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Resumen Summary

El objetivo del presente trabajo es reportar dos casos autocto- The aim of this work is to report two fatal autochthonous cas-
nos fatales de tripanosomiasis canina causada por Trypanoso- es of canine trypanosomiasis caused by Trypanosoma evansi, a
ma evansi, enfermedad también conocida como surra, en perros disease also known as surra, in cross breed dogs used for hunt-
cruza utilizados para la caza provenientes de dos localidades del ing from two sites of Artigas Department, Uruguay. The cases
Departamento de Artigas, Uruguay. Los casos se presentaron en appeared in the months of September and November of 2017.
los meses de setiembre y noviembre del 2017. Los signos cli- The clinical signs were anemia, ocular, oral and posterior limbs
nicos fueron anemia, edemas en zona ocular, oral y miembros edema, inappetence and progressive general deterioration. The
posteriores, inapetencia y desmejoramiento general progresivo. diagnosis was made taking into account clinical signs and par-
El diagnostico se realizdé tomando en cuenta signos clinicos y aclinical analysis: hemogram, liver function test, blood smear
analisis paraclinicos: hemograma, funcional hepatico, frotis de and PCR/sequencing. Blood smears showed trypomastigotes
sangre y PCR/secuenciacion. En los frotis sanguineos se visu- whose morphology was compatible with Trypanosoma spp. In
alizaron tripomastigotes cuya morfologia era compatible con hemogram and liver function test it was noted hypochromic ane-
Trypanosoma spp. En hemograma se destaca anemia hipocro- mia and thrombocytopenia, in addition to high levels of liver
mica y trombocitopenia, en el funcional hepatico se detectaron enzymes (AST/GGT/GOT/Alkaline Phosphatase). Three PCRs
altos niveles de enzimas hepaticas (AST/GGT/GOT/Fosfatasa were performed that amplified a partial fragment of the 18S ribo-
Alcalina). Se realizaron tres PCRs que amplificaron un fragmen- somal RNA gene (185 rRNA) as well as two overlapping frag-
to parcial del gen ARN ribosomal 18S (ARNr 18S) asi como ments of the internal transcribed spacer ITS (ITS1+5.8S+ITS2).
de dos fragmentos solapantes del espaciador transcrito interno The sequences obtained had a homology of 100% for the 13S
ITS (ITS1+5,8S+ITS2). Las secuencias obtenidas tuvieron una tRNA gene and 99% for the ITS region with 7. evansi. These
homologia del 100% para el gen ARNr 18S y del 99% para la cases represent the second diagnosis for Uruguay of 7. evansi
region ITS con T evansi. Estos casos representan el segundo and the first reports of death due to this trypanosomiasis in dogs
diagnostico para Uruguay de 7. evansi y los primeros reportes for the country. It is a disease to be taken into account, since, in
de muerte a causa de esta tripanosomiasis en perros para el pais. addition to being considered emerging disease for the country; it
Se trata de una enfermedad a tener en cuenta ya que ademas de can seriously affect other species, being an OIE (World Organi-
considerarse emergente para el pais puede afectar gravemente sation for Animal Health) notified disease.

a otras especies, siendo de notificacion a la OIE (Organizacion
Mundial de Sanidad Animal).
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Introduccion

Los tripanosomas de mamiferos (incluido el humano) parasitan
sangre y en ocasiones tejidos de estos hospedadores. Son proto-
zoos que pertenecen al orden Kinetoplastida, familia Trypano-
somatidae, género Trypanosoma. Son parasitos digenéticos, que
cumplen su ciclo de vida en dos hospedadores, un animal ver-
tebrado como hospedador final y diversos invertebrados como
hospedadores intermediarios (Aguilar y col., 2002). Los tripano-
somas de interés médico-veterinario se agrupan en 2 secciones:
Stercoraria, los cuales se desarrollan en la parte posterior del
tracto digestivo de los insectos, como por ejemplo Trypanosoma
cruzi, responsable de la enfermedad de Chagas, y Salivaria que
se desarrollan en la parte anterior del tracto digestivo de insectos
(Coura y Borges-Pereira, 2010; Desquesnes y col., 2013). Den-
tro de los salivarios con importancia sanitaria en América del
Sur se encuentran: Trypanosoma evansi, Trypanosoma vivax y
Trypanosoma equiperdum.

