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1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias de los animales en produccién estan ampliamente
distribuidas en todo el mundo, teniendo distintos impactos tanto en paises
desarrollados como en via de desarrollo. Para el caso de los parasitismos, estos
se encuentran en cualquier zona, en su mayoria en lugares tropicales y
subtropicales donde encuentran las condiciones 6ptimas para su supervivencia y
desarrollo.

En el tracto respiratorio superior se encuentra Oestrus ovis (Diptera: Oestridae)
un importante parasito productor de miasis obligatoria en los ovinos y caprinos
con una amplia distribucibn mundial. La oestrosis es la miasis cavitaria de los
senos nasales, paranasales y a veces frontales de los pequefios rumiantes, la
caracteristica de los oestridos de presentar espinas a través de todo el cuerpo de
las larvas, agrava la accion parasitaria en su paso por los conductos respiratorios
anteriores y en algunos casos se pueden presentar con sintomas nerviosos
derivados de la localizacién de larvas en el sistema nervioso central (Matos,
Rodriguez Diego, Alfonso, & Olivares, 2013).

Para el caso del tracto respiratorio medio y bajo se producen infecciones
conocidas como bronquitis parasitaria 0 neumonia verminosa en ovinos y
caprinos, que son causadas por nematodos de las familias Dictyocaulidae
(Dictyocaulus filaria) 'y Protostrongylidae  (Protostrongylus rufescens,
Spiculocaulus leuckarti, Muellerius capillaris, Cystocaulus ocreatus vy
Neostrongylus linearis), los cuales son un grupo de parasitos cosmopolita
distribuido bajo la influencia de diferentes factores geograficos y climaticos. Estos
nematodos son responsables de pérdidas econdémicas directas por causa de
lesiones pulmonares en rumiantes que pueden ser observadas durante la
inspeccién post-mortem (Panayotova-Pencheva, 2011).

El conocimiento de los agentes parasitarios que originan patologias del tracto
respiratorio que se encuentran presentes en una zona geografica particular, su
biologia y epidemiologia es de vital importancia. De acuerdo a lo anterior, el
objetivo del presente trabajo es realizar una aproximacion a la epidemiologia
molecular de las enfermedades parasitarias presentes en el tracto respiratorio de
ovinos y caprinos de la provincia Norte del departamento de Boyaca.
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2. MARCO CONCEPTUAL

2.1 ETIOLOGIA DE LAS PARASITOSIS RESPIRATORIAS

Los pequefios rumiantes hospedan diversos parasitos ubicados en los pulmones
gue causan enfermedad respiratoria, éstos incluyen Dictyocaulus filaria que tiene
un ciclo de vida directo, Protostrongylus rufescens, Muellerius capillaris,
Cystocaulus ocreatus, Neostrongylus linearis y Spiculocaulus leuckarti, los cuales
tienen ciclo de vida indirecto (Beyene, Nigussie, Ayana, & Abunna, 2013). De los
parasitos mencionados el mas patdgeno es D. filaria, mientras que infecciones
con M. capillaris pueden pasar inadvertidas. También se encuentra Oestrus ovis,
causante de miasis obligatoria en la cavidad nasal de los ovinos y caprinos.

Para efectos de ubicacién anatomica de los parasitos estudiados en las vias
respiratorias, se representa graficamente la siguiente division: tracto respiratorio
alto, medio y bajo (Figura 1).

Tracto respiratorio medio:
trdquea y bronquios

Tracto respiratorio bajo:
bronquiolos, alvéolos y
parenquima pulmonar

Tracto respiratorio alto:
cavidad nasal

Fuente: Modificado FAO

Figura 1. Division anatémica de las vias respiratorias en pequefios rumiantes.

Comenzando por el tracto respiratorio alto se encuentra el estadio larvario del
diptero Oestrus ovis (Linneo, 1761), causante de miasis cavitaria de los senos
nasales, paranasales y a veces frontales de los ovinos y caprinos. También se le
conoce con el nombre de “miasis de la nariz”, “rinitis parasitaria”, “enfermedad de
la mosca de los senos” y en aquellos casos en los que se presenta con sintomas
nerviosos derivados de la localizacion de larvas en sistema nervioso central se le
denomina “falsa modorra” (Matos, Rodriguez, Alfonso, & Olivares, 2013).

Oestrus ovis es una mosca robusta de color marrén grisaceo, de 1 cm de longitud
cubierta de pelos cortos, manchas negras en el abdomen y un aparato bucal
rudimentario. La larva L1 es filiforme, de color blanco y mide entre 1-3 mm, posee
un par de ganchos bucales quitinosos, en forma de garfios y alrededor de 20
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espinas terminales distribuidas en dos grupos, la L2 mide entre 2-12 mm también
es de color blanco (Cordero Del Campillo & Rojo-Vazquez, 2002).

Las larvas en su ultima fase (L3) miden 3 cm de largo, de color blanco cuando son
jovenes, luego pasa a color amarillento y finalmente cuando maduran pasan a
color marron claro, morfolégicamente presentan una banda transversa en el
dorso, bastante ancha y de color negro, en la parte ventral presenta varas filas de
espinas fuertes con distribucién regular (Urquhart, Armour, Duncan, Dunn, &
Jennings, 2001).

En el tracto respiratorio medio se aloja Dictyocaulus filaria (Rudolphi, 1809),
presente en ganado ovino y caprino. Es un verme blanquecino, delgado y filiforme,
en su extremo anterior poseen una capsula bucal pequefia con 4 labios muy
reducidos. Los machos miden 3-8 cm, en la bolsa copuladora de éste, las costillas
media y posterolateral estan unidas, menos en su extremo. La costilla externo
dorsal esta hendida en su base derecha; las espiculas son gruesas y con forma
de bota que miden de 400-640 pum. Las hembras miden 5-11 cm, la vulva se sita
hacia la mitad del cuerpo y su extremo posterior es romo. Los huevos elipsoides
miden 112-138 X 69-90 um, éstos tienen una larva desarrollada que eclosiona
rapidamente. Las larvas L1 miden 550-580 um y en el extremo anterior tienen un
engrosamiento cuticular llamado botén cefélico que las diferencia de D. viviparus,
son de color oscuro debido a las reservas nutritivas en forma de granulos y su
extremo posterior es romo (Cordero Del Campillo & Rojo-Vazquez, 2002).

En el tracto respiratorio bajo de los ovinos y caprinos se ubican diversos parasitos
dentro de los cuales estan Protostrongylus rufescens (Leuckart, 1865), el cudl
alojado en los bronquiolos es facilmente identificable por su color marrén y mide
de 2-6 cm de longitud. Muellerius capillaris (Muller, 1889) se ubica en los alveolos,
es una especie diminuta profundamente incrustada en el tejido pulmonar o
nodulos reactivos, siendo dificil llegar a obtener ejemplares intactos. También se
encuentran otros géneros de menor importancia como Cystocaulus ocreatus
(Raillet y Henry, 1907), Neostrongylus linearis (Marotel, 1913) y Spiculocaulus
leuckarti (Shults, Orlov y Kutas, 1933), son vermes filiformes de color marrén que
miden entre 0,5 a 3 cm de longitud, dificiles de distinguir a simple vista, porque
estan en medio del parénquima pulmonar. Poseen una bolsa bien desarrollada,
espicula y canal espicular, la vulva se sitia cerca del ano (Kassai, 2002) (Figura
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E=pina Cola d=
Especie Marfolopia extremo caudal L1 | presents larva
compuesia
Dichyocaulss
fiizri NG NO
Profostrongylus
rfescens ND NO
Fuellerius
capillaris 5l N
Meostrongyius
linearis NO sl
Cystocaulus
ocrestus sl sl

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de los nematodos de tracto respiratorio
en pequefnos rumiantes

2.2EPIDEMIOLOGIA
2.2.1 Miasis nasal

Oestrus ovis es de distribucion mundial, condicionada por factores climaticos,
entre los cuales se destaca la humedad y la temperatura, ésta ultima influye de
forma decisiva en el ciclo endégeno y exdégeno del parasito. En condiciones
experimentales se ha comprobado que las pupas mantenidas a temperatura
constante de 34°C mueren a los pocos dias, sin embargo, cuando se someten a
temperaturas mas altas pero de manera no constante, la mortalidad no se ve
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afectada tal como sucede con fluctuaciones térmicas entre 21 y 38°C. Los meses
de verano proveen mejores condiciones para que la metamorfosis de la mosca se
produzca en aproximadamente un mes, mientras que con temperaturas templadas
el proceso puede tardar hasta 2 meses y medio. Durante el invierno, el proceso
puede detenerse y permanecen como pupas enterradas en diapausa, hasta que
vuelvan las temperaturas adecuadas para su desarrollo (Cordero Del Campillo &
Rojo-Vazquez, 2002).

Las hembras adultas de O. ovis depositan las larvas de primer estado (L1)
directamente en las fosas nasales de ovejas y cabras, esta larva coloniza
rapidamente la cavidad nasal, septo nasal, cornetes y hueso etmoides.
Posteriormente las L1 mudan al segundo estado (L2) y migran a la cavidad de los
senos frontales donde mudan al tercer estado (L3). Bajo condiciones favorables
las L1 duran entre 10 y 25 dias, las L2 de 7 a 15 dias y las L3 de 13 a 18 dias, sin
embargo, la fase de L1 puede prolongarse durante varios meses en tiempo frio.
Cuando las larvas han alcanzado su crecimiento méaximo, son expulsadas por el
estornudo del hospedero sobre el suelo donde siguen su ciclo. La metamorfosis
intra-puparial ocurre durante 19-27 dias, después de lo cual las moscas emergen.
Las hembras llevan un huevo completamente desarrollado y el macho emerge con
espermatozoides maduros listos para la fecundacion, la incubacién de huevos en
hembras gravidas tarda unos 12 dias, después de lo cual la actividad infectiva de
las moscas hembra en los nuevos hospederos comienza (Angulo-Valadez,
Ascencio, Jacquiet, Dorchies, & Cepeda-Palacios, 2011).

Para el caso de los segundos estadios (L2), éstos se encuentran en una fase
intermedia de crecimiento y demandan una dieta rica en proteinas para mantener
su metabolismo. Estas proteinas las obtienen principalmente del moco y
seroproteinas a través de enzimas de tipo tripsina, por el contrario, las L3 deben
almacenar reservas de energia para las tres fases libres del ciclo de vida
(pupariacion, emergencia de la mosca, apareamiento y larviposicién) (Tabouret,
Prevot, Bergeaud, Dorchies, & Jacquiet, 2001).

2.2.2 Bronquitis verminosa

Los miembros de la familia Dictyocaulidae tienen ciclos de vida directos, los
adultos viven en la traquea y bronquios, donde las hembras producen huevos
embrionados que eclosionan rapidamente tras su ovoposicion (Borji, Azizzadeh,
Ebrahimi, & Asadpour, 2012). Las larvas en estado L1 eclosionan en el pulmén o
en los bronquios, liberandose con rapidez, éstas son arrastradas mecanicamente
por accesos de tos y por el epitelio ciliar de los bronquios hacia la traquea, llegan
al espacio nasofaringeo y son deglutidas con la secrecién mucosa alcanzando el
aparato digestivo y desprendiéndose en las heces del hospedero infectado,
también pueden ser expulsadas al exterior con el flujo nasal. Bajo condiciones
medioambientales favorables, las L1 se desarrollan hasta el estado infectivo L3
en un periodo de 4 a 6 dias. Cuando estas son consumidas por un nuevo
hospedero, las larvas L3 migran a través de la pared intestinal a los ganglios
linfaticos mesentéricos, alli mudan y pasan a cuarto estadio (L4) para
transportarse en los pulmones. Las L4 penetran en los alveolos, mudan y se
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convierten en adultos infectivos. El periodo de prepatencia es de 4 a 5 semanas,
su longevidad es de 6 meses y en ocasiones 1 a 2 afios (Gasser et al., 2012).

Dictyocaulus filaria es un parasito cosmopolita comun en ovejas y cabras. El 90%
de las larvas realizan su primera muda entre 21y 25 °C alas 48 horas y la segunda
en 6 a 7 dias, alcanzando la etapa infectiva en 19 dias a 4-5°C y pueden
permanecer activas hasta por 100 dias, llegando a sobrevivir durante 48 semanas
en heces humedas a bajas temperaturas, tolerando temperaturas de congelacion
de varios dias. Todos los estadios larvales son sensibles a la luz solar directay a
la desecacion, sin embargo, las larvas en estado L3 son mas resistentes que las
larvas L1 y L2 (Anderson, 2000). Las L3 son poco activas y con frecuencia se
encuentran enrolladas en la materia fecal, un ambiente himedo y frio es el mas
adecuado para el desarrollo de D. filaria ya que la L3 es resistente al frio. Los
esporangios del hongo del género Pilobolus y escarabajos estercoleros facilitan la
propagacion de larvas en situaciones favorables, pero bajo condiciones adversas
de sequia las larvas pueden inhibirse en los pulmones (Regassa et al., 2010).

Tanto D. filaria como D. viviparus se encuentran comunmente en climas humedos
y templados donde los estados infectivos de vida libre pueden sobrevivir y llegar
a ser muy patdégenos en los animales que se encuentran pastando por primera
vez (Panuska, 2006). Aunque estos parasitos son ampliamente distribuidos, los
signos clinicos de los animales infectados pueden ser menos evidentes que los
signos a causa de otras enfermedades del ganado (Perry & Randolph, 1999). Para
el caso de los paréasitos pulmonares, pueden resultar en infeccién de las vias
respiratorias medias y bajas, usualmente presentando bronquitis verminosa o
neumonia verminosa, siendo en rumiantes la principal causa de bronconeumonia,
gue ocasionan pérdidas econdémicas significativas con mortalidad y reduccién en
la produccién (Boriji et al., 2012).

La transmision de protostrongilidos es epidemiolégicamente mas compleja
comparado con D. filaria, ya que involucra al hospedero definitivo, el parasito y un
hospedero intermediario. El rango del hospedero intermediario de Protostrongylus
rufescens esta restringido a ciertas especies de caracoles que tienen menor
prevalencia debido a que su rango geografico es tan amplio como el de éstos
(Borji et al., 2012). Las larvas (L1) de Protostrongilidos son bastante resistentes a
la desecacion y los estadios en los caracoles estan bien protegidos durante
condiciones adversas, sin embargo, la humedad se considera un factor
determinante en la supervivencia y viabilidad de los caracoles de tierra. Las larvas
infectivas probablemente sobreviven en los caracoles durante el tiempo que los
caracoles viven y hasta una semana después de la muerte del caracol (Hansen &
Perry, 1994).

Las hembras de los Protostrongilidos son oviparas y depositan sus huevos no
segmentados alrededor de los tejidos pulmonar, vascular y nervioso, estos
desarrollan en su interior larvas de primer estadio antes de aparecer en las heces.
Tienen ciclos de vida indirectos que requieren un caracol terrestre como
hospedero intermediario. Las larvas de primera etapa (L1) que se encuentran en
las heces infectan a caracoles y babosas al penetrar por la superficie inferior de
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estos o al ser ingeridas. El desarrollo de larvas infectivas (L3) en los caracoles
tarda aproximadamente 2 semanas y éste llega a infectar al hospedero final por
ingestion accidental en sus alimentos. Las larvas liberadas migran por el conducto
mesentérico a través de la ruta linfatico-vascular hasta alcanzar los pulmones y
se convierten en adultos en la luz de los bronquiolos. El periodo prepatente de
Muellerius es 6-10 semanas, en Protostrongylus es de 5-6 semanas y su
longevidad es de 2 a 7 afios (Hansen & Perry, 1994).

Muellerius es el género mas comdun, las larvas L1 pueden sobrevivir durante 10
meses a 5°C, en zonas de clima templado y presencia de lluvias invernales casi
todas las ovejas son portadoras de este género, la extensa distribucion y la alta
prevalencia son en parte atribuidas a la amplia gama de hospedadores
intermediarios (caracoles y babosas), mientras que Protostrongylus posee una
gama de hospedadores intermediarios restringida a ciertas especies de caracoles,
tiene una prevalencia mas baja, aunque su distribucion geogréfica es igual de
amplia (Urquhart, Armour, Duncan, Dunn, & Jennings, 2001).

La transmision y el mantenimiento de las infecciones pulmonares afio tras afio
dependen de algunos animales infectados que albergan un pequefio nUmero de
parasitos adultos en los pulmones durante varios meses y por lo tanto sirven como
portadores. Los animales portadores continGan contaminando los pastos, y el ciclo
de infeccion se mantiene en la poblacién en riesgo. Como resultado, el nUmero de
larvas infectivas en pastos puede alcanzar niveles que causan brotes de
enfermedad clinica. Las larvas de algunas especies de nematodos pulmonares
pueden inhibirse en el tejido pulmonar durante periodos de condiciones climaticas
adversas (como una estacion seca) y luego madurar al comienzo de la estacion
de lluvias (Hansen & Perry, 1994).

2.3 PATOGENIA
2.3.1. Miasis nasal

La patogenia de O. ovis es parcialmente inducida por espinas en la cuticula de la
larva y ganchos orales, pero principalmente por biomoléculas, es decir, enzimas y
antigenos excretados o secretados por la larva sobre la mucosa. La larva migra
dentro del hospedero con la ayuda de sus espinas en la cuticula ventral y ganchos
bucales, los cuales causan una irritacion mecanica de la mucosa. La importancia
de estas estructuras es critica en el primer estado larval, las espinas de la cuticula
son numerosas en comparacion con las de los estados L2 y L3. Estas espinas y
ganchos orales facilitan el agarre larvario, permiten el desplazamiento rapido de
las L1 en la mucosa nasal y contribuyen a la aparicion de un proceso reactivo de
naturaleza catarral (Angulo-Valadez et al., 2011).

