doi: http://dx.doi.org/10.19052/mv.4048

Tripanosomiasis bovina en ganaderia lechera
de tropico alto: primer informe de Haematobia irritans
como principal vector de T. vivax y T. evansi

en Colombia

Richard Zapata Salas' / Edison Alberto Cardona Zuluaga® / Julidn Reyes Vélez* / Omar Triana Chdvez* /
Victor Hugo Pefa Garcia® / Leonardo Alberto Rios Osorio® / Rolando Barahona Rosales’ /

1 Microbiélogo y bioanalista. MSc. en
Microbiologia y Bioandlisis. Grupo
de Investigacion en Microbiologia
Veterinaria, Escuela de Microbio-
logia, Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia.
>4 richard.zapata@udea.edu.co

2 Médico veterinario. Especialista en
Parasitologia. MSc. en Entomologia.
Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, Universidad CES,
Medellin, Colombia.

P4 ecardonaz@ces.edu.co

3 Meédico veterinario. MSc. en Epi-
demiologfa. PhD (c), University of
Prince Edward Island, Canada.

P jreyes@upei.ca

4 Licenciado en Biologia y Quimica.
MSc. en Biologia. PhD en Biologia
Celular. Posdoctorado. Grupo de
Investigacion Biologia y Control
de Enfermedades Infecciosas,
Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia.

P4 omar.triana@udea.edu.co

Diana Polanco Echeverry®

Resumen

La tripanosomiasis bovina es una enfermedad hemoparasitaria transmitida en Latinoamé-
rica principalmente por moscas picadoras de la familia Tabanidae. El objetivo del estudio
fue evaluar la infeccién por Trypanosoma vivax y Trypanosoma evansi en ganaderia bovina
especializada en produccién de leche en una hacienda y sus potenciales vectores. Se realizé
un estudio parasitoldgico y entomoldgico directo por técnicas de microscopia y reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con dos marcadores moleculares para diferenciar especies
de Trypanosoma en muestras de sangre de bovinos y moscas. La frecuencia de infeccién
por Trypanosoma vivaxy Trypanosoma evansi en bovinos fue de 3,6 y 0 %, respectivamente.
La caracterizacion de vectores muestra a Haematobia irritans como la mosca més frecuente
en la zona de estudio (97,1 %), seguida de Stomoxys calcitrans (2,8 %). No se identificaron
tabanidos. Se encontrd T. vivax y T. evansi en probodscide y torax-abdomen de las moscas
picadoras Haematobia irritans y Stomowxys calcitrans, lo que representa un comportamiento
epizodtico atipico al que sucede en paises de Suramérica. Por su alta densidad poblacional,
se sugiere la mosca Haematobia irritans como el principal potencial vector.

Palabras clave: Haematobia irritans, Holstein, PCR, Stomowxys calcitrans, Trypanosoma evansi,
Trypanosoma vivax.
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Bovine trypanosomiasis in dairy farming in the high tropics:
First report of Haematobia irritans as the main vector
for T. vivax and T. evansi in Colombia

Abstract

Bovine trypanosomiasis is a hemoparasitic disease transmitted in Latin America mainly by
biting flies of the family Tabanidae. The study aimed to evaluate infection by Trypanosoma
vivax and Trypanosoma evansi in cattle specialized in milk production on a farm and their
potential vectors. A direct parasitological and entomological study was performed using
microscopy techniques and polymerase chain reaction (PCR) with two molecular markers to
differentiate Trypanosoma species in blood samples of cattle and flies. Infection frequency
with Trypanosoma vivax and Trypanosoma evansi in cattle was 3.6 and 0%, respectively.
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INTRODUCCION

Characterization of vectors shows Haematobia irritans as the most frequent fly in the study
area (97.1%), followed by Stomoxys calcitrans (2.8%). No horseflies were identified. T. vivax
and T. evansi were found in proboscis and thorax-abdomen of biting flies Haematobia ir-
ritans and Stomouxys calcitrans, representing an epizootic behavior, atypical in South Ameri-
can countries. Due to its high population density, it is suggested that the Haematobia irritans
fly is the main potential vector.

Keywords: Haematobia irritans, Holstein, PCR, Stomoxys calcitrans, Trypanosoma evansi,
Trypanosoma vivax.

Tripanossomiase bovina em gado leiteiro de tropico alto:
primeiro relatério de Haematobia irritans como principal
vetor de T. vivax e T. evansi na Colombia

Resumo

A tripanossomiase bovina é uma doenga causada por hemoparasitas e transmitida na Amé-
rica Latina principalmente por moscas picadoras da familia Tabanidae. O objetivo do es-
tudo foi avaliar a infec¢ao por Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi em gado bovino
especializada em produgcio de leite em uma fazenda e seus potenciais vectores. Se realizou
um estudo parasitolégico e entomoldgico direto por técnicas de microscopia e reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) com dois marcadores moleculares para diferenciar espécies
de Typanosoma em amostras de sangue de bovinos e moscas. A frequéncia de infecgao por
Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi em bovinos foi de 3,6 e 0%, respectivamente. A
caracterizagao de vetores mostra a Haematobia irritans como a mosca mais frequente na
zona de estudo (97,1 %), seguida de Stomoxys calcitrans (2,8 %). Nio se identificaram ta-
banideos. Se encontrou T. vivax e T. evansi em proboscidea e térax-abdomen das moscas
picadoras Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans, o que representa um comportamento
epizodtico atipico ao que sucede em paises da América do Sul. Por sua alta densidade popu-
lacional, se sugere a mosca Haematobia irritans como o principal potencial vetor.

Palavras chave: Haematobia irritans, Holstein, PCR, Stomoxys calcitrans, Trypanosoma
evansi, Trypanosoma vivax.

sea dificil la deteccion en el torrente sanguineo, debido a
las bajas parasitemias, producto del control inmunitario

La tripanosomiasis bovina es una enfermedad hemopara-
sitaria de distribucién mundial (1), ocasionada en paises
de América Latina por protozoos flagelados de las espe-
cies Trypanosoma vivax y Trypanosoma evansi, mediante
transmision mecdnica por moscas hematéfagas de la fa-
milia Tabanidae y la mosca Stomoxys calcitrans (2). En
areas donde la transmision es estrictamente mecanica,
la tripanosomiasis bovina ocurre en forma de brotes epi-
zodticos multiples periédicos, en un contexto enzodtico
subclinico (2). Esta condicién epidemiolégica hace que

y los tratamientos suministrados (2). No obstante, en pe-
riodos enzodticos clinicos los bovinos evidencian fiebre
y anemia severa con ictericia al momento del examen cli-
nico; las complicaciones que llevan a la muerte de bovi-
nos infectados con Trypanosoma sp. estan explicadas por
combinaciones de alteraciones microcirculatorias, como
la trombocitopenia y la anemia persistente, que lleva a
insuficiencia cardiaca congestiva (2) y cuadro nervioso,
caracterizado por cojera, tremores, parestesias y convul-
siones (3). Estas alteraciones en el estado de salud generan
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un impacto econdmico en el sistema productivo, como
resultado principalmente de abortos, descenso en la pro-
duccidn lictea, pérdida de peso y mala calidad del semen

(34).

Segtin la Encuesta Nacional Agropecuaria para 2010, la
ganaderfa bovina en Colombia estaba conformada por
27.753.990 bovinos, de los cuales el 74 % se dedica a la
produccién de carne; el 21 %, al doble propésito, y el 5%
estd constituido por bovinos de sistemas especializados
en produccién de leche (5). La enfermedad causada por
Trypanosoma sp. ha sido registrada en bufalos y bovinos
de diferentes zonas del territorio colombiano (6,7), don-
de regiones tropicales y subtropicales establecen los eco-
sistemas con las caracteristicas 6ptimas para que cohabiten
reservorios, el hemoparasito y los vectores (8). T. vivax es
enzodtico en todo el pais en zonas por debajo de los 1000
ms. n. m. (1), con condiciones ecolégicas que difieren de
las zonas donde se desarrollan los sistemas especializados
en produccién de leche en el pais. En Colombia no se ha
realizado ningun estudio sobre la prevalencia o el impacto
econémico de T. evansi en rumiantes domésticos (1).

En Entrerrios, zona de ganaderia especializada en
produccién de leche y que se encuentra ubicada a 2486
m . n. m., no se han realizado estudios sobre la epizootio-
logia de la tripanosomiasis bovina. Sin embargo, en agos-
to de 2010 se evalud un caso clinico compatible con una
hemoparasitosis, confirmado por las técnicas de micros-
copia: extendido de sangre periférica (ESP) y método
Buffy coat como infeccién por Trypanosoma sp., en una
vaca productora de leche nacida en una hacienda de la
zona. A partir de este caso se propuso evaluar la infeccién
por Trypanosoma vivax 'y Trypanosoma evansi en ganade-
ria bovina especializada en produccion de leche en una
hacienda y sus potenciales vectores.

MATERIALES Y METODOS
Zona de estudio

Enterrios es un municipio ubicado en la subregién norte
del departamento de Antioquia, Colombia; presenta una

extension de 219 km?,y tiene como principal actividad
econodmica la produccién y reproduccion de ganado espe-
cializado en produccién de leche. Se encuentra ubicado
en las coordenadas geograficas: 6° 37° 03,67” N 75° 30°
58,127 O a 2486 m s. n. m.; est clasificado como zona de
vida bosque muy hiimedo montano bajo (bmh-MB), y
se caracteriza por su clima frio con una temperatura pro-
medio de 16 °C (minima: 9 °C; maxima: 24 °C) (9). Es-
tas condiciones no son habituales para la presentacién de
esta entidad parasitaria.

Diseno del estudio y descripcion
de la poblacion

Las muestras se tomaron entre noviembre de 2010 y fe-
brero de 2011, en una hacienda ganadera de produccién
léctea ubicada en Entrerrios, Antioquia. Se disend un es-
tudio de tipo descriptivo transversal. El universo muestral
fue de 1296 bovinos entre 1y 169 meses de edad pertene-
cientesaunahacienda dedicadaalaproduccidnlactea, con
un promedio en produccién de 16.000 1/d. La hacienda
estd conformada por siete salas de ordefio con 420 potre-
ros en un drea de 768 hectdreas —cada sala contiene hem-
bras distribuidas en lotes de alta, media y baja produccidn,
horro y paridero—; lotes de novillas de vientre, novillas
de levante, novillas prefiadas y balde estaca (crfa). Se rea-
liz6 un muestreo no probabilistico. Se utilizé el programa
Epi-info version 6 para calcular el tamafio muestral; para
ello se tomé un nivel de confianza (z=95%), un error de
muestreo (e = 3%) y una probabilidad de ocurrencia del
fenémeno (p = 0,07), acordes con los resultados de sero-
rreactividad obtenidos en un estudio sobre Trypanosoma
vivax en ganado bovino productor de leche en el estado de
Minas Gerais, Brasil, que presenta condiciones climaticas
similares (9). Se defini6 un tamafio muestral de 229, y se
llevé a 338 bovinos para prever pérdidas en la muestra y
para aumentar el poder estadistico.

Se evalué el 50 % de los caballos de la hacienda (n = 17)
y el 10% de bovinos de produccién de carne (n = 11),
de una hacienda aledafia (hacienda 2), que tienen como
caracteristica ser provenientes de diferentes regiones del
pais, sin ningtn control o evaluacién para la infeccién por
Trypanosoma sp. previo a su introduccion a la zona lechera
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del norte de Antioquia. Estos animales se valoraron por
las mismas técnicas implementadas para la ganaderia de
produccion lechera.

Coleccion y conservacion de muestras
sanguineas

Se obtuvo una muestra de sangre de cada bovino tomada
de vena coccigea o vena yugular, recolectada en tubos Vacu-
tainer® con anticoagulante dcido etilendiaminotetraacético
(EDTA). Las muestras fueron conservadas en refrigera-
cién a 4 °C. Para la identificacion de especie a través de la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se
tomaron 200 pl de sangre que fueron conservados en ali-
cuotas a—20 °C.

Evaluacién parasitologica, entomologica
y clinico-epidemiologica

Se realizaron ESP utilizando la coloracién Hemacolor
(Merck®). Como técnica de concentracién por micros-
copia se realizd el método Buffy coat con fijacién y co-
loracién en portaobjetos, descrito por Desquesnes (1),
posterior a la lectura del hematocrito. Ademds, se realiz6
la estimacion de la parasitemia con base en la férmula:

n.° de leucocitos/yl x n.c Trypanosoma sp.
contados en 100 leucocitos

Parasitemia =
100 leucocitos

El diagnoéstico molecular consistio en realizar pruebas de
PCR para la identificacion de las especies de Trypanoso-

ma sp. Para obtener el ADN de las muestras de sangre
bovina, se utilizé la técnica Salting out (10). Para la iden-
tificacién de T. vivax se emple6 la pareja de cebadores
ILO 1264/1265 (11). Para la caracterizacién de T. vivax,
T. evansi y otras especies patégenas aun no registradas en
bovinos en Colombia, como son T. brucei y T. congolense
en una sola reaccion, se utilizaron cebadores que permi-
ten amplificar una region del espacio interno transcrito
(ITS): ITS1 CF/BR (12-14). Los productos de ampli-
ficacion para ambas PCR fueron analizados por electro-
foresis en gel de agarosa al 1% (45 min a 100 V). Para
visualizar las bandas se us6 bromuro de etidio al 5% y un
transiluminador BIO-RAD, modelo XRS. Los controles
positivos de ADN de T. vivax, T. evansiy T. theileri fueron
donados por la Corporacién Colombiana de Investiga-
cién Agropecuaria (Corpoica). El control de T. cruzi fue
cedido por el grupo de investigacién Biologia y Control
de Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Antio-
quia. Como control negativo se utilizé la mezcla para la
PCR sin ADN (tabla 1).

Se capturaron 4251 moscas distribuidas en 16 lotes de
vacas de las diferentes salas de ordeno. Utilizando una
jama se capturaron moscas posadas sobre las zonas dor-
sal, ventral, en las patas de los bovinos y en las salas de
ordeno, por un periodo aproximado de una hora en cada
lote. Fueron conservadas en alcohol al 70 % para su pos-
terior identificacién taxondmica e identificacion de es-
pecies de pardsitos del género Trypanosoma a través de
pruebas moleculares. La identificacién de las moscas se
efectud con base en las claves taxondmicas descritas por
Wall y Shearer (15).

Tabla 1. Cebadores y programas utilizados para las pruebas de PCR

Cebadores Secuencias IEEIEE ] Concentraciones y volimenes finales Programas
producto
fw 5'CAG CTC GCC GAA GGC CAC Mix 20 pl, buffer 10X 2 ul, MgCI2 a 1,5 mM L . )
'(k/]c; 51563/6 1265 176 6CT 6663, rev 5'TCG CTA Fivoraoonp | L2 HbGNTPSa2mM2 pi, cebadora 10 i 9a49% i: 206;'585 SO
o fggg CCA CAG TCG CAA TCG TCG TCT : P pmol (cada uno) 1 pl, Taq 1U/ul 0,2 pl, i y
K CAAGG3’ ADN 1 pl
ITS1 CF/BR. fw 5’CCG GAA GTT CAC CGA TAT T ovansi 480 ob Mix 25 pl, buffer 10X 2,5 pl, MgCl2 a 1,5 mM 5295 °C, 38 ciclos (30”
(Njiruy cols., TG 3 rev 5 TGC TGC GTT CTT CAA fv/vax250 E 1,5 ul, dNTPs a2 mM 2 pl, cebador a 10 a94°C,1’a56°C,90” a
2005) CGA A3 ’ P pmol (cada uno) 2 pl, Tag 0,125 uly ADN 5 pl : 72°C)y 10’ a 72 °C
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La extraccién de ADN se realiz6 para 56 muestras com-
puestas, conformadas a partir de los lotes evaluados y
separadas segun la especie de mosca. Se realiz6 una di-
seccion de la cabeza de las moscas con el fin de obtener el
ADN del parasito que se encontrara en la probdscide. Se
conformaron muestras compuestas de cabezas de Hae-
matobia irritans (100 unidades por muestra). Las mues-
tras compuestas de cabezas de Stomoxys calcitrans se
conformaron con el total de moscas encontradas en cada
lote de bovinos donde fueron capturadas (nmero no
mayor a 100 unidades). Con el fin de encontrar el paré-
sito en intestinos de los potenciales vectores, se hicieron
muestras compuestas de térax-abdomen de las moscas
evaluadas. La extraccion de ADN desde la Musca domes-
tica se realiz6 con el ejemplar completo. El ADN a par-
tir de moscas se obtuvo con la técnica de extraccién de
DNA Grind buffer propuesta por Collins y colaboradores
(16), adaptada en el presente estudio para la extraccién
de ADN a partir de moscas.

Se disené una encuesta como instrumento para evaluar va-
riables de tipo clinico, fisiolégico, de producciéon y de ma-
nejo animal, como la raza, la edad, el sexo, la proveniencia
del bovino, la ubicacién, el estado fisioldgico, la produc-
cién de leche, los dias de produccion de leche y el estado
de salud detectado por evaluaciéon médico-veterinaria.

Aspectos éticos

Se obtuvo la aprobacién para la ejecucién de la investi-
gacion a través de un consentimiento informado leido y
firmado por los representantes legales de la hacienda. Asi
mismo, en cumplimiento de las disposiciones expuestas
en la Resolucion 008430 de 1993, el estudio fue evaluado
y aprobado por el comité de ética en investigacion animal
en el Acta 65 del 29 de septiembre de 2010. También se
consideraron las indicaciones expresas en la Ley 84 del
27 de diciembre de 1989, para garantizar las buenas prac-
ticas en los procedimientos que se van a realizar en los
bovinos objeto de estudio y para garantizar su bienestar
en todo el proceso.

Analisis estadistico

Se realizé el andlisis univariado de cada una de las va-
riables cuantitativas y cualitativas, en las que se calculé
la frecuencia absoluta y relativa para las variables cuali-
tativas y los estadisticos descriptivos por cada variable
cuantitativa. Se explor¢ la asociacion entre las variables
clinicas y de produccién con la positividad, y se ajusto la
positividad segin la ubicacién en los compartimentos de
la hacienda, usando el > de independenciay el célculo del
odds ratio (OR) con su respectivo intervalo de confianza.
Por otro lado, se recodificaron las variables susceptibles
para ser analizadas en dos estratos y se usaron en tablas
de 2 x 2 para explorar su asociacién epidemioldgica. Se
realiz6 un andlisis de normalidad mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para las variables de produccién,
clinicas y entomoldgicas. Ademds, se explord la aleatorie-
dad de las variables entomoldgicas y se validé el supuesto
mediante la prueba de las rachas. Se efectué un anlisis
de diferencia entre las variables de produccion y clinicas
individuales y el estado de positividad en los bovinos po-
sitivos, usando la U de Mann-Whitney. La relacién en-
tre la positividad para Trypanosoma vivax en bovinos y
el nimero de moscas capturadas segtn su clasificacion
taxondmica se analizé mediante un modelo de regresién
lineal multiple. Dicho anélisis se realizé con una agrupa-
cién resumen a nueve compartimentos (salas donde se
capturaron moscas). Se validaron los supuestos del mo-
delo de regresion, los cuales se encontraron satisfacto-
rios. Un nivel de significancia de 0,05 fue utilizado en
todas las pruebas. Los datos fueron analizados en el pa-
quete estadistico SPSS versién 19.

RESULTADOS

La poblacién estudiada correspondié a bovinos de raza
holstein, hembras, para las cuales se obtuvo un promedio
de edad de 4,4 afios (desviacién 3,0), con uno de produc-
cién de 22 1/d y de 242 dias en produccion de leche. La
poblacién estudiada se describe en la tabla 2.
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Tabla 2. Elementos epizootiolégicos de la poblacion

de estudio

Variable

%

Edad (meses)

Menores de 30 34,0 115
31a60 18,9 64
Mayores de 60 47,1 159
Sexo
Hembras 100,0 338
Raza
Holstein 100,0 338
Lugar de nacimiento
Hacienda (Entrerrios) 100,0 338
Estado fisioldgico
Produccion 66,6 225
Novilla de vientre 9,2 31
Novilla de levante 154 52
Novilla prefiada 3,2 11
Cria 5,6 19
Produccién leche (l/d)
Menos de 15 17,3 36
15,1225 50,5 105
Mayor a 25 32,2 67

La frecuencia de infeccién hallada usando pruebas pa-
rasitolégicas directas por microscopia (figura 1) y PCR
(figura 2) no evidencié animales positivos para T. evansi.
Los porcentajes de infeccién para T. vivax obtenidos por
prueba se describen en la tabla 3. Para el tnico bovino
positivo por técnicas de microscopia, la parasitemia fue
de 2888 parasitos/pl.

Figura 1. Agregacion de tripomastigotes de
Trypanosoma vivax identificados en bovino raza holstein
por el método Buffy coat coloreado con Hemacolor (Merck),
aumento de 400X

Figura 2a. Productos de amplificacién de la PCR-ILO 1264, 1265 generados a partir de muestras de sangre
de bovinos infectados con Trypanosoma vivax (banda de 400 pb)

MP: marcador de peso molecular, 1) control positivo de Trypanosoma vivax, 2)-9) muestras positivas para Trypanoso-
ma vivax, 10) control Trypanosoma cruzi, 11) control Trypanosoma theileriy 12) control negativo.
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Figura 2b. Productos de amplificacion de la PCR-ITS1 CF BR a partir de muestras de moscas Haematobia irritans
y Stomoxys calcitrans infectadas con Trypanosoma vivax (banda de 250 pb) y Trypanosoma evansi (banda de 480 pb)

MP: marcador de peso molecular, 1) control positivo de Trypanosoma vivax, 2) control positivo de Trypanosoma evansi,
3) Trypanosoma vivax en probéscide de Haematobia irritans, 4) Trypanosoma vivax extraido de térax-abdomen de
Haematobia irritans, S) control Trypanosoma theileri, 6) Trypanosoma vivax en probéscide de Stomoxys calcitrans,

7) control Trypanosoma cruzi, 8) Trypanosoma evansi en proboscide de Stomoxys calcitrans, 9) Trypanosoma evansi
extraido de térax-abdomen de Stomoxys calcitrans, 10) Trypanosoma evansi en probéscide de Haematobia irritans,

11) Trypanosoma evansi extraido de térax-abdomen de Haematobia irritansy 12) control negativo.

Figura 2c. Productos de amplificacion de la PCR-ITS1 CF BR generados a partir de muestras de bovino

MP: marcador de peso molecular, 1) control positivo de Trypanosoma vivax, 2) control positivo de Trypanosoma evansi,
3) muestra positiva para Trypanosoma vivax, 4)-9): muestras con resultado negativo, 10) control Trypanosoma cruzi,
11) control Trypanosoma theileriy 12) control negativo.

Tabla 3. Positividad general para T. vivaxy T. evansi en bovinos segun prueba diagndstica

T. vivax T. evansi
Prueba
% NEG n % POS n % NEG n % POS n
ESP 99,7 337 0,3 1 100 338 0 0
Buffy coat 99,7 337 0,3 1 100 338 0 0
PCRILO 1264,1265 96,4 326 36 12 N/D: N/D N/D i N/D
PCRITS1 99,7 337 0,3 1 100 338 0 0

ESP: extendido de sangre periférica; PCR ILO: polimerasa ILO; PCRITS1: polimerasa espacio interno trans-
crito; NEG: negativo; POS: positivo.

Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogota (Colombia) N° 33: 21-34, enero-junio del 2017

27



Richard Zapata Salas et al.

De los 17 equinos de la hacienda y 10 bovinos de la
hacienda 2 no se obtuvieron resultados positivos por
ninguna de las técnicas. Todos los bovinos y équidos, in-
dependientemente de ser positivos o negativos, presen-
taron un hematocrito dentro de los valores normales. Se
obtuvo un promedio de hematocrito para los bovinos de
35%, y en los équidos, un promedio de 38 %.

De acuerdo con el anlisis bivariado con prueba x* no se
obtuvo asociacién estadisticamente significativa entre la
infeccién por Trypanosoma vivax y las variables hemato-
crito (p = 0,556; OR = 0,706), edad (p = 0,997; OR =
1,002), dias en produccién de leche (p = 0,751; OR =
0,828) y el promedio de produccién de leche diario
(p=0,965; OR = 1,223). Resultados similares se encon-
traron en el andlisis bivariado con la prueba U de Mann-
Withney: hematocrito (p = 0,663), edad (p = 0,547),
dfas en produccién de leche (p = 0,977) y el promedio
de produccién de leche diario (p = 0,889).

Mediante un andlisis de la proporcién de positividad de
los bovinos a T. vivax (n = 12) por cada compartimento
del sistema de produccidn, se hallé un mayor nimero de
individuos positivos en la sala de ordefio 2 (25%).

Hallazgos entomologicos

Se capturaron un total de 4251 moscas distribuidas en 16
lotes del sistema productivo. Las moscas capturadas co-
rresponden a las especies Haematobia irritans, Stomoxys
calcitrans y Musca domestica con un 97,1; 2,8 y 0,1 %, res-
pectivamente, del total evaluado. No se encontraron espe-
cies de moscas de la familia Tabanidae. La distribucion de
las moscas por especie segun lote se describe en la tabla 4.

Deloslotes evaluados por entomologia, el 6,25 % presen-
tan moscas infectadas con T. vivax (sala 2 paridero) y el
6,25 %, con T. evansi (sala 3 horro). T. vivax fue identifica-
do en probéscide de la mosca del establo (Stomoxys cal-

Tabla 4. Distribucion de moscas hematdfagas capturadas por lote de bovinos

Haematobia irritans Stomoxys calcitrans Musca domestica
Lote Total
n % n % n %
Sala 1 Produccion 111 89,5 12 9,7 1 0,8 124
Sala 2 Paridero 375 99,2 3 0,8 0 0,0 378
Sala 2 Horro 661 99,0 6 1,0 0 0,0 667
Sala3Lotel 0 0,0 16 94,1 1 59 17
Sala 3 Horro 278 99,6 1 0,4 0 0,0 279
Sala4 Lote2 245 99,6 1 0,4 0 0,0 246
Sala5Lote 1 8 100,0 0 0,0 0 0,0 8
Sala5Lote 2 504 97,9 10 1,9 1 0,2 515
Sala5 Lote 3 2 98,6 1 14 0 0,0 73
Sala6 Lote 1 181 100,0 0 0,0 0 0,0 181
Sala6 Lote2 582 99,1 4 0,7 1 0,2 587
Sala 6 Lote 3 320 97,6 8 2,4 0 0,0 328
Sala 6 Paridero 180 77,6 52 22,4 0 0,0 232
Novilla de vientre 251 99,6 0 0,4 1 0,0 252
Novilla de levante 13 76,5 3 17,6 1 59 17
Novilla prefiada 347 100,0 0 0,0 0 0,0 347
Total 4128 97,1 117 2,8 6 0,1 4251
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citrans) y en probéscide y torax-abdomen de la mosca de
los cuernos (Haematobia irritans) (figura 2b). T. evansi se
encontrd tanto en probdscide como en térax-abdomen
de ambas especies de moscas picadoras (figura 2b). En
el caso de la mosca comun (Musca domestica) no se en-
contraron especimenes infectados. Todos los resultados
logrados en la caracterizacion de especies del parasito en
moscas se obtuvieron con el marcador ITS1; las muestras

positivas para T. vivax fueron negativas con el marcador
ILO 1264, 1265.

Por analisis de regresién lineal multiple se encontré una
relacién estadisticamente significativa (Anova con p =
0,034) para las variables del modelo, es decir, entre el
numero de vacas infectadas con Trypanosoma vivax por
cada compartimento de la hacienda y el nimero de mos-
cas capturadas. Se validaron los supuestos del modelo de
regresion, los cuales fueron satisfactorios. Las variables
dentro del modelo que tuvieron significancia estadistica
fueron las moscas Haematobia irritans (p = 0,032) y Sto-
moxys calcitrans (p = 0,013) (tabla S).

Tabla 5. Modelo de regresion lineal multiple de las variables entomoldgicas relacionadas
con la positividad en bovinos para Trypanosoma vivax

Coeficientes no estandarizados Coeficientes tipificados IC95% para B

B Error tipico Beta ‘ P LI LS
(Constante) 0,946 0,369 2,56 0,043 0,042 1,849
Haematobia irritans 0,002 0,001 0,941 2,79 0,032 0,000 0,005
Stomoxys calcitrans -0,064 0,018 -1,175 -3,48 0,013 -0,109 -0,019

Modelo obtenido:
Bovinos positivos (T vivax) = 0,946 + 0,002 H. irritans +
(-0,064) S. calcitrans

De acuerdo con las condiciones evaluadas, el modelo in-
dica que por cada mosca de la especie Haematobia irri-
tans mas en la hacienda habr4 un incremento de 0,002
animales positivos para T. vivax, es decir, por cada incre-
mento de 500 moscas Haematobia irritans en la zona de
estudio se infectard un bovino més con T. vivax. Por otro
lado, se observé una relacion inversa entre el nimero de
moscas Stomowxys calcitrans y el de animales positivos, po-
siblemente asociada al bajo numero de individuos captu-
rados de esta especie.

DiscusiON

En Colombia no se encuentran informes de Trypanosoma
evansi en ganado bovino; la serorreactividad e infeccion
por Trypanosoma vivax se ha registrado desde 1931 (17),

en diferentes zonas del pais. Wells, Betancour y Ramirez
registran seroprevalencias para T. vivax entre 1,4 y 48 %
(inmunofluorescencia indirecta [IFI]) encontradas entre
1968 y 1970 en los departamentos de Cérdoba, Sucre,
Valle del Cauca, Boyacd y Meta; se hallaron infecciones
activas por ESP en Cérdoba (0,5%), Boyaca (5,3%) y
Meta (14,9%); y entre 1972 y 1977 se encontré sero-
rreactividad (IFI) que oscilé entre 13,5 y 62,5% en los
departamentos de Atldntico, Antioquia, Bolivar, Cér-
doba, Magdalena, Cauca, Valle, Caldas, Cundinamarca,
Caquet4, Meta y Vichada, con infecciones activas (ESP)
solo en Valle (1,3%-11,1%) y Cauca (8,3%) (7).

En este estudio se encontrd una frecuencia de infeccién
por T. vivax en bovinos del 3,6% (PCR con marcador
ILO 1264/1265). T. vivax es un hemoprotozoario en-
zo6tico en Colombia en alturas por debajo de los 1000
m s. n. m. (18); en pisos térmicos superiores, el parasito
se ha encontrado de forma esporédica, como brotes que se
han relacionado con movimientos de ganaderia desde zo-
nas enzodticas con poblaciones de insectos hematéfagos,
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principalmente tébanos (19). Segtn la literatura, a causa
de la temperatura las larvas de tabdnidos se desarrollan
répidamente en clima cdlido y son inactivas en clima frio
(20), lo que representa la interrupcién en el ciclo de vida
del vector. En los dltimos afios han comenzado a hallarse
los primeros brotes por T. vivax en ganaderia de leche. En
Brasil, Cadioli y colaboradores (21) registraron el primer
brote ocasionado por T. vivax en ganado de raza girolan-
do y holstein de un sistema de produccién semintensivo;
a pesar de no haber realizado captura e identificacién de
vectores, los autores describen no haber observado gran-
des poblaciones de tabanidos, y, en contraste, abundantes
cantidades de Haematobia irritans y Stomoxys calcirans.
En este estudio, todos los bovinos evaluados han nacido
en la hacienda; por tanto, se presenta este como un caso
epidemioldgico atipico de infeccién por Trypanosoma vi-
vax con la posible adaptacion del pardsito para ser trans-
mitido a través de potenciales vectores de la zona.

En el estudio no se identificaron episodios clinicos, no
fueron evidenciados procesos de anemia ni se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas (p =
0,663) entre los valores del hematocrito al comparar bo-
vinos infectados y no infectados. Estos hallazgos difieren
de los resultados obtenidos por Cuglovici y colaborado-
res (9) en bovinos de produccién de leche con infeccion
activa diagnosticada por la técnica de microcentrifuga-
cién del hematocrito (MHCT, por su sigla en inglés) y
PCR, donde la anemia fue el signo clinico corrobora-
do con las diferencias entre los valores del hematocrito,
los cuales son menores para los bovinos infectados. Este
evento puede estar relacionado con las bajas parasitemias,
que son comunes en estados crénicos de la infeccién o
también llamados periodos interepizodticos subclinicos,
los cuales se caracterizan por una relacién inversamente
proporcional entre la prevalencia seroldgica y la parasito-
légica, con valores de parasitemia que en ocasiones son
indetectables (2,9).

Aunque no se encontré una relacién estadisticamente
significativa (p = 0,977) entre la produccién de leche yla
infeccién por T. vivax, es necesario considerar que bovi-
nos en 60 meses postinfeccion salen de un periodo inte-
repizo6tico y comienzan nuevamente uno epizoético, el

cual constituye una etapa con un potencial riesgo para la
economia del sistema productivo, debido a alteraciones
en la produccién y reproduccién (2). Estos resultados
contrastan con los obtenidos en un brote de tripanoso-
miasis por T. vivax en ganado de produccién de leche en
Colombia, donde el promedio de pérdidas econémicas
fue de 56,50 ddlares por animal, a razén principalmen-
te de muertes y descarte forzoso de animales adultos, re-
duccidn en la produccién de leche, abortos, nacimientos
de animales débiles, y el incremento en gastos por dro-
gas y servicios veterinarios (22). En la hacienda se en-
contré en bovinos holstein una frecuencia de infeccién
por Anaplasma marginale del 29,6 %; presentd coinfec-
cion el 25 % de los bovinos positivos para Trypanosoma
vivax. A pesar de no haber encontrado signos clinicos en
los bovinos, segun la literatura, la coinfeccion con Ana-
plasma marginale y Trypanosoma vivax en bovinos limi-
ta la produccion; en zonas enzoodticas la parasitemia de
Anaplasma marginale puede ser baja; la inmunosupresion
originada por T. vivax propicia el desarrollo de anaplas-
mosis, que a su vez agrava los sintomas generados por la
tripanosomiasis (1).

Varios estudios en Suramérica han presentado como
principales vectores de la tripanosomiasis en bovinos a
moscas picadoras pertenecientes a la familia Tabanidae y
a la mosca de los cuernos Stomoxys calcitrans (1,23-25).
A pesar de no haber estudios sobre capacidad vectorial en
los dipteros relacionados con la transmision de la tripa-
nosomiasis en bovinos, la mosca Haematobia irritans no
posee caracteristicas anatomicas, bioldgicas y comporta-
mentales para ser un buen vector. Esta mosca tiene la pro-
béscide mds pequena de las moscas picadoras del ganado
bovino, con una probéscide de 92 ym de didmetro que
difiere de las 230 yum de didmetro de la probdscide de la
mosca del establo (26), un ciclo de vida con una dura-
cion de dos a tres semanas; la hembra produce poca can-
tidad de huevos (100 a 200) al compararla con la postura
de Stomoxys calcitrans (60 a 800) y aunque se alimenta
de 20 a 30 veces al dia, lo cual favoreceria una eficiente
transmisiéon mecdnica, no es habitual que cambie de hos-
pedero (1,20). La frecuencia de moscas encontrada y la
identificacion de los pardsitos en moscas picadoras son
indicadores de un modelo epizoético que difiere del mo-
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delo epizoético tipico de América Latina. Los resultados
nos muestran que en esta region, dedicada a la ganaderia
especializada en produccién de leche, la mosca Haema-
tobia irritans, con una mediana de 99,05% (0,0-100 %)
por lote, se establece probablemente como el principal
potencial vector de T. vivax y T. evansi, seguida de la mos-
ca Stomoxys calcitrans, con una mediana de 0,9 % (0,0-
94,1 %); sin embargo, es necesario realizar estudios sobre
la bionomia de las moscas y su capacidad vectorial.

Con relacién a la identificacion molecular de los parasi-
tos en los vectores, se obtuvo para el marcador ITS1 CF/
BR siete muestras positivas (tres positivas para T. vivax y
cuatro positivas para T. evansi); de 56 muestras evalua-
dasy con el marcador ILO 1264/1265 no hubo ninguna
muestra positiva para T. vivax. Esta discrepancia podria
estar asociada al tipo de muestra, al método de extraccion
del ADN y a la cantidad de parésitos en el vector mecé-
nico. Para el marcador ILO 1264/1268 se ha registrado
una buena sensibilidad (92 %) al usar ADN extraido de
sangre completa o tarjetas FTA, pero su sensibilidad es
muy baja cuando se utiliza papel filtro; se ha encontra-
do que la técnica de extracciéon de ADN influye sobre la
sensibilidad de diferentes marcadores (27). El estudio de
Gonzales y colaboradores presenta resultados de sensibi-
lidad de tres marcadores para T. vivax incluidos los mar-
cadores ITS1 e ILO 1264/1265 en muestras de sangre y
por diferentes técnicas de extraccién de ADN (27). No
obstante, ain no hay estudios sobre la sensibilidad que
utilicen estos marcadores con muestras de artrépodos
vectores y los métodos de extraccion de ADN para este
tipo de muestras.

A pesar de que la captura de vectores en esta investiga-
cion se realizd entre noviembre y febrero, tiempo que co-
rrespondi6 en gran parte a temporada de Iluvias, no se
encontraron tabanidos. No hay estudios sobre tripanoso-
miasis y sus vectores en zonas de vida similares a Entre-
rrios. Sin embargo, en zonas mds cdlidas de Colombia y
Brasil se presenta una relacién entre las temporadas de
lluvias de diferentes épocas del aio y los picos de infes-
tacién por tabanidos (25); septiembre-octubre a diciem-
bre-enero son los periodos con picos poblacionales de
tabdnidos més altos, y por tanto es considerado el perio-

do de mayor riesgo para la transmisién de tripanosomas
en bovinos (23).

A diferencia de los resultados de este estudio, en los que
Haematobia irritans se establece como el probable vec-
tor mds prevalente y en los cuales estuvieron ausentes los
tabdnidos, un estudio sobre identificacién de posibles
vectores de la tripanosomiasis bovina llevado a cabo en
Caucasia, norte de Antioquia, que implementé la misma
técnica de captura de este estudio, encontré en un perio-
do entre junio y septiembre un total de 140 tabdnidos de
nueve especies distribuidas en los géneros Tabanus, Le-
piselaga, Chrysops'y Cryptotylus. En el estudio se hall6 en
intestino medio de una mosca de la especie T. nebulosus
y en intestino medio y glindulas salivales de dos moscas
T. occidentalis flagelados compatibles con T. vivax (25), lo
cual muestra que en esta regién enzodtica parala tripano-
somiasis la transmision es realizada por los tipicos vecto-
res de zonas donde la transmision es mecénica.

Zapata y Reyes encontraron el primer caso sintomético
de tripanosomiasis diagnosticado por ESP (parasitemia
= 1578 tripanosomas/pl) y el método Buffy coat en un
lote de produccién de la hacienda. Luego, en un periodo
de dos semanas aparecieron otros dos casos sintométicos
y diagnosticados por técnicas de microscopia. Unas se-
manas después, al incluirlos en el estudio, tan solo uno
fue positivo por técnicas moleculares, lo que muestra pe-
riodos de parasitemia intermitentes con manifestaciones
clinicas en el animal (28). Estos bovinos presentaron en
comun una edad superior a los 60 meses, evento epizoo-
tiolégico relacionado con las prevalencias seroldgicas y
parasitoldgicas de T. vivax dadas en bovinos de zonas
donde la transmisién es mecdnica (2). De los bovinos
positivos en la investigacion, el 50 % se encuentra por en-
cima de los 60 meses (rango = 60-110,4 meses), el 41,7 %
corresponde a bovinos menores de 30 meses (rango =
14,4-25,2 meses) y tan solo el 8,3% est4 representado
por un bovino que estaba entre los 31 y 60 meses de edad
(49,2 meses).

Estos hallazgos son concordantes con el modelo de ten-
dencia de prevalencia parasitoldgica de T. vivax y pre-
valencia seroldgica en poblaciones expuestas a vectores
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mecdnicos, en los cuales los 30 primeros meses posin-
feccidon corresponden a un periodo epizodtico con pa-
rasitemias detectables e intermitentes con un pico de
prevalencia seroldgica cerca del mes 10 posinfeccion,
periodo en el cual se evidencian fases clinicas de la in-
feccion; luego, entre los meses 30 y 63 hay un periodo
interepizodtico subclinico caracterizado por parasite-
mias indetectables y un descenso gradual en la inmuni-
dad; aproximadamente, de los 63 meses posinfeccion en
adelante empieza un periodo epizodtico en el que la pre-
valencia parasitologica puede incrementarse de forma
impredecible con presentacién de casos clinicos (2).

El modelo de regresion lineal multiple muestra la rela-
cién que tiene la densidad poblacional de la mosca Hae-
matobia irritans con la infeccién por T. vivax en bovinos
de la zona de estudio. El modelo senala que en un in-
cremento poblacional de vectores por cada 500 moscas
Haematobia irritans mas en la zona de estudio puede apa-
recer un nuevo bovino infectado, lo que hace apremiante
conocer la dindmica poblacional de Haematobia irritans
a través del tiempo, y asi poder implementar un mane-
jo integral coherente con la situacién epizodtica segun la
época del ano, la cual esta directamente relacionada con
la variacion del clima y la zona de vida. De acuerdo con
los estudios en diferentes paises de América Latina, son
notables las variaciones poblacionales segun la época del
ano; sin embargo, es consistente encontrar en paises tro-
picales y subtropicales los picos de infestacion mas altos
por Haematobia irritans al inicio y final de las temporadas
de lluvias, y en primavera para paises con estaciones cli-
maticas (29-31).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio nos permi-
ten concluir que T. vivax y T. evansi estdn presentes en
las moscas Haematobia irritans y Stomoxys calcitrans, y a
pesar de haber encontrado bovinos positivos unicamen-
te para T. vivax, ambos hemoparasitos pueden estar rea-
lizando ciclos de transmisién en bovinos raza holstein de
Entrerrios, Antioquia. Por las caracteristicas de la epizoo-
tiologia de la tripanosomiasis en la hacienda estudiada,

este se concibe como un caso atipico al ocurrido en zo-
nas enzodticas del pais y de otros paises suramericanos,
donde las condiciones ecoldgicas y climdticas permiten
la coexistencia de tabanidos como principal vector. Los
andlisis entomoldgicos y parasitolégicos permiten con-
cluir que la mosca picadora Haematobia irritans es el prin-
cipal vector de T. vivax y T. evansi en la zona de estudio.
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