La tripanosomiasis causada por 7. evansi es comunmente cono-
cida como surra o mal de las caderas, o también como murrina
y derrengadera, y afecta una amplia diversidad de mamiferos
(CFSPH, 2009; OIE, 2018), siendo potencial zoonotico en el
hombre, con un caso reportado en India (Joshi y col., 2005).
Esta especie puede parasitar a la mayoria de los mamiferos do-
mésticos, siendo caballos, perros, camellos y bovinos las espe-
cies que enferman con mayor gravedad. Ademas, también son
parasitados una amplia variedad de animales silvestres como por
ejemplo el carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris) en Sudamé-
rica, el cual es considerado un reservorio (Wells, 1984; CFSPH,
2009; OIE, 2018).

Trypanosoma evansi se encuentra distribuido en regiones tro-
picales y subtropicales en varios continentes y es transmitido
principalmente de forma mecanica por la alimentacion de insec-
tos hematdfagos como tdbanos y moscas del género Stomoxys.
Ademas se ha mencionado la transmision iatrogénica por agujas
o instrumentos quirurgicos, transmision oral por lamidos, peleas
o por la alimentacion de tejidos y sangre infectada, asi como
por la mordida de murciélagos hematofagos en América. Asi
mismo, también es posible la transmision por la leche y por via
venérea (Raina y col., 1985, Singh y col., 2000; CFSPH, 2009;
OIE, 2018).

En caninos 7. evansi causa una grave enfermedad anemizante.
Cuando transcurre en su periodo agudo provoca fiebre intermi-
tente, inapetencia, caquexia, edemas subcutanecos, letargia, ce-
guera y alteraciones en la homeostasis. Por otro lado, en su fase
cronica hay compromiso del estado general del animal con rea-
gudizacion de los sintomas (Braccini y col., 2005; Correa-Sal-
gado y col., 2010). En Uruguay, la enfermedad ha sido recien-
temente reportada en un perro de raza Cimarrén de la ciudad de
Rivera, a partir del cual se realiz6 la caracterizacion molecular y
aislamiento de 7. evansi, demostrando la expansion del parasito
en nuestro continente (Greif'y col., 2018).

El diagnostico de esta enfermedad se realiza principalmente en
base a sintomas clinicos, frotis de sangre y PCR. Otros analisis

paraclinicos como hemograma completo, funcional hepatico y

renal también ayudan a orientar el diagnéstico. Esta tripanoso-
miasis es de alta letalidad si no se tratan los animales en fases
tempranas de la enfermedad (Seidl y col., 2001). La droga de
eleccion utilizada para su tratamiento es Aceturato de Dimina-
ceno a dosis de 3,5-7,0 mg/kg intramuscular (Peregrine, 1994).
En el presente trabajo se reporta el diagnodstico de dos casos fa-
tales de tripanosomiasis canina por 7. evansi en perros prove-
nientes de dos localidades del Departamento de Artigas en el
noroeste de Uruguay.

Materiales y métodos

Animales del estudio

Dos caninos, un macho (canino 1) de 3 afios (28kg) proceden-
te de la ciudad de Bella Union (30°15°40”’S; 54°36°217°0) y
una hembra (canino 2) de 2 afios (25kg) de pueblo Cuareim
(30°13°30”’S; 57°34°05”0), localidades que pertenecen al
Departamento de Artigas. Ambos animales eran de raza cruza
y utilizados para la caza de jabali (Sus scrofa). Dicho caninos
comenzaron a presentar signos de enfermedad en los meses de
setiembre (canino 1) y noviembre (canino 2) del afio 2017. Ante
el desmejoramiento progresivo de los animales, ambos perros
fueron remitidos a una clinica veterinaria particular de la ciudad
de Bella Unidn, donde se les realizd un examen clinico general.

Toma de muestras y andlisis paraclinicos

En la clinica se les tom6 muestras de sangre con y sin antico-
agulante de forma aséptica. Las mismas fueron remitidas para
posterior remision al Laboratorio Clinico Veterinario (Laclivet)
en Montevideo para realizar frotis de sangre, hemograma com-
pleto en ambos animales y bioquimica al canino 1. Una alicuo-
ta de sangre con anticoagulante fue remitida al Laboratorio de
Vectores y enfermedades transmitidas (LVyET), CENUR Litoral
Norte-Salto, UdelaR, para realizar el diagndstico molecular.
También se obtuvieron muestras de sangre con anticoagulante
de perros que convivian con los dos anteriormente mencionados
y realizaban las mismas actividades de caceria. Cuatro perros
proceden de la ciudad de Bella Unidn y cinco de pueblo Cua-

reim.

Frotis, coloracion, morfologias parasitarias

Con la sangre (2 animales enfermos + 9 animales compafieros)
se realizaron frotis finos por extension, fueron fijados con al-
cohol metilico durante 5 minutos y coloreados con Giemsa
durante 2 horas. La visualizacion de los frotis se realizd bajo
objetivo 100x de inmersion. Una vez visualizado el parasito se

procedi6 a la descripcion morfométrica de 30 ejemplares.

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

La extraccion de ADN se llevd a cabo utilizando un kit comer-
cial PureLink®Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Alemania)
a partir de 200 pl de sangre fresca siguiendo las instrucciones
del fabricante. La concentracion de ADN fue cuantificada con
un espectrofotometro Nanodrop 2000 (ThermoScientific). Con

el ADN obtenido se realizaron tres PCRs para tripanosomati-



dos. La primera reaccion amplifica una porcion de 800 a 900 pb
del gen ARNr 18S (Maia da Silva y col., 2004; Ramirez y col.,
2012) y fue realizada a todos los perros muestreados (2 animales
enfermos + 9 animales compafieros) utilizando los primers 609
F y 706 R (Tabla 1). Como control positivo para esta PCR se
utilizé una muestra de ADN de Leishmania infantum.

Posteriormente se realizaron otras dos PCRs que amplificaron
fragmentos solapantes de la region del espaciador transcrito in-
terno (ITS1 + 5,8S + ITS2), las cuales se realizaron inicamente
a las muestras de los perros clinicamente enfermos (2). En la
primera de ellas se utilizaron los primers IR1 - IR2, mientras
que en la segunda se emplearon los primers ITS1 CF —ITS1 BR.
Los primeros amplifican 1000 a 1200 pb y los segundos 480 pb
(Tabla 1) (Cupolillo y col., 1995; Njiru y col., 2005). El control

Tabla 1. Lista de primers utilizados.

positivo para ambas PCRs fue Trypanosoma sp.

El producto resultante de cada PCR se visualiz6 utilizando un
transiluminador UV inmediatamente luego de una corrida de
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, conteniendo un inter-
calante GoodView® Nucleic Acid Stain (Beijing SBS Genetech
Co., LTd). Los amplicones de tamafo esperado fueron purifica-
dos mediante el kit comercial PureLink® Quick PCR Purification
kit (Invitrogen, Alemania) y enviados a secuenciar al Instituto
Pasteur Montevideo (Uruguay) y Macrogen (Corea del Sur). Las
secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas utilizando
el programa MEGA 7 (Kumar y col., 2016). Para la determinaci-
on de las homologias se compararon con secuencias disponibles
en el GenBank mediante la busqueda BLASTn (http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Nombre Secuencia Pb amplificadas  Gen/Region Autor
609 F CACCCGCGGTAATTCCAGC Maia da Silva y col.,
800 a 900 pb ARNr 18S 2004; Ramirez y col.,
706 R CTGAGACTGTAACCTCAA 2012
IR1 GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT )
1000 a 1200 pb ITS Cupolillo y col., 1995
IR2 GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG
ITS1 CF CCGGAAGTTCACCGATATTG
480 pb ITS Njiru y col., 2005
ITS1 BR TTGCTGCGTTCTTCAACGAA

Nombre: Nombre de los primers. Pb amplificadas: Pares de bases amplificadas luego de la PCR

Tabla 2. Datos de hemograma y bioquimica de los caninos.

Hemograma Canino 1 Canino 2 Unidades Valores de referencia
Hematies 3,17 2,15 mil/mm? 5,5-8,5
Hemoglobina 8,5 6,1 g/dl 12-18
Hematocrito 25 18 % 37-55
Plaquetas 50 233 mil/mm? 250 - 500
Leucocitos 13,8 11,3 mil/mm? 6,0-17
Neutrofilos 86 66 % 60 —77
Linfocitos 6 31 % 12-30
Monocitos 1 1 % 2-10
Eosindfilos 7 2 % 2-10
Basofilos 0 0 % Raros
Funcional Hepatico
Bilirrubina Total 5,19 mg/dl Hasta 1,0
Bilirrubina Directa 2,67 mg/dl Hasta 0,0
Bilirrubina Indirecta 2,52 mg/dl Hasta 0,7
Proteinas Totales 8 g/dl 54-7,1
Albumina 1,6 g/dl 2,6-33
Globulinas 6,4 g/dl 2,8-38
GPT/ALT 280 U/L 10—-60
GOT/AST 86 U/L 10— 60
Fosfatasa Alcalina 2414 U/L Hasta 200
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Resultados

Signos clinicos

Ambos animales presentaron signos similares como decai-
miento, inapetencia, linfoadenopatia de ganglios mandibulares,
pre-escapulares y popliteos, adelgazamiento progresivo, saliva-
cion, mucosas palidas, temperatura entre 39,5°C y 39,8°C, se-
creciones oculares, edemas en zona ocular, oral y mas marcado
en miembros posteriores. El cuadro clinico en ambos casos fue
de larga evolucion, durando aproximadamente un mes hasta la
muerte de ambos animales. Los dos casos fueron reportados a la
OIE (Organizacion Mundial de Sanidad Animal).

Datos hematologicos y bioquimicos

En el hemograma se visualizé una marcada anemia hipocromica
en ambos caninos, con trombocitopenia marcada en el canino 1
(Tabla 2). Al canino 1 ademas se le realizé un funcional hepa-
tico, obteniendo como resultados: concentraciones elevadas de
bilirrubina total, directa e indirecta, relacion albumina/globulina
disminuida, proteinas totales aumentadas, y los perfiles enzima-
ticos de GPT, GOT y fosfatasa alcalina aumentados (Tabla 2).

Frotis y morfometria de pardasitos

En la observacion microscopica de los 11 extendidos de sangre,
solo en los dos perros clinicamente enfermos se observaron mor-
fologias parasitarias compatibles con tripomastigotes de Trypa-
nosoma sp. (Figura 1). Los mismos poseen un cuerpo ahusado,
alargado, de forma tortuosa, con extenso flagelo y niicleo redon-
deado y central. Las dimensiones tomadas sobre 30 ejemplares
por cada perro promediaron 23,3 um + 3,4 (min. 17,08 — max.
29,28) de largo. En los frotis observados de los perros muestre-
ados sin sintomatologia no se visualizaron formas parasitarias.

Diagndstico por PCR y secuenciacion

Ambas muestras de los perros clinicamente enfermos fueron po-
sitivas tanto para la PCR que amplifica el gen ARNr 18S (Figura
2) como las PCRs que amplificaron los fragmentos solapantes
de ambas ITS (Figura 3). Mientras que la PCR que amplifica

Figura 1. Tripomastigotos de Trypanosoma sp. en frotis de san-

gre de canino 1 coloreado con Giemsa. Escala = 30 um (100x).

el gen ARNr 18S en los animales sanos que convivian con los
enfermos fueron negativas. De las secuencias editadas se ob-
tuvieron fragmentos de 721pb para el gen ARNr 18S, 1000 y
400 pb para la region ITS. Las secuencias parciales obtenidas
de la region ITS se ensamblaron formando una secuencia final
de 1175 pb.

El analisis a través de la herramienta BLASTn demostré que las
secuencias obtenidas para el gen ARNr 18S tienen una homolo-
gia del 100% con secuencias correspondientes a T. evansi 'y T.
brucei. Por otro lado, las secuencias ensambladas de los genes
ITS tienen una homologia del 99% con secuencias correspon-
dientes a T. evansi.

Figura 2. Gel de electroforesis mostrando los amplicones obte-
nidos luego de la reaccion de PCR para amplificar un fragmento
del gen ARNr 18S de tripanosomatidos (tamaiio de banda espe-
rada ~900 pb). Carril 1 y 6: marcador de peso molecular (100-
1500 pb); carril 2: canino 1; carril 3: canino 2; carril 4: control
positivo; carril 5: control negativo.

Figura 3. Gel de electroforesis mostrando los amplicones obteni-
dos luego de las reacciones de PCRs utilizados para deteccion de
las regiones ITS. Carril 1 y 6: marcador de peso molecular (100-
1500 pb), carril 2: canino 1, carril 3: canino 2, carril 4: control
positivo, carril 5: control negativo (para los primers ITS1 CF y
ITS1 BR, tamafio de banda esperada 480 pares de bases), carril,
carril 7: canino 1, carril 8: canino 2, carril 9: control positivo,
carril 10: control negativo (para los primers IR1 y IR2) tamafio
de banda esperada 1000 a 1200 pb), carril 11: marcador de peso
molecular (100-3000 pb).



Discusion

La tripanosomiasis causada por 7. evansi es una importante en-
fermedad que afecta mamiferos domésticos y silvestres en regio-
nes tropicales y subtropicales (CFSPH, 2009). El perro es una
de las especies que puede ser seriamente afectada, en el cual
predomina un cuadro anemizante, acompaflado de fiebre, edema
en zona ocular, letargia y adenomegalia generalizada, signos ob-
servados en los animales de este estudio y lo reportado por Greif
y col. (2018). En el hemograma de ambos perros clinicamente
enfermos de este estudio, se constatd marcada anemia hipocro-
mica y trombocitopenia, lo cual es frecuentemente reportado en
casos clinicos similares causados por este parasito (Silva y col.,
1995). Las posibles causas para la anemia incluyen, supresion
eritropoyética, hemodilucion, hemolisis y accion directa de los
parasitos (Branddo y col., 2002). En cuanto a la trombocitopenia
en los perros parasitados, Jain (1993) menciona que es debida a
la disminucion de la sobrevida de las plaquetas.

Durante el periodo agudo los animales enfermos presentaron
fiebre intermitente, inapetencia, caquexia, edemas subcutaneos,
letargia, ceguera y alteraciones en la homeostasis, signos seme-
jantes reportados por Braccini y col. (2005). Por otro lado, en
su fase cronica hay compromiso del estado general del animal
con reagudizacion de los sintomas (Braccini y col., 2005; Cor-
rea-Salgado y col., 2010). En cuanto a las alteraciones bioqui-
micas observadas en el canino 1, el aumento de la AST/ALT
y Fosfatasa alcalina, probablemente se deba a una necrosis de
los hepatocitos por hipoxia, y el aumento de bilirrubina causado
por la hemolisis (Meyer y col., 1992). Tanto los signos clinicos
como los resultados de los andlisis paraclinicos nos indican que
los animales estaban cursando la fase cronica de la enfermedad
(Branddo y col., 2002). Los perros que enfermaron murieron,
coincidiendo con los datos reportados para esta enfermedad que
presenta alta letalidad (Seidl y col., 2001).

Desde el punto de vista epidemioldgico, ambos casos deben ser
considerados autdctonos ya que los caninos eran nacidos y re-
sidentes de ambas localidades y sin reportes que hayan salido
del pais. Segin datos recabados, ambos perros eran utilizados
para la caza de jabali en desembocaduras de arroyos en el rio
Cuareim.

Es probable que la transmisién en ambos casos se produjera du-
rante las cacerias en los montes mediante la picadura de dipteros
como tabanos (transmision mecanica), los cuales son comunes
en estos ambientes (Raina y col., 1985). Ademas, algunos ani-
males silvestres como el carpincho pueden actuar como reser-
vorios, los cuales podrian ser la fuente de infeccion ya que es
una especie presente en esos montes y frecuentemente cazada
(Wells, 1984; CFSPH, 2009; OIE, 2018). El resto de los perros
muestreados que integraban el grupo de caza junto a los clini-
camente enfermos resultaron negativos tanto en los frotis san-
guineos como las PCRs. Teniendo en cuenta que los animales
convivian en la misma casa y practicaban las mismas activida-
des, es probable que la transmision fuera individual en cada caso
mediante la picadura de un diptero insecto hematéfago infecta-

do, ya que si fuera por la ingestion de carne o visceras de algiin

animal portador del hemoparasito se hubiesen enfermado mas
perros (Raina y col., 1985; Singh y col., 2000).

En cuanto a la distribucion de la enfermedad, en la region se han
reportado casos en perros en Los Charruas, Provincia de Entre
Rios en Argentina (Bono Battistoni y col., 2016) y en Uruguaya-
na, Santana do Livramento y Santa Maria, tres localidades del
Estado de Rio Grande do Sul en Brasil (Braccini y col., 2005;
Franciscato y col., 2007; Guim y col., 2013). Para Uruguay la
enfermedad ha sido recientemente reportada en un perro de la
ciudad de Rivera a partir del cual se realizo la caracterizacion
molecular y aislamiento del parasito (Greif'y col., 2018). Por lo
tanto, es de esperar que se produzcan nuevos casos en la region.
Como diagnostico, la visualizacién de los tripomastigotes de
Trypanosoma sp. en los frotis de sangre continta siendo una for-
ma rapida y econdmica de realizarlo, en este estudio la longitud
promedio fue de 23.3 pum, siendo medidas semejantes a las re-
portadas por Aguilar y col. (2002). Si ademas de la observacion
microscopica se la complementa con técnicas de biologia mole-
cular como la PCR, la cual ha demostrado ser una técnica de alta
sensibilidad, serd de gran ayuda al momento de confirmar esta
enfermedad en determinadas regiones o zonas donde no se ha-
bia registrado anteriormente (Masiga y col., 1992; Desquesnes
y Davila, 2002; Maia da Silva y col., 2004; Njiru y col., 2005;
Fernandez y col., 2009; Greif'y col., 2018).

Es importante destacar que 7. evansi pertenece el subgénero
Trypanozoon y dentro del clado Trypanosoma brucei que incluye
cinco tripanosomas genéticamente muy similares: Trypanosoma
brucei brucei, que causa nagana en mamiferos no humanos en
la region sub-Sahara de Africa (Finelle, 1983), Trypanosoma
brucei gambiense y Trypanosoma brucei rhodesiense, que cau-
san el mal del suefio en humanos en la region sub-Sahara de
Africa (Simarro y col., 2010), Trypanosoma equiperdum, que
causa durina en equinos de vida salvaje (Zablotskij y col., 2003)
y T evansi, causante de surra (mal de cadeiras en Brazil, mal de
caderas en Argentina, derrengadera en Venezuela y murrina en
América Central) en mamiferos de la region tropical y subtro-
pical (Desquesnes y col., 2013). Es por esto que las secuencias
de los animales de este estudio tienen similares homologias con
secuencias de T brucei 'y T. equiperdum. Lo mismo sucede con
la morfologia parasitaria, ya que los tripomastigotos de T evan-
si, T. brucei 'y T. equiperdum son indiferenciables (Brun y col.,
1998). Por lo tanto es muy importante acompaiar el diagndsti-
co “morfolégico” con la situacion epidemioldgica, ya que por
ejemplo 7. brucei necesita de las moscas hematofagas tse-tse
(Glossina spp.) para su trasmision y solo se encuentra en Africa
(Masiga y col., 1992), por otro lado T equiperdum causa una tri-
panosomiasis que afecta principalmente a equinos y es de tras-
mision venérea (Zablotskij y col., 2003). Por otro lado, 7. evansi
causa importantes pérdidas por mortalidad en equinos, reporta-
do por Seidl y col. (2001), en la zona del Pantanal, Brasil, lo cual
se debe estar alerta por eventuales focos de esta enfermedad.

Conclusiones

Se reportan los dos primeros casos autdctonos fatales de tripa-

nosomiasis canina/surra causados por Trypanosoma evansi, en
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perros utilizados para la caza provenientes de dos localidades

del Departamento de Artigas, Uruguay.
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