Estas reacciones son importantes para la fase de migracién y posteriormente en
la localizacion definitiva. Durante el periodo de transformacién de las larvas,
aumentan su tamafo y eliminan la exuvia, iniciandose nuevamente en la mucosa
un catarro nasal y sinusal de tipo agudo, con abundante secrecién de tipo seroso,
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seromucoso, mucoso o purulento. De igual forma el crecimiento en las larvas
provoca acciones mecéanicas de naturaleza obstructiva sobre los orificios nasales,
gue impiden el drenaje y limpieza de los senos llegando a causar sinusitis cronica
purulenta como consecuencia de la acumulacion y retencion de las secreciones
(Cordero Del Campillo & Rojo-Vazquez, 2002).

Las larvas L2 y L3 pierden sus espinas dorsales, lo que indica que éstas no son
importantes ya sea para las etapas de desarrollo o para la patogénesis, ya que la
severidad observada en las lesiones de la cavidad nasal, senos nasales y a nivel
del hueso etmoides, es consecuencia parcialmente de la fuerte actividad trofica
del estado L2, pero principalmente por la larva L3. Las biomoléculas excretadas
por la glandula salival de la larva comprenden una compleja formacion de enzimas
necesarias para degradar las proteinas del moco y el plasma para su alimentacién
y nutricion, de tal manera que cuando el desarrollo larval incrementa, no sélo
aumenta la produccion de proteinas en productos excretados, sino que aumenta
la actividad proteolitica (Angulo-Valadez et al., 2009).

La patogenia se amplifica en la mucosa etmoidal y sinusal cuando L2 y L3 estan
presentes. Especificamente, las enzimas larvales (principalmente serina y
proteasas) son capaces de degradar los componentes de la matriz extracelular
(tipo 1) y lamina basal del epitelio (tipo 1V), albuminas e inmunoglobulinas en
fragmentos mas facilmente ingeribles por las larvas. En este sentido, los estudios
micro-histolégicos han caracterizado los cambios patolégicos ultra-estructurales
causados por O. ovis, ya que esta induce hiperplasia y metaplasia en el epitelio,
confirmando un incremento en el nimero de células epiteliales en la cavidad nasal
y sinusal de ovejas infectadas con respecto al nimero encontrado en ovejas sin
infeccion (Tabouret et al., 2003). La infestaciéon por O. ovis puede predisponer a
los animales a presentar pleuroneumonia, abscesos en los pulmones y neumonia
intersticial (Saleem et al., 2017).

2.3.2. Bronquitis verminosa

Para los parésitos pulmonares el efecto patégeno depende de su ubicacion en el
tracto respiratorio, el nimero de larvas infectivas ingeridas y el estado inmune del
animal. Durante las primeras etapas de la infeccién por Dictyocaulus (periodo
prepatente) los bronquiolos estan bloqueados por exudado, que obstruye las vias
respiratorias, lo cual pude resultar en colapso del tejido pulmonar distal a la
ubicacion del bloqueo. Los nematodos adultos (periodo patente) en los bronquios
causan bronquitis. La presentacion de enfisema, edema pulmonar e infecciones
secundarias son complicaciones comunes en los casos mas severos. Después de
2 a 3 meses la mayoria de parasitos adultos son expulsados (Hansen & Perry,
1994).

En el intestino, las larvas ejercen accion traumaética al atravesar la pared intestinal,
aunque esto tiene poca importancia clinica. En los pulmones, las L4 migrantes
realizan una accion traumatica-irritativa sobre los capilares alveolares. La
presencia de L5 y adultos en los bronquiolos origina accion obstructiva y toxica-
inflamatoria, debido a la excrecion de productos metabdlicos, esto conlleva a una
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predisposicion a infecciones bacterianas secundarias (Cordero Del Campillo &
Rojo-Vazquez, 2002).

Los mecanismos patégenos de P. rufescens y M. capillaris son similares pero rara
vez producen efectos graves. Esto puede deberse en parte a su localizacion mas
restringida en los pulmones. Existen dos tipos de alteraciones patologicas, en una
de éstas se presentan nodulos de multiplicacion con forma de cono, zonas
similares a granulomas de diferente tamafio, color y grado de consolidacion los
cuales contienen nematodos sexualmente activos y acamulos de larvas, ubicados
habitualmente en el |6bulo diafragmético, éstos se pueden observar mediante
laminas histologicas (Kassai, 2002).

Otra alteracion es la formacién de lesiones nodulares, pequefas y esféricas del
tamano de un alfiler, parece ser la reaccion predominante tras la infeccién con M.
capillaris éstas son de color gris 0 marrén oscuro incluso negro en el caso de
Cystocaulus, se encuentran a menudo sub-pleuralmente en los Iébulos
pulmonares caudales, los nodulos contienen vermes minudsculos, asi como
huevos y larvas que son casi imperceptibles. En la infeccion de P. rufescens hay
un area mas grande de pulmoén afectada, las ramificaciones bronquiales mas
pequefias situadas en la superficie pulmonar se llenan de huevos, larvas y restos
celulares por la oclusiéon de los pequefios bronquios a causa de los vermes, la
lesion tiene forma conica con la base en la superficie del pulmén (Urquhart,
Armour, Duncan, Dunn, & Jennings, 2001).

2.4 EFECTOS CLINICOS
2.4.1. Miasis nasal

La presencia de larvas de Oestrus ovis afecta el comportamiento de los ovinos y
caprinos, provoca pérdidas de produccion, interferencia en la respiracién normal
debido a que los animales deben respirar por la boca, lo que afecta el pastoreo y
la rumia, ademas del potencial de superinfeccion bacteriana (Tabouret et al.,
2001). Esta infeccién naso-sinusal local puede inducir signos de enfermedad
generalizada incluyendo emaciacion la cual puede resultar en la muerte, los
signos mas constantes son de tipo respiratorio, en los que se destacan rinorrea
uni o bilateral desde serosa hasta mucopurulenta, respiracion entrecortada con
episodios de taquipnea acompafiada de ronquidos, estertores y lagrimeo. Ademas
de estos efectos locales, pueden llegar a afectarse los pulmones por la formacién
de abscesos y neumonia intersticial, debido a que la secrecidon nasal contiene
bacterias y eosinéfilos y sus metabolitos activos pueden ser aspirados hacia los
pulmones (Dorchies, Duranton, & Jacquiet, 1998).

Resultan sugestivos de infestacion por O. ovis el ocultamiento de los ollares en el
pasto, estornudos, resoplidos forzados y huidas repentinas que llegan a
desarrollar los animales como reflejo ante los zumbidos del parasito adulto,
ademas al ser un agente productor de miasis cavitaria de los senos nasales,
paranasales y a veces frontales de los ovinos y caprinos, en algunos casos se
pueden presentar sintomas nerviosos derivados de la localizacién de larvas en el
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sistema nervioso central, se observa agitacion, apatia, contracciones musculares,
marcha vacilante y adinamia en menor proporcién, en ocasiones los animales
giran sobre si mismos y caen al suelo, razon por la cual también se le conoce a la
enfermedad como “falso torneo” (Matos et al., 2013).

2.4.2. Bronquitis verminosa

Entre tanto, los signos clinicos de la infeccién por nematodos pulmonares pueden
oscilar entre una tos moderada, que se exacerba durante el estrés y una tos
persistente grave con marcado aumento de las tasas respiratorias acompafadas
de dificultad respiratoria. Los animales pueden bajar la cabeza y estirarla hacia
delante. Las infecciones graves en el ganado van acompafiadas de anorexia,
depresion, anemia, retraso en el crecimiento y por consiguiente pérdidas en la
produccion (Hansen & Perry, 1994).

En los animales jovenes se presenta tos y expectoracion con abundante moco
gue puede tener larvas, huevos o nematodos adultos, pocas semanas pos-
infeccion. También se puede observar taquipnea, disnea, anorexia y pérdida de
peso relacionado con la importancia de la infeccion, la evolucion depende del
ndamero de L3 ingeridas, sobre todo en las primo-infecciones, asi como del ritmo
de la infeccion. En la fase aguda, el flujo nasal es muy abundante, de consistencia
mucosa al comienzo y luego muco-purulenta formando costras al secarse que
obstruyen los orificios nasales. En infecciones intensas se puede observar
sintomas de bronconeumonia con respiracion acelerada, tos seca y estertores
crepitantes; las muertes no son frecuentes debido a la expulsion gradual de
adultos, aunque las infecciones mixtas con protostrongilidos y con vermes
intestinales determinan el mal estado de los afectados (Cordero Del Campillo &
Rojo-Vazquez, 2002).

Las infecciones ovinas con protostrongilidos son cominmente asintomaticas y
esporadicamente pueden resultar con tos, el curso de la infeccion es cronico y
puede desembocar en la curacion espontanea, sin embargo, las infecciones
fuertes causan disminucion del peso en canal, aumento de los niveles de
mortalidad, neumonia crénica y disminucion de la POz que puede resultar en una
hipoventilacion alveolar. Las diferentes especies de gusanos pulmonares ejercen
un efecto patolégico sinérgico responsable de la bronconeumonia verminosa
comunmente vista en ovejas y cabras de pastoreo, se puede afirmar que la
bronconeumonia asociada a protostrongilidos perjudica fuertemente el
intercambio gaseoso y alteran la tasa respiratoria (Berrag & Cabaret, 1996). Zonas
extensas de enfisema y bronconeumonia pueden causar manifestaciones clinicas
como tos, anorexia, retraso en el crecimiento, depresion y anemia. Las infecciones
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mixtas con varias especies son frecuentes (Kassai, 2002).
2.5 DIAGNOSTICO
2.5.1. Miasis nasal

2.5.1.1 Diagnéstico clinico

Examen clinico: las ovejas infestadas por Oestrus ovis muestran en su mayoria,
abundante secrecion nasal de moco purulento, signo clinico presuntivo que, junto
a frecuentes estornudos que sufre el animal, son indicios caracteristicos de
parasitismo por O. ovis. A su vez, resultan sugestivos de infestacion, el
ocultamiento de los ollares en el pasto y huidas repentinas que llegan a desarrollar
los animales como reflejo ante los zumbidos del parasito adulto (Yacob et al.,
2004).

Oestrus ovis tiene grandes limitaciones en el diagnostico clinico, sin embargo, la
asociacion de estornudos y un abundante moco purulento en los ollares de un
porcentaje elevado de animales, es un indicio muy caracteristico que puede estar
acompafnado por la presencia de las larvas en los comederos y bebederos (Matos
et al., 2013).

Por ser un agente productor de miasis cavitaria de los senos nasales, paranasales
y a veces frontales de los ovinos y caprinos, en algunos casos se pueden
presentar con sintomas nerviosos derivados de la localizacién de larvas en el
sistema nervioso central. La proximidad a los tejidos del sistema nervioso central
se ha considerado que favorece la transmision de enfermedades causadas por
priones (Dorchies et al., 1998).

2.5.1.2 Diagndstico directo

Identificacién de parasitos adultos: el diagndstico post mortem en tracto
respiratorio superior se basa en la revision de la cabeza mediante un corte
longitudinal (Imagen 1), se observan larvas de diferentes estadios del insecto
parasitando los senos frontales donde migran hacia las cavidades sinusales y se
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desarrollan desde el primer hasta el tercer estadio (Kassai, 2002).

Imagen 1. Corte sagital craneo de cordero, se observan larvas L1 (Izquierda) y
larvas L3 (Derecha).

Técnicas moleculares: los métodos de diagndstico convencional presentan
algunas limitaciones, en términos de sensibilidad y especificidad, adicionalmente
puede ser necesario demasiado tiempo y dinero. Las herramientas basadas en la
identificacion de ADN han permitido el desarrollo de nuevos métodos de
diagnéstico sensibles y especificos que han encontrado aplicaciones en
parasitologia. En particular, los métodos que dependen de la amplificacion de los
acidos nucleicos pueden superar algunas de las limitaciones de los enfoques
tradicionales. La principal ventaja de esta metodologia es que permite el estudio
del ADN del parasito a partir de cantidades minimas de material genético, que de
otro modo serian insuficientes para el analisis convencional, la técnica usada
comunmente es PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) (Gasser, 2006).

Se han utilizado marcadores moleculares en la identificacion de especies,
hospedero especifico y en la distribucién de miembros de familias de dipteros.
Entre los marcadores mas utilizados se encuentran el gen mitocondrial que
codifica la subunidad | de Citocromo C Oxidasa (COI) y el 28S nuclear (rADN),
gue también proporcionan informacion Gtil sobre genética de poblaciones y son
usados para analisis filogenéticos (Moreno et al., 2015).

Para la identificacion especifica, el ADN diana no debe mostrar variacion de la
secuencia o0 debe ser menor dentro de una especie y diferir suficientemente la
secuencia para permitir la separacion entre especies. Por el contrario, con el
propésito de identificar variantes poblacionales (subespecies, genotipos o
"cepas"), debe existir un grado considerable de variacion en la secuencia dentro
de una especie. Se ha empleado una serie de regiones diana en los genomas
nucleares y mitocondriales para lograr la identificacion de parasitos de especies 0
genotipos sub-especificos, estas incluyen ADN ribosémico nuclear (rADN), ADN
mitocondrial (ADNmt) y ADN repetitivo (Gasser, Bott, Chilton, Hunt, & Beveridge,
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2008).
2.5.1.3 Diagnéstico indirecto

ELISA: la serologia, fundamentalmente mediante inmunoensayos acoplados con
enzimas (ELISA), demuestra gran utilidad para estudios epidemiolégicos de la
afectacion por oestridos, incluso, en diversas especies animales aunque se
requieren varias semanas post-infestacion para que la respuesta inmune sea
detectable. Las pruebas de ELISA no estan disponibles comercialmente y los
estudios que existen se han realizado con técnicas estandarizadas y desarrollados
a nivel de laboratorio (Angulo-Valadez et al., 2009).

2.5.2. BRONQUITIS VERMINOSA
2.5.2.1 Diagnastico clinico

Examen clinico: principalmente se basa en la historia clinica de la enfermedad y
la presentacion de los sintomas, sin embargo el diagndstico clinico del sindrome
broncopulmonar agudo es dificil ya que se debe considerar el caracter estacional
y la intensidad de los sintomas. En animales primo infectados hay tos silbante y
edema pulmonar, en el caso de los animales adultos se observa disnea y tos
discreta. Los animales jévenes que salen a pastoreo por primera vez y que
presentan tos, disnea, taquipnea, pero no tienen hipertermia, son sospechosos de
bronquitis parasitaria, en particular en zonas endémicas (Cordero Del Campillo,
M; Rojo-Vazquez, 2002).

Es posible la realizacion de una exploracion de térax mediante cuatro métodos
tradicionales: inspeccién, en el cual se puede evidenciar un posible
ensanchamiento de los espacios intercostales cuando existe enfisema pulmonar
alveolar cronico, esto para el caso de los caprinos y ovinos de pelo, debido a la
dificultad del examen en ovinos con vellon. La palpacion, que permite ver
diferencias de temperatura que puedan existir y los ruidos perceptibles, asi como
zonas dolorosas sobre todo en los espacios intercostales, el aumento de
temperatura puede advertir la presencia de pleuritis relacionada con infecciones
secundarias por bacterias (Sarmiento, 2001).

Mediante percusién se puede identificar un cambio en los sonidos con significado
diagnéstico, ésta se divide en dos tipos: sonora y vertical. En la percusion sonora
el sonido que produce y percibe el aire pulmonar se origina mediante el pequefio
martillo o percusion digito-digital. Respecto de los sonidos estos deben ser
clasificados de acuerdo a la experiencia del examinador, y deben ir de acuerdo a
la profundidad de la percusion. Percusion vertical, comienza a lo largo del limite
craneal del area pulmonar y avanza luego, siempre en los espacios intercostales,
hacia la parte caudal. Sirve para la determinacion de las eventuales
modificaciones del sonido. La palpacion del area pulmonar es de limitado valor
debido a que se pueden obtener muy pocos datos, ya que por ser un animal
pequefio, los dedos no cabrian en los espacios que quedan entre cada costilla
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(Gonzales, Berumen, Mayo, & Vera, 2010).

En la auscultacion se puede realizar la identificaciéon de ruidos respiratorios,
estertores y sibilancias que sugieran la presencia de trasudados, exudados o
bronconeumonia. En los rumiantes se estudia un campo pulmonar toraxico y otro
preescapular. En corderos se puede percibir el area de los pulmones: del borde
posterior de la escapula, a la penultima costilla y hacia el codo (formando un
triangulo imaginario) de ambos lados del térax. El campo de auscultacion
pulmonar es la misma que la percusion pulmonar. La membrana del estetoscopio
debe aplicarse firmemente contra el térax para disminuir los sonidos del roce
causado por la friccion con la capa del animal (piel). Todo el campo pulmonar debe
ser cuidadosamente auscultado de la misma forma que es percutida (Sarmiento,
2001).

Imagenologia: para apoyar el examen semiolégico se tienen otros métodos de
diagndstico como las radiografias de térax con las cuales se puede descubrir
lesiones mas pequefias e imperceptibles a la exploracion clinica, sin embargo, es
un procedimiento que no puede emplearse en todas partes, y ain mas en la
practica rural, sea por la dificultad de traslado de los equipos o por los costos que
estos examenes acarrean en rebafos enfermos. También se puede mencionar la
broncoscopia, con esta se puede visualizar e tracto respiratorio medio y bajo e
identificar la presencia de parasitos adultos de Dictyocaulus o ndédulos formados
por protostrongilidos, ademas de esto se podria realizar lavado broncoalveolar
con el fin de obtener parasitos en dicha muestra y asi realizar diagnéstico definitivo
de nematodos pulmonares.

2.5.2.2 Diagnéstico directo

Técnica De Migracion Larvaria De Baermann: a pesar de ser un método antiguo
(1917), ésta técnica coproparasitaria es la mas utilizada en el diagnéstico de
parasitos pulmonares, dada su simplicidad, exactitud y economia. Esta se basa
en las propiedades de movilidad, hidrotropismo y termotropismo, asi como la
incapacidad que tienen los nematodos de nadar en contra de la gravedad. Ya que
se buscan larvas vivas se realiza con materia fecal fresca tomada directamente
del recto y no se debe afiadir preservantes a la muestra. La refrigeracién retarda
la movilidad de las larvas. El tamafio del aparato a usar, asi como la cantidad de
heces a utilizar dependen de la finalidad con la cual se haga la técnica, es decir,
con fines experimentales se recomienda utilizar mayor cantidad de materia fecal
para la recuperacion de larvas, en caso de diagnéstico Unicamente, se pueden
usar 5-15 gr de heces y un aparato menor (Morales & Pino, 2009).

Una vez se ha preparado el aparato de Baermann, se llena el tubo y el embudo
con agua tibia, con el objetivo de que las heces queden sumergidas, si la materia
fecal es muy liquida se debe colocar varias capas de gasa, luego se deja el
aparato a temperatura ambiente durante 24 horas (Figura 4). Transcurrido este
tiempo se retira el tubo de ensayo, se deja sedimentar por 30 minutos o se
centrifuga a 1200 rpm por un minuto. Posteriormente con una pipeta se extrae una
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gota del sedimento y se examina al microscopio a 10x, se puede utilizar una gota
de lugol para tefiir las larvas. Cualquier infeccion por pequefia que sea puede ser
detectada por medio de esta técnica, también puede realizarse de forma
cuantitativa siempre y cuando se pese con exactitud la cantidad de heces a usar
(Benavides, 2013; Thienpont, Rochette, & Vanparijs, 1986).

Fuente: Morales y Pino, 1977

Figura 3. Aparato de Baermann

Examinacion post mortem: para el tracto respiratorio medio y bajo se realiza
examen de los pulmones para la colecta de parasitos del genero Dictyocaulus.
Los pulmones son cuidadosamente disecados, al igual que la trAquea, se realiza
incisién en los grandes y pequefios bronquios con la finalidad de recoger la mayor
cantidad de parasitos, los vermes adultos se encuentran a la luz de la traquea,
bronquios y bronquiolos. Se procede luego a lavar cuidadosamente con solucién
fisiologica y el producto de dicho lavado es tamizado. Luego de esto se realizan
incisiones profundas y se presiona con las manos el tejido pulmonar, sumergiendo
el érgano en una cubeta llena de suero fisiologico, para lograr la expulsién de la
mayor cantidad de parasitos en la solucién de lavado. Luego de esto los parasitos
son recuperados con la ayuda de agujas entomoldgicas y conservados en alcohol
al 70% (Morales & Pino, 2009).

También es posible observar lesiones pulmonares de bronquitis, bronquiolitis
catarral purulenta, areas de consolidacion rojiza en los I6bulos caudales, enfisema
y atelectasia por obstruccion. Mediante el examen de raspados de epitelio de la
trAguea, bronquios y bronquiolos se evidencian huevos y L1. En las fases pre-
patentes, las formas inmaduras solo se veran con lupa al examinar el moco, en
las fases pos-patentes de las infecciones, es mas dificil el diagndstico porque ya
no hay vermes adultos, aunque las areas pulmonares lesionadas que sobresalen
superficialmente en relacion con el parénquima normal, lo cual permite sospechar
de una infeccion (Borji et al., 2012).

Debido a la dificultad en la recuperacion de formas inmaduras de Dictyocaulus y
adultos de Muellerius y Protostrongylus, se cortan pequefios pedazos de pulmén
donde se observen lesiones, esto se colocan en un recipiente de vidrio para su
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sedimentacion con solucién salina y se cubre con una gasa teniendo seguridad
de sumergirlo, este recipiente se deja en incubadora a 27°C durante 12 horas,
luego con una pipeta se traslada el sedimento a una caja de Petri para la
identificacion de nematodos al estereoscopio (Ueno & Gongalves, 1998).

Técnicas Moleculares: en los genes nucleares ribosomales y los espaciadores,
a menudo hay menos variacion de la secuencia entre individuos dentro de una
poblaciéon y entre poblaciones, lo que los hace adecuados como marcadores
especificos. Por lo tanto, en el caso de los marcadores genéticos para la
identificacion especifica de nematodos del ganado, el enfoque ha sido el empleo
de ADN ribosémico nuclear (ADNr) (Roeber, Jex, & Gasser, 2013). En la dltima
década, los estudios han demostrado consistentemente que el primer espaciador
transcrito interno (ITS-1) y el segundo (ITS-2) espaciador transcrito interno del
ADNr producen marcadores genéticos confiables para la identificacion de una
amplia gama de nematodos del orden Strongylida, estos han sido usados con
fines diagnosticos, mientras que ADNmt ha sido usado para la caracterizacion de
especies y algunas veces para reconstrucciones filogenéticas (Gasser, 2006).

Las secuencias de genes de ADNr podrian tener un valor diagndstico limitado
(marcadores de especies) porque son menos variables en secuencia (entre
especies) que los espaciadores, excepto en los dominios variables (D). Sin
embargo, las diferencias interespecificas en secuencias parciales del gen 28S del
nematodo pulmonar de los ovinos Dictyocaulus filaria y del nematodo del ciervo
D. eckerti, sugieren que este gen puede ser también util para la identificacion de
algunas especies de estrongilidos de importancia veterinaria (Gouy de Bellocq et
al., 2001). También se han detectado diferencias considerables en la secuencia
entre D. filaria en pequefios rumiantes y D. viviparus en bovinos en sitios dentro
de los genes del ADNr que son invariantes entre otros nematodos de la familia de
los estrongilidos (Chilton, Huby-Chilton, & Gasser, 2003; 2008).

2.5.2.3 Diagnostico indirecto

Serologia: los métodos indirectos no han dado en los nematodosis pulmonares
los resultados esperados, se han empleado pruebas alérgicas y pruebas
serolégicas (seroprecipitacion, desviacion del complemento, hemoaglutinaciéon
indirecta, etc.). Actualmente, el enzimoinmunoensayo (ELISA) se ha revelado
como una técnica de inmunodiagndéstico sensible y especifica y esta dando
buenos resultados para detectar la infeccion durante la realizacion de estudios
epidemioldgicos, sin embargo, se han desarrollado mas estudios para
Dictyocaulus viviparus en terneras, que para D. filaria en pequefios rumiantes
(Strube, Springer, Schunn, & Forbes, 2017).

3. ESTADO DEL ARTE

Las parasitosis son consideradas como una de las principales causas de pérdidas
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econdmicas en las explotaciones de pequefios rumiantes (Cordero Del Campillo
& Rojo-Vazquez, 2002), estas representan el mayor problema en un gran nimero
de sistemas ovinos y caprinos debido a su impacto sobre la produccion, ya que
ocasiona morbilidad y mortalidad, adicionalmente, genera gastos debido a los
tratamientos que deben ser efectuados (Knox, Torres-Acosta, & Aguilar-
Caballero, 2006; Domke et al., 2013).

Tanto parasitosis internas como externas causan sintomas que pueden variar
segun la especie, carga parasitaria y la inmunidad propia del hospedero. A
menudo estos pueden ser generales y no especificos, poco concluyentes y solo
indicativos de infeccion parasitaria durante el examen clinico. Los signos mas
comunes incluyen pérdida de peso corporal, diarrea, pelo aspero, debilidad,
anemia, tos; se pueden observar otros signos, dependiendo del 6rgano que esté
involucrado. En muchos casos, las infecciones parasitarias predisponen a otras
enfermedades, especialmente en casos de infecciones subclinicas o de larga
duraciéon (Bowman, 2011).

En general, es inapropiado establecer qué infeccion de parésitos podria ser de
mayor importancia, ya que esto dependeria en gran medida de muchos factores
ademas de los asociados con parasitos internos o externos que afectan a los
rumiantes. Sin embargo, es interesante observar que las cabras son
consideradas, probablemente, como las especies domésticas de rumiantes mas
sensibles al parasitismo por los nematodos gastrointestinales, que se caracterizan
por un aumento en el conteo de huevos fecales y una mayor carga de nematodos
(Fthenakis & Papadopoulos, 2018).

Ademas, las infecciones parasitarias pueden tener un impacto adverso en otros
aspectos de la actividad reproductiva, la menor disponibilidad de energia en el
periodo de concepcidn perinatal, debido a las infecciones parasitarias, puede
conducir a un numero reducido de ovulaciones o0 una mayor tasa de muertes
embrionarias, por lo tanto, reduce la tasa de nacimientos. Para el caso de rebafios
con animales en malas condiciones durante la temporada de monta, puede
reducirse el indice de concepcion. Por ultimo, las infecciones parasitarias pueden
ser un factor predisponente de la toxemia del embarazo (una enfermedad
metabolica grave de las gestantes), lo que lleva a la muerte de animales
afectados, el aborto o la muerte perinatal del feto o recién nacido (Fthenakis,
Mavrogianni, Gallidis, & Papadopoulos, 2015). Continuando con animales que
logran nacer, hallazgos de diferentes estudios proporcionan una clara evidencia
de que el parasitismo interno dificulta el crecimiento de los animales mas jovenes
gue se encuentran infectados. Ademas, los autores han indicado que los
cadaveres de los jovenes afectados eran mas livianos y de baja conformacion
respecto a los de animales sanos (Arsenos et al., 2009).

Para el caso de O. ovis la mosca adulta es larvipara, cuando ésta ataca a las
ovejas para depositar sus larvas en la cavidad nasal, parasita de forma cronica a
los animales, éstos dejan de alimentarse y se vuelven inquietos, sacuden la
cabeza o presionan la nariz contra el suelo o entre otras ovejas. Las miasis
perjudican el bienestar de los animales y causan pérdidas economicas notables
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en la industria ganadera, tanto en los paises en desarrollo como en los paises
desarrollados. Las larvas de O. ovis causan aproximadamente 4.6 kg de pérdida
de carne, 200-500g de pérdida de lana y 10% de pérdida de leche por animal,
ademdas de baja fertilidad y aborto (AL-Ubeidi, ALani, & Al-kennany, 2017; Bosly,
2018).

Estudios alrededor del mundo demuestran la presencia de O. ovis y describen su
epidemiologia en diferentes zonas geograficas, sin embargo, estos resultados han
sido obtenidos post mortem mediante la examinacién de cabezas de ovinos y
caprinos en plantas de beneficio, muy pocos estudios de prevalencia de O. ovis
se han desarrollado en animales vivos debido a la dificultad de diagnostico que
representa la identificacion in vivo de este diptero. Se han encontrado
prevalencias post mortem en ovinos y caprinos del 54% en Grecia (Papadopoulos,
Chaligiannis, & Morgan, 2010), 24% Jordania (Abo-Shehada, Batainah,
Abuharfeil, & Torgerson, 2003), 38,71% Turquia (Ozdal, Tanritanir, llhan, & Deger,
2016), 13,1% Iran (Shoorijeh, Tamadon, Negahban, & Behzadi, 2011), las mas
altas has sido reportadas en Espafia y Etiopia con 91,4% y 91,2%
respectivamente (Alcaide, Reina, Frontera, & Navarrete, 2005; Alem, Kumsa, &
Degefu, 2010).

Estudios recientes realizados en el 2017 describen la presencia de O. ovis en Iraq
con una prevalencia post mortem de 54.1% (AL-Ubeidi et al., 2017), en el sur de
la India se encontraron larvas de O. ovis en un 6.3% de las carcasas en la planta
de beneficio, siendo significativamente mas alta la presencia de éste en ovejas
gue en cabras (Dhishonin et al., 2017), mientras que en la region norte de este
mismo pais se encontré una prevalencia elevada de 99.6%, ninguno de los
estudios encontrd una diferencia entre el sexo de los animales, pero este Ultimo si
reportd mayor infestacién en animales mayores a 1 afio (Saleem et al., 2017).

En América se registra un 84% en la Pampa Argentina 81,4% Cuba 50% Brasil
(da Silva, Bassetto, & Amarante, 2012), 60,9% Chile (Hidalgo et al., 2015), entre
otros paises, que demuestran la presencia de O. ovis mediante reportes de caso
o estudios no publicados.

En Espafia, Moreno et al., 2015, realizaron la caracterizacién molecular de las
secuencias citocromo oxidasa | (COl) y 28S (ADNr) de larvas de Oestrus
recolectadas de animales domésticos y salvajes, encontraron que O. ovis parasita
diferentes hospederos pertenecientes al género Ovis y Capra; asi mismo,
Sanchez, Caparrés, Ostrowski, Sarasa, & Pérez, 2017, reportaron la presencia de
Oestrus ovis en un ibice siberiano, una cabra asiatica, fue identificada mediante
morfologia y posterior caracterizacidon molecular mediante el analisis del gen COI.

Grisez-Duranton et al., (2002), realizaron un estudio usando marcadores RAPD,
encontrando una alta diversidad genética en un grupo de larvas de un mismo
hospedero, lo que podria explicarse por varias hipétesis como el apareamiento
multiple de las hembras, generaciones mixtas, mezcla de larvas de diferentes
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origenes geograficos, mediante seleccion natural o desvio genético.

En Turquia ipek & Altan, (2017) estudiaron la efectividad de la PCR anidada en el
diagndstico de Oestrosis, obtuvieron una sensibilidad y especificidad del 100%
para detectar la presencia del parasito en 184 muestras de moco tomadas de
cabezas de ovinos y caprinos sacrificados, a los cuales se les realiz6 también
rinoscopia que arrojé un 100% de sensibilidad y especificidad en el diagnostico de
oestrosis en cabras y un 81% de sensibilidad con 100% de especificidad en el
diagnéstico de ovinos.

Un estudio reciente de identificacion y caracterizacion molecular se realizé en
Arabia Saudita, mediante amplificacion por PCR del gen COI se identificé Oestrus
ovis confirmando previos reportes de prevalencia estacional e identificacion
morfologica de larvas, por lo tanto, este estudio valida la identificacion molecular
de especies de moscas que causan miasis como una sustitucién confiable de la
identificacion morfologica, ya que es dificil identificar larvas a nivel de especie
(Bosly, 2018).

En el tracto respiratorio medio y bajo se encuentran nematodos pulmonares, estos
parasitos han sido estudiados en diversos paises donde se han encontrado
prevalencias variables. En Espafia en un estudio de protostrongilidos, Lopez et
al., 2011 encontraron una prevalencia de 97,7% de Muellerius capillaris y 5,4% de
Neostrongylus linearis. En Etiopia se han realizado gran cantidad de
investigaciones, en algunas de estas se reporta una prevalencia total de 46%, con
26,5% para D. filaria y 50,4% para M. capillaris (Terefe, Tafess, Fekadie, &
Kebede, 2013), un afio mas tarde fue encontrada una prevalencia de nematodos
pulmonares de 25,69%, se éste valor el 13,63% fue D. filaria, 5,57% fue M.
capillaris y P. rufescens, el 6,50% presentaron infecciones mixtas (Adugna, Afera,
& Berhe, 2014). Un estudio mas reciente mostré 31,2% de prevalencia en ovinos
y caprinos, con las especies D. filaria, M. capillaris y P. rufescens (Kassa,
Alemneh, & Akeberegn, 2017).

En Irdn se encontré infeccion en ovejas con D. filaria, P. rufescens e infecciones
mixtas con 91.5%, 3.2% y 5.3% respectivamente (Borji et al., 2012). En Algeria se
encontré un 22%, con una prevalencia de especies M. capillaris 40%, P. rufescens
27%, D. filaria 28% y 5% de infecciones mixtas (Mokhtaria, Sidi, Ammar, & Aboud,
2014). En Argentina se realizo el primer reporte de Muellerius capillaris en 2014
(Suérez et al., 2014), mientras que en Colombia no se tienen registros oficiales de
la presencia de nematodos pulmonares en ovinos, sin embargo, en bovinos se
tiene una prevalencia reciente de D. viviparus de 4.6% (Chaparro et al., 2016).

Técnicas de diagnéstico molecular desarrolladas en los Ultimos afios, han
demostrado consistentemente que el primer espaciador interno transcrito (ITS-1)
y el segundo (ITS-2) espaciador transcrito interno de ADN ribosémico nuclear
contienen marcadores genéticos confiables para la identificacion de una amplia
gama de nematodos del orden Strongylida (nematodos bursados) incluso llegando
a nivel de especie, ya que se ha reportado que la variacion intraespecifica en estas
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secuencias es bajo (Gasser, 2006).

Un estudio llevado a cabo en Uzbekistan realizé un diagndstico de las especies
de la familia Protostrongylidae presentes en caprinos, debido a que la
identificacion de larvas en heces y en hospederos intermediarios es casi imposible
llegar a un diagndstico a nivel de especie, por lo tanto es necesario utilizar
herramientas moleculares que permitan realizar epidemiologia de estos parasitos
pulmonares, en éste estudio Kuchboev, Krucken, Ruziev, & von Samson-
Himmelstjerna, 2015, encontraron diferencias en las secuencias entre ITS-2 que
fueron suficientes para permitir la identificacibn de cinco especies de
protostrongilidos.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los ovinos y caprinos de pastoreo estan expuestos a una gran variedad de
parasitos como nematodos gastrointestinales y pulmonares, trematodos, cestodos
y agentes causantes de miasis (Tabouret et al., 2003). Los helmintos de rumiantes
se encuentran en cualquier lugar del mundo, ya que gran cantidad de ambientes
tropicales y subtropicales proveen casi las condiciones perfectas para su
desarrollo y supervivencia, llegando a ser causantes de importantes pérdidas
econdémicas (Kassa et al., 2017).

Existen algunos estudios en el departamento de Boyaca acerca de los principales
parasitos gastrointestinales que interfieren directamente en la productividad de
pequefios rumiantes como es el caso de Haemonchus sp, Eimeria spp., Fasciola
hepatica, Toxocara spp. y Strongyloides spp., entre otros (Diaz, Arias, Garcia, &
Pulido, 2014, Pulido, Garcia, Diaz, & Andrade, 2014). De igual forma, se conocen
estudios acerca de la dinAmica de las parasitosis a lo largo de las etapas
reproductivas en ovejas de tropico alto, encontrando un incremento en el conteo
de huevos de nemétodos en periodos de periparto (Vargas-Duarte et al., 2015).
Sin embargo, los estudios realizados y publicados acerca de nematodos
pulmonares son limitados a nivel nacional y regional.

Infecciones conocidas como bronquitis parasitaria 0 neumonia verminosa en
ovinos y caprinos, los nematodos pulmonares son un grupo de parasitos
cosmopolita distribuido bajo la influencia de diferentes factores geograficos y
climaticos (Panayotova-Pencheva, 2011). Estos son responsables de pérdidas
econdmicas directas por causa de lesiones pulmonares en rumiantes que pueden
ser observadas durante la inspeccion post-mortem. Cuando hay infeccion
Uunicamente en pulmones, solo el érgano es decomisado, pero si la infeccién ha
causado neumonia, emaciacion o anemia, entonces toda la carcasa sera
decomisada (Kouam et al., 2014).

A pesar de que D. filaria es el mas patégeno, con frecuencia hay infecciones
mixtas con varias especies de protostrongilidos, la muerte no es comun ya que es
un proceso cronico que transcurre con tos, respiracion rapida, ruidos pulmonares
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y descarga nasal bilateral, ademas puede ocurrir bronquitis, colapso y edema
pulmonar, incluso enfisema (Panuska, 2006). Esta sintomatologia se presenta
sobre todo en los mas jovenes ya que la prevalencia e intensidad de infeccion es
mas elevada, lo que conlleva a pérdidas econdmicas indirectas por retraso en el
crecimiento, indice de conversion desfavorable, disminucion en el estado
inmunitario posibilitando la accion de otros agentes infecciosos que inciden sobre
la salud de los animales y ocasionan una disminucion en la produccion (Cordero
Del Campillo & Rojo-Vazquez, 2002).

Adicionalmente, se encuentra Oestrus ovis, mosca cuyas larvas causan miasis en
la cavidad nasal de ovinos y caprinos, originando signos clinicos severos y un
compromiso en el bienestar animal causado por la mosca adulta, todo esto resulta
en disminuciones productivas debido a la interferencia con la respiracion normal,
rumiacion y el posible potencial de superinfeccion bacteriana (Papadopoulos et
al., 2006; Tabouret et al., 2001). Esta oestrosis se encuentra presente en las
explotaciones de la regién y se ha convertido en un problema comun de los
productores, no obstante, son escasos los reportes y descripciones moleculares
de la entidad en la zona neotropical (Pape, Wolff, & Amat, 2014).

Ademas de los problemas de control de este parasito, existe riesgo zoondético
asociado a la presencia de este, presentdndose casos en el mundo de miasis
nasofaringea y oftalmica (Smillie, Gubbi, & Cocks, 2010). Esta es clasificada como
oftalmomiasis externa si la larva se presenta en la conjuntiva y oftalmomiasis
interna si la larva tiene penetracion intraocular. Oestrus ovis causa oftalmomiasis
externa usualmente en las areas rurales o donde existe proximidad a los
pequefios rumiantes (Fasih, Qaiser, Bokhari, Jamil, & Beg, 2014; Forero, 2011).

A pesar de gque estas parasitosis son perjudiciales para la salud, no se conocen
para Colombia y el departamento estudios de identificacion de los parésitos
presentes en vias respiratorias ya que en su mayoria los estudios estan enfocados
a la prevalencia de nematodos gastrointestinales y sus efectos sobre la
produccion de los pequefios rumiantes. El conocimiento de los agentes
parasitarios que originan patologias del tracto respiratorio, presentes en una zona
geografica particular, su biologia y epidemiologia es de vital importancia, ya que
tienen significativas implicaciones para el control de las parasitosis,
particularmente dado el aumento de problemas de resistencia a antihelminticos
en nematodos reportadas en los ultimos afios (Sargison, 2016). De acuerdo a lo
anterior, se plantea realizar una aproximacion al estado epidemioldgico de las
enfermedades parasitarias presentes en el tracto respiratorio de ovinos y caprinos
de la provincia Norte del departamento de Boyaca.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es el estado epidemiolégico de las principales enfermedades
parasitarias presentes en el tracto respiratorio de pequefios rumiantes del
departamento de Boyaca?
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

e Describir el estado epidemioldgico de las enfermedades parasitarias
del tracto respiratorio de pequefios rumiantes de la provincia Norte
del departamento de Boyaca y caracterizar molecularmente los
agentes causales asociados a la presentacion de éstas.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar morfolégica y molecularmente las especies de parasitos
gue afectan el tracto respiratorio de pequefios rumiantes.

e Determinar la prevalencia de las infecciones causadas por parasitos
del tracto respiratorio de pequefios rumiantes.

e Evaluar algunas de las variables asociadas con la presencia de
parasitos del tracto respiratorio en pequefios rumiantes.

7. METODOLOGIA

7.1 UBICACION GEOGRAFICA

El departamento de Boyaca esta localizado en el centro del pais, donde se
presentan todos los pisos térmicos con temperaturas desde los 35 °C en Puerto
Boyaca, hasta temperatura bajo cero grados, en la Sierra Nevada de Guican y El
Cocuy (Gobernacion de Boyaca, 2012). Con base al alto inventario ovino y caprino
del departamento y al crecimiento importante que se viene presentando en el
departamento, se seleccionaron 6 municipios pertenecientes a la provincia Norte
de Boyacé (Tabla 1).

INVENTARIO OVINO-CAPRINO MUNICIPIOS SELECCIONADOS

MUNICIPIO CAPRINOS OVINOS TOTAL
Soata 2.900 3.500 6.400
Susacon 3.514 963 4.477
Tipacoque 2.210 400 2.610
Covarachia 3.100 120 3.220
Lauvita 2.111 2.700 4811
Boavita 4.000 489 4.489
Total 17.835 8.172 26.007

Tabla 1. Inventario ovino-caprino de la provincia Norte de Boyaca. Fuente: ICA
2015
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7.2 TAMANO DE MUESTRA

Se calcul6 el tamafio de muestra para ovinos y caprinos mediante la siguiente
ecuacion donde:

N.ZZ.P.(1-P)
n=
e2.(N—1)+ZzP.(1—P)

N= 17.835 caprinos y 8.172 ovinos, Za =1,96 a un nivel de confianza del 95%, e=
5%, margen de error admitido, P= 50%, prevalencia esperada, este valor debido
a que en Boyaca no se conocen estudios relacionados de prevalencia para
parasitos del tracto respiratorio.

El tamafio de muestra inicialmente calculada para caprinos fue de 377 y para
ovinos de 369. De acuerdo a la extension del municipio y poblacién ovina y caprina
se realiz0 la distribucion de las muestras (Tabla 2 y 3). Sin embargo, al momento
de la recoleccion de muestras se encontré una mayor poblacion caprina lo que
llevo a tomar 485 muestras en caprinos y 276 ovinos.

MUNICIPIO | EXeNSION | caprinos | % _ Proporcion % Muestra
Km Animales/Extension
Soata 136 2.900 16,3 21,3 15,3 58
Susacon 191 3.514 19,7 18,4 13,2 50
Tipacoque 73 2.210 12,4 30,3 21,8 82
Covarachia 103 3.100 17,4 30,1 21,6 81
La Uvita 151 2111 11,8 13,9 10 38
Boavita 159 4.000 22,4 25,1 18 68
Total 17.835 139,1 377
Tabla 2. Tamafo de muestra de caprinos por municipio.
MUNIcipio | EXENsion | oynos %  Piepemsen % Muestra
Km Animales/Extension
Soata 136 3.500 42,8 25,7 44 162
Susacon 191 963 11,8 51 8,7 32
Tipacoque 73 400 4,9 5,5 9,4 35
Covarachia 103 120 15 1,2 2,1 8
La Uvita 151 2.700 33,0 17,8 30,5 112
Boavita 159 489 6,0 3,1 5,3 20
Total 8.172 58,4 369
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Tabla 3. Tamafio de muestra de ovinos por municipio.

7.3 EVALUACION CLINICA DE LOS ANIMALES

Se realiz6 un examen clinico general a cada uno de los animales, se tomaron
constantes fisiologicas y ademas se efectud una inspeccion del sistema nervioso
central, sistema digestivo y sistema respiratorio en busca de la posible presencia
de secrecion nasal, tipo de descarga y ruidos respiratorios compatibles con rinitis
y neumonia. Se realiz6 exploracion de las fosas y cavidad nasal con el fin de
visualizar la posible presencia de larvas de Oestrus ovis (Formato I).

7.4 ENCUESTA

Se aplicé una encuesta epidemioldgica a nivel de finca y se diligencio una ficha
de tipo descriptivo para cada muestra de materia fecal y moco recolectada con el
fin de proponer los posibles factores de riesgo asociados a la infeccién por
parasitos del tracto respiratorio (Formato I1).

7.5 RECOLECCION DE MUESTRAS

7.5.1 Materia fecal

Se recolectaron aproximadamente de 15 a 20 gr de materia fecal a 485 caprinos
y 276 ovinos directamente del recto utilizando un guante plastico estéril.

Materiales: los elementos de restriccion fisica necesarios fueron un encierro movil
o fijo y lazos para ayudar a sostener a los animales en caso de no contar con un
lugar cerrado. Bolsa roja para desechos biolégicos, marcador indeleble para
identificar las muestras y una tiza marcadora de ganado para identificar los
animales que ya habian sido muestreados, formato de toma de muestra (Formato
| y Il) y formato de consentimiento informado para la toma de muestra (Formato
[I1). Nevera portatil y refrigerantes para la conservacion del material recolectado,
guantes latex o de nitrilo para el almacenamiento de las muestras coproldgicas.
Por ultimo diligenciamiento del formato de registro de recoleccién de muestras de
heces (Formato IV).

Método de sujecion: Los ovinos y caprinos fueron manipulados dentro de un
encierro movil o fijo que permitiera llevar a cabo el adecuado procedimiento. El
operario 0 ayudante ubico el animal adulto entre sus piernas formando un tanel
sobre la region toracica del animal y con uno de sus brazos sujetaba el ovino por
debajo del cuello. No se requirio sedacion para el procedimiento en ningun
individuo. En el caso de los animales jovenes menores de dos meses, el animal
fue levantado con los dos brazos, sujetando el cuello con uno de los brazos y los
miembros posteriores y el resto del cuerpo con el otro brazo, inmovilizando asi el
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Descripcion del procedimiento: Se lubricd con agua destilada un guante de
latex, con el dedo indice, se estimulé la mucosa del recto para facilitar la
evacuacion de las heces, actuando en forma de cucharilla con el dedo indice, se
evacuaron las heces de la ampolla rectal de forma suave. Si no se encontraban
heces en la ampolla rectal, se repetia el procedimiento 1 a 2 horas después del
primer intento. Se colectdé alrededor de 15 a 20 gramos de heces. Una vez
colectada la muestra, se elimind todo el aire presente en el guante y se cerrd. Con
marcador indeleble se rotul6 la muestra colectada con la identificacion
establecida. Se marcé el animal muestreado con una tiza marcadora para ganado,
con el objetivo de no repetir el procedimiento sobre los animales ya colectados.
Se almacenaron las muestras en una nevera portatil con refrigerantes, durante la
colecta y se mantuvieron a 4°C hasta su llegada al laboratorio para
procesamiento.

Complicaciones: La posible complicacion mas frecuente es la irritacion de la
mucosa de la ampolla rectal y posible sangrado, se tuvo precaucion de no realizar
este procedimiento en animales menores de 2 semanas de edad.

7.5.2 Moco nasal

Mediante la misma técnica de sujecion del animal, se realizd una exploracién de
la cavidad nasal y se recolecté una muestra de moco con un hisopo estéril
introduciendo este en la region mas interna de ambas fosas nasales, luego fue
guardado y rotulado en un criovial de 2 ml.

Materiales: los elementos de restriccion fisica necesarios fueron encierro movil o
fijo, contenedor de objetos punzantes o guardian. Bolsa roja para desechos
bioldgicos, marcador indeleble. Formato de toma de muestra y formato de
consentimiento informado para la toma de muestra. Nevera portatil y refrigerante.
Guantes latex o nitrilo para la toma de muestra de moco nasal, hisopo estéril,
crioviales de conservacion y Buffer STE.

Descripcion del procedimiento: se introdujo un hisopo estéril en la region mas
interna de las fosas nasales realizando un barrido interno, la parte del algodén con
la muestra fue guardada en un criovial y se descarto el resto del bastoncillo para
poder cerrar el recipiente. Se agreg6 500 pl de buffer STE para su preservacion.
Con marcador permanente se rotulé la muestra colectada con la identificacion
establecida para cada animal. Se marcd el animal muestreado con una tiza
marcadora para ganado, con el objetivo de no repetir el procedimiento sobre los
animales ya colectados. Las muestras se almacenaron en una nevera portétil con
refrigerantes, durante la colecta, posteriormente las muestras fueron almacenadas
en el laboratorio a -20°C hasta su extraccion.
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7.6 TRANSPORTE DE MUESTRAS

Inmediatamente después de la recoleccion de las muestras, estas fueron
almacenadas en neveras de icopor portétiles a 4°C, hasta el envio a la Universidad
Pedagogica y Tecnoldgica de Colombia y Universidad Nacional de Colombia.

Se usé un embalaje compuesto por los tres niveles de contencion segun
recomienda la OMS (Figura 4). Un recipiente primario que contenia la muestra y
debia ser a prueba de filtraciones y estar etiquetado. Un envase secundario bien
cerrado y sellado, a prueba de filtraciones, que encierra y protege al primario y un
envase exterior que protegiera el contenido de dafios fisicos, mientras se
encontraban en su transporte hasta el laboratorio. Cada envase preparado para
su envio debia estar correctamente marcado y etiquetado e ir acompafiado de una
copia del Formato de envio y recepcion de muestras debidamente diligenciadas
(Formato V).

Primer
Reciplente
@

Hielo o
Gelatina

Segundo
recipiente

Tercer
reciplente

Remitente

Fuente: ICA 2004

Figura 4. Forma de embalaje para muestras biolégicas.

7.7 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras de materia fecal fueron procesadas mediante la técnica de Baerman
modificada con el fin de obtener las larvas de parasitos pulmonares, estas fueron
identificadas morfolégicamente al microscopio mediante claves taxondmicas (Van
Wyk, Cabaret, & Michael, 2004).

Materiales: fueron necesarios embudos plasticos, gasa, agua destilada, cinta de
teflon, pipetas Pasteur, tubos falcon 15 ml, centrifuga, laminas portaobjetos,
laminillas cubreobjetos, lugol parasitolégico, Buffer STE y Tubos eppendorf.

Procedimiento: se tomd un embudo de plastico corriente y se fijo a un tubo falcon
de fondo conico de 15 ml, en la unién se utilizé cinta de teflon para evitar pérdida
de agua. Se usaron entre 15y 20 grs. de heces frescas tomadas directamente del
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recto y se envolvieron en varias capas de gasa. Se lleno el sistema con agua
destilada a una temperatura no superior a 40 °C y durante un lapso de 12 a 24
horas se dejo en reposo para que se llevara a cabo la migracion de las formas
larvarias presentes. Con cuidado se separ6 el embudo y el tubo de ensayo, este
se llevo a centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min. Se elimino el sobrenadante y
con una pipeta pasteur se tomé 1ml del sedimento restante. Se coloc6 sobre una
lamina 2 gotas de dicho sedimento y con una gota de lugol se realizé tincion de
las larvas, luego se cubrié con una laminilla. Se realizé identificacion de larvas en
el microscopico usando objetivo de 4x y 10x. Las muestras positivas fueron
conservadas con 500 pl de buffer STE y almacenadas en el laboratorio a -20°C
hasta su extraccion.

7.8 IDENTIFICACION MOLECULAR

Se llevé a cabo la extraccion de ADN gendmico a las muestras de moco
contenidas en los hisopos, de igual forma a los sedimentos positivos a larvas de
nematodos del tracto respiratorio que fueron obtenidas por la técnica de Baerman.
La extraccion se realiz6 mediante Fenol-Cloroformo segun lo descrito por Bloor,
Ibafez, & Viloria-Lagares, 2015.

7.8.1 Protocolo extraccion por fenol-cloroformo

. El material de analisis fue transferido a un tubo plastico eppendorf de 1.5
ml.

. La digestion de las muestras se llevd a cabo empleando 500 pL solucion de
tampon STE (NaCl 0,1M; Tris-HCI 0,05 M pH 7,6; EDTA 1 mM pH 8,0 y SDS
10%) y 20 pL de proteinasa K (20 mg/ml) (Ambion, ThermoFisher, Cat. No.
AM2548) durante toda la noche en agitacion constante a 55°C.

o Posteriormente fueron agitadas las muestras en vértex durante 15 segundos
y llevadas a centrifugar a 14000 rpm durante 30 seg.

. Transferir 500 pL del lisado a un nuevo tubo eppendof previamente marcado
y esterilizado.

o Se agrego Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico 25:24:1 (ThermoFisher, Cat.
15593031), agitar suavemente.

o Las muestras se llevaron a centrifugacion a 14000 rpm durante 10 min.

o Con ayuda de una micropipeta se recuperoé el sobrenadante y se transfirié a
un nuevo tubo marcado y esterilizado, se le agregd 400 pL Clorformo-Alcohol
Isoamilico 24:1 (Sigma Aldrich, Cat.C0549) y mezclar por inversion.

o Se llevaron a centrifugacion a 14000 rpm durante 10 min.

o Posteriormente con ayuda de una micropipeta se recuperoé el sobrenadante
de cada muestra, se adiciond 30 pL acetato de sodio 5M (Sigma Aldrich Cat.
127-09-3) y 750 pL de etanol grado molecular al 100% que se encuentra
almacenado a -20°C (Merck-Millipore, Cat. 108543).

o Las muestras fueron llevadas a -20°C durante 2 horas.

o Posteriormente fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 10 min.

o Se retird el sobrenadante obtenido y se agregd etanol al 70% que se
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encuentra a -20°C, se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 10
min. Se repite este procedimiento.

o Se elimina el exceso de etanol y el ADN obtenido se deja secar a
temperatura ambiente toda la noche.

o Se re suspendieron las muestras en 50 pL buffer TE 1X (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mMpH 8,0), se incubé una hora en bafio maria a 55°C y
posteriormente toda la noche a 4°C.

o Los extraidos fueron preservados en congelacion a -20°C hasta su empleo.

7.8.2 Amplificacion de COIl por PCR semi-anidada para
identificacion de Oestrus ovis

Para las condiciones de amplificacion en la PCR se seleccionaron los cebadores
y condiciones reportadas para identificacién de dipteros en la PCR externa UEA7
(5"-TACAGTTGGAATAGACGTTGATAC-3") y UEA10 (5-
TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3), para la PCR semi-anidada UEA9 (5'-
GTAAACCTAACATTTTTTCCTCAACA-3") y UEA10 (ipek & Altan, 2017). Para la
PCR externa y semi-anidada se empled 50 uL como volumen final de reaccién
gue contenia 50-60 ng de ADN genomico, 1X de buffer de reaccion (20mM Tris-
HCI pH 8; 50 mM KCI), 2,5 mM MgClI2, 0,2 mM de dNTPs y 0.3 uM de cada primer
y 1.25 U de Tag polimerasa (Thermo Scientific Cat. EP0402). Las condiciones de
ciclado la PCR externa fueron: una denaturacion inicial de 94°C por 3 min y 40
ciclos de 94°C por 1 min, alineamiento a temperatura 52°C por 1 min, extension a
72°C durante 1 min y una extension final a 72°C por 7 min. Las condiciones de
ciclado de la PCR semi-anidada fueron: una denaturacion inicial de 94°C por 3
min y 40 ciclos de 94°C por 1 min, alineamiento a temperatura 55°C por 1 min,
extensién a 72°C durante 1 min y una extension final a 72°C por 7 min.

Los productos amplificados fueron observados en geles de agarosa al 2.5% en
TBE 0,5X (100 mM Tris, 90 mM Borato, 2,5mM EDTA; pH 8,0) tefiidos con SYBR
Safe (ThermoFisher, Cat. S33102). Los geles fueron corridos durante 40 min a
80 V y los productos visualizados en un transiluminador (Safe Imager™ 2.0 Blue
Light Transilluminator), los tamafios obtenidos en los amplificados fueron
establecidos mediante comparacion con un patron de peso molecular de 100 pb
(Thermo Scientific, Cat. 15628019). Los productos amplificados fueron purificados
con el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery y posteriormente enviados al servicio
de Secuenciacién y Analisis Genético de la Universidad Nacional de Colombia
(SSIGMOL).

7.8.3 Amplificacion del ITS-2 para identificacion de nematodos
pulmonares

Para las condiciones de amplificacion en la PCR convencional se seleccionaron
los cebadores NC1-F (5-ACGTCTGGTTCAGGGTTGTT-3') y NC2-R (5
TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3') (Gasser, Chilton, Hoste, & Beveridge, 1993).
Para la amplificacion por PCR se empled 15 pL como volumen final de reaccion
gue contenia 50-60 ng de ADN gendmico, 1X de buffer de reaccion (20mM Tris-
HCI pH 8; 50 mM KCI), 2,0 mM MgCI2, 0,2 mM de dNTPsy 0.5 uM de cada primer
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a evaluar y 1.25 U de Taq polimerasa (Thermo Scientific Cat. EP0402). Las
condiciones de la PCR fueron las siguientes: una denaturacion inicial de 95°C por
5 min y 35 ciclos de 95°C por 45 seg, alineamiento a temperatura 50°C por 45
seg, extension a 72°C durante 30 seg y una extension final a 72°C por 7 min.

Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 2.5% en
TBE 0,5X (100 mM Tris, 90 mM Borato, 2,5mM EDTA; pH 8,0) tefiidos con SYBR
Safe (ThermoFisher, Cat. S33102). Los geles fueron corridos durante 40 min a 80
V y los productos visualizados en un transiluminador (Safe Imager™ 2.0 Blue Light
Transilluminator), los tamafos obtenidos en los amplificados fueron establecidos
mediante comparacion con un patréon de peso molecular de 100 pb (Thermo
Scientific, Cat. 15628019). Los productos amplificados fueron purificados con el
kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery y posteriormente enviados al servicio de
Secuenciacion y Andlisis Genético de la Universidad Nacional de Colombia
(SSIGMOL).

7.9 ANALISIS DE SECUENCIAS

Las secuencias de COIl e ITS-2 obtenidas de las diferentes muestras fueron
ajustadas y posteriormente alineadas utilizando el software BIOEDIT. Para la
comparacion e identificacion de la identidad taxondémica se utilizé la herramienta
BLASTN con la informacion presente en las bases de datos de GenBank (poner la
direccion electrénica del blastn). Con el objetivo de comparar las secuencias
obtenidas con secuencias de referencia obtenidas del GenBank, se construyé un
dendrograma de distancias genéticas mediante al algoritmo NJ usando el
programa Mega 7.

7.9 ANALISIS ESTADISTICO

La determinacién de las prevalencias de acuerdo a cada parasito observado, se
llevaron a cabo mediante estadistica descriptiva. Por otra parte, la asociacion
entre las variables de la encuesta epidemiolégica y la parasitosis, fueron
evaluadas mediante la prueba de Chi cuadrado (analisis univariado) y aquellas
variables que presentaron asociacion significativa fueron analizadas mediante
regresion logistica (andlisis multivariado). El procesamiento de la informacion, se
realizé mediante software estadistico Epidat 4.1.
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11.ANEXOS

Formato 1. Ficha técnica individual para toma de muestra en ovinos y caprinos

Fecha de muestreo DD/MM/YY

ID del ovino ; Edad en meses
Sexo: Hembra O; Macho O
Estado hembra: Lactante O; Vacia O; Cargada O

1. Raza

3. Condicidén corporal: 1 0;20;30;40;50 Peso: kg

4. Temperatura: FC: FR:

5. Coloracion de mucosas: Normal (rosada) O; Congestionada (Roja) O; Péalida O; Cianética O;
Ictérica O

6. Tiempo de llenado capilar: segundos

7. Hidratacion por pliegue cutaneo %

Sistema digestivo
8. Presencia de diarrea: Si O; No O; Score: 1 0;20;30;40;50

Sistema respiratorio

9. Presencia descarga nasal: Si O; No O; Score: 1 O; 2 O; 3 O; Unilateral O; Bilateral O

10. Tipo de descarga: Mucosa O Serosa O Sanguinolenta O Mucosanguinolenta O Purulenta O
11. Ruidos respiratorios: Estornudos O Resoplidos O Ronquidos O Estertores O

Sistema nervioso central

12. Comportamiento: Normal O Depresion O Excitaciéon O
13. Desplazamiento: Normal O Anormal O Describa la alteracion:

MUESTRA
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14. Consistencias de las heces: Normal O; Semiblanda O; Blanda O; Muy blanda O; liquida O
15. Color de la muestra: Verde Oscuro O; Verde claro O; Verde amarillo O; crema O;

16. Presencia de moco: Si O; No O

17. Presencia de sangre: Si O; No O

Moco Nasal

18. Color de la muestra: Transparente O; Crema O; Verde Oscuro O; Verde claro O; Verde
amarillo O

19. Presencia de sangre: Si O; No O

Formato 2. Ficha técnica de la encuesta epidemioldgica

Fecha de encuesta DD/MM/YY
Nombre del encuestador:

IDENTIFICACION DEL PREDIO

ID de la finca ; Municipio/vereda
Propietario ; No teléfono
Altitud (msnm)

AREAS Y USOS

1. Area de la finca en hectareas <50 O; 50 — 100 O; 100- 150 O; 150 -200 O; > 200 O
2. Numero de hectareas empleado para uso agricola0 0; <1 0;1-30;3-50;>50

3. Cultivos alternos Papa O; Yuca O; Citricos O; Frutales O; Otros
4. Namero de hectareas empleadas para uso pecuario < 50 O; 50 — 100 O; 100- 150 O; 150 -200
0;>2000

5. Fuentes de agua Cafios/quebradas O; Acueducto O; Jaguey O; Puntillo O; Pozo O;

Otros

6. Especies animales presentes en el predio: Equinos O; Bovinos O; Ovinos O; Caprinos O;
Bufalinos O; Caninos/felinos O; Porcinos O; Aves O; otras

7. Contacto ovinos-caprinos Si O; No O

8. Compra de animales nuevos ultimos 5 afios Si O; No O

INVENTARIO ANIMAL

9. Nimero de ovinos adultos:
Macho reproductor ; Hembras vacias ; Hembras gestantes ; Hembras lactantes
[cria

; Corderos pre-destete ; Corderos post-destete < 9 meses

10. Namero de caprinos adultos:
Macho reproductor ; Hembras vacias ; Hembras gestantes ; Hembras lactantes
[cria

; Corderos pre-destete ; Corderos post-destete < 9 meses

ALIMENTACION Y NUTRICION

11. Maneja los animales en Pastoreo extensivo O, P. rotacional O, P. con suplementacion O
Semi-estabulacién O, Estabulacion O, Estaca O Otra
12. En la nutricién de los neonatos se emplea: Leche O, Lactoremplazador O, Otros
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13. Para la nutricién de los animales adultos emplea: Forraje fresco O, Ensilaje O, Henolaje O,

Heno O, Concentrado O, Otros

14. Suministra sal mineralizada a los ovinos/caprinos: Si O; No O Cantidad aproximada
ars.

Fertiliza praderas con estiércol Si O; No O

SANIDAD

15. Esquila: SiO; No O
16. Arregla pezuias: Si O; No O
17. Tratamientos previos: antibiéticos O; Antiparasitarios O; Otros

18. ¢ Cuenta con un programa de vacunacion establecido? Si O; No O
19. ¢ Qué vacunas aplica?
20. ¢, Cuenta con un programa de desparasitacion establecido? Si O; No O
21. ¢ Qué productos contra parasitos internos utiliza?

22. ¢ Tiene problemas con ectoparasitos? Si O; No O
23. ¢Qué productos contra parasitos externos utiliza?

24. ¢Ha observado la presencia de moluscos/caracoles en los potreros? Si O; No O
25. ¢Qué estrategias de control de moluscos ha empleado?

26. ¢ Se ha presentado problemas con Oestrus ovis en la finca? Si O; No O
27. ¢ Qué productos utiliza contra Oestrus
ovis?

Formato 3. Consentimiento informado para la toma de muestra de materia fecal
en ovinos

Estimado sefior / sefiora:

Las muestras de materia fecal son sencillas de recolectar e implican riesgo minimo para el animal,
para el médico veterinario que toma la muestra y para las personas que le ayudan a sostenerlo.
La muestra sera tomada por un médico veterinario con experiencia, quien realizara el
procedimiento sélo una vez con las medidas de cuidado necesarias para la salud de sus animales.
La muestra de materia fecal sera de aproximadamente 20 gramos, lo cual no representara ningun
riesgo para la salud de los animales, pero les puede causar incomodidad o irritacién leve durante
unos minutos. De la misma manera se tomara muestra de moco nasal mediante un hisopo estéril,
esta no representa riesgo ni dolor para el animal, el cual se sujetara apropiadamente para evitar
accidentes durante la toma de la muestra, en los que el animal se golpee o golpee a una de las
personas que esta ayudando a tomar la muestra.

La toma de las muestras y los examenes de laboratorio no tendran costo. Toda la informacién que
usted nos proporcione sera guardada en forma confidencial y serd manejada Unicamente por el
grupo de investigadores del proyecto, sélo el personal a cargo y el Comité de Etica que lo
supervisara podra tener acceso a sus datos personales y a los datos de sus animales. Si los
resultados de este estudio son publicados, ni usted, ni el predio, ni los animales seran identificados
por el nombre. La informaciéon obtenida podra ayudar en el futuro a mejorar el control y la
prevencion de enfermedades parasitarias que afectan a los ovinos y caprinos en Colombia, por
esta razon le solicitamos toda su colaboracion.

Autorizacion para uso de las muestras y datos obtenidos
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Se le solicita su autorizacién para que las muestras y datos obtenidos de sus animales puedan ser
utilizados en otros estudios y laboratorios, previa Aprobacion del Comité de Bioética para
investigacién en animales, para realizar estos estudios.

Aceptacion

La Resolucion 008430 del Ministerio de Salud Nacional exige consignar su nombre como
propietario o responsable de los animales, su firma o huella digital y su identificacion personal.
Exige también la firma de dos testigos con su nombre, direccion, fecha, firma y parentesco con el
propietario de los animales. El médico veterinario debe firmar y consignar sus datos de
identificacion personal, lugar y fecha de obtencion del consentimiento.

Yo identificado con cédula de
Ciudadania Numero de , acepto
voluntariamente que algunos de los animales de mi propiedad o bajo mi cargo sean incluidos
dentro del muestreo para la identificacion de parasitos causantes de enfermedades respiratorias
gue afectan a los ovinos y caprinos, a cooperar suministrando la informacién requerida y
permitiendo que se tome una muestra de materia fecal de 20 gramos y una muestra de moco nasal
a cada uno de los animales seleccionados. Asi mismo declaro que he tenido oportunidad a
preguntar y que las inquietudes que he tenido, me han sido resueltas y que soy consciente de los
riesgos que puede acarrear el proceso de toma de muestra en mis animales por lo que exoneraria
al proyecto en caso de cualquier eventualidad.

Propietario/responsable de los Huella Testigo 1 Huella
animales
Firma Firma
Nombre Nombre
Namero de Namero de
Cédula Cédula
Direccioén Direccién
Ndamero Ndmero
telefénico telefénico
Lugar: Fecha:

Nombre y firma de los investigadores responsables de la investigacion:

Director General Coordinador General
Firma Firma
Nombre Nombre
NUamero de NUmero de
Cédula Cédula
Direccioén Direccion
NUumero NUimero
telefénico telefénico

Formato 4. Registro de toma de muestras

FORMATO DE REGISTRO DE TOMA DE MUESTRA FECAL Y MOCO NASAL

NOMBRE DE LA VEREDA:
MUNICIPIO: TELEFONO:
FECHA: CODIGO ID
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CODIGO ID EDAD
DE 1A CODIGO 1D SEXO | (MESE MEDICO VVETERINARIO

Firma
Nombre
NUumero
NUumero TP
Direccioén
NUumero

Huella:

NNONRRRRPRPRPRPRPRRPRPROONDUIIRWNREZ

Formato 5. Registro de envio de muestras

FORMATO DE REGISTRO DE ENVIO DE MUESTRAS DE HECES Y MOCO NASAL
MUNICIPIO: FECHA DEL
RESPONSABLE CANTIDAD DE

CcODIGO ID CcODIGO ID

Nl DELA N DELA N _CcHODIGO IND DE N CODIGO IDDE 1A

1 2 3 5

2 2 4 5

3 2 4 6

4 2 4 6

5 2 4 6

6 2 4 6

7 2 4 6

8 2 4 6

9 2 4 6

1 2 4 6

1 3 4 6

1 3 5 6

1 3 5 7

1 3 5 7

1 3 5 7

1 3 5 7

1 3 5 7

1 3 5 7

1 3 5 7

OBSERVACION|
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CAPITULO II.

IDENTIFICACIONNGENETICA DE Oestrus ovis (Diptera:Oestridae) EN
PEQUENOS RUMIANTES DE BOYACA, COLOMBIA

Adriana Maria Diaz Anaya, Martin Orlando Pulido Medellin, Jimmy Jolman
Vargas Duarte

RESUMEN

Oestrosis es una miasis nasal de ovinos y caprinos causada por las larvas de la
mosca Oestrus ovis que puede provocar signos clinicos graves y ocasionar graves
pérdidas economicas. Se realizé identificacion de ADN de dipteros en muestras
de moco nasal usando la prueba de PCR semi-anidada mediante la amplificacion
de la regidén del gen COI usando los cebadores UEA7, UAE9-UAE10. Fue
detectado ADN de dipteros en el 1,5% de los caprinos (3/196) y 3,5% de los ovinos
(6/171) el cual fue compatible con Oestrus ovis, y fue detectado (2/761) ADN
compatible con Cochliomyia hominivorax. El 2,8% de animales positivos fueron
machos y el 2,4% hembras, la infecciébn predomind en animales jovenes < 1 afio
con un 4,9% de prevalencia, seguido de los animales de 1 a 3 afios con 2% y
animales de 3-5 afios con 1,1%, animales mayores de 5 afios no presentaron
positividad. Por lo tanto, se logré establecer la presencia del diptero en ovinos y
caprinos de los municipios de La Uvita y Susacon mediante identificacion
molecular de O. ovis en animales vivos como una alternativa al diagndéstico del
parasito que se realizada convencionalmente de forma post-mortem.

PALABRAS CLAVE: PCR anidada, Oestrus ovis, COl, identificaciébn genética,
eco-epidemiologia.

1. Introduccion

Oestrus ovis (Linneo, 1761), es un agente cosmopolita causante de miasis
cavitaria de los senos nasales, paranasales y a veces frontales de los ovinos y
caprinos, también conocida como “miasis de la nariz’, “rinitis parasitaria”,
“enfermedad de la mosca de los senos” y en aquellos casos en los que se presenta
con sintomas nerviosos derivados de la localizacion de larvas en sistema nervioso
central se le denomina “falsa modorra” (Matos, Rodriguez, Alfonso, & Olivares,
2013). Para el caso de O. ovis, la mosca adulta es vivipara y ataca a las ovejas
para depositar sus larvas en los ollares y la cavidad nasal, parasitando de forma
cronica a los animales, los cuales dejan de alimentarse, se tornan inquietos,
sacuden la cabeza, presionan la nariz contra el suelo o entre otras ovejas. Las
miasis perjudican el bienestar de los animales y causan pérdidas econdmicas
notables en la industria ganadera, tanto para paises en via de desarrollo como en
paises desarrollados. Las larvas de O. ovis causan aproximadamente 4.6 kg de
pérdida de carne, 200-500g de pérdida de lana y 10% de pérdida de leche por
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animal, ademas de baja fertilidad y aborto (AL-Ubeidi, ALani, & Al-kennany, 2017;
Bosly, 2018).

Se han realizado estudios alrededor del mundo que describen la epidemiologia de
O. ovis en diferentes zonas geograficas y su prevalencia. En ovinos y caprinos, la
prevalencia es muy variable y oscila entre el 13,1% y 94,4% (Papadopoulos,
Chaligiannis, & Morgan, 2010; Abo-Shehada, Batainah, Abuharfeil, & Torgerson,
2003; Ozdal, Tanritanir, llhan, & Deger, 2016; Shoorijeh, Tamadon, Negahban, &
Behzadi, 2011; Alcaide, Reina, Frontera, & Navarrete, 2005; Alem, Kumsa, &
Degefu, 2010). Sin embargo, estos datos han sido obtenidos post mortem
mediante la valoracion de cabezas de ovinos y caprinos en plantas de beneficio;
muy pocos estudios de prevalencia de O. ovis se han desarrollado en animales
vivos debido a la dificultad de diagndstico que representa la identificacion “in vivo”
de las larvas de este diptero.

El diagndstico de O. ovis en ovejas y cabras se basa en los signos clinicos,
cambios patologicos y la identificacion de larvas en la cavidad nasal de los
animales a nivel de necropsia (Vasconcelos et al., 2016). También existen algunos
estudios de diagnostico seroldgico, que presentan gran utilidad aunque se
requieren varias semanas post-infestaciébn para que la respuesta inmune sea
detectable (Bauer, Steng, Prevot, & Dorchies, 2002). Se han utilizado en estudios
de identificacion y caracterizacion de miasis causadas por moscas de las familias
Oestridae varios marcadores genéticos de ADN ribosémico como 16S rRNA, 28S
rRNA asi como de ADN mitocondrial como el gen citocromo oxidasa COI, COll y
12S mtDNA (Otranto & Stevens, 2002; Otranto et al., 2003).

La PCR semi-anidada es un método bien establecido y altamente sensible
utiizado para detectar los agentes de enfermedades parasitarias. Estudios
recientes de identificacion y caracterizacion molecular se han realizado en Arabia
Saudita y Turquia, mediante amplificacion por PCR de la subunidad del gen COl,
se identific6 O. ovis confirmando previos reportes de prevalencia estacional e
identificacibn morfologica de larvas, este estudio valida la identificacion molecular
de especies de moscas que causan miasis como una sustitucion confiable de la
identificacibn morfolégica, ya que es dificil identificar larvas a nivel de especie
(Bosly, 2018). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue estandarizar una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion parcial del gen COI
como una herramienta de diagndstico para identificar O. ovis en ovinos y caprinos
de Boyaca, Colombia y establecer su distribucion

2. Materiales y Métodos

2.1 Poblacion de estudio

Se seleccionaron 6 municipios: Susacon, Soatd, Tipacoque, Covarachia, Boavita
y La Uvita, pertenecientes a la provincia Norte del departamento de Boyaca. A
partir del inventario ovino-caprino existente para los 6 municipios se tomo un total
de 17.835 caprinos y 8.172 ovinos. Para calcular el tamafio de muestra se tomaron
los valores de Za =1,96 a un nivel de confianza del 95%, e= 5%, margen de error
admitido y P= 59% prevalencia esperada, este valor debido a que en Boyaca no



NIA - .

=< [thc UNIVERSIDAD PEDAGOGICA Y TECNOLOGICA DE COLOMBIA

z. ,§ — - FACULTAD DE CIENCIAS - ESCUELA DE CIENCIAS BIOLOGICAS - POSGRADOS
R e e Ccad PROGRAMA DE POSGRADO: MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

=3
X
=
2,
2

se conocen estudios relacionados de prevalencia de O. ovis. Se realiz6 un
muestreo aleatorio estratificado, donde la muestra calculada para caprinos fue de
196 y de ovinos 171, para un total de 376 animales incluidos en el estudio.

2.2 ldentificacion morfoldgica de larvas O. ovis

Larvas de O. ovis pertenecientes a familia: Oestridae fueron recolectadas de la
cavidad nasal de una oveja infestada proveniente de una finca ubicada en
municipio de La Uvita, Boyaca (6°18'43.8"N; 72°33'41.0"0). Las larvas colectadas
fueron preservadas en etanol al 90% para ser incluidas como control positivo en
los estudios moleculares. Se realiz6 identificacion morfométrica de las larvas
encontradas empleando claves taxondmicas que describen su morfologia en cada
uno de los estadios (Matos, Rodriguez, Alfonso, Pérez, & Olivares, 2012; Matos,
Rodriguez, Alfonso, & Olivares, 2013).

Figura 1. Recuperacion de larvas de Oestrus ovis ubicadas en cavidad nasal,
durante necropsia de un ovino. A) Larva de segundo estadio (L2); B) Larva de
tercer estadio (L3).

2.3 Encuesta epidemioldgica

Al momento de la recoleccion de muestras, se tomaron datos de especie, edad,
sexo, raza, condicion corporal y estado reproductivo de las hembras. Se aplico
una encuesta epidemioldgica a nivel de finca acerca del tipo de alimentacion, tipo
de alojamiento y estado sanitario, con el fin de proponer los posibles factores de
riesgo asociados a la infeccion por O. ovis.

2.4 Evaluacion clinica de los animales

Se realizé un examen clinico general a cada uno de los animales, se tomaron
constantes fisiolégicas como frecuencia cardiaca, respiratoria, temperatura
corporal y coloracion de mucosas. Ademas, se efectud una inspeccion del sistema
nervioso central para identificar posibles cambios en el comportamiento y
desplazamiento, sistema digestivo por posible presencia de diarrea y sistema
respiratorio, en busca de la posible presencia de secrecion nasal, tipo de descarga
y ruidos respiratorios compatibles con rinitis y neumonia.

2.5 Recoleccién de muestras de moco
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Para los analisis moleculares, se colectaron muestras de moco nasal de la region
mas interna del meato nasal ventral y meato nasal comun de ovinos y caprinos,
utilizando hisopos de algodon estériles. Las muestras fueron rotuladas y
almacenadas en crioviales de 2ml, se le adicion6 200 ul de buffer de conservacion
STE (EDTA 100mmol, Tris 100mmol, SDS 10%) para su preservacion a una
temperatura de -20°C hasta su extraccion.

2.6 Extraccion de ADN

A cada uno de los crioviales que contenia el hisopo se le agrego 500 pL solucion
de tampon STE y se incubd a temperatura ambiente durante toda la noche.
Posteriormente, se adiciond 20 uL de proteinasa K (20 mg/ml) y las muestras
fueron dejadas durante toda la noche en agitacién constante a 55°C. Luego se
retiraron los hisopos de los tubos, se centrifugaron a 14000 rpm durante 30
segundos. El hisopo fue removido del tubo y se transfirieron 500 L del lisado a
un nuevo tubo eppendorf, para realizar extraccion del ADN usando el protocolo de
fenol cloroformo descrito por Bloor, Ibafiez, & Viloria-Lagares, (2015). Se agrego
una cantidad de Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico 25:24:1 y se centrifugd a
14000 rpm durante 10 min. Se recuperé el sobrenadante y se agreg6 400 uL del
Clorformo-Alcohol Isoamilico 24:1 y se llevaron a centrifugacion a 14000 rpm
durante 10 min. Posteriormente con ayuda de una micropipeta se recuperé el
sobrenadante de cada muestra, se adicion6 30 pL acetato de sodio 5M (Sigma
Aldrich) y 750 pL de etanol grado molecular al 100% que se encuentra
almacenado a -20°C. Las muestras fueron llevadas a -20°C durante 2 horas.
Posteriormente se realizaron lavados con etanol al 70%. Se descarta el exceso
de etanol y el ADN obtenido se deja secar a temperatura ambiente toda la noche.
Las muestras se re suspendieron en 50 pL buffer TE 1X (Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mMpH 8,0) y almacenadas a -20°C hasta su uso.

2.7 Amplificacion por PCR y secuencia de nucleotidos del gen COI

Todos los ADN extraidos se sometieron a un protocolo de PCR semi-anidada para
amplificacion de un fragmento hipervariable (~300 pb) en el gen COI de Oestrus,
este codifica desde la region del bucle externo 4 (E4) al extremo carboxi terminal
(-COOH) (ipek & Altan, 2017b). Para la primera ronda de PCR se seleccionaron
los cebadores y condiciones reportadas para identificacion de dipteros UEA7 (5°-
TACAGTTGGAATAGACGTTGATAC-3) y UEA10 (5°-
TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3). La reaccion de PCR emple6 un
volumen total de 50 pL, conteniendo 50-60 ng de ADN gendmico, 1X de buffer de
reaccion (20mM Tris-HCI pH 8; 50 mM KCI), 2,5 mM MgCI2, 0,2 mM de dNTPs y
0.3 UM de cada primer a evaluar y 1.25 U de Taq polimerasa (Thermo Scientific
Cat. EP0402). Las condiciones de la PCR para la primera ronda usando los
primers UEA7 y UEA1O fueron las siguientes: una denaturacion inicial de 94°C por
3 min y 40 ciclos de 94°C por 1 min, alineamiento a temperatura 52°C por 1 min,
extensién a 72°C durante 1 min y una extension final a 72°C por 7 min.

Para la segunda ronda de PCR se us6 el cebador UEA9 (5'-
GTAAACCTAACATTTTTTCCTCAACA-3") y UEA10 (5°-
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TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3"), los productos de las primera ronda
fueron diluidos 1:20 y usados como molde. Las condiciones de la PCR fueron las
mismas de la primera ronda a excepcion de la temperatura de alineamiento que
fue a 55°C. ElI ADN gendmico de las larvas del tercer estadio y los hisopos de
animales negativos a O. ovis se incluyeron en todas las reacciones de PCR, como
controles positivos y negativos, respectivamente.

Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 2.5% en
TBE 0,5X (100 mM Tris, 90 mM Borato, 2,5mM EDTA; pH 8,0) tefiidos con SYBR
Safe (ThermoFisher, Cat. S33102). Los geles fueron corridos durante 40 min a
80 V y los productos visualizados en un transiluminador (Safe Imager™ 2.0 Blue
Light Transilluminator), los tamafios obtenidos en los amplificados fueron
establecidos mediante comparacion con un patrén de peso molecular de 1Kb
(Thermo Scientific, Cat. 15628019). Los productos amplificados fueron purificados
con el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery y posteriormente enviados al servicio
de Secuenciacion y Analisis Genético de la Universidad Nacional de Colombia
(SSIGMOL). El analisis de la secuencia de nucleotidos se realiz6 por alineacion
BLAST usando la base de datos de informacion del Centro Nacional de
Biotecnologia (NCBI).

2.8 Manejo y andlisis de datos epidemioldgicos

Los datos de los animales positivos y la informacion sobre los factores de riesgo
se recopilaron y registraron como base de datos. Se realiz6 un andlisis de tipo
descriptivo y un test de Chi-cuadrado mediante el uso del software estadistico
Epidat 4.1. Se aplicO una regresion logistica multivariado, para analizar la
asociacion entre la prevalencia de O. ovis y los posibles factores de riesgo, el
grado de asociacién se determiné usando Odds Ratio. En todos los casos se usé
un nivel confianza de 95% y un nivel de significancia de 0.05.

2.9 Analisis de secuencias

Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron editadas manualmente en el
progama Biological Science Aligment Editor (Bioedit®, Carlsbad, California, USA)
y alineadas con la ayuda del software Molecular Evolutionary Genetic Analisis 7
(MEGA 7®, DNAStar Inc., Madison, Wisconsin, USA), posteriormente se construy6
un dendrograma de distancias mediante el algoritmo neighbor-joining y el
algoritmo bootstarp test para generar 1000 réplicas de alineamientos a partir de la
original (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).

3. Resultados
3.1 Identificacion genética
El ADN de O. ovis fue detectado en el 1,5% de los caprinos (3/196) y 3,5% de los

ovinos (6/171). El 2,8% de animales positivos fueron machos y el 2,4% hembras,
la infeccion predominé en animales jovenes < 1 afio con un 4,9% de prevalencia,
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seguido de los animales de 1 a 3 afios con 2% y animales de 3-5 afios con 1,1%,
animales mayores de 5 afios no presentaron positividad. La mayoria no
manifestaron signos clinicos de oestrosis, dos ovinos presentaron descarga nasal
bilateral de tipo mucoso espeso acompafiado de estornudos. De las 55 fincas
incluidas en el estudio el 9,1% (5/55) tuvieron al menos un individuo positivo para
O. ovis. De los seis municipios incluidos en el estudio se encontré la presencia del
parasito en La Uvita y Susacoén.

3.2 Andlisis moleculares

La PCR semi-anidada produjo amplificados de ~250 pb en las muestras que
resultaron positivas, consistente con la region COI previamente descrita para ser
amplificada por los iniciadores UAE9-UAE10 en O. ovis (Figura 1). La secuencia
del fragmento amplificado mostro la disposicidén del genoma tipica de la secuencia
de O. ovis, las secuencias obtenidas para este trabajo fueron 100% similares a la
secuencia de O. ovis respectiva en GenBank (acceso KY563713).

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 2.5% de los productos amplificados en
la PCR semi-anidada. Linea Mp, marcador 1 kb; linea 2 Control positivo Oestrus
ovis; linea 3,5,8,10,11,13-16 muestras positivas; linea 4,6,7,9,12,19 muestras
negativas; linea 20 control negativo.

El dendrograma mostro las relaciones entre las secuencias de las larvas de O.
ovis y otros miembros de la familia Oestridae publicados en GenBank (Figura 3).
La identidad de la secuencia de nucleétidos que codifican para el gen COIl que
fueron analizadas contra las secuencias recuperadas de GenBank provenientes
de otras partes del mundo fue de 99,3%. El dendrograma demostré que las
secuencias obtenidas para O. ovis en Colombia se agruparon con cepas de
insectos provenientes de Italia, Espafia, Turquia y Kyrgyzstan, Asia.
Adicionalmente, en las muestras de moco nasal dos individuos se encontraron
secuencias con una similitud de 99,61% a Cochliomyia hominivorax (FM867783)
reportada para Chigorodd, Colombia.
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Figura 3. Dendrograma de secuencias del gen COIl que representan las
relaciones de O. ovis y C. hominivorax comparadas con secuencias recuperadas
del GenBank.

4. Discusién
4.1 Prevalencia y factores de riesgo

Estudios de prevalencia se han llevado a cabo en el mundo, sin embargo, han
sido realizados post mortem en planta de beneficio, por lo cual la mayoria de estos
no proveen informacion local relacionada con el origen geogréfico de los animales
gue permita profundizar en el conocimiento de la eco-epidemiologia de éste
diptero. La mayor presentacion oestrosis se evidencid en ovinos, lo cual
concuerda con estudios realizados en diferentes paises donde la tasa de
prevalencia en ovinos es mayor que en caprinos (Negm-Eldin, ElImadawy, &
Hanan, 2015). Lo anterior puede deberse a diferencias entre las cepas presentes
en caprinos las cuales podrian tener una menor distribucién y prevalencia en
comparacion con las cepas de tipo ovino, las cuales estan pobremente adaptadas
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a parasitar los caprinos, ademas que el comportamiento que estos ultimos han
desarrollado les da una ventaja protectora sobre los ovinos (Dorchies et al., 1998).

La edad de los animales se considerd un factor muy importante en este estudio,
encontrando mayor presencia en el grupo de animales menores a un afio, lo cual
concuerda con estudios donde han evidenciado prevalencias méas altas en
animales jévenes que adultos (Alem et al., 2010). Tal es el caso de La Paz, Bolivia,
donde se encontré la mayor prevalencia en animales para los grupos de edades
de 1 a 2 afos, seguido del grupo de 2 a 4 y la menor prevalencia para el grupo de
animales mayores a 4 afios (Choque-fernandez, Loza-murguia, Vino-nina, &
Coria-conde, 2017). Para esta investigacion, se encontr6 que los animales
mayores a 5 afios tienen un factor de proteccion a la infeccion por oestrosis
(OR=0, p <0,003). Sin embargo, las ovejas y las cabras de todas las edades se
ven afectadas por O. ovis y la prevalencia aumenta con la edad en ambas
(Papadopoulos et al., 2010).

El hecho de encontrar la presencia de O. ovis en los municipios de La Uvita y
Susacon, y no en los otros cuatro municipios, se encuentra estrechamente
relacionado con las condiciones agro-ecoldgicas que se dan por las variaciones
de altitud, humedad y temperatura, que va a determinar de forma directa la
supervivencia de O. ovis, que puede diferir de un par de semanas a varios meses
en diferentes regiones geograficas basado en las condiciones climaticas y
ambientales (Ahaduzzaman, 2019). Un estudio anterior informé que las moscas
se activaron cuando las temperaturas ambientales fueron superiores a 12-18°C y
las larvas mostraron movimiento rapido y alimentacién dinamica a 19-22°C, sin
embargo, un estudio realizado en Ecuador, encontr6 que la mayoria de los
animales infestados provienen de tierras altas, donde las temperaturas y las
radiaciones solares son diferentes a las de las regiones templadas, lo representa
junto con este trabajo una evidencia importante de oestrosis en ambientes por
encima de los 2.500 msnm en la region Andina de Suramérica (Ortega-Mufioz,
Luzuriaga-Neira, Salazar-Silva, & Rodriguez-Hidalgo, 2019).

4.2 Resultados moleculares

El diagndstico in vivo de O. ovis es dificil de realizar debido a que algunos de los
sintomas son similares a otras infecciones respiratorias, motivo por el cual
Unicamente en condiciones post mortem es posible realizar un diagnostico
definitivo de este diptero, muchas veces de forma accidental una vez los animales
han sido sacrificados para su consumo (Dhishonin et al., 2017). También se han
realizado investigaciones con métodos de diagndstico serologico mediante el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, ELISA (Papadopoulos et al., 2006),
pero aun son experimentales pues representan un desafio ya que los anticuerpos
IgG se pueden detectar Unicamente 2 a 4 semanas luego de infecciones repetidas
por O. ovis, sin embargo, animales infectados con larvas en estadio L1 o con un
namero pequefo, llegan a alcanzar umbrales minimos de IgG entre 6 y 9 semanas
post infeccion (Angulo-Valadez et al., 2009).
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Por lo anterior, métodos alternativos de diagnostico directo mas sensibles y
especificos que permitan una identificacion in vivo de los animales han sido
desarrollados. La prueba de PCR semi-anidada ha sido descrita para la
identificacion de animales infectados con dipteros de la familia Oestridae, ya que
la caracterizacion molecular es el método mas preciso para identificar
especimenes de larvas de Oestrus (Otranto et al., 2003). Un estudio reciente
realizo diagnéstico de oestrosis mediante el uso de esta técnica ya que provee
alta sensibilidad y especificidad (ipek & Altan, 2017b). Basados en estos
resultados previos, se logré estandarizar las condiciones especificas para el
diagnéstico de este diptero, logrando realizar por primera vez la deteccion
molecular de O. ovis en Colombia mediante la amplificacion del gen COI.

El uso del gen mitocondrial que codifica COl ha demostrado ser particularmente
adecuado como marcador molecular para la diferenciacion taxonomica y la
realizacion de estudios evolutivos y filogenéticos de insectos, ya que las regiones
del gen COl evolucionan a diferentes velocidades (Otranto & Stevens, 2002). Esta
porcidbn mencionada presenta regiones conservadas y variables, con un rango
diferente de tasas de mutacion, estudios sobre este gen han revelado
heterogeneidad en las secuencias y variabilidad de nucleétidos (Zhang & Hewitl,
1997).

Se pudo evidenciar durante el alineamiento de secuencias diferencias
nucleotidicas incluso entre las secuencias provenientes de animales positivos de
la misma regién. Se observd que la secuencia de O. ovis usada como control
presentd similitud con secuencias del GenBank provenientes de Espafia
(KP974913), Italia (AF497767), Turquia (KY563714) y Kyrgyzstan, Asia
(KY563714; KY563713), junto con una muestra de ovino proveniente de La Uvita,
agrupandose en un mismo clado. Las secuencias provenientes de Iran
(KX268655), Brasil (KR820703) y Arabia Saudita (KU921431) se alejaron de la
secuencia control, pero si se mantuvo una muestra de caprino proveniente del
municipio de Susacén dentro de este clado. El resto de muestras positivas a O.
ovis presentaron agrupacion por especie, en un clado se observaron las muestras
positivas en ovinos y en otro muestras positivas a caprinos, lo que concuerda con
algunas investigaciones acerca de una circulacion de cepas diferentes del diptero
entre ovinos y caprinos de la misma region (Dorchies et al., 1998).

Por otro lado, las secuencias que reportaron similitud con Cochliomyia
hominivorax proveniente de Chigorodo, Colombia (FM867783), a la luz de la
construccion del dendograma se confirmoé que estas muestras tenian la presencia
del diptero al quedar agrupadas junto con el control positivo utilizado y la
secuencia de GenBank en un mismo clado. Estos resultados representan un
hallazgo interesante ya que C. hominivorax es responsable de causar miasis
principalmente de tejidos 0 mucosas lesionadas, bordes de heridas o alrededor
de orificios naturales que tengan alguna lesién. Existen dos reportes de caso
acerca de C. hominivorax causando miasis nasal nosocomial en un paciente
hospitalizado de Guyana francesa (Couppié et al., 2005) y otro paciente en
Estados Unidos (Tai et al., 2011), sin embargo, no se encuentran registros de este
diptero parasitando la cavidad nasal de ovinos y caprinos, por lo cual
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representaria el primer reporte en el pais acerca de la presencia accidental de C.
hominivorax en cavidad nasal de pequefios rumiantes.

La PCR semi-anidada descrita en este trabajo tiene un enfoque novedoso y
prometedor para el diagndstico de oestrosis ante mortem de ovinos y caprinos, ya
que permitiria futuros estudios epidemiolégicos de campo con la realizacion del
diagnéstico en animales vivos de este parasito, ademas, esta técnica permite la
diferenciacion de la oestrosis de otras enfermedades respiratorias de ovejas y
cabras con sintomas clinicos similares. Sin embargo, por diversos factores como
el estadio, la ubicacion y el numero de larvas infectando los animales, podria influir
en la cantidad de ADN que deja el parasito en su recorrido desde los ollares hasta
senos nasales y paranasales llegando a ser un posible problema en la toma de
muestra de moco y posteriormente en el diagndstico, considerandose un motivo
para que esta prueba pueda llegar a presentar baja sensibilidad; por lo anterior el
método diagndstico mas confiable siempre sera la examinacion post mortem de
la cavidad nasal para visualizacidbn macroscopica de larvas de O. ovis.
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CAPITULO III.

PREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO EN LA INFECCION POR
NEMATODOS PULMONARES EN PEQUENOS RUMIANTES DE BOYACA,
COLOMBIA

Adriana Maria Diaz Anaya, Martin Orlando Pulido Medellin, Jimmy Jolman
Vargas Duarte

RESUMEN

Un estudio de tipo transversal se llevo a cabo con el fin de determinar las especies
presentes de nematodos pulmonares y su prevalencia en ovinos y caprinos en
seis municipios de la provincia norte del departamento de Boyaca. Se realizo
examen fecal por medio de la técnica de Baerman a un total de 761 animales, 485
caprinos y 276 ovinos. Se encontro una prevalencia general de 4,7%, dentro de la
cual se identificaron tres especies de nematodos pulmonares: Dictyocaulus filaria,
Muellerius capillaris y Protostrongylus rufescens. De estos, la mayor prevalencia
se present6 para P. rufescens (50%) y M. capillaris (44,6%), no se presenté mono
infeccion encontrando D. filaria asociado a M. capillaris en un 3,8%. Se
encontraron como factores de riesgo la edad de 3 a 5 afios (OR=9,07; 95% IC=
2,65- 31,03), la raza criolla (OR=2,33; 95% IC= 1,9- 2,75) y animales cuya
alimentacion se basaba en forraje fresco (OR=12,21; 95% IC= 2,62- 56,84). La
variable cuarentena de animales nuevos se encontré6 como factor de proteccion
(OR=0,27; 95% IC= 0,08- 0,97) de los animales a las infecciones por nematodos
pulmonares. Este estudio se considera el primer reporte en el pais para M.
capillaris y P. rufescens, los cuales afectan la productividad de pequefios
rumiantes y requieren de mayor estudio para su control y prevencion.

PALABRAS CLAVE: nematodos pulmonares, prevalencia, ovinos, caprinos,
factores de riesgo.

1. Introduccién

Las bronquitis y neumonias en pequefios rumiantes son problemas médicos
importantes en todos los grupos etareos y pueden ser generadas por multiples
causas dentro de las cuales se incluyen agentes bacterianos, virales, clamidias,
mycoplasmas y parasitos localizados tanto en el tracto respiratorio alto como bajo.
(Berrag & Cabaret, 1996).

Dentro de agentes parasitarios, los hematodos son el grupo mas importante que
afectan a los ovinos, caprinos y rumiantes de vida silvestre, se encuentran a nivel
bronquial y pulmonar, éstos incluyen: Dictyocaulus filaria el cual tiene un ciclo de
vida directo y afecta bronquios y pulmones, Protostrongylus rufescens, Muellerius
capillaris, Cystocaulus ocreatus, Neostrongylus linearis y Spiculocaulus leuckarti,
todas ellas especies reportadas en diferentes lugares del mundo, los cuales tienen
ciclo de vida indirecto y se localizan en el parénquima pulmonar (Beyene et al.,
2013). Adicionalmente, algunos nematodos gastrointestinales pueden migrar por
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el tejido pulmonar y general alteraciones respiratorias. La presencia de cualquiera
de éstos géneros conlleva a pérdidas econdmicas directas e indirectas por retraso
en el crecimiento, indice de conversion desfavorable y disminucién en el estado
inmunitario facilitando la colonizacion con otros agentes infecciosos que inciden
sobre la salud de los animales y ocasionan una disminucién en la produccion
(Shite, Admassu, & Yenew, 2015).

Estudios desarrollados en paises de Europa y Africa, han reportado prevalencias
entre 22% y 97,7% en casos de infeccion por D. filaria y varios géneros de la
familia Protostrongylidae (Lopez et al., 2011; Terefe et al., 2013; Adugna et al.,
2014; Kassa, Alemneh, & Akeberegn, 2017; Mokhtaria et al., 2014). En Argentina
se realiz6 el primer reporte de M. capillaris en 2014 (Suarez et al., 2014), mientras
gue en Colombia no se tienen registros oficiales de la presencia de hematodos
pulmonares en ovinos, sin embargo, en bovinos se reporta una prevalencia
reciente de D. viviparus de 4.6% (Chaparro et al., 2016).

A pesar que D. filaria se considera el nematodo pulmonar mas patégeno, con
frecuencia su presencia estd acompafiada de otras especies de protostrongilidos.
La morbilidad de estas infecciones es baja, ya que generan procesos crénicos que
transcurre con tos, respiracion rapida, aumento de los sonidos bronquiales,
estertores y/o sibilancias y descarga nasal bilateral (Panuska, 2006). Ademas
pueden causar bronquitis, bronquiolitis, neumonia, colapso, edema e incluso
enfisema pulmonar, que hacen a los animales mas susceptibles a infecciones
virales y bacterianas secundarias (Ahmadi, Rakhshandehroo, & Khadivimanesh,
2018). Cuando hay infeccion unicamente en los pulmones, solo el 6rgano es
decomisado, pero si la infecciéon ha causado neumonia, emaciacion o anemia,
entonces toda la carcasa sera decomisada (Kouam et al., 2014). La infestacion
con D. filaria, M. capillaris y P. rufescens se observa principalmente en corderos
de 4 a 6 meses de edad, pero las ovejas de todas las edades son susceptibles a
la infestacion de gusanos pulmonares (Fentahun, Abebe, Melkamu, & Asrat,
2016).

Dentro de los protostrongilidos, M. capillaris es el género mas comun en ovinos y
caprinos, pero su infestacion raramente produce signos clinicos. Las larvas L1
pueden sobrevivir durante 10 meses a 5°C en zonas de clima templado y en
presencia de lluvias invernales casi todas las ovejas son portadoras de este
género. La extensa distribucion y la alta prevalencia son en parte atribuidas a la
amplia gama de hospedadores intermediarios (caracoles y babosas) (Abdurakhim
Ergashevich Kuchboev & Hoberg, 2011), mientras que P. rufescens tiene una
patogenicidad intermedia y su trasmision es epidemiol6gicamente mas compleja
comparado con D. filaria, ya que involucra al hospedero, el parasito y un
hospedero intermediario restringido a ciertas especies de caracoles (Borji et al.,
2012).

La transmision y el mantenimiento de las infecciones pulmonares afio tras afio
dependen de algunos animales infectados que albergan un pequefio numero de
parasitos adultos en los pulmones durante varios meses y por lo tanto sirven como
portadores. Los animales portadores continian contaminando los pastos, y el ciclo
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de infeccion se mantiene en la poblacion en riesgo (Shite et al., 2015). Como
resultado, el nUmero de larvas infectivas en pastos puede alcanzar niveles que
causan brotes de enfermedad clinica. Las larvas de algunas especies de
nematodos pulmonares pueden inhibirse en el tejido pulmonar durante periodos
de condiciones climaticas adversas, como una estacion seca, y luego madurar al
comienzo de la estacion de lluvias (Hansen & Perry, 1994).

A pesar que estas parasitosis son perjudiciales para la sanidad, no se conocen
estudios de identificacion de los parasitos presentes en vias respiratorias ya que
en su mayoria los estudios estan enfocados a la prevalencia de nematodos
gastrointestinales y sus efectos sobre la produccion de los pequefios rumiantes.
El estudio de los agentes parasitarios que originan patologias del tracto
respiratorio y su prevalencia es de vital importancia para conocer el
comportamiento epidemiolégico, distribucién de éstos en una zona geografica
particular, su biologia y factores de riesgo asociados a su presentacion, debido a
gue tienen importantes implicaciones que aportan al control de las parasitosis y
prevencion en la disminucion de pérdidas productivas y econémicas (Verschave,
Charlier, Rose, Claerebout, & Morgan, 2016). De acuerdo a lo anterior, el objetivo
de este trabajo fue conocer la prevalencia y los factores de riesgo por nematodos
presentes en el tracto respiratorio de ovinos y caprinos de la provincia Norte del
departamento de Boyaca.

2. Materiales y métodos
2.1 Poblacién de estudio

Se seleccionaron 6 municipios: Susacon, Soatd, Tipacoque, Covarachia, Boavita
y La Uvita, pertenecientes a la provincia Norte del departamento de Boyaca
(Figura 1). En el area se desarrollan cultivos mixtos y sistemas de producciéon
ganadera a pequefia y mediana escala, representando un componente alternativo
del sistema agricola tradicional. Las principales tierras de pastoreo para los
pequefios rumiantes estan al margen del bosque, cumbre de montafas, tierras
pedregosas e infértiles y bordes de carretera.

A partir del inventario ovino-caprino existente para los 6 municipios se tomé un
total de 17.835 caprinos y 8.172 ovinos. Para calcular el tamafio de muestra se
tomaron los valores de Za =1,96 a un nivel de confianza del 95%, e= 5%, margen
de error admitido y P= 50% prevalencia esperada, este valor debido a que en
Boyaca no se conocen estudios relacionados de prevalencia para parasitos del
tracto respiratorio. Se realizé un muestreo aleatorio estratificado, donde la muestra
calculada para caprinos fue de 485 y de ovinos 276, para un total de 761 animales
incluidos en el estudio.
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Figura 1. Mapa de los municipios de la provincia norte del departamento de
Boyaca,
Colombia.

2.2 Encuesta epidemiolégica

Al momento de la recoleccion de muestras, se tomaron datos de especie, edad,
sexo, raza, condicién corporal y estado reproductivo de las hembras. Se aplico
una encuesta epidemiolégica a nivel de finca acerca del tipo de alimentacién, tipo
de alojamiento y estado sanitario, con el fin de proponer los posibles factores de
riesgo asociados a la infeccion por parasitos del tracto respiratorio.

2.3 Evaluacion clinica de los animales

Se realizdé un examen clinico general a cada uno de los animales, se tomaron
constantes fisioldgicas como frecuencia cardiaca, respiratoria, temperatura
corporal y coloracién de mucosas. Ademas, se efectu6 una inspeccion del sistema
nervioso central para identificar posibles cambios en el comportamiento y
desplazamiento, sistema digestivo por posible presencia de diarrea y sistema
respiratorio, en busca de la posible presencia de secrecion nasal, tipo de descarga
y ruidos respiratorios compatibles con rinitis y neumonia.

2.4 Toma y procesamiento de las muestras

Se recolectd muestra de materia fecal directamente del recto de los animales
seleccionados mediante el uso de guantes de latex. Ademas, se realizdé una
exploracién de la cavidad nasal con el fin de recolectar muestra de moco. Se tomd
un hisopo estéril y se introdujo en la region mas interna de ambas fosas nasales,
luego fue almacenado en un criovial de 2 ml y se le adicion6 buffer STE para su
conservacion. Inmediatamente después de la recoleccion de las muestras, estas
fueron almacenadas en neveras de icopor portatiles a 4° C, hasta el envio al
laboratorio de Parasitologia de la Universidad Pedagdgica y Tecnologica de
Colombia. Posteriormente, para las muestras de materia fecal se uso la técnica
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de Baerman modificada con el fin de obtener las larvas de parasitos pulmonares
de primer estadio (L1), estas fueron identificadas morfol6gicamente al microscopio
mediante claves taxonomicas establecidas por Van Wyk, Cabaret, & Michael
(2004).

2.5 Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion ITS-2

Se usaron como controles positivos parasitos adultos de Haemonchus contortus,
Dictyocaulus viviparus, Cystocaulus ocreatus y Dictyocaulus filaria (estos ultimos
provenientes de la Universidad de Lisboa). Los especimenes fueron retirados de
etanol y se procedi6 a usar el protocolo de extraccion de fenol cloroformo de igual
forma se aplico para la extraccion de ADN de los hisopados nasales (Bloor et al.,
2015). Una region del gen ITS-2 rADN fue amplificada usando el conjunto de
primers especificos NC1F (5-ACGTCTGGTTTTCAGGGTTTTGTTTTTTT-3') y
NC2R (5- TTAGTTTTCTTTTCCTCCGCT-3') (Gasser et al., 1993). La reaccion
de PCR fue ajustada a un volumen final de 15 L, incluyendo 50-60 ng de ADN
gendémico, 1X de buffer de reaccion (20mM Tris-HCI pH 8; 50 mM KCI), 2,0 mM
MgCl2, 0,2 mM de dNTPs y 0.5 uM de cada primer a evaluar y 1.25 U de Taq
polimerasa (Thermo Scientific Cat. EP0402). Las muestras fueron cicladas en un
termociclador Axygen® MaxyGene™ Il Thermal Cycler. Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes: denaturacién inicial de 95°C por 5 min y 35 ciclos de
95°C por 45 seg, alineamiento a 50°C por 45 seg, extension a 72°C durante 30
seg y una extension final a 72°C por 7 min.

Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 2.5% en
TBE 0,5X (100 mM Tris, 90 mM Borato, 2,5mM EDTA; pH 8,0) tefiidos con SYBR
Safe (ThermoFisher, Cat. S33102). Los geles fueron corridos durante 40 min a 80
V y los productos visualizados en un transiluminador (Safe Imager™ 2.0 Blue Light
Transilluminator), los tamafios obtenidos en los amplificados fueron establecidos
mediante comparacién con un patrén de peso molecular de 100 pb (Thermo
Scientific, Cat. 15628019).

2.6 Analisis de secuencias

Los productos amplificados fueron purificados con el kit Zymoclean™ Gel DNA
Recovery y posteriormente enviados al servicio de Secuenciacion y Analisis
Genético de la Universidad Nacional de Colombia (SSIGMOL). Las secuencias de
nucledtidos obtenidas fueron editadas manualmente en el progama Biological
Science Aligment Editor (Bioedit®, Carlsbad, California, USA) y posteriormente se
realizo analisis de similaridad en BLAST.

2.7 Manejo y analisis de datos

Los datos de las pruebas coproldgicas y la informacion sobre los factores de riesgo
se recopilaron y registraron como base de datos. Se realiz6 un analisis de tipo
descriptivo y un test de Chi-cuadrado mediante el uso del software estadistico
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Epidat 4.1. Continuando con esto, se aplicé una regresion logistica multivariable,
para analizar la asociacion entre la prevalencia de nematodos pulmonares y los
posibles factores de riesgo, el grado de asociacion se determiné usando Odds
Ratio. En todos los casos se usé un nivel confianza de 95% y un nivel de
significancia de 0.05.

3. Resultados
3.1 Poblacién de estudio

La proporcion de individuos de los seis municipios de la provincia norte de Boyaca
incluidos en el estudio se distribuy6 de la siguiente manera: Soatéa con el 28,9%,
La Uvita 19,8%, Susacon 18%, Boavita 11,6%, Tipacoque 11% y Covarachia con
el 10,6%. De la poblacién incluida en el estudio, la especie con mayor
presentacion fue la caprina con el 63,9% mientras que la ovina con el 36,1%; del
total de individuos el 82,4% fueron hembras y un 17,6% machos.

Las hembras se encontraban en diferentes estados reproductivos, el 42,9% se
encontraban vacias, seguido del 33,2% cargadas y el 23,9% lactantes. Las razas
predominantes para caprinos fueron la criolla con el 86,4%, seguida de alpina y
nubiana con 7,42% y 5,77%, respectivamente. Para ovinos la raza criolla también
fue la de mayor participacion en el estudio con 56,16%, seguida de raza camura
y mora con 27,9% y 7,8% respectivamente. Los animales menores de un afo
presentaron la mayor participacion con 43,2% del total de individuos del estudio,
34% animales entre 1y 3 afios, 18% animales entre 3y 5 afios y el 4,6% mayor a
5 anos.

3.2 Examinacién coprolbgica

El analisis descriptivo mostrd una prevalencia de 4,7% (36/761) para nematodos
pulmonares en los ovinos y caprinos de los diferentes municipios examinados
mediante la técnica de Baerman modificada. Se presenta distribucion de caprinos
y ovinos positivos a nematodos pulmonares segln caracteristicas de raza, edad,
sexo y estado reproductivo en las Figura 2 y 3, respectivamente. En los ovinos se
obtuvo una presencia de 3,6% (10/276) y en caprinos de 5,3% (26/485).

La proporcion de infeccion por M. capillaris fue de 42,4%, P. rufescens 50% e
infecciones mixtas por D. filaria + M. capillaris 3,8% y P. rufescens + M. capillaris
3,8% para caprinos; para ovinos se encontrd M. capillaris 50% y P. rufescens 50%,
para esta especie no se presentaron infecciones mixtas. En este estudio no se
presentd monoinfeccion por D. filaria. La mayor infeccion fue causada por P.
rufescens (50%) y M. capillaris (44,6%) y una menor proporcion causada
infecciones mixtas (2,7%) (Tabla 1).

Tabla 1. Prevalencia de infeccion por parasitos pulmonares en pequefios
rumiantes estratificada por la proporcion de la infeccion causada por cada
parasito.
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M. D. filaria + M. P. rufescens +
. No. R P. rufescens L o
Especie positivos capillaris capillaris M. capillaris
n % n % n % n %
Caprinos 26 11 | 42,4 13 50 1 3,8 1 3,8
Ovinos
10 5 50 5 50 0 0 0 0
Total 36 16 | 44,6 18 50 1 2,7 1 2,7
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Figura 2. Distribucién de caprinos positivos a nematodos pulmonares segun
caracteristicas de raza, edad, sexo y estado reproductivo.
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Figura 3. Distribucion de ovinos positivos a nematodos pulmonares segun
caracteristicas de raza, edad, sexo y estado reproductivo.

3.3 Evaluacion clinica de los animales

Se encontro que el 53,2% (405/761) de los animales presentaban descarga nasal,
esta se clasificé segun caracteristicas fisicas en secrecion de tipo serosa 30,4%
(232/761), seromucosa 14% (106/761), mucosa espesa 5,5% (42/761) y
mucopurulenta 0,5% (4/761). El 2,62% (20/761) de los animales present6 ruidos
respiratorios entre estornudos, ronquidos y estertores pulmonares. En la
evaluacion a sistema nervioso central se encontré6 que un individuo presento
depresion y desplazamiento anormal con marcha tambaleante.

3.4 Andlisis de factores de riesgo

Las variables tomadas en cuenta como posibles factores de riesgo fueron edad,
sexo, raza, tipo de pastoreo, tipo de nutricion, suministro de sal, fertilizacién con
heces, cuarentena, desparasitacion y presencia de moluscos o caracoles en las
praderas. Se encontrd una significancia estadistica (P<0.05) entre las diferentes
categorias de edad, la raza, el tipo de nutricion y la cuarentena en los animales
(Tabla 2). Se hallé como factores de riesgo la edad de 3 a 5 afios (OR=9,07; 95%
IC= 2,65- 31,03), la raza criolla (OR=2,33; 95% IC= 1,9- 2,75) y animales cuya
alimentacion se basé en forraje fresco (OR=12,21; 95% IC= 2,62- 56,84). La
variable cuarentena de animales nuevos se encontr6 como factor de proteccion
(OR=0,27; 95% IC= 0,08- 0,97) de los animales a las infecciones por nematodos
pulmonares.

Tabla 2. Andlisis de regresion logistica de varios factores de riesgo asociados con
la presencia de parasitos pulmonares.
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Factor de Categoria No No (%) OR Ajustado P valor
riesgo 9 muestreados | positivos 95% IC
Edad 3-5 afios 138 8 (5,8) 9,07 (2,65- 31,03) 0,0000
Raza Criolla 575 31(5,4) 2,33(1,9-2,75 0,001
Nutricién ';g;‘f 448 17(3,8) | 12,21 (2,62-56,84) | 0,001
Cuarentena Si 257 7(2,7) 0,27( 0,08- 0,97) 0,046

3.5 Hallazgos moleculares

Se detectaron secuencias de ADN del gen ITS-2 para los especimenes adultos
usados como controles positivos. Se obtuvo secuencias de 280pb, un primer
BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del 97,45% a H. contortus y secuencias
de 420pb con un porcentaje de identidad del 96,85% a C. ocreatus. No se lograron
amplificar secuencias de la regién ITS-2 para los individuos adultos de D. filaria y
D. viviparus que fueron usados como controles.

4. Discusion
4.1 Prevalencia

Tres especies de nematodos pulmonares fueron identificadas en ovinos y caprinos
de la provincia norte de Boyaca, D. filaria, M. capillaris y P. rufescens. Estos
hallazgos concuerdan con otros trabajos que describen éstas especies como las
mas importantes y de mayor distribucion en pequefios rumiantes (Adugna et al.,
2014). Este estudio se considera el primer reporte en el pais para M. capillaris y
P. rufescens, ya que D. filaria ha sido previamente reportado en estudios
desarrollados a pequefia escala. Se encontré una prevalencia general del 4,7%
de nematodos pulmonares, siendo significativamente baja con respecto a
prevalencias reportadas a nivel mundial. Se puede considerar el caso de Etiopia,
donde se ha desarrollado una parte importante de los trabajos existentes en el
mundo acerca de la infeccién por nematodos pulmonares en pequefios rumiantes,
las prevalencias reportadas se encuentran desde el 25,6% hasta el 67,7% (Alemu,
Leykun, Ayelet, & Zeleke, 2006; Moges, Bogale, & Chanie, 2011).

Prevalencias mas bajas han sido encontradas en el noroeste de Espafa, Iran y
Algeria, con valores del 11,6%, 10,8% y 22%, respectivamente (Borji et al., 2012;
Lépez, Fernandez, Vifia, Cienfuegos, Panadero, Vazquez, Diaz, Pato, Lago,
Dacal, Diez-Bafos, et al., 2011; Mokhtaria et al., 2014). La gran variacion en estos
valores puede deberse al método de diagndstico utilizado, ya que algunos de
estos estudios fueron realizados mediante examinacion post-mortem, lo cual
permite mayores hallazgos parasitolégicos y por lo tanto aumento en las
prevalencias de nematodos pulmonares con respecto al diagnéstico por
examinacion coprologica.

Ademas, puede estar asociado al estado nutricional, niel de inmunidad, sistema
de explotacion, lluvia, humedad, temperatura y altitud que pueden variar en las
diferentes zonas geograficas entre los lugares de estudio, lo que permite que haya
una diferencia significativa en los valores de prevalencia, para el caso de
Colombia y especificamente el departamento de Boyacd, se tienen condiciones
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medioambientales adecuadas para completar los ciclos biolégicos y permitir la
supervivencia de huéspedes intermediarios como caracoles y babosas, que son
vitales en el ciclo de vida de los protostrongilidos (Boriji et al., 2012).

Se encontré que la prevalencia de nematodos fue méas alta en caprinos (5,3%)
gue en ovinos (3,6%), lo cual concuerda con estudios realizados por Fentahun et
al., (2016) y Domke et al., (2013). Cuando se revisan los hébitos alimenticios de
cada especie, se encuentra que las cabras recorren mayores distancias en busca
de diversidad forrajera para su alimentacion, lo que hace que estén menos
expuestas a los nematodos que se encuentran contaminando las praderas. Sin
embargo, por el deterioro de estas debido a la expansion de actividades agricolas
y la deforestacion, estos se han visto obligados a cambiar sus habitos y pastar
junto con los ovinos, llevandolos a presentar la misma exposicion a la infeccién,
solo que con baja resistencia respecto a los ovinos que han adquirido una
memoria inmunoldgica por el constante contacto en las pasturas con estos
paréasitos (Haji, Tilahun, Teshale, & Engedaw, 2016).

La prevalencia de los protostrongilidos M. capillaris (44,6%) y P. rufescens (50%)
fue significativamente mayor que D. filaria, lo cual puede deberse a la gran
fecundidad de estos nematodos y al hecho de es evidente la existencia de una
distribucién importante de los hospederos intermediarios que estan transmitiendo
de manera efectiva estos parasitos. Al parecer la infeccién por D. filaria en los
ovinos del departamento no parece ser un serio problema como lo confirma la baja
prevalencia tanto en animales jévenes como adultos, sin embargo, la presencia
de este nematodo guarda especial importancia en la contaminacién de las
pasturas ya que las cabras actian como portadores de infeccion para las ovejas
susceptibles que pastan en compafiia (Regassa et al., 2010).

4.2 Factores de riesgo

El resultado del estudio actual revel6 que la edad representa un factor de riesgo
para la presentacion de nematodos pulmonares, es decir los animales ente 3y 5
afos tienen 9 veces mayor riesgo de presentar estos parasitos (OR=9,07; 95%
IC= 2,65- 31,03), esto se debe a que a mayor edad mayor prevalencia
principalmente de protostrongilidos como M. capillaris, ya que las infecciones por
éste nematodo tienden a ser acumulativas en el tiempo, por lo cual los animales
mayores pueden presentar signos clinicos como tos y retraso en el crecimiento
debido a las fuertes infecciones (Regassa et al., 2010).

Se encontré que los animales de raza criolla tienen 2,3 veces mas probabilidad
de presentar infeccion por nematodos pulmonares (OR=2,33; 95% IC=1,9- 2,75),
lo anterior es posible a que existe un numero significativamente mayor de
animales de raza criolla con respecto a razas puras en la region. De igual forma
los animales que consumen forraje fresco tienen 12,2 veces mas probabilidad de
infectarse (OR=12,21; 95% IC= 2,62- 56,84), esto debido al contacto con pasturas
infectadas donde se encuentra el parasito van a adquirirlo con mayor facilidad,
ademas animales que se encuentran durante todo el afio en pastoreo, estan
expuestas a las variaciones meteorolégicas que causan disminucién de alimento
y posteriormente una afectacion en el estado nutricional de los animales (Terefe
et al., 2013).



W
142 ) )
=< [thc UNIVERSIDAD PEDAGOGICA Y TECNOLOGICA DE COLOMBIA
Z. Y —I— FACULTAD DE CIENCIAS - ESCUELA DE CIENCIAS BIOLOGICAS - POSGRADOS
GRS R metosica de Colomis PROGRAMA DE POSGRADO: MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
M EDY =

i

Por otra parte, se encontré que el uso de cuarentena como practica sanitaria
representa un factor de proteccién a la infeccion por nematodos pulmonares
(OR=0,27; 95% IC= 0,08- 0,97), debido a que zonas de cuarentena definidas en
una explotacion ayuda a evitar la propagacion no solo de agentes parasitarios sino
también infecciosos de animales enfermos a sanos, incluso evita una posible
transmision al hombre en caso de existir agentes zoonoticos.

4.3 Hallazgos moleculares

Los estudios de sistematica y diagndstico molecular de neméatodos pulmonares
en pequefos rumiantes son escasos ya que tradicionalmente el diagnostico es
realizado Unicamente mediante examinacion coprologica usando la técnica de
Baerman para identificacion de estadios L1 o en su defecto mediante inspeccion
post-mortem (Mokhtaria et al., 2014). La diferenciacion de las especies de larvas
de los parasitos pulmonares es dificil, particularmente en aquellas que tienen
espina dorsal y puede presentarse una considerable similitud morfologica entre
especies pulmonares, ademas de la contaminacién que puede existir con
nematodos gastrointestinales que han eclosionado durante el montaje de la
técnica (Kafle, Lejeune, Verocai, Hoberg, & Kutz, 2015).

Por lo anterior, en busca de estandarizar una técnica de diagndstico molecular se
utilizaron iniciadores que amplifiguen secuencias de rADN de la region
espaciadora transcrita interna nuclear 2 (ITS-2) reportados previamente en la
literatura como marcadores genéticos utilizados en la construccion de arboles
filogenéticos, estimacion de estructuras en genética poblacional, evaluacion de
procesos evolutivos y determinacién de identidades taxonémicas (Powers et al.,
1997; Ahmadi et al., 2018).

La secuencia de ADN del gen ITS-2 fue detectada en parasitos adultos de H.
contortus y C. ocreatus, