 2004).

Otra estrategia de prevencion de la transmision de 7. evansi por tabanos es la separacion
entre animales infestados y animales susceptibles. Se han descrito movimientos de
tabanos para completar su alimentacion entre caballos separados por una distancia de
25 metros, pero no se observaron cuando la separacion era de 50 metros. Se recomienda
una separacion de 200 metros, lo que supone 4 veces la distancia a la que no se observo

movimiento (Barros y Foil, 2007)

7.2.6.2.2. Métodos quimicos de control

En cuanto al empleo de métodos quimicos de control, se ha propuesto la aplicacion de
insecticidas en el medio que rodea a los animales, tanto para luchar contra los insectos
adultos como frente a los estadios larvarios. Asi, en el control frente a Stomoxys spp. se
pueden emplear larvicidas incluyendo reguladores del crecimiento de los insectos sobre
la cama de los animales, la paja himeda y sobre el estiércol, ademds de uso de spray
residual en las areas de descanso de los insectos adultos, como son las paredes, tomando
las medidas necesarias para evitar la induccion de resistencias a los mismos. Resulta
mas complicado realizar un tratamiento especifico de este tipo frente a los tdbanos

(Hall y Wall, 2004).

Las aplicaciones de insecticidas de forma indiscriminada a gran escala en el medio no se

realizan debido a la reinvasion, costes e impacto medioambiental (Hall y Wall, 2004).

Se pueden emplear insecticidas sobre los animales aplicados de forma topica spot-on,
pour-on o por inmersion, utilizdndose generalmente organosfosforados o piretroides.

Las lactonas macrociclicas (ivermectina, doramectina, eprinomectina, selemectina y
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moxidectina) tienen una eficacia relativamente limitada frente a moscas a dosis
terapeuticas normales (Hall y Wall, 2004). Las aplicaciones insecticidas sobre los
animales no se utilizan usualmente en zonas donde coinciden la estacion lluviosa con la
mayoria de los brotes de 7. evansi, debido a la probabilidad de que los tratamientos
puedan ser lavados (Seidl et al, 2001). Una alternativa a los insecticidas aplicados
topicamente son el uso de crotales o collares impregnados en insecticidas (Hall y Wall,
2004). Solo las presentaciones en spray y pour-on parecen adecuadas para el control de
los tabanos, aunque el coste de la segunda medida supone aproximadamente el doble

por animal tratado (Desquesnes, 2004).

Se recomienda una fumigacion cuidadosa en las zonas corporales mas vulnerables a los
ataques de los tdbanos como son las extremidades, cabeza y barriga, empleando una
asociaciéon de deltametrina y butoxido de piperonilo (Butox® 50, 50ppm de ingrediente
activo: 2 litros/caballo), evitando aplicar este tratamiento durante el pico de actividad de

avispas de la arena (Desquesnes, 2004).

Dentro de un colectivo de animales, la carga de tdbanos varia enormemente pero de
forma persistente de una animal a otro, por lo que se recomienda tratar de forma
preferente con insecticidas a estos animales que producen mas atraccion. Se ha sugerido
para reducir los costes que supone el control quimico de insectos hematofagos tratar a
una parte del rebafo, entre el 5% y 20%, dando prioridad a los animales mas

susceptibles (Desquesnes, 2004).

Se contempla la aplicacion de repelentes sobre los animales a través de distintas
formulaciones como spray, pegamentos aplicadores de cera y etiquetas impregnadas, y
que incluyen distintos principios activos, entre ellos el mas conocido la N, N-Dietil-
meta-toluamida, conocida como DEET. Al igual que los insecticidas, su efectividad
puede reducirse por la lluvia o por el movimiento de los animales entre la vegetacion.
En el uso de repelentes, insecticidas, o combinacion de los mismos, se puede dar una
situacion delicada cuando se hace un mal uso de los mismos, pudiendo producir un
efecto contrario al que se busca. Cuando se produce una efectividad parcial e irritacion
de las moscas como consecuencia de un mal uso, se permite que las moscas abandonen

para completar su alimentacion sobre otro hospedador, exacerbando asi el problema de
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la transmision mecanica, muy al contrario de la situacion ideal en la cual no hay

alimentacion o se completa toda en un solo hospedador (Hall y Wall, 2004).
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Comparacion entrelatécnica de
centrifugacion del microhematocrito
(MHCT) y lareaccion en cadena dela
polimerasa (PCR) para detectar
Trypanosoma evansi en cabras

inoculadas experimentalmente.

I ntroduccién

Trypanosoma evansi es el tripanosoma patdgeno animal africano de més amplia
distribucion, y afecta tanto a ganado doméstico como a fauna silvestre en Asia, Africay
Latinoamérica (Luckins y Dwinger, 2004). El parésito causa una enfermedad conocida
COMO Surra, y se transmite mecanicamente por picaduras de moscas tanto tse-tsé como
otras, y también por mordeduras de murciélagos vampiro en América del Sur. Dicho
protozoo afecta a numerosos animales domésticos, variando las principales especies
hospedadoras de acuerdo con los continentes. Asi bufalos, vacas, camellos y caballos
son particularmente susceptibles, a pesar de que otros animales, dentro de los cuales se
incluye fauna silvestre, también pueden ser infestados (OIE, 2009). Los peguefios
rumiantes se crian de forma comin en estrecho contacto con rebafios de camellos en
muchas zonas desérticas y semi-desérticas en e mundo. Sin embargo, se cree
comunmente que las cabras, por g emplo, son muy resistentes a la infestacion, que la
tripanosomosis caprina es solo esporadica, y que la enfermedad en cabras tiene poca
repercusion econémica (Griffin, 1978). Esta opinion, sin embargo, se encuentra

actualmente bajo una nuevarevision critica (Smith y Sherman, 2009).

En las Idas Canarias, donde existe una poblacién de camellos con alrededor 2.000
cabezas y un censo caprino de 363.000 cabezas (datos de 2007, censos ganaderos,
Gobierno de Canarias, http://www2.gobiernodecanarias.org/istac/estadisticas.html), las
cabras pueden compartir el mismo hébitat con los camellos en las zonas donde estos
altimos habitan. En el Archipiélago Canario, lainfestacion por Trypanosoma evansi fue

descrita por primera vez en 1997 en un dromedario (Camelus dromedarius) importado;
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después de esto solo ha sido diagnosticada en la poblacion de camellos (Gutiérrez et al.,
2000). Sin embargo, se sospecha del posible papel que las cabras podrian desempefiar
en el mantenimiento de la enfermedad en las islas aunque hasta el momento no ha sido
probado, ya que no han sido demostradas infestaciones naturales. En este sentido, las
cabras infestadas podrian presentar dos importantes limitaciones: por una lado pueden
presentar una parasitemia baja y/o aternante, y por otro lado no se presentan signos
clinicos evidentes de infestacion en esta especie, 10 que ocurre de forma frecuente con
muchas cepas de T. evansi, entre las cuales se encuentra la cepa canaria, utilizada en
este estudio (Gutiérrez et al., 2004b). La técnica de centrifugacion del microhematocrito
es una técnica sencilla que es facil de realizar, incluso a nivel de campo, ademas de ser
rapiday tener un costo minimo; sin embargo, el método PCR requiere un laboratorio de
biologia molecular, es més caro y no siempre esta disponible en paises en vias de
desarrollo.

Teniendo en cuenta que existe una variacion considerable en la patogenicidad de
diferentes cepas y la susceptibilidad de diferentes especies hospedadoras a la
enfermedad (OIE, 2009), el propdsito de este estudio fue evaluar la PCR con un cebador
dirigido a una region repetitiva especifica para e subgénero Trypanozoon, para
amplificar un fragmento de 227 pb a partir del ADN gendmico, en comparacion con la
técnica de centrifugacion de microhematocrito (Woo, 1969), utilizando cabras

inocul adas experimental mente con la cepa canariade T. evansi.

Material y métodos

Animales

Doce hembras adultas de caprino de Canarias fueron adquiridas para este experimento.
Todos los animales fueron examinados usando los métodos de diagnostico para T.
evansi descritos a continuacion, con resultados negativos. Ocho cabras fueron
inoculadas experimentalmente por via intravenosa con un minimo de 1x10° T. evansi.
La cepa se obtuvo de un camello de Canarias con una infestacion natural. Los restantes
cuatro animales conformaron el grupo control. Las cabras fueron estabuladas en un &rea
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experimental de la Facultad de Veterinaria con proteccion frente a moscas, y fueron
mantenidas durante 6 meses.

Muestras

Se tomaron muestras de sangre cada 2 semanas a partir de la vena yugular con tubos

vacutainer® con EDTA como anticoagulante y se almacenaron a 4°C hasta su

procesamiento.

Evaluacion serolégica

Para evaluar la presencia de anticuerpos contra T. evansi se empled el CATT/T. evansi
(Instituto de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica), un método serol6gico validado y
mencionado por la Ol E (2009).

Técnicade centrifugacion del microhematocrito (MHCT)

La técnica de centrifugacion del microhematocrito (MHCT) detecta la presencia de los
tripanosomas moviles y se realiz6 mediante un tubo capilar por animal, centrifugando
las muestras a 3000g. Las muestras de sangre se mantuvieron en refrigeracion y la
técnica fue realizada siempre dentro de las 2 h posteriores alatoma de sangre.

Extraccion de ADN v realizacién dela PCR

El ADN genomico fue extraido a partir de las muestras de sangre de las cabras,
utilizando el sistema QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, GE) disponible
comercialmente y el ADN purificado fue a continuacion amacenado a -20 °C para su

uso posterior.

149



Articulo 1

La PCR fue realizada con un volumen de 25 ul de mezcla de reaccion compuesto por
tampon de reaccion 10X (Bioline, Londres, Reino Unido), 2,5 mM de MgCl,, 300 uM
de cada uno de los cuatro desoxinucledsidos trifosfatos (ANTPs) (Amersham Bioscience
Europe, Barcelona, Espana), 100 ng de cebadores y 0,75U de Tag ADN-polimerasa
(Bioline). Los ciclos de la PCR incluyeron un paso inicial a 94 °C durante 4 minutos,
seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, hibridacion a 60 °C
durante 30 s, y extension a 72 °C durante 30 s. La elongacién se continu6 a 72 °C

durante 5 min. La cantidad de ADN molde agregado por reaccion fue de 2 pl.

Para amplificar un fragmento de 227 pb a partir del ADN genOdmico se usaron los
cebadores dirigidos a una region especifica y repetitiva para € subgénero Trypanozoon
(Wuytset al., 1994):

PMURTec.F, 5-TGCAGACGACCTGACGCTACT-3;

PMURTec.R, 5-CTCCTAGAAGCTTCGGTGTCCT-3'

Para larealizacion de la electroforesis se afiadieron siete microlitros de los productos de
amplificacion en un gel de agarosaa 2% (Roche Diagnostic, Barcelona, Espafia) con un
marcador de peso molecular con escalones de 100 pb. Los geles se tifieron con bromuro
de etidio (0,5mg/L) y €l andlisis de imagen se realiz6 con un transiluminador UV (Bio-
Rad Gel Doc ™ EQ).

Como control para T. evans se utilizd una muestra de sangre de un camello

clinicamente enfermo de surra y con resultados positivos a las pruebas serolégicas y

parasitol bgicas.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente siguiendo las recomendaciones de
Thrusfield (2007) respecto a la evaluacion e interpretacion de pruebas diagnésticas. Las
variables se midieron como nominalesy dicotémica (positivo / negativo).
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Resultados

Las cabras inoculadas mostraron un curso subclinico de la enfermedad. En dos cabras
inoculadas se detectaron episodios de fiebre en la primera semana después de la
inoculacion y artritis a los 6 meses post-infestacion. Todos los animales inoculados
experimentalmente fueron positivos a CATT/T. evans un mes después de la
infestacion y permanecieron positivos a lo largo del experimento, con un titulo fina
minimo de 1:4. En todas las cabras inoculadas la parasitemia fue detectada a las 2
semanas después de la inoculacion, y por tanto los animales se consideraron entonces
infestados. En este grupo (infestados) se llevaron a cabo un total de 96 evaluaciones (8
cabras infestadas por 12 chequeos a cada una). El méodo de la PCR fue capaz de
detectar la parasitemia en todas las muestras examinadas, mientras que a través del
MHCT se detectd0 parasitemia en 89 muestras, esta técnica no pudo detectar
tripanosomas en 7 muestras. En e grupo de control, se hicieron un total de 48
evaluaciones (4 cabras por 12 chequeos cada una), siendo todas las muestras negativas a

ambas pruebas.

Considerando la PCR como método de referencia en este estudio, la comparacién entre
PCR y MHCT mostr6 los siguientes datos estadisticos: sensibilidad: 92,7%,
especificidad: 100%, valor predictivo positivo: 1, valor predictivo negativo: 0,87.

Discusion

A pesar de que no se han detectado infestaciones naturales por T. evansi en cabras que
viven arededor de las areas infestadas en Canarias, este estudio demuestra que las
cabras son susceptibles de adquirir lainfestacion. Ademés, parecen desarrollar laforma
subclinica de la enfermedad, 1o que coincide con los resultados de Jacquiet et al. (1993)
que lo demostraron utilizando una cepa de Mauritania, y por ello podrian actuar como
reservorios inaparentes. En todas las cabras inoculadas se detect6 la parasitemia a través
de MHCT alas 2 semanas de lainocul acion. Otros autores (Dargantes et al., 2005a) han
descrito la deteccion de T. evansi en cabras después de 2-5 dias, tras la infestacion

experimental con un inéculo menor procedente de una cepa equina en Filipinas. Este
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hecho podria explicarse por diferencias en la virulencia entre las cepas estudiadas o por

la susceptibilidad con respecto a las cabras canarias.

En cuanto al diagndstico, existe poca informacién disponible en la bibliografia sobre los
métodos de diagnodstico de la tripanosomosis en cabras. Los métodos ELISA, IFI, o
CATT/T. evans han sido utilizados con éxito como pruebas serolégicas (OIE, 2009);
sin embargo, el examen parasitologico es necesario para confirmar la infestacion. En
este sentido, se asume comunmente que |os métodos parasitol 6gicos empleados en otras
especies animales también son validos para las cabras, pero se necesitan mas estudios al
respecto que demuestren este supuesto. Por gemplo, € pequefio tamafio de los
eritrocitos  de caprinos debe tenerse en cuenta para obtener valores véidos del
hematocrito (Jain, 1986). Ademéas la parasitemia es generalmente bagja en cabras
presentando infestaciones naturales (Gill, 1977 ), lo cual podria dar lugar a falsos
negativos. Para solventar esto, nuestro grupo ha evaluado e método de la PCR
utilizando una pareja de cebadores dirigidos a una region repetitiva especifica para €l
subgénero Trypanozoon que amplifican un fragmento de 227 pb a partir del ADN
genémico. Utilizando estos cebadores, la parasitemia fue detectada en todos los
animales infestados durante el experimento. Es probable que la alta concentracion de
tripanosomas inoculados por via intravenosa pueda haber contribuido a esta alta
sensibilidad (100%). La técnica de concentracion del microhematocrito, por otro lado,
mostro interesantes datos estadisticos en comparacion con los resultados de la PCR.

Desde € punto de vista epidemioldgico, para cabras que muestran serologia positiva
nuestro grupo propondria el uso de MHCT como primer método parasitol gico debido a
su dta sensibilidad (casi e 93%) y, s es negativo, se podria utilizar la PCR como
segundo método de eleccion. Esta propuesta podria estar apoyada por motivos de costo-
efectividad, disponibilidad, consumo de tiempo y posibilidad de realizar la prueba a
nivel de campo. Teniendo en cuenta que ningln método serol6gico muestra una
sensibilidad del 100%, en las zonas endémicas y/o en rebafios infestados, las cabras
serol 6gicamente negativas también deben ser examinadas por métodos parasitol 0gicos

para descartar o confirmar la enfermedad.
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Estudio transversal sobrela prevalencia de
lainfestacion por Trypanosoma evansi

en rumiantes domésticos en

un area endémica delas

|slas Canarias (Espafia).

I ntroduccion

Trypanosoma evans es el tripanosoma patégeno animal africano de mas amplia
distribucion, y afecta tanto a ganado doméstico como a fauna silvestre en Asia, Africa y
Latinoamérica (Luckins y Dwinger, 2004). Este parasito causa una enfermedad
conocida como surra, y se transmite de forma mecanica por moscas hematdfagas.
Afecta a un amplio nimero de animales domésticos, variando las principales especies
hospedadoras de acuerdo con los continentes. Asi bufalos, vacas, camellos y caballos
son particularmente susceptibles, a pesar de que otros animales, incluyendo fauna

silvestre, también pueden ser infestados (OIE, 2010).

T. evans fue diagnosticado en las Islas Canarias por primera vez en el afio 1997 en un
dromedario que habia sido importado desde Mauritania (Gutiérrez et al., 2000). Se
realizaron estudios de prevalencia en la poblacion de camellos en el Archipiélago
encontrandose valores que iban desde un 4,8% utilizando CATT/T. evans a un 9% con
IgG-ELISA (Gutiérrez et al., 2010). Con la finalidad de evitar la diseminacion de la
enfermedad, el Gobierno de Canarias estableci6 un plan de control en el cual se incluyd
la inmovilizacion y el tratamiento (Cymelarsan®, Merial, Francia) de todos aquellos
animales infestados. Este programa de control ha resultado parcialmente satisfactorio,
ya que las islas de Tenerife, Lanzarote y Fuerteventura, en las que se demostro la
infestacion a finales de los aflos 90, actualmente se consideran libres de la enfermedad.
Sin embargo, este programa no ha funcionado en algunas zonas de la isla de Gran

Canaria, donde existe una pequefia area que atn sigue afectada.
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Asi, animales previamente infestados han aparecido re-infestados varios meses después
de practicarse el tratamiento, e incluso han sido detectados nuevos casos. Se ha
demostrado que estas medidas no fueron suficientes en esas areas al observarse la
aparicion de brotes en Francia (Desquesnes et al., 2008) y territorio peninsular espafiol
(Tamarit et al., 2010), producidos pocos meses después de la introduccion de camellos

desde Gran Canaria.

El plan de control llevado a cabo contra T. evans en las poblaciones de los camellos
afectados consiste en primer lugar en el estudio a través de los métodos parasitologico
(MHCT) y serologico (CATT/T. evansi) en cualquier animal que presenta signos
clinicos sospechosos de tripanosomiasis. En segundo lugar, y debido a que sdlo dos
granjas de camellos parecen seguir estando afectadas por T. evansi, en una de las
explotaciones donde se mantienen estos animales domesticados se lleva a cabo la
comprobacion mensual de rutina y en la otra explotaciéon donde los animales no estan
domados y por cuestiones de manejo y personal, la comprobacién de rutina se lleva a
cabo cada 3 meses. Todos los animales que presentan resultados positivos son tratados
con melarsamina y separados del resto de animales en cada explotacion. La prevencion

contra las moscas se lleva a cabo con insecticidas en spray o “pour on”.

Hasta el momento, la persistencia del parasito se podria explicar de dos maneras en
estas condiciones particulares: falta de eficacia del tratamiento y consecuente recidiva
de la parasitemia, o presencia de un reservorio en la zona afectada y posterior re-
infestacion. Para evaluar esta ultima posibilidad, nuestro grupo examin6 roedores
salvajes como posibles reservorios, concluyendo que no juegan un papel relevante en la
transmision de la enfermedad en las granjas afectadas (Rodriguez et al., 2010). Otra
posibilidad seria evaluar el estado de las especies ganaderas en Gran Canaria, isla donde
se encuentran las granjas de camellos afectadas y que ademas ostenta el mayor censo de
ganado en el Archipiélago Canario. Asi, el proposito de este trabajo fue determinar la
prevalencia de la infestacion por Trypanosoma evansi en los rumiantes domésticos en la
isla de Gran Canaria, con el fin de detectar posibles reservorios de T. evans e

implementar programas de control adicional.
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Materialesy M étodos

Animales, areas de muestreo v analisis de datos

De acuerdo a los datos de ganaderia publicados en el afio 2008 por el Gobierno de
Canarias (www.istac.org), Gran Canaria presenta un censo de rumiantes de 10373
vacas, 115085 cabras y 28141 ovejas. El conjunto de la poblacion de rumiantes de la
isla ha sido considerada como un Unico grupo relativamente pequefio, y se ha
establecido un estudio monoetapico de acuerdo a la informaciéon oficial (censo del
ganado; no hay informacion disponible sobre el nimero de rebafios por especies), el
pequefio tamafio de la isla (1560 km?) y, finalmente por las similares estrategias de

manejo en la mayoria de los rebafos de la isla.

Para el célculo del tamafio muestral minimo requerido y de la probabilidad de que los
animales muestreados estuvieran infestados por T. evans se utilizo la formula exacta
hipergeométrica modificada, por medio del software FreeCalc (Cameron y Baldock,
1998). La prevalencia estimada fue del 10% para el ganado bovino y del 5% para los
pequenios rumiantes, debido a la mayor susceptibilidad a la infestacion descrita en el
ganado bovino en comparacion con las especies ovina o caprina (OIE, 2010). El tamafio
de la muestra se calculd de acuerdo a la sensibilidad y especificidad mostradas por el
CATT/T. evans en el ganado bovino (83% y 96%, respectivamente, a una dilucion 1:4)
(Reid y Copeman, 2003). Las cabras presentan una mayor importancia econdmica y
ostentan el mayor censo en las Islas Canarias, en comparacion a vacas y ovejas. Por
esta razon, en el ganado caprino se ajusto el nivel de significacion y potencia a 0,01 y
0,98, respectivamente (a: 0.01, 1-B: 0,98); para las ovejas y vacas el nivel de

significacion y potencia fueron 0,05 y 0,95 (a: 0.05, 1 -B: 0,95), respectivamente.

Un total de 50 explotaciones lecheras de rumiantes colaboraron en este estudio entre
octubre de 2007 y noviembre de 2008. Se establecidé una linea imaginaria (cinturén
sanitario) con un radio de 25 km de distancia de las explotaciones de camellos
afectadas, con el fin de detectar posibles diferencias entre las poblaciones de rumiantes

localizadas més cercanas y mas lejanas a éstas. Teniendo en cuenta que el numero
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oficial de rebafios en la isla no esta disponible, el muestreo se realizd a través de la
colaboracion de todos los veterinarios de las Agrupaciones de Defensa Sanitaria
Ganadera de la isla de Gran Canaria. Estas areas fueron clasificadas como de alta
densidad ganadera (Norte y Este) y de baja densidad ganadera (Oeste y Sur) (Fig. 14).
Los veterinarios fueron contactados al azar sin ninguna informacién previa por parte de
nuestro grupo sobre las granjas a visitar cada uno de los dias. Las granjas fueron
clasificadas dentro o fuera de la zona sanitaria establecida (25 km) alrededor de las

explotaciones de camellos afectadas.

Izlas Clanarias 3, Gran Canaria

et
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m Gramas bovinas
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# (Gramjas caprinas v ovinas

Granjas caprinas v bovinas
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Figura 14. Localizacion espacial de las granjas de rumiantes muestreadas en la isla de

Gran Canaria.

Con un minimo de 20 muestras de pequefios rumiantes y 10 muestras de vacas tomadas

por granja (o todo el rebafio en las granjas que presentaban menos de este tamafio
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minimo), fueron seleccionados sistemdticamente un total de 1.228 rumiantes,
conformado este nimero por 148 vacas, 687 cabras y 393 ovejas. Del total de rumiantes
muestreados, 773 animales (63%) estaban situados fuera del cintur6n sanitario y 455
animales (37%) situados dentro. A nivel de granja y excepto en las explotaciones con
menos del nimero minimo establecido, se tomaron muestras de sangre por seleccion del
primero de cada tres animales que entraban en orden dentro de la sala de ordefio. Las
muestras de sangre fueron tomadas de la vena yugular en los pequefios rumiantes y de la
vena caudal en el ganado bovino, y se recolectaba en tubos que contenian EDTA como
anticoagulante. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion (4 °C) hasta su llegada al

laboratorio.

Los resultados fueron introducidos en una de base de datos y el analisis de los

resultados se realizo a través del programa informatico FreeCalc.

Prueba serologica (CATT/T. evansi)

Se realizo la prueba de aglutinacion en placa para T. evansi (CATT/T. evans, Instituto
de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica) sobre las muestras de plasma de los
rumiantes muestreados, siguiendo las recomendaciones del fabricante, con el fin de
detectar la presencia de anticuerpos anti-T. evansi. Las muestras fueron analizadas a
dilucién 1:4 y se realiz6 dos veces en todas las muestras positivas con el fin de

confirmar los resultados.

Prueba parasitoldgica

En todos los animales que presentaron resultados positivos a serologia a través del
CATT/T. evansi se realizo la técnica de centrifugacion del microhematocrito -MHCT-
(Woo, 1970). Para ello, se llenaron tubos capilares (2 por animal) con sangre entera
procedente de cada uno de estos animales, se centrifugaron a 3000 g en una centrifuga
de microhematocrito durante 5 minutos y luego fueron examinados al microscopio

(x10) para detectar la presencia de tripanosomas moviles. Los animales negativos al

método parasitologico pero seropositivos a través del CATT/T. evans, fueron
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examinados de nuevo un mes después, repitiéndose las pruebas parasitologicas y

moleculares para confirmar o descartar la enfermedad.

Extraccion de ADN y PCR de las muestras de sangre de los rumiantes

A las muestras de sangre de los animales con serologia positiva mediante CATT/T.
evang, les fue extraido el ADN gendémico utilizando QIAamp DNA mini kit (Qiagen,
Hilden GE) disponible de forma comercial, y posteriormente el ADN purificado se

almaceno a -20 °C para su uso posterior.

Se utilizaron cebadores dirigidos a una region especifica y repetitiva para el subgénero
Trypanozoon, pMURTec.F y pMURTec.R, para amplificar un fragmento de 227 pb a
partir del ADN gendmico. La PCR se realizé con un volumen de 25 pl de mezcla de
reaccion, compuesto por tampon de reaccion 10X (Bioline), 2,5 mM de MgCl,, 300 uM
de cada uno de los cuatro desoxinucleosidos trifosfatos (ANTPs) (Amersham), 100 ng
de cebadores y 0,75U de Tag ADN-polimerasa (Bioline). La cantidad de ADN molde
agregado por reaccion fue de 2 pl. Los ciclos de la PCR incluyeron un paso inicial a
94 °C durante 4 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante
30 s, hibridacion a 60 °C durante 30 s, y extension a 72 °C durante 30 s. La elongacion

se continuo a 72 °C durante 5 min.

Para la deteccion de T. evans se utilizaron cebadores dirigidos a una region del gen
RoTat 1.2, que amplifican una fragmento de 205 pb del ADN genémico, siguiendo el
método descrito por Deborggraeve et al. (2008), pero utilizando una temperatura de

hibridacion de 59 °C.

Para la realizacion de la electroforesis se afiadieron siete microlitros de los productos de
amplificacion en un gel de agarosa al 2% (Roche Diagnostic, Barcelona, Espafia) con un
marcador de peso molecular con escalones de 100 pb. Los geles se tifieron con bromuro
de etidio (0,5mg/L) y el analisis de imagen se realiz6 con un transiluminador UV (Bio-

Rad Gel Doc ™ EQ).
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Como control se utilizaron muestras de un camello clinicamente enfermo de surra y con

resultados positivos a las pruebas serologica y parasitologicas.

Resultados

A la inspeccion visual, no se observaron evidencias clinicas de infestacion por T. evansi
a nivel individual (en animales muestreados) ni a nivel del rebafo. De acuerdo a la
informacion aportada por los ganaderos, la enfermedad no habia sido diagnosticada en
sus rebafios en el pasado. Sin embargo, la mayoria de los ganaderos entrevistados
informaron acerca de algunos signos que harian sospechar de infestacion por T. evans,

tales como abortos y pérdida de peso.

De 1.228 muestras analizadas en el laboratorio, 61 (5%) fueron positivas al CATT/T.
evansi. Por especies, el 4,7% de los bovinos fueron seropositivos (7/148), asi como el
3% de las cabras (21/687) y el 8,4% de las ovejas (33/393). Casi la mitad de las granjas
muestreadas (22/50) presentaron al menos un animal con reaccidon positiva al método
serologico utilizado. Estas reacciones positivas al CATT/T. evansi se observaron en: 5
explotaciones de caprino y ovino (5/6), en 1 explotacion de caprino y bovino (1/2), en 8
explotaciones de caprino (8/17), en 4 explotaciones de ovino (4/10), y en cuatro
explotaciones de ganado vacuno (4/15). Algunas muestras que presentaron resultados
poco claros o dudosos (+/-) y dieron resultado negativo en la segunda prueba, se
consideraron finalmente negativos. Sin embargo todas las demas muestras con un
resultado positivo (+, + +, + + +) en cualquier momento, siempre se consideraron
positivas. En algunos casos, fue necesaria una tercera prueba a fin de considerar o

descartar la positividad de muestras con resultados dudosos dos veces.

La técnica de centrifugacion del microhematocrito no revelé la presencia de
tripanosomas circulantes en ninguna muestra. Los 61 animales con resultados
seroldgicos positivos en el primer examen fueron re-examinados un mes mas tarde, con

resultados negativos tanto por MHCT como por PCR.

161



Articulo 2

Concerniente al cinturon de seguridad alrededor de las explotaciones de camellos
afectadas, 44 animales seropositivos (72%) se localizaban fuera del cinturon
epidemioldgico, mientras que 17 animales seropositivos (28%) se localizaban en su
interior. A nivel de rebafio, en el interior del cinturén sanitario, 7 granjas mostraron
resultados positivos al CATT/T. evansi en al menos uno de sus animales (7/17): 2
explotaciones de caprino y ovino; 1 una explotacion de caprino y bovino; 1 una
explotacién de ovino; y 3 explotaciones de cabras. Por otro lado, fuera del cinturéon
sanitario, 15 explotaciones mostraron resultados positivos para CATT/T. evans en al
menos uno de sus animales (15/33): 3 explotaciones de caprino y ovino; 4 explotaciones
de ganado vacuno; 3 explotaciones de ganado ovino; y 5 explotaciones de cabras. La
explotacion de pequefios rumiantes mds cercana a los camellos infestados se encuentra a
una distancia aproximada de 200 metros. Respecto a la ubicacion de los rebaiios, la
seroprevalencia de los animales localizados en el interior del cinturdn sanitario fue del
3,73% (17/455), siendo ligeramente inferior a la mostrada por los animales situados
fuera, con una seroprevalencia del 5,59% (44/773). Por lo tanto, estos resultados
muestran a priori que pueden encontrarse reacciones positivas por toda la isla, y no es
posible demostrar la correlacion entre la aparicion de reacciones seroldgicas positivas y

la proximidad a las explotaciones de camellos afectadas.

El punto de corte para el niimero de positivos fue de 8 en el ganado bovino, 22 en el
ganado ovino y 38 en el ganado caprino. Segln la evaluacién a través del programa
FreeCalc, la poblacion de bovino y caprino estaria libre de la enfermedad a la
prevalencia minima esperada establecida previamente (10% y 5%, respectivamente),
con niveles de confianza del 99,8% y 100%, respectivamente. Sin embargo, los
resultados mostrados por las ovejas no son adecuados para concluir que la poblacién

estaria libre de la enfermedad a la prevalencia minima esperada del 5%.
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Discusion

No se observaron evidencias clinicas de infestacion por T. evansi en ninguno de los
individuos y granjas evaluadas. Algunas de los signos clinicos sospechosos informados
por los ganaderos como abortos y pérdida de peso, son también comunes a muchas otras

enfermedades y, por esa razon, no son concluyentes para el diagnostico de T. evans.

Los resultados a través del CATT/T. evans indicarian una seroevidencia general de la
infestacion por T. evans en los rumiantes de la isla de Gran Canaria en torno al 5%. A
pesar de este supuesto anterior, el diagnostico definitivo so6lo se puede alcanzar
mediante la deteccion de la presencia del parésito, que no pudo ser demostrado en
ningln animal muestreado. De acuerdo al FreeCalc, la poblacién de bovinos y caprinos
estaria libre de la enfermedad; sin embargo, los resultados en ovejas no son suficientes
para concluir que la poblacion estaria libre de la enfermedad a la prevalencia minima

esperada del 5%.

Se podria pensar que por el hecho de que T. evans fue introducido de forma puntual en
un area en particular con un camello importado, y que las granjas afectadas estan
relativamente aisladas de otros animales, ello indicaria que los rumiantes domésticos no
actuarian como reservorios de la enfermedad y, en consecuencia, no jugarian un papel
relevante en la epidemiologia de la enfermedad en la isla. Esta hip6tesis también estaria
sustentada por el hecho de que los animales serolégicamente positivos se encontraron
diseminados, presentando incluso una prevalencia ligeramente mayor en el norte de la
isla (fuera del cinturén sanitario) sin aparente relacion con las areas afectadas. Sin
embargo, y a pesar de todo, se deben tomar en cuenta algunas consideraciones antes de

poder asumir esta hipdtesis.

En primer lugar, es més frecuente la presencia de parasitemia baja o incluso ausencia
en animales con baja susceptibilidad a la infestacion, perteneciendo los pequefios
rumiantes a este grupo de hospedadores (OIE, 2010). El ganado vacuno, por otro lado,
no se considera tan sensible a la enfermedad en comparacion con los equinos y

camellos. Por lo tanto, la sensibilidad de ciertas pruebas de diagndstico para detectar el
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parasito, como son los métodos MHCT o PCR, puede ser muy baja para la evaluacion
de estos rumiantes. Por esta razon, muchos estudios epidemioldgicos llevados a cabo en
rumiantes en otros lugares se basan en la deteccion de anticuerpos circulantes,
utilizando métodos como el ELISA o CATT/T. evans. En nuestro estudio hemos
preferido utilizar CATT/T. evans, ya que se puede realizar a nivel de campo; el método
parasitolégico de primera eleccion fue el método MHCT, que se realizo en las muestras
positivas al CATT/T. evansi, debiéndose hacer dentro de las primeras 3 horas después
de extraida la sangre (Holland et al., 2001). En cuanto a la sensibilidad del CATT/T.
evansi, la mayoria de los estudios se han centrado en camellos, particularmente en
dromedarios. En esta especie, la sensibilidad del CATT/T. evansi oscila entre el 65,5%
(Njiru et al., 2004) y el 89% (Diall et al., 1994), con especificidades entre el 73% (Diall
et al., 1994) y el 100% (Ngaira et al., 2003). La informacion relativa a la validez y
utilidad de CATT/T. evans en los rumiantes es escasa. En bufalos infestados de forma
natural, las sensibilidades y especificidades variaron entre el 78% y 100% (Davison et
al., 1999) y el 100% y 98% (Verloo €t al., 2000), respectivamente. En ganado vacuno,
Reid y Copeman (2003) determinaron una sensibilidad y una especificidad del 83% y
96% respectivamente, a diluciones 1:4, tal como recomienda el fabricante, siendo la

misma que hemos utilizado en este estudio.

Dado que el parasito no pudo ser demostrado en ningin caso, los datos sobre la
sensibilidad y la especificidad del CATT/T. evans no pudieron ser determinados en
nuestro caso. Reid y Copeman (2000) obtuvieron similares resultados en ganado bovino
en Papua Nueva Guinea, donde 39 vacas resultaron positivas al método CATT/T.
evans, pero todos los animales fueron negativos en las pruebas parasitologicas. Ellos
llegaron a la conclusion de que T. evansi no estaba presente o habia sido introducido
recientemente y que la zona no era endémica. Por otro lado, en un estudio realizado en
Etiopia se remarco el curso subclinico que toma la tripanosomosis por T. evansi en
pequenos rumiantes, y se observo una prevalencia global del 34,4% mediante CATT/T.
evans, sin mostrarse signos clinicos ni mala condicién corporal en ovinos y caprinos

(Gebreyohans y Gangwar, 2010).

164



Articulo 2

T. evans fue diagnosticado por primera vez en las Islas Canarias en 1997 en un
dromedario importado de Mauritania (Gutiérrez et al., 2000). La enfermedad no se ha
encontrado de forma natural en otras especies distintas a camellos; sin embargo, la
seroevidencia de T. evans en el ganado en Gran Canaria debe ser cuidadosamente

evaluada, ya que podria haber ocurrido una posible extension de la enfermedad.

Si en nuestro estudio consideramos la sensibilidad y la especificidad mostrada por Reid
y Copeman (2003) en ganado bovino (83% y 96%, respectivamente), la razon de
verosimilitudes positiva del CATT/T. evans parece indicar que este resultado positivo
es 20,75 veces mas probable que provenga de un animal enfermo que de un animal libre
del parasito. El hecho de que el parasito no fuera encontrado en los animales
examinados no excluye la posibilidad de una verdadera infestacién; sin embargo,
podrian haber ocurrido posibles casos falsos positivos. El método CATT/T. evans se
basa en el tipo antigénico variable predominante de T. evansi, RoTat 1.2. De acuerdo a
la informacion del fabricante del CATT/T. evansi, al emplear este método pueden
ocurrir reacciones cruzadas en areas donde pueden coexistir otras especies de
tripanosomas de la seccion Salivaria. Hasta el momento, sdlo se tiene constancia de que
T. evans es el unico tripanosoma de la seccion Salivaria aislado en las Islas Canarias,
por lo que se descarta esta ultima posibilidad. Otro tripanosoma, en particular
perteneciente a la seccion Stercoraria como es Trypanosoma lewisi (Subgénero
Herpetosoma), ha sido observado por nuestro grupo en roedores silvestres en Gran
Canaria, pero ninguna de las muestras analizadas presentd reaccion positiva al CATT/
T. evans (Rodriguez et al., 2010). Trypanosoma theileri y Trypanosoma melophagium,
especies también pertenecientes a la seccion Stercoraria (Subgénero Megatrypanum),
tienen amplia distribucién y no son patdgenas para bovinos y ovinos, sus hospedadores
rumiantes respectivos. Tripanosomas del subgénero Megatrypanum han sido citados en
rumiantes domésticos y salvajes en Espafia peninsular (Olmeda et al., 2001; Villa et al.,

2008), pero no se han descrito en las Islas Canarias.

No se han investigado otras circunstancias particulares por las cuales puedan ocurrir
casos falsos positivos a través de CATT/T. evansi. En el caso de nuestro estudio, las tres

especies de rumiantes muestreadas han mostrado resultados seroldgicos positivos,
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presentando el ganado ovino la mayor prevalencia (8,4%), seguido por el ganado bovino

(4,7%) y caprino (3%).

Como conclusion, debe ejercerse vigilancia en las granjas de rumiantes de la isla de
Gran Canaria, para poder evaluar la posible extension de la enfermedad y su hipotético
papel como reservorios potenciales de T. evansi. Deben incluirse programas periodicos
de examen diagndstico para T. evans y, si se detecta la enfermedad, debe

implementarse un plan urgente de control y erradicacion
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Stomoxys calcitrans como vector en la
transmision de la infestacion por
Trypanosoma evansi entr e especies
hospedador as susceptibles en

un area endémicadelas

Islas Canarias (Espafia).

I ntroduccion

Trypanosoma evansi es e tripanosoma patégeno animal africano de més amplia
distribucion, y afecta tanto a ganado doméstico como a fauna silvestre en Asia, Africay
Latinoamérica (Luckins y Dwinger, 2004). Este parasito causa una enfermedad
conocida como surra, la cual se transmite mecanicamente por moscas que pueden ser
distintas a tse-tsé, y ademas por murciélagos vampiros en América del Sur. Afectaaun
nimero amplio de animales domésticos, variando |as principal es especies hospedadoras
de acuerdo a los continentes. Asi bufalos, vacas, camellos y cabalos son
particularmente susceptibles, a pesar de que otros animales, incluyendo fauna silvestre,
también pueden ser infestados (OIE, 2010). En cuanto a la transmision de la
enfermedad, muchos insectos hematéfagos, especialmente tébanos (Tabanus spp.) y
moscas de |os establos (Stomoxys spp.) pueden transmitir T. evansi de forma mecanica
de un huésped infectado a otro, aunque su papel como vectores puede variar en

diferentes condiciones (Brun et al., 1998).

T. evans fue diagnosticado por primera vez en las Islas Canarias en 1997 en un
dromedario infestado y que presento la fase crénica de la enfermedad. Desde entonces,
varios estudios serolégicos y parasitol 6gicos han sido Ilevados a cabo en la poblacion de
camellos, observandose prevalencias entre el 5y e 9% (Gutiérrez et al., 2000; Molina
et al., 2000). En consecuencia se establecié un programa para € control y eventual

erradicacion basado en la deteccion, aislamiento y tratamiento de los animales
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infestados. Actualmente, la enfermedad se considera erradicada de las islas y zonas
previamente infestadas a excepcion de una pequefia zona de Gran Canaria (Gutiérrez et
al., 2010), donde T. evans permanece aln activo. A este respecto, han sido propuestas
dos hipétesis para explicar la persistencia del parésito en esta area: falta de eficacia del
tratamiento tripanocida y/o resistencia a mismo, con consecuente recidiva de la
parasitemia, o presencia de un reservorio en la zona afectada y posterior re-infestacion.
Para evaluar esta Ultima posibilidad, nuestro grupo ha evaluado roedores silvestres
(Rodriguez et al., 2010) y rumiantes domésticos (Rodriguez et al., comunicacion
personal) como posibles reservorios, pero T. evansi no fue encontrado en ningn animal
muestreado. De hecho, la enfermedad ha estado presente en las poblaciones de camellos
en estas areas durante mas de 10 afios, sin haberse encontrado evidencias clinicas de la

infestacion natural en otras especies animal es ubicadas en |as zonas circundantes.
Ante estos hechos, el propésito de este estudio fue detectar insectos que podrian actuar
como vectores potenciales de la enfermedad, asi como evaluar si |os protozoos podrian

haber sido transmitidos a los equinos y convertirlos en reservorios de la enfermedad en

lazona

Material y métodos

Animales, muestras y procedimiento de muestreo

Se realizd un seguimiento alargo plazo (2001-2010) mediante la evaluacion de un total
de 864 muestras de sangre que procedian de equinos adultos pertenecientes a cuadras
situadas cerca de las explotaciones de camellos infestados en la isla de Gran Canaria
(Tabla 2). El area de estudio incluye un radio de 7,5 km en torno a las granjas de
camellos afectadas y cubre una superficie total de 177 km? aproximadamente. Las
cuadras fueron seleccionadas de acuerdo a la informacion de veterinarios clinicos,
sobre |a base de la disponibilidad de muestras de sangre en un estudio a largo plazo. El
nimero total de cuadras situadas en esa zona se estima en 22, de las cuales fueron
finalmente seleccionadas nueve para este estudio. Los establos fueron visitados cada
ano y el tamafio minimo de la muestra fue de 5 animales por establo, o todala poblacion

en los establos con nimero igual o inferior a 5 equinos. Se llevo un registro de cada
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animal mediante un cuestionario, incluyendo la identificacion (edad, sexo y la
explotacion de origen) y si los veterinarios y propietarios habian observado en el pasado
algun signo clinico tipico relacionado con la infestacién por T. evansi tales como
emaciacion progresiva, anemia, edema o trastornos neurol égicos.

A través de puncién de la vena yugular se tomé un volumen de 9 ml de sangre de cada
animal muestreado y se recolectd en tubos con EDTA como anticoagulante
(Venosafe™, VF-109SDK, Terumo ®). Las muestras se mantuvieron en refrigeracion
(4° C) hasta su utilizacion en los procedi mientos diagnosti cos.

Prueba parasitol6gica

Con muestras de sangre con K3sEDTA procedente de cada equino se llenaron tubos
capilares (2 por animal) los cuales a continuacion se centrifugaron en una centrifuga de
microhematocrito durante 5 minutos a 3000g. Una vez centrifugados fueron examinados
bajo el microscopio (x10) para detectar la presencia de tripanosomas maviles utilizando
la técnica de centrifugacion micro-hematocrito (MHCT) (Woo, 1970). Esta técnica se
llevé a cabo in situ en las explotaciones en las primeras 3 horas después de que la

sangre fuera tomada, tal como recomienda Holland et al. (2001).

Prueba serol 6gica

Las muestras de plasma fueron analizadas para la presencia de anticuerpos anti-T.
evansi mediante la prueba de aglutinacion en placa para T. evansi (CATT/T. evans,
Instituto de Medicina Tropica de Amberes, Bélgica), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Las muestras fueron analizadas a dilucién 1:4 y todas las muestras
positivas se analizaron una segunda vez ala misma dilucion con el fin de confirmar los
resultados. Las reacciones fueron evaluadas de acuerdo a la presencia o ausencia de

granulos de color azul y puntuadas como describe el fabricante.
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Extraccion de ADN y PCR de las muestras de sangre de los equinos

A pesar de que en un estudio experimental previo en equinos se €ligié una reaccion de
aglutinacion puntuada con 2 + como el punto de corte mas bagjo (Wernery et al., 2001),
todas las muestras que presentaron aglutinacion desde un nivel leve a fuerte en nuestro
estudio fueron sometidas a diagnéstico molecular para confirmar o descartar la
infestacion. EI ADN gendmico se extrajo de estas muestras utilizando QIAamp DNA
mini kit (Qiagen, Hilden GE) disponible de forma comercial, y el ADN purificado se

amacend a-20 °C para su uso posterior.

Se utilizaron cebadores dirigidos a una region especificay repetitiva para el subgénero
Trypanozoon, pMURTec.F y pMURTec.R, para amplificar un fragmento de 227 pb a
partir del ADN gendémico (Wuyts et al., 1994). La PCR se realiz6 con un volumen de 25
ul de mezcla de reaccidn, compuesto por tampdn de reaccion 10X (Bioline), 2,5 mM de
MgCl,, 300 uM de cada uno de los cuatro desoxinucledsidos trifosfatos (dNTPs)
(Amersham), 100 ng de cebadores y 0,75U de Tag ADN-polimerasa (Bioline). La
cantidad de ADN molde agregado por reaccion fue de 2 pl. Los ciclos de la PCR
incluyeron un paso inicial a 94 °C durante 4 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, hibridacion a 60 °C durante 30 s, y extension a

72 °C durante 30 s. La elongacion se continud a 72 °C durante 5 min.

Para la deteccion de T. evans se utilizaron cebadores dirigidos a una region del gen
RoTat 1.2, que amplifican una fragmento de 205 pb del ADN gendémico siguiendo el
método descrito, pero utilizando una temperatura de hibridacion de 59 °C (Claes et al.
2004; Deborggraeve et al., 2008)

Para larealizacion de la electroforesis se afiadieron siete microlitros de los productos de
amplificacion en un gel de agarosa a 2% (Roche Diagnostic, Barcelona, Espafia) con un
marcador de peso molecular con escalones de 100 pb. Los geles se tifieron con bromuro
de etidio (0,5mg/L) y €l andlisis de imagen se realiz6 con un transiluminador UV (Bio-
Rad Gel Doc ™ EQ).
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Como control se utilizaron muestras de un camello clinicamente enfermo de surray con

resultados positivos a las pruebas seroldgicay parasitol dgicas.

Captura e identificacién de moscas

Se utilizd una trampa para moscas picadoras (modelo Nzi) (Mihok, 2002), dada la ata
eficacia demostrada para la captura de tébanos (Tabanidae) (van Hennekeler et al.,
2008) y moscas de los establos (Muscidae: Stomoxyinae) (Gilles et al., 2007),
probablemente las especies mas comunes de moscas picadoras en los entornos
ganaderos fuera de Africa. La trampa fue colocada dentro de la granja de camellos, y se
mantuvo durante 12 meses (julio de 2010 hasta junio de 2011). Los insectos se
recol ectaron dos veces por semanay se preservaron en etanol hasta laidentificacion. Se
contaron todos los insectos capturados y las diferentes especies de vectores potenciales
de T. evansi fueron separadas de las demés e identificadas de acuerdo a Béez (1981) y
Baéz y Portillo (1981).

Resultados

En cuanto a las evaluaciones de los equinos, un total de 864 muestras fueron
examinadas durante los 10 afios del estudio, de las cuaes 26 (3%) presentaron algun
grado de aglutinacion al test serolégico utilizado. Sin embargo, ninguna de las muestras
examinadas fue positiva al método parasitolégico (MHCT) ni molecular (PCR). En
subsiguientes revisiones seroldgicas llevadas a cabo durante los afios siguientes, las
muestras mostraron una variabilidad en la reaccion antigeno-anticuerpo, sin
correspondencia entre |os resultados positivos 0 negativos previos, exceptuando e caso
de un cabalo que presentd resultados positivos durante 4 afios consecutivos. Sin
embargo €l parasito no se detectd en ningun examen. En la quinta evaluacion de este
caballo, llevada a cabo un afio después, se observé serologia negativa con ausencia de

reaccion antigeno-anticuerpo.

Las medidas de vigilancia gjercidas sobre los animales seropositivos no revelaron
ningun signo clinico sospechoso relacionado con la infestacion a lo largo del curso de

este estudio. En contraste, estudios paralelos llevados a cabo a mismo tiempo en las
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explotaciones de camellos, han demostrado que T. evansi se mantiene claramente activo
en estos animales con presencia de nuevas infestaciones y también recidivas después de

aplicar tratamientos.

En cuanto a posibles vectores mecanicos que podrian transmitir T. evansi en €l area
estudiada, |a trampa utilizada resultd adecuada para |a captura de moscas hematéfagas y
también algunas otras no hematéfagas. Slomoxys calcitrans fue el Unico vector potencial
de T. evans entre las diferentes especies de dipteros capturadas entre julio de 2010 y
junio de 2011 (Fig. 15). De un tota de 2.505 dipteros capturados, 993 fueron S
calcitrans, y a lo largo de todo el periodo de captura, €l nimero de S calcitrans
capturados fue siempre inferior al nUmero de otros dipteros hematéfagos exceptuando
en el mes de noviembre. No se encontraron Tabanus spp., Atylotus spp. ni Haematobia
spp. (sinénimo de Lyperosia spp.).

Afo Animales M étodos diagndsticos
Equinos | Caballos Asnos CATT/T.evans | MHCT? | PCRP

2001 112 112 0 6 - -
2002 140 128 12 5 - -
2003 98 72 26 3 - -
2004 81 74 7 1 - -
2005 |64 52 12 2 - -
2006 103 8l 22 3 - -
2007 88 79 9 4 - -
2008 |73 60 13 0 - NT
2009 438 39 9 1 - -
2010 57 15 42 1 - -
Total | 864 712 152 26 0 0

Tabla 2. Muestras de equinos evaluados y resultados alo largo del estudio (2001-2010),
a través de los métodos diagndsticos utilizados. ® Realizado sobre todas |las muestras. °
Realizado sobre muestras CATT/T. evansi positivas. NT: no testado
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Figura 15. Numero de Somoxys calcitrans y otras moscas no hematéfagas recolectadas
en el periodo de captura (Julio 2010-Junio 2011).

Discusion

A pesar de la presencia de T. evansi durante més de 10 afios en las explotaciones de
camellos en una pequefia zona de la isla de Gran Canaria, los equinos situados en la
zona afectada no han sido aparentemente infestados. La ausencia de signos clinicos
asociados a surra apoyaria estos resultados. Aunque a lo largo de este estudio se
detectaron 26 muestras con reaccién serol6gicamente positivaa CATT/T. evansi, no se
encontré T. evanss mediante las técnicas diagndsticas parasitologicas o moleculares
utilizadas. Una explicacion podria ser que e método serologico CATT/T. evans,
preparado con tripanosomas fijados que expresan RoTat 1.2 (VAT predominante)
también puede detectar Trypanosoma equiperdum, el agente causal de una enfermedad
de caballos llamada durina, ya que expresa la misma glicoproteina variable de superficie
que T. evans (Claes et al., 2003).

Sin embargo, aunque en Espafia acontecieron episodios de durina hasta mediados del
siglo pasado, actualmente el pais se considera libre de esta enfermedad (Tarazona Vilas,
2007) y en €l caso particular de las Islas Canarias nunca ha sido descrita. A esto hay que
afadir que no se encontré ningun signo clinico tipico que evidenciara la enfermedad en
los equinos evaluados en este estudio. Por otro lado, se ha demostrado que lacepade T.
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evansi presente en las Islas Canarias afecta a otras especies animales ademas de
camellos, como se ha observado en brotes producidos a nivel continental europeo
después de la importacion de camellos infestados desde Canarias., concretamente en
Espafia en el afio 2008 donde afectd a equinos (Tamarit et al., 2010), y en Francia donde
se afectaron ovejas (Desquesnes et al., 2008).

Teniendo en cuenta que T. evansi se ha mantenido activo en las explotaciones de
camellos, &l hecho de que no se hayan afectado, aparentemente |os equinos que viven en
las éreas circundantes podria estar relacionado con las especies de vectores existentes,
por lo que decidimos estudiar la presencia de posibles vectores implicados en la
transmision de la enfermedad en esta zona. Somoxys calcitrans fue la Unica mosca
hemat6faga capturada con la trampa utilizada. Esta especie de insecto presenta
distribucion a nivel mundial y es la mas comuan entre las 18 especies diferentes que
pertenecen a este género (Wall y Shearer, 2001). Un estudio sobre diversidad genética
ha mostrado que no existen diferencias significativas entre poblaciones de S. calcitrans
que habitan puntos geogréficos distantes en el mundo (Dsouli Aymes et al., 2009).

En los brotes ocurridos en Europa continental han estado implicados S. calcitrans y
Tabanus spp. (Desquesnes et al., 2008; Tamarit et al., 2010) y se citan con frecuencia
en la bibliografia como los vectores mas comunes; sin embargo, en nuestra area de
estudio no fueron atrapados especimenes de la familia Tabanidae. A pesar de que 96
especies de tdbanos han sido descritas en Esparia (Portillo, 1984), solo dos especies han
sido descritas en las Islas Canarias: Atylotus canarius y Tabanus cordiger, encontradas
concretamente en las islas de Lanzarote, Fuerteventura y Tenerife, pero no en Gran

Canaria (Béez y Garcia, 2004), laisladonde ha persistido €l protozoo.

Somoxys spp. (Muscidae) muestra un patréon de alimentacion heterogéneo sobre una
especie hospedadora. Los estudios de campo han indicado que el dioxido de carbono es
una kairomona importante para Slomoxys (Vale, 1980); otros estudios sugieren que €l
octenol y la acetona también pueden jugar un papel, pero los resultados son variables
(Gibson y Torr, 1999). Es probable que el dioxido de carbono, generado en mayores
cantidades por las especies de rumiantes, pudiera explicar la mayor atraccion que
manifiesta S. calcitrans hacia este ganado en comparaciéon con la mostrada hacia los
caballos (Warnes y Finlayson, 1987). Este hecho podria también explicar por qué la

edad parece ser un determinante importante en la tasa de picadura en la alimentacion de
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Somoxys spp. sobre el ganado (Schofield y Torr, 2002), ya que € ganado adulto
produce mucho més dioxido de carbono que los terneros. Los camellos, sin embargo, no
son considerados rumiantes verdaderos y estan incluidos en e suborden Tylopoda,
separado del suborden Ruminantia. Sin embargo, la produccion anua de metano para
los camellos es de 58 kg., 45 kg. para bovinos, y 18 kg. para caballos (Crutzen et al.,
1986), lo que supone alrededor de 1.3, 1 y 0.4 toneladas de didxido de carbono por afio,

respectivamente.

Esta mayor produccion de didxido de carbono por parte de los camellos en comparacion
con los caballos podria haber contribuido a mantener Stomoxys alimentados con sangre
parasitémica en estrecho contacto con el propio entorno de los camellos. Ademas, la
ausencia de Tabanidae en la zona, insectos tipicos que se alimentan sobre caballos (Fail
et al., 1989), ha contribuido probablemente a preservar a los equinos libres de la
infestacion debido a la mayor eficiencia en la transmision por estos insectos frente a

Somoxys.

Desde € punto de vista epidemioldgico, uno de los pardmetros mas importantes que
influye sobre una enfermedad de transmision vectorial es la tasa de picadura del vector,
la cual esreciprocaa periodo de tiempo entre sucesivas ingestas de sangre (Dye et al.,
1992).

Las diferencias en los niveles de ataque sobre hospedadores individuales dependen de
las reacciones del hospedador frente al ataque (Warnes y Finlayson, 1987). La
interrupcion de la alimentacion lleva a repetir |a ingesta sobre varios hospedadores por
lo que la tasa de picaduray transmision de la enfermedad serd mayor (Schofield y Torr,
2002). Observaciones realizadas en Zimbabue han mostrado que el 27% de Stomoxys
realiza una comida completa (147 segundos) sobre hospedadores adultos, y que & 24%
abandona al hospedador antes de completar su ingesta (59 seg), en gran parte como
respuesta a la perturbacion sufrida por e comportamiento defensivo del hospedador o
por otras moscas (Schofield y Torr, 2002). En comparacién con las mosca tse-tse,
Somoxys muestra un comportamiento persistente y por lo tanto de mayor riesgo sobre
el hospedador lo cua reflgjaria su ciclo de vida més corto y, por otro lado, también una

eficiencia bastante mayor en la aimentacion (Schofield y Torr, 2002).
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Por otro lado, el tiempo de supervivencia de |os tripanosomas fuera de |os hospedadores
depende de la especie de vector involucrado y podria ser un factor limitante en la
transmisién mecanica, atendiendo al tiempo que transcurre entre la alimentacion sobre
un hospedador infestado y la reanudacion de la alimentacion sobre un segundo
hospedador no infestado. La anatomia del aparato bucal en los tdbanos permite que la
sangre remanente quede protegida de la desecacion y como consecuencia, agentes
patdgenos tales como T. evansi puedan sobrevivir durante una hora o mas (Kettle,
1995).

Ademas, los tdbanos han sido sefialados como vectores mecanicos particularmente
eficientes debido a las molestias causadas a sus hospedadores que se defienden, lo cual
asegura que la ingesta de sangre se interrumpa a menudo y sea seguida por una nueva
ingesta sobre otro hospedador, aumentando asi la probabilidad de infestaciones
multiples (Luckins, 1988).

De acuerdo a una revision de Allan et al. (1987), Stomoxys spp. requiere ingestas de
sangre una vez cada 24 horas. Otros autores han descrito, sin embargo, que estos
insectos ingieren pequefias cantidades de sangre sobre diferentes hospedadores y varias
veces a dia (Kettle, 1995; Wall y Shearer, 2001). En cualquier caso y a diferencia de
los tabanos, las piezas bucales de las moscas de los establos no facilitan la
supervivencia de estos parasitos por mucho tiempo. Se ha descrito que T. evans
presentando movilidad y presumiblemente viabilidad se mantuvieron en la proboscide
de Stomoxys spp. durante unos 5-7 minutos después de la alimentacion (Sumba et al.,
1998). De acuerdo a Moutia (1928), para la transmision con éxito de T. evans por
moscas de los establos, €l intervalo entre la ingesta de sangre sobre un animal infestado

y otro sano no debe ser mas de diez minutos.

Como conclusion, S, calcitrans parece ser € Unico vector implicado en la transmisién
de T. evans en €l érea endémica de las Idas Canarias, afectando especialmente a las
poblaciones de camellos y, aparentemente no afectando como vector alos equinos, otra
especies muy susceptible, presentes en la misma region. Por o tanto, se deben
implementar medidas de control contra S. calcitrans con el fin de minimizar el impacto

de este importante vector en lazonay su papel en latransmision de la enfermedad.
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Papel delosroedoressilvestresen
latransmisién delainfestacion
por Trypanosoma evansi en

un area endémica delas

|slas Canarias (Espafia).

I ntroduccion

Trypanosoma evansi es e tripanosoma patégeno animal africano de més amplia
distribucion, y afecta tanto a ganado doméstico como a fauna silvestre en Asia, Africay
Latinoamérica (Luckins y Dwinger, 2004). Dicho protozoo afecta a un amplio nUmero
de animales domésticos, variando las principal es especies hospedadoras de acuerdo con
los continentes. Asi  bufalos, vacas, camellos y caballos son particularmente
susceptibles, a pesar de que otros animales, dentro de los cuales se incluye fauna
silvestre, también pueden ser infestados (OIE, 2009 ).

T. evans fue diagnosticado en las Islas Canarias por primera vez en e afio 1997 en un
dromedario que habia sido importado previamente desde Mauritania (Gutiérrez et al.,
2000). Después de la descripcion de este primer caso fueron realizados estudios de
prevalencia en e Archipiélago, mostrandose valores que iban desde un 4,8% utilizando
CATT/T. evansi a un 9% con Ab-ELISA (Gutiérrez et al., 2005). Con la finalidad de
evitar la diseminacién de la enfermedad, €l Gobierno de Canarias establecié un plan de
control en el cual se incluy6 lainmovilizacién y e tratamiento (Cymelarsan®, Merial,
Francia) de todos agquellos animales infestados. A pesar de estas medidas, volvieron a
aparecer nuevamente animales infestados |os cuales previamente habian sido tratados, e

incluso fueron detectados nuevos casos correspondientes a animales previamente no
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infestados. Dos brotes producidos por T. evansi acontecidos en Francia (Desguesnes et
al., 2008 ) y en territorio espaniol peninsular (Tamarit et al., 2010 ), ocurridos de forma
puntual en explotaciones en las cuales habia dromedarios importados desde Canarias,
han demostrado que las medidas tomadas fueron insuficientes. Esta persistencia podria
ser explicada a través de dos posibilidades: por un lado debido a la falta de eficacia del
tratamiento empleado y recidiva consecuente; por otro lado debido ala presenciade un
reservorio en la zona afectada y posterior re-infestacion de los animales previamente
tratados.

Las explotaciones de camellos afectadas se encuentran relativamente aisladas de otras
explotaciones de ganado; sin embargo, la presencia de roedores silvestres es comin en
el &rea afectada. No hay mucha informacién en la bibliografia acerca del papel de los
roedores salvajes en la epidemiologia de infestaciones naturales por T. evansi. Por otra
parte, T. evansi tiene una gran capacidad para infestar pequefios roedores, razon por la
cua ratas y ratones se utilizan a menudo como modelo anima de inoculacién (OIE,
2009). Por lo tanto, el propodsito de este trabajo fue evaluar el posible papel que podrian
desempefiar |os roedores silvestres en la transmision de T. evansi en un area endémica

desde hace mas de 10 afios.

Material y métodos

Animalesy muestras

Durante ocho meses (noviembre 2009-junio 2010) un total de 138 roedores de vida libre
fueron capturados con trampas selectivas. Fueron muestreadas zonas infestadas y no
infestadas (Fig. 16) utilizando una aproximacion normal a la distribucién binomial para
poblaciones grandes (infinita). El tamafio muestral (n=138) fue calculado utilizando un
nivel de confianza del 95%, una precision deseada absoluta del 5% y una prevalencia
esperada del 10% (Thursfield, 2007). La zona principal de cria de camellos se

encuentra centrada en € sur de la isla, con un censo en torno a 220 cabezas, estando
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compuestas las areas infestadas por dos explotaciones de camellos que pertenecen a un
mismo propietario, con continuos movimientos de animales entre ellas. Estas
explotaciones han sido establecidas para fines turisticos y de criay latasa de infestacion
puede ser estimada entre un 10 y un 20%. Fueron elegidas para formar parte de este
estudio como é&reas control, explotaciones lecheras de caprino y ovino sin ningin

historial previo de infestacion por T. evansi

r ™
I=lag Canariag | f{}
0
5 N\ &
.,
& e

Gran Canaria

P Areas infestadas

| Areas control

Figura 16. Situaciéon geografica de las Islas Canarias, la isla de Gran Canaria y los

puntos de muestreo en los cuales fueron capturados |os roedores.

De un total de 138 roedores, 64 fueron capturados en las explotaciones con camellos
infestados y los 74 restantes fueron capturados en las granjas tomadas como control de
laislade Gran Canaria.
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Solamente formaron parte de este estudio los roedores capturados vivos, y fueron
descartados 8 animales encontrados muertos. Los animales fueron anestesiados con
isoflurano (1soFlo®, Dr.Esteve Lab.) a una concentracion de 2-3% para la induccion y
una concentracion para mantenimiento del 0,25-2%. Durante la anestesia se obtuvieron
muestras de sangre através de puncién cardiaca con agujas de 25 mmy 21-23 G, o por
seccion de venas yugulares en pequefios ratones. Las muestras fueron almacenadas en
tubos de 1 ml con anticoagulante K3 EDTA (Eurotubo®, Deltalab, Espafia) y mantenidas
a4°C hasta su andlisis dentro de las primeras 24 h tras su recoleccién. La extraccion de
ADN se llevd a cabo dentro de las primeras 24 h de haber sido extraida la sangre, y
estas muestras de ADN fueron almacenadas a -20°C para su uso posterior en la
realizacion de la PCR. Una vez redlizada la toma de sangre, los animales fueron
eutanasiados con una sobredosis de tiopental sodico (Tiobarbital Braun 1G®, Palex,
Espafia). Cuando fue posible, (66 casos) se obtuvieron también a través de
centrifugacion muestras de plasma sanguineo a partir de la sangre tomada, con €l fin de

realizar pruebas serol gicas.

Prueba parasitol 6gica

Con las muestras de sangre almacenadas con K3 EDTA se rellenaron tubos capilares
gue fueron centrifugados en una centrifuga de microhematocrito durante 5 minutos a
3000g y examinados posteriormente para la presencia de tripanosomas moviles a través
de la técnica de centrifugacion del microhematocrito (MHCT) (Woo, 1970). Cuando
una muestra fue positiva se realizé examen de frotis tefiidos, extraccion de ADN y PCR

paraT. evansi y T. lewisi, un tripanosoma comin de roedores (Desquesnes et al., 2002).
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Prueba serolégica (CATT/T. evansi)

A través de la prueba de aglutinacion en placapara T. evansi (CATT/T. evang, Instituto
de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica) fueron analizadas para la presencia de
anticuerpos anti-T. evansi muestras de plasma de 66 roedores, siguiendo las condiciones
usadas para testar conejos (Verloo et al., 2001). El volumen de plasma utilizado fue de
25 ul aunadilucién 1:4.

Extraccion de ADN y PCR de las muestras de sangre de los roedores

El ADN gendémico se extrgjo de las muestras de sangre de los roedores, utilizando
QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden GE) disponible de forma comercial, y el ADN
purificado se almacend a-20 ° C para su uso posterior.

Para amplificar un fragmento de 227 pb a partir del ADN gendémico se utilizaron
cebadores dirigidos a una region especificay repetitiva para el subgénero Trypanozoon:
PMURTec.F y pMURTec.R (Wuyts et al., 1994). La PCR se realiz6 con un volumen de
25 pl de mezcla de reaccion compuesto por tampon de reacciéon 10X (Bioline), 2,5 mM
de MgCl,, 300 pM de cada uno de los cuatro desoxinucledsidos trifosfatos (ANTPs)
(Amersham), 100 ng de cebadores y 0,75U de Tag ADN-polimerasa (Bioline). La
cantidad de ADN molde agregado por reacciéon fue de 2 pl. Los ciclos de la PCR
incluyeron un paso inicial a 94 °C durante 4 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, hibridacion a 60 °C durante 30 s, y extension a
72 °C durante 30 s. Laelongacién se continud a 72 °C durante 5 min.

Para la deteccion de T. evansi se utilizaron cebadores dirigidos a una regién del gen
RoTat 1.2, que amplifican una fragmento de 205 pb del ADN gendmico, siguiendo el

método descrito pero utilizando una temperatura de hibridacion de 59 °C (Deborggraeve
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et al., 2008). De acuerdo a Desguesnes et al. (2002), las secuencias de los cebadores
para la deteccion de T. lewisi fueron TRYPLR y TRYPLS. El protocolo de PCR fue €
mismo que se indicé anteriormente, pero la temperatura de hibridacion fue fijada en
55 °C.

Para larealizacion de la electroforesis se afiadieron siete microlitros de los productos de
amplificacion en un gel de agarosaa 2% (Roche Diagnostic, Barcelona, Espafia) con un
marcador de peso molecular con escalones de 100 pb. Los geles se tifieron con bromuro
de etidio (0,5mg/L) y €l andlisis de imagen se realizé con un transiluminador UV (Bio-
Rad Gel Doc ™ EQ).

Como control para T. evansi se utilizO una muestra de sangre de un camello
clinicamente enfermo de surra y con resultados positivos a las pruebas seroldgica y

parasitol gicas.

Secuenciacion vy la blsgueda de similitud de secuencias

Para la secuenciacion, los productos de la PCR fueron purificados usando Quiagen PCR
Purification System. Los fragmentos de la PCR purificados fueron secuenciados
directamente en ambos sentidos utilizando los cebadores descritos (RoTat 1.2 y TRYP
1Ry 19) y € Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Las secuencias se analizaron con un secuenciador automético
ABI 3130x! (PE Applied Biosystems).

El andlisis de la secuencia y la busgueda de similitud se llevaron a cabo con la
herramientas bésica de busqueda local de aineacion BLAST, en e sitio web

http://www.nchi.nlm.nih.gov usando la matriz por defecto.
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Resultados

L os roedores capturados pertenecieron a las especies Rattus rattus, Rattus norvegicusy
Mus musculus domesticus. La prevalencia por zonas y especies de roedores se resume
en la Tabla 3. De un total de 138 muestras de sangre, 18 fueron positivas a través de
MHCT (14 Rattus rattus, 3 Rattus norvegicus y 1 Mus musculus domesticus), de las
cuales 16 (13 Rattus rattus y 3 Rattus norvegicus) fueron positivas en la PCR para T.
lewisi; las 2 muestras restantes presentaron una cantidad de sangre insuficiente que no
permitio redlizar la identificacion por PCR. No hubo evidencia de T. evansi y ninguna
de las muestras fue positiva a CATT/T. evansi ni a la PCR utilizando los cebadores
PMURTec.

Especies de roedores Areas infestadas Areas control

n MHCT+ MCHT- n MHCT+ MCHT-
Rattus rattus 24 14 10 0O O 0
Rattus norvegicus 11 0 11 58 3 55
Mus musculus domesticus 29 0 29 16 1 15
Total 64 14 50 74 4 70

Tabla 3. Especies de roedores capturadas y prevalencia mostrada en las éreas infestadas

y en las &reas control de Gran Canaria.

Por especies, Rattus norvegicus fue la especie de roedores mas representativa de las
capturadas (50%), seguida de Mus musculus domesticus (33%) y Rattus rattus (17%),
aunque esta Ultima mostré el mayor porcentaje intra-especie de parasitemiapor T. lewisi
(58%) en comparaciéon con Rattus norvegicus (4%) y Mus musculus domesticus (2%).

187



Articulo 4

Por otra parte, el 54% de Rattus rattus y el 4% de Rattus norvegicus fueron positivos a

T. lewis atravésde PCR.

Por éreas, del total de 18 muestras diagnosticadas positivas a MHCT, 14 (78%)
pertenecieron a roedores capturados en las explotaciones de camellos infestados,
correspondiendo todas a la especie Rattus rattus. Por otro lado, 3 gjemplares de Rattus
norvegicus y uno perteneciente a Mus musculus domesticus, atrapados en las areas de
control fueron también diagnosticados MHCT positivos. Entre los roedores en los
cuales se confirmo parasitemia a través de MHCT (18), las muestras positivas para T.
lewisi obtenidas a través de PCR (16) se obtuvieron en su mayoria de las explotaciones
con camellos infestados (14 muestras: 87,5%) en comparacion con las areas control (2
muestras: 12,5%).

La PCR realizada con los cebadores TRYP1R y TRYPLS dio lugar a un producto de
amplificacion de 623 pb cuando T. lewis estuvo presente en la sangre de los roedores.
Cuando estos cebadores fueron utilizados para redlizar PCR en muestras de camellos
positivas a T. evans se obtuvo claramente un producto de amplificacion pero con una
longitud de 520 pb. No se obtuvo ningun producto de amplificacion cuando la sangre de
los roedores fue probada con los cebadores utilizados para la deteccidn del subgénero

Trypanozoony T. evansi.

Las secuencias de los productos de amplificacion descritos se muestran en la Fig. 17 y
Fig. 18. La Fig. 17 muestra la secuencia obtenida para €l producto de amplificacion de
la sangre de los roedores utilizando los cebadores TRYPIR y TRYP1S. La Fig. 18
muestra la secuencia obtenida para e producto de amplificacion de la sangre de los
camellos utilizando los cebadores dirigidos a unaregion del gen RoTat 1.2.
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CATTTTGTACTGCTCCGACGTGTTTTTTCGTGGGCGTGTGTATGTG

CGCTGCTTGTTCACATATACATATAAACAAATACCACACAGACGCCACCA

CACCACATCCATATACACGAGGTCAAGCGGCAAGTTACTTTTTCCACAA

CACTTAGAGCACACACACACTATATACATGTATATATATATATATATATA

TATGCGCACACTGTGTCGAGGAGATATATATGTGTAGTGCGAAAAAGA

GAGAGTGTGGGGGTGTGTGTGTGCGACACACACGGGGTACACACACAT

ATATACATACACATTTGTATATGTATTATATACTTTCTCCCCTTTTTCAC

ACACACACACACACTCCCCTCCTCTCGCGGGTGTGTATATATATATATA

TACACACACACAATATAAAAACATCAGAAAAAGAGCCCGCTGCGCGCG

CACACACAGATACAGTGAGATGACTCTCGCTCTCTCTATAGAATATATA

TATGTGAGCTCTCTCTCACATAACACACCCGAGTGTGCGATCACGTGTA

TCGCGCTCTCCTCAGACACACAGACGGGGTGTGTGTGAAATGAGGGGG

GGGGAGAG

Figura 17. Secuencia de nucledtidos (591 pb) obtenida para el producto de
amplificacion de la sangre de los roedores usando € cebador TRYPLR. En negrita, la
homologiacon ITS1 deT. lewis.

AGGGACCGATGATTTCGTTGTCGCAATACTGGGAACTCTGCTCGT
TCTGGCTGGTCGTCAACTTTGCCTTCGATTAGGCCGTGTGCGAGGTGC
ACCTTGATGTTGCTGGTCGCGATTTTGATCCCGCCGGGCTCGCCTTCTT
TGCCGGATATTGCTTTAAACACCCCCCACAATCTGATCATTTCAACGATG
ATCCTTGTACAGTCGTTTGCTGGTTACGGGCCTACGCGCAGCTAGTAGTGAG
GGGAGAGGAGCTAGGACAGAAGTGAAAGTTTGTTAAAGCTTGCATGAGCG
AAGATCTTAAAAAGATTCTGTTCGCAGGGACTGCGAGGAGCTTCCAGAATG
ACGAACACACCAGCACTAATAAGTTTTGGGGCTCACGCCCCCGAATACAAG

GGGCGCTAGTAGCTACTAGAACAGGTGGAGAGGGCGGACTACGAGGG

Figura 18. Secuencia nucleotidica obtenida para € producto de amplificacion de la
sangre de camellos usando el cebador RoTat 1.2 R. En negrita, homologia con € gen
RoTat 1.2 de T. evansi paralaglicoproteina variable de superficie (VSG).
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Discusion

Los roedores podrian jugar un papel relevante en la epidemiologia de T. evansi en
condiciones naturales; sin embargo, su verdadero papel a nivel de campo sigue siendo
poco claro. A nivel de laboratorio se emplea frecuentemente la inoculacién en ratas y
ratones, utilizados para revelar infestaciones subclinicas (no evidentes) en animales
domeésticos (OIE, 2009 ). En el campo, Herrera et al. (2004) describieron lainfestacion
cronica por T. evans sin signos clinicos aparentes en roedores salvajes (capibaras o
carpinchos) del Pantanal brasilefio, asi como su papel en la dispersion y €
mantenimiento de T. evansi en e &ea Por otra parte Rademaker et al. (2009)
informaron parasitemia en 6 de los 262 roedores atrapados (Thrichomys pahyurus,
Clyomis laticeps y Oecomys mamorae) en un estudio en Brasil. Por otra parte,
Jittapalapong et al. (2008) describieron infestacion por T. evansi a través de diagnostico
molecular en 4 roedores silvestres (2 Leopoldamys edwardsi, 1 Rattus andamanensis y
1 Rattus exudans) en Tailandia. La ataprevalenciade T. evans encontrada en capibaras
brasilefias (Herrera et al., 2004) apoya la idea del posible papel de los roedores como
reservorios de tripanosomas patdgenos y refuerza nuestro interés en analizar el papel de
los roedores como reservorios del protozoo en las Islas Canarias. Sin embargo, las
especies de roedores descritas anteriormente solo se encuentran en América del Sur y
Asia tropical, respectivamente. Por €llo, las especies de roedores evaluadas en este
trabajo, Rattus rattus, Rattus norvegicus y Mus musculus domesticus, que ademés
presentan distribucion mundial, podrian ser globalmente méas representativas de la
verdadera funcion de los roedores comunes en estado silvestre, en la epidemiologia de
la enfermedad.

A través de los métodos seroldgico, parasitologico y molecular utilizados en nuestro
estudio, de 138 roedores examinados, T. evansi no fue detectado en ninguno. En
particular, los roedores capturados en las granjas infestadas no mostraron ninguna
evidencia de infestacion por T. evansi. Estos resultados podrian indicar que las especies
de roedores estudiadas podrian no jugar un papel relevante en la transmision de la
infestacion por T. evansi; sin embargo, necesitamos mas estudios que apoyen esta

hipétesis. A este respecto, Rademaker et al. (2009) estudiaron pequefios roedores
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brasilefios y apreciaron baja parasitemia y, en consecuencia, concluyeron que los

roedores jugaban un papel secundario en la epidemiologiade T. evansi.

T. lewisi, sin embargo, parece ser un parasito comun de roedores (Desquesnes et al.,
2002). La prevalencia global de la infestacion por T. lewisi en las Islas Canarias (13%)
es similar a la descrita en Estados Unidos (13,2%) (Eyles, 1952) y Ecuador (18,03%)
(Pinto et al., 2006 ) y ligeramente inferior a la descrita en Hawaii (25%) (Kartman,
1954) o Venezuela (21,3%) (Herrera 'y Urdaneta-Morales, 1997). En nuestro caso, la
prevalencia de lainfestacion por T. lewisi confirmada por PCR fue del 54,3% en Rattus
rattus (13/24), claramente superior a valor de 4,3% observado en Rattus norvegicus
(3/69). En Hawaii las prevalencias fueron del 22,2% en Rattus rattus, del 11,4% en
Rattus norvegicus y la mas ata en Rattus hawaiiensis (48,8%) (Kartman, 1954). En
Estados Unidos, T. lewisi fue encontrado en Rattus norvegicus (Eyles, 1952), y en
Ecuador y Venezuela T. lewisi se detect6 en Rattus rattus (Pinto et al., 2006; Herreray
Urdaneta-Morales, 1997). En nuestro estudio, la prevalencia de T. lewisi fue mayor en
los roedores capturados en las explotaciones afectadas por T. evansi (14/64), en
comparacion con las granjas control (4/74). Por otra parte, 87,5% de las muestras que
fueron positivas a T. lewisi a través de PCR fueron obtenidas en las explotaciones de
camellos donde T. evans es endémico. Algunos factores ambientales deberian ser

estudiados con € fin de avanzar en estos resultados.

En nuestra opinion, la PCR podria ser la técnica de referencia para evaluar estos
tripanosomas. La PCR a partir de muestras de sangre de ratas infestadas por T. lewisi
utilizando los cebadores TRYPIR y TRYPLS da lugar a un producto de amplificacion
de 623 pb, siendo claramente diferente a la longitud obtenida para T. evansi (muestras
de sangre de camello, 520 pb). Esto es deseable ya que la diferenciacion morfol 6gica de
ambas especies puede ser dificil. Varios autores (ljaz et al., 1998; Sengupta et al., 2010)
han descrito que la PCR es el método mas fiable y sensible para la deteccién de T.

evansi en roedores.

Similares resultados mostraron que la secuencia del producto de amplificacion obtenido

de la sangre de los roedores parasitémicos utilizando los cebadores TRYPLS y
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TRYPIR, tiene un ato porcentagje de similitud (94%) con secuencias publicadas para T.
lewisi ITS1 (GenBank nimero de acceso GU252220).

La secuencia obtenida para el producto de amplificacion de la sangre de los camellos
utilizando los cebadores dirigidos a una region del gen RoTat 1.2 tenia un 92% de
homologia con la descrita por Sengupta et al. (2010) de T. evansi aislado de la India
(EF495337) y T. evansi aislado en Kenia (AF317914). Cuando se comparé con T.
evansi aislado de Kenia (AF317914) se obtuvo un 88% de homologia. Se observd una
homol ogia parcia (283 pb) con el gen 18S ARNr de T. evansi a comparar la secuencia
del producto de amplificacién de la sangre de camello utilizando los cebadores
TRYP1RYy TRYP1S.

T. evans y T. lewis son pardsitos de animales, a priori no patdgenos para seres
humanos. Sin embargo, T. lewisi ha causado recientemente enfermedad clinica en un
nifio de Tallandia (Sarataphan et al., 2007). T. evansi, por otro lado, ha causado
infestacion en un granjero de la India (Joshi et al., 2005 ), lo cual fue relacionado a un
déficit de APOL1 debido a mutaciones de cambio en ambos alelos APOL1
(Vanhollebeke et al., 2006).
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Conclusiones

PRIMERA. Para € disefio de estudios epidemioldgicos y por motivos de costo-
efectividad, disponibilidad, consumo de tiempo y posibilidad de realizar la prueba a
nivel de campo, la técnica MHCT aplicada a diagnéstico de T. evansi en caprinos
seropositivos es adecuada como método de eleccidn (sensibilidad del 93%), pudiéndose
utilizar laPCR como segundo método de el eccidn para muestras negativas a MHCT.

SEGUNDA. No se ha confirmado infestacion natural por T. evans através de MHCT y
PCR en ninguno de los rumiantes de laisla de Gran Canaria incluidos en este estudio y,
por tanto, no puede establecerse un claro reservorio del pardsito. Sin embargo, la
seroevidenciaatravés del CATT/T. evans en todas las especies muestreadas y de forma

especial en ovino, podriarecomendar vigilancia a través de eval uaciones periodicas.

TERCERA. No se ha confirmado infestacion natural por T. evans en équidos en laisla
de Gran Canaria mediante los mismos métodos parasitol6gicos y moleculares, pero la
presencia de algunas reacciones serologicas al CATT/T. evans indica laimportancia de
la vigilancia en estas especies, particularmente cuando son consideradas especies

altamente susceptibles.

CUARTA. Stomoxys calcitrans es €l vector potencial responsable de la transmision de
T. evans en € éarea estudiada, dado que fue e Unico insecto hemat6fago detectado. De
acuerdo a la biologia de este diptero se podria explicar que € protozoo se haya
mantenido en la poblacién de dromedarios y no se haya difundido a otras especies

ganaderas (rumiantes y équidos).

QUINTA. A pesar de haberse realizado la primera descripcion de T. lewisi en roedores
en Canarias, lo cua supone un hallazgo importante de cara a la salud publica, no se
observé en estos animales la especie parasitaria de interés de esta Tesis, por lo cual los
roedores silvestres podrian no jugar un papel relevante en la epidemiologiade T. evansi

en laislade Gran Canaria.
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Trabajo in situ en éreas afectadas y perspectivas de futuro

1. Situacion actual de la poblacion de camellos afectada por
surra en Gran Canaria y perspectivas de futuro derivadas

delosresultados obtenidos

1.1. I ntroduccién

La cria'y explotacion de camellos en Canarias se centré durante muchos afios en €l
empleo de estos animal es para las labores agricolas. Sin embargo, a partir de |os afios 60
del pasado siglo, € turismo se consolidé como el nuevo motor econémico que propul sé
a Archipiélago y €l enfoque de la rentabilidad de esta especie cambid. Desde entonces,
estos animales han sido protagonistas de una novedosa actividad destinada al ocio que
combina paseos en camellos y visita a algunos lugares de interés turistico. En este
sentido, estos animales son criados en grupos para tal fin en lugares concretos de las
islas de Lanzarote, Fuerteventura 'y Gran Canaria, y en menor medida en la isla de
Tenerife.

Tras el diagnéstico del primer caso de T. evansi en un dromedario en laisla de Gran
Canaria en 1998, se observaron seroprevalencias en la ganaderia camellar del
Archipiélago que oscilaban entre un 7,5% en laislade Tenerifey un 10% en laislade
Gran Canaria mediante IgG-ELISA (Molina et al., 2000); y desde un 7,1% en laislade
Lanzarote hasta 0% en la isla de Tenerife mediante e método CATT/ T. evans
(Gutiérrez et al., 2000). Como medida de control se reaizé tratamiento con
Cymelarsan® (melarsamina) que se administré a dosis de 0,25 mg/kg de peso vivo, en
todos los camellos que mostraban signos clinicos de surra, asi como en agquellos que, a
pesar de no mostrar clinica, si presentaban evidencias serol 6gicas y/o parasitol 0gicas.

Con la aplicacion de estas medidas, |a seroprevalencia disminuyo y alcanzo e 0% en €
afno 2003 en las idas de Tenerife, Fuerteventura y Lanzarote, manteniéndose esta
prevalencia hasta € 2008 (Gutiérrez et al., 2010). Sin embargo, en la isla de Gran
Canaria se observd una reaparicion de la surra en dromedarios entre octubre y
noviembre de 2002, con una presentacion aguda de la enfermedad asociada a un foco de

abortos y alta mortalidad neonatal (Gutiérrez et al., 2005). Después de un silencio
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epizodtico, este foco de abortos, rapidamente controlado mediante la administracion de
melarsamina a los animales afectados, subraya la dificultad de erradicar T. evansi de un
territorio que, sin embargo, se habia saneado previamente (grupo ad hoc NTTAT dela
OIE. 742 Sesion General, Paris, 21-26 de mayo de 2006).

A pesar de que no existen datos oficiales, se podria considerar que actualmente laislade
Gran Canaria presenta un censo aproximado de 220-250 animales de la especie Camelus
dromedarius. Este censo se concentra de forma principa en cuatro explotaciones al sur
de la ida, en San Bartolomé de Tirgjana, municipio eminentemente turistico. Dos
explotaciones se encuentran ubicadas en las medianias del municipio con un censo en
torno a 100 animales; las otras dos estan ubicadas en la zona costera, con mayor
actividad turistica, y presentan un censo mayor. En estas Ultimas se observo la

reaparicion de T. evansi, y no ha podido ser erradicado hasta el momento.

Tras la reaparicion de la enfermedad, se investigaron los camellos presentes en las
explotaciones ubicadas en medianias, sin deteccion de animales serolégicamente ni
parasitol6gicamente positivos. En € resto de la ida pueden existir algunos pocos
particulares que tienen en propiedad algun camello, a los cuaes no ha habido acceso,

por ladificultad para su localizacion e inexistencia de un censo oficial.

A partir de la reaparicion de la enfermedad descrita en € afio 2005, se planted la
posibilidad de redlizar campafias masivas de tratamiento y se establecio su
recomendacion en la poblacion de camellos como medida preventiva o terapéutica, de
cara a controlar o lograr una eventua erradicacion de la enfermedad. Con la
autorizacion expresa por parte de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios pudo adquirirse Cymelarsan® que fue importado desde el Laboratorio Merial

en Francia

1.2. Descripcion de la situacion y manegjo actual en las explotaciones afectadas.

Peculiaridades que influyen en el disefio de un plan de control

Existen dos explotaciones afectadas por surra, pertenecientes a una misma empresa, con
un censo actualizado de 127 cabezas a junio de 2011. En cuanto a la descripcion de la
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situacion y manejo de las explotaciones de interés, se dan particularidades que influyen
en e disefio del plan de control y erradicacion de la enfermedad. A continuacion se
realiza una breve descripcion de las dos explotaciones, a las que se ha designado con las
letras A y B:

Explotacion A.

Esta explotacion esta destinada a recreo de turistas y supone la mayor actividad
turistica de todas las explotaciones de la ida. Los animales estdn en su mayoria
identificados, bien por un nombre asignado por e personal o bien por crotales
auriculares. Los camellos de esta explotacion, en su mayoria, estdn domados para la
actividad alacual se destinan. Los animales domados facilitan €l trabajo ala horade las
tomas de muestras; por ello solo se precisa para e mangjo la asistencia de un ayudante,
quien sostiene alos animales que se mantienen en decubito esternal.

Explotacion B.

Esta explotacion est4 destinada a la cria y reposiciéon de animales para €l trabgjo en la
explotacion A. Los animales se mantienen en corrales que pueden abergar hasta 30
animales. El manejo en esta explotacion es complicado, debido a que los animales en su
mayoria no estan aln domados, por 10 que se precisa persona muy entrenado para
capturar uno a uno alazo, con los peligros que €llo entrafia. Ademés, muchos animales
no estan identificados con crotales auriculares y la mayoria no tienen asignado nombre

que los identifique.

Actuamente y como requisito previo, todos los animales que se transportan de una
explotacion a otra son revisados y tratados con Cymelarsan®, siempre que muestren

positividad a CATT/T. evansi y/o técnica de concentracion del microhematocrito.

Aparte del método de manejo descrito que diferencia a las dos explotaciones, otra
limitacion en cuanto a trabajo a redizar concierne a sistema de identificacion. La
identificacion en esta especie a través de crotales auriculares no es la mas idénea,
produciendo a veces molestias que hacen que los animales se froten contra las paredes.
Como consecuencia, en ocasiones se desprenden pudiendo producir defectos estéticos y

sobre todo pérdida de la trazabilidad que dificulta €l trabajo de control. Para intentar
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minimizar este problema, se realiza también identificacion con marcadores de ganado

en spray, no siendo del todo efectivo con el paso del tiempo.

Figura 19. Trabgo in situ en explotacion de camellos. Fotografias de trabgjo en la
explotacién B, en la cual |os animales en su mayoria no estan adiestrados. (A) Capturaa
lazo de cada uno de los animales. (B) Se muestran en circulos los niUmeros marcados
con spray sobre cada uno de los animales. (C) Animal con una extremidad sujeta con
una cuerda (flecha) para limitar su movilidad durante e trabajo. (D) Animal “tuchido”

(decubito esternal) sujeto con cuerdas (flecha).

En las dos explotaciones se realizan revisiones periodicas mediante técnicas serol 0gicas
y parasitoldgicas en todos los animales que presentan signos clinicos sospechosos de
surra, entre los que se incluye de forma general adelgazamiento progresivo y edemas en
partes declives del cuerpo (sobre todo extremidades, y prepucio en machos). En los

casos positivos se lleva a cabo el tratamiento.
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1.3.  Accionesllevadas a cabo en las explotaciones afectadas

Las campafias de tratamiento masivo con Cymelarsan® en la poblacién afectada no
fueron efectivas, tal como se demostro por la aparicion de brotes puntuales en Aveyron
(Francia) y Alicante (Espafia), tras la importacion de camellos desde esta region a
mediados de 2006 y principios de 2007, respectivamente (Desquesnes et al., 2008;
Tamarit et al., 2010).

Por las razones expuestas con anterioridad, a mismo tiempo que se ha desarrollado el
trabajo de esta tesis entre los meses de octubre de 2007 y octubre de 2011, el plan de
accion frente a esta enfermedad, el cual alin no ha concluido, se ha centrado en las dos

explotaciones en las cuales hasta e momento persiste € paréasito.

En primer lugar, la totalidad de la poblacion en las dos explotaciones afectadas fue
tratada en noviembre de 2007. A un total de 194 animales les fue administrado

Cymelarsan® a unadosis de 0,5 mg/kg de peso vivo.

En el afio 2008, entre los meses de julio y septiembre fueron revisados un total de 92
animales como control colectivo en las explotaciones afectadas. El trabagjo se llevo a
cabo através de una o dos visitas semanales durante julio y agosto, y la Ultimavisita se
realizé alos 22 dias de la penultima visita. Se realiza toma de sangre en vena yugular y
se recolectd en tubos con anticoagulante. Para el diagnostico se emplearon CATT/T.
evans como método serolégico, y MHCT y/o PCR cdmo métodos parasitol 6gico
directo y molecular, respectivamente. Las técnicas CATT/T. evansi y MHCT se
realizaron in situ, en las explotaciones. La PCR se realiz6 a fina del periodo con

muestras mantenidas bajo congel acion.

En este control aparecieron nuevamente animales con parasitemia, a pesar de haberse
realizado una campafia terapéutica masiva a finales del afio anterior. Por esta razon, los
animales que presentaron resultados serol 6gicos positivos en la primera revision fueron
los objetivos a revisar durante todo este periodo de control. A este respecto, algunos
animales fueron revisados hasta en siete ocasiones, por presentar resultados serol 6gicos
positivos y no evidenciar parasitemia. Fueron tratados los animales que presentaron

parasitemia diagnosticada através de MHCT y/o PCR.
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Durante todo el periodo de revision se confirmo la parasitemia en 23 animales a traves
de la técnica de MHCT y/o PCR. A través de MHCT realizado en la primera revision
por animal, se evidencio parasitemia en 8 animales, que ademas también se confirmaron
a través de PCR (8 animales positivos a PCR). El resto de animales diagnosticados a
través de MHCT en sucesivas revisiones, fueron apuntados previamente por presentar
serologia positiva en las revisiones anteriores. Esto pone en evidencia la dificultad que
muestra €l diagnostico de T. evansi dependiendo del momento en e que se redlice,
pudiéndose observar asi resultados falsos negativos a través de técnicas parasitol gicas
directas, en animales aparasitémicos pero que realmente estdn infestados. Este
fendbmeno se produce debido a que € parasito se puede abergar en focos
extravasculares y presentar una fase sanguinea de forma irregular en € tiempo, en
[lamadas “oleadas parasitémicas’. Ademas, el protozoo es capaz de evadir la respuesta
del sistema inmunolégico del hospedador, debido a la envoltura que presenta de VSG,
basandose el CATT/T. evansi en la deteccion de anticuerpos frente a un tipo antigénico
variable predominante (RoTat 1.2).

En base a que se realizd PCR al fina de este periodo de control y se contrasté con las
analiticas previas realizadas in situ, como gemplo de este fenébmeno figura un animal
gue presentd reaccion al CATT/T. evansi en su primera revision y posteriores, y la

parasitemia fue confirmada a través de MHCT en su quintarevision:

7/7/2008: MCHT negativo; banda débil a PCR;

14/7/2008: MHCT negativo; PCR negativa;

22/7/2008: MCHT negativo; banda débil a PCR;

1/8/2008: MHCT negativo; PCR no testada;

25/8/2008: MHCT positivo; PCR positiva (en este momento se reaizo €l tratamiento);
22/9/2008: MHCT negativo; PCR negativa.

Durante este periodo de control para 2008, 28 animales presentaron reaccion al
CATTI/T. evansi, de los cuaes la mayoria (25 animales), la mostraron en la primera vez
que se les realizo revision durante dicho periodo. Esta observacion pone de relieve la
importancia del método seroldgico en la deteccion de posibles portadores del protozoo,
sirviendo asi como guia para seleccionar 10s animales sobre los que redlizar € trabajo
posterior.
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No obstante, se observaron 3 animales que no mostraron reaccion serologica, pero
fueron diagnosticados positivos tanto a través de MHCT como de PCR. Esto podria
indicar una infestacion muy temprana que no ha permitido una respuesta del sistema
inmunolégico de los animales que pueda ser valorada a través del CATT/T. evansi, €
cual detecta anticuerpos circulantes. Este fendbmeno subraya la necesidad de tener en
cuenta la vigilancia en los animales que presenten resultados serol 6gicos negativos, en
el disefio de la planificacion del control de todo el colectivo en estas explotaciones. Este
tipo de animales podrian ser obviados mientras se vuelca todo € esfuerzo sobre los
seropositivos, y como consecuencia, animales aparentemente libres de la enfermedad,

podrian convertirse en reservorios potenciales.

En mayo de 2009 se revisaron 15 animales de la explotacion B, y sdlo un animal
presentd reaccion positiva fuerte al CATT/T. evans, € cua fue diagnosticado
parasittmico mediante MHCT. Ademas, y en relacion con € parrafo anterior, se
observo otro animal con parasitemia mediante MHCT, pero que no mostraba reaccion a
CATT/T. evansi. Estos animales fueron tratados, y al mes siguiente no se observo
parasitemia, y s0lo mantuvo reaccion serolégica el anima que previamente fue
CATT/T. evansi positivo.

Entre diciembre de 2009 y enero de 2010 se realizaron seis visitas ala explotaciéon A y
serevisaron un total de 64 animales, encontrdndose parasitemia mediante MHCT en dos
animales en la primera revision por animal. En cuanto a la deteccion serolégica, 24
animales presentaron reaccion en distinto grado a CATT/T. evansi en la primera
revision por animal. En la Ultima visita de este periodo se revisaron mediante MHCT los
animales que habian mostrado reaccion seroldgica previamente, y se observo
parasitemia en otros dos nuevos animales. De cuatro animales en los que finalmente se
evidencié parasitemia mediante MHCT, dos animales habian sido previamente
diagnosticados positivos y tratados hacia aproximadamente afio y medio, lo cual podria
ser explicado en base a dos posibilidades: por reinfestacion de los animales, o por

ineficaciadel tratamiento.

Entre noviembre de 2010 y marzo de 2011 se redlizaron un total de 49 revisiones
aleatorias en las explotaciones afectadas, en las cuales siete animales fueron revisados
dos o tres veces. Se constatd parasitemia en 3 animales através de MHCT.
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En febrero de 2011 como control de otros colectivos a priori no infestados, fueron
revisados los dromedarios pertenecientes a otra explotacion de las medianias del
municipio de San Bartolomé de Tirgjana, en la cua se confirmo ausencia de reaccion a
CATTI/T. evansi y MHCT.

Entre los meses de marzo y julio de 2011 se revisaron todos |os animales presentes en la
explotacion A. Se emplearon como técnicas diagnodsticas el CATT/T. evansi y MHCT.
Fueron analizados 62 animales, y se repitieron revisiones en |os animales que mostraron
reaccion al CATT/T. evansi en la primera revisién por animal, por lo que durante este
periodo se realizaron hasta 6 revisiones en algunos animales. Finalmente se pudo
demostrar parasitemia a través de MHCT en 16 animales, los cuales fueron tratados en
el momento de la deteccién ddl parasito. En 5 animales que presentaron serologia
positiva no se pudo evidenciar la parasitemia, pero fueron tratados en la Ultima visita.

Como dato a tener en cuenta en este periodo en la explotaciéon A, de cara al disefio del
plan de control, 3 animales que habian mostrado parasitemia en su primera revision de
este periodo y que fueron tratados en consecuencia, volvieron a mostrar parasitemia a
los 95-97 dias tras €l primer tratamiento, por 10 que tuvieron que recibir nuevamente

tratamiento.

De acuerdo a las peculiaridades descritas en la explotacion B, la revision de todos sus
animales en 2011, se realiz6 durante 3 dias del mes de junio. Se realiz6 tratamiento de
todos los animales que presentaron parasitemia a través de MHCT y/o reaccion al
CATT/ T. evansi. Un total de 65 animales fueron evaluados y 23 animales mostraron
reaccion al CATT/T. evans en distinto grado, de los cuales 15 mostraron parasitemia a
través de MHCT. No se observd ningun caso seronegativo con parasitemia. Estos 23
animales pendientes de reevaluacion a fecha de escritura de este capitulo, estan
separados del resto del colectivo dentro de la explotacion para continuar con € plan de
trabajo.
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14. Planificacion de futuro para € control y eventual erradicacion de la
enfermedad

A la par de la vigilancia y tratamiento en la poblacion de camellos afectados, se
recomendo la vigilancia en otras especies distintas a camello, tras la sospecha de la
existencia de un reservorio en € cual podria persistir T. evansi de manera asintomatica,

siendo estaidea el punto de partida de este trabajo de Tesis Doctoral.

La enfermedad se ha descrito en ganado en diversas zonas del mundo, pudiendo estos
animales actuar como reservorios del protozoo. Para valorar esta posibilidad, en €
periodo comprendido entre octubre de 2007 y noviembre de 2008, nuestro grupo analizo
un total de 1228 rumiantes entre bovinos, caprinos y ovinos procedentes de 50
expl otaciones ganaderas de Gran Canaria (Articulo 2). Para completar una vision global
de la situacion se describi6 la presencia del vector involucrado en la transmision de la
enfermedad en |la zona afectada, y se relaciond con los resultados de la vigilancia en
équidos de la isla en esta Ultima década (Articulo 3). Asimismo, y en la misma linea
sobre lainvestigacion de posibles reservorios se realizé un estudio sobre el papel de los
roedores en la epidemiologia de la enfermedad, con la captura de 138 gemplares de

vida libre entre noviembre 2009 y junio 2010 (Articulo 4).

El trabgjo y los resultados obtenidos se recogen en e Capitulo IV (Relacion de
articulos) de esta Tesis Doctoral, no habiéndose observado parasitemia por T. evansi en
ninguno de los animales estudiados hasta el momento, distintos a los camellos, como
para establecer un claro reservorio. La persistencia del protozoo en camellos en esta
region junto a los resultados obtenidos en la Tesis inclina la balanza mas hacia la idea
de que € reservorio del protozoo se encuentra en los propios camellos infestados de

forma croénica

Por esta razdn, dentro de las perspectivas de futuro y aplicacion del conocimiento
obtenido hasta € momento en esta Tesis, como objetivo principal se encuentra
continuar con e estudio de la enfermedad en este colectivo de camellos afectados,
pasando a un plano secundario la vigilancia en otras especies, aunque ello no quiere
menospreciar la vigilancia a realizar sobre las mismas. Para redizar este trabajo que

tiene como objetivo final el control y erradicacion definitiva de la enfermedad, es
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primordial disefiar una planificacion adecuada con toda la informacion registrada hasta
el momento. Cuando sea conseguido dicho objetivo se expondra a la comunidad

cientifica, paravalidar las acciones implementadas.

En primer lugar, €l trabgjo a realizar requiere una dedicacion y atencion veterinaria a
través de revision continua y sistemética en las dos explotaciones afectadas. A este
respecto, y teniendo en cuenta que se han observado camellos que habiendo sido
tratados, vuelven a presentar parasitemia a cabo del tiempo, se debe disefiar un
protocolo terapéutico estricto con aplicaciones espaciadas en e tiempo, estableciendo
los intervalos de dosificacion y realizando un seguimiento exhaustivo de los animales
positivos, y sobre todo de los animales cronicamente infestados, que se convierten en
reservorios potenciales del protozoo. No existen protocolos definidos en este sentido, y
a pesar de que el fabricante de Cymelarsan® propone una sola dosis como curativa,
nuestro grupo ha observado casos de surra recidivantes. Otros autores han descrito
también recidivas tras el tratamiento con esta droga en condiciones experimentales
(Wernery et al., 2001). Otra de las posibilidades a contemplar seria la de combinar €l
uso de varias drogas disponibles para el tratamiento, como propuso Desquesnes et al.,
(2008) en e brote producido en Francia, aunque no aportaban informacion sobre

interval os de dosificacion en la combinacion de los principios activos utilizados.

El tratamiento preventivo frente a vectores de T. evansi es otro aspecto sobre el que hay
que incidir en las explotaciones afectadas. A este respecto conviene revisar los
productos que ya son utilizados y los periodos de empleo de los mismos, y hacer una
valoracion critica de sus usos. Otras alternativas, como el control bioldgico de vectores,
podrian ser valoradas.

Otro punto importante a mejorar en las explotaciones afectadas es e sistema de
identificacion, € cual, a pesar de no incidir directamente en la enfermedad, es
primordial alahorade planificar |as revisionesy tratamientos, para no cometer errores.

Por todo lo anterior y de acuerdo con los resultados y conclusiones extraidas de esta
tesis, con €l trabgjo realizado hasta e momento en el &rea afectada, cuya realidad
muestra alin la persistencia del protozoo, nuestro grupo de investigacion propone una

serie de lineas de accion a seguir posterior a la lectura de esta tesis. Estas lineas han de
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llevarse a cabo a través de una programacion de visitas semanales o quincenales hasta

alcanzar |os objetivos de control fijados. Por tanto proponemos:

- Asegurar un sistema de identificacion que permita seguir € rastro de los
animales, a lo largo de todo € periodo de control. Valorar la posibilidad de
aplicar microchips, crotales o spray marcaganado (con éste Ultimo remarcar de

forma semanal).

- Disefio y construccion de una manga de ganado que facilite el trabgjo y ahorre
mano de obra en la explotaciéon B. De esta forma se realizara més facilmente la

toma de sangre de los animales y se evitara la captura de cada uno alazo.

- Como primera accién en cada una de las explotaciones afectadas, se debe
comenzar por larevision de cada uno de los animal es presentes, para detectar 10s
gue muestran positividad al CATT/T. evansi y/o MHCT. Se estima una semana
0 quince dias de duracién para completar este primer paso, segun la explotacion,

de acuerdo a que el mangjo en cada una de ellas es distinto.

- Establecer una pauta profilactica frente a ectoparasitos, de acuerdo a los
productos comerciales disponibles, para disminuir en la medida de lo posible la
incidencia de la enfermedad debido a la picadura de Stomoxys spp. Aplicar
producto en cada uno de los animales de la explotacion durante la primera
revision. Repetir aplicacion de acuerdo a tiempo de accion indicado por €

fabricante de dicho producto.

- Tratamiento de todos los animales que muestren reaccion positiva a test
serolégico utilizado y/o muestren parasitemia a través de MHCT. Separacién de
seropositivos y/o parasitémicos del resto del colectivo, en la medida de lo

posible.

- Se propone como protocolo terapéutico tres dosis de Cymelarsan® de 0,5 mg/kg
de peso vivo, con un intervalo de aplicacion de 15 dias. Se estima un peso vivo
de 400 kg. en hembras adultas y 600 kg. en machos adultos. Vaorar €
tratamiento con otras drogas frente a T. evansi disponibles.

209



210

Trabajo in situ en éreas afectadas y perspectivas de futuro

Inmediatamente antes del siguiente tratamiento (quincenal) se propone revision a
través de MHCT de los animales seropositivos y/o parasitémicos que han sido

separados.

Una vez finalizada la terapia de tres inyecciones de Cymelarsan®, continuar la
vigilancia quincenal de estos individuos a través de MHCT. Si hay parasitemia
revisar €l protocolo establecido.

Localizar animales cronicos e incidir en su control de forma que se minimicen
sus posibilidades como reservorios. En |os casos que procedan, valorar eutanasia
en algunos animales crénicos que recidivan tras el tratamiento y puedan suponer

un riesgo de infestacion para el resto del colectivo.

Cuando se complete € trabajo con los seropositivos y/o parasitémicos, realizar
nuevas revisones en los restantes individuos seronegativos de forma
sistemdtica. En caso de deteccion de nuevos animales positivos, aplicar

protocol o terapéutico, de separacion y de revision ya citados.

Revisidon serolégica y parasitologica mensual o bimensual (a valorar segun
volumen de trabajo) de todo el colectivo en cada una de las explotaciones, para
detectar posibles nuevos infestados. En este caso, aplicar protocolo terapéutico,
de aidamiento y de revisién ya citados. En animales que ya han recibido

tratamiento, valorar si existe reduccion de lareaccion al test seroldgico utilizado.

Revision de animales a transportar entre ambas explotaciones, realizandose

tratamiento cuando corresponda.

Especia atencion y revision de todos los animales con signos clinicos
manifiestos (adelgazamiento progresivo, edema, anemia), a pesar de no mostrar
resultados que evidencien la enfermedad a través de las pruebas diagnosticas

utilizadas.
Gestién adecuada de los cadaveres, y control de plagas en las explotaciones.

Continuar la vigilancia de especies susceptibles en areas a edafias.
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Resumen/Summary

1. Resumen

Trypanosoma evansi fue diagnosticado en dromedarios en |os afios noventa en Canarias,
manteniéndose Gran Canaria a dia de hoy como la Unica isla afectada del archipiélago.
Dos hipdtesis fueron propuestas para explicar la persistencia del parésito: pérdida de
eficacia del tratamiento empleado o presencia de otras especies animales que podrian
actuar como reservorio. Con el objetivo de investigar acerca de esta segunda posibilidad
se planted la presente Tesis Doctoral.

Para €l diagndstico de T. evansi en especies ganaderas (rumiantes y equinos) y en
roedores silvestres se emplearon técnicas seroldgicas (CATT/T. evansi), parasitol gicas
(MHCT vy frotis) y de biologia molecular (PCR). Previamente a este estudio de campo,
se realizd una comparacion entre los métodos MHCT y PCR en caprinos infestados
experimentalmente. Ademas se construyd una trampa Nzi para capturar y detectar los

vectores potencial es responsables de la transmisién en la zona af ectada.

Con € estudio experimental se valido la utilidad del MHCT en caprinos para emplearlo
como método de eleccidn en el diagnostico de seropositivos. A través de los trabajos de
campo realizados no se pudo comprobar parasitemia por T. evansi en ninguna de las
especies muestreadas, a excepciodn de los camélidos. Sin embargo, en todas | as especies
ganaderas muestreadas se observaron reacciones serol 6gicas, destacando especia mente
los ovinos. En roedores silvestres no se mostraron reacciones serologicas frente a T.
evansi, pero se detecto otro tripanosoma de interés en salud publica, T. lewisi. Stomoxys
calcitrans, por otro lado, fue & Unico insecto hemat6fago capturado en el area afectada,
siendo pues €l vector potencial en esa area.

Como conclusiones no se pudo demostrar un reservorio claro en las especies ganaderas
y fauna silvestre muestreada. Actualmente el protozoo se mantiene en la poblacion de
camellos, donde podrian estar los propios reservorios representados por individuos
infestados cronicamente. A este respecto, de acuerdo a la biologia del vector
predominante, se podria explicar que no se haya difundido la enfermedad. Sin embargo,

la presencia de ganado seropositivo aconsegja continuar con lavigilancia.
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2. Summary

Trypanosoma evansi was diagnosed in camels in the Canary Islands in the nineties and
Gran Canaria remaining today as the only affected island of the Archipelago. Two
hypotheses have been proposed to explain the persistence of the parasite: loss of
efficacy of treatment used, or the presence of other species that could act as a reservoir.
In order to investigate this second possibility was raised this doctoral thesis.

Serological (CATT/T. evans), parasitological (MHCT and smears) and molecular
biology (PCR) techniques were used for diagnosis of T. evans in livestock species
(ruminants and horses) and wild rodents. Prior to these field surveys, a comparison
between PCR and MHCT was made in experimentally infected goats. Also, a Nzi trap
was built to capture and detect main potential vectors responsible for the transmission of

the disease in the affected area.

The experimental study validated the usefulness of MHCT in goats to use as a method
of choice for the diagnosis of serological positive samples. Parasitemia by T. evansi
could not be verified in any of the species sampled through field work. However,
serological reactions were observed in all livestock species sampled, emphasizing
especialy the sheep. Rodents did not show any serological reactions againts T. evansi,
but it was detected T. lewis in them, another trypanosome of public health interest.
Somoxys calcitrans, on the other hand, was the sole hematophagous insect trapped
using the Nzi trap, and supposed the potential vector in the affected area.

As conclusions, a clear reservoir could not be demonstrated in cattle and wildlife
species sampled. Currently, the protozoa are keeping in the camel population, which
could be reservoirs themselves, represented by chronically infected individuals. In this
regard, no spread of the disease could be explained according to the biology of the
potential vector. However, surveillance is recommended given the presence of positive

serological reactions in ruminant and equines.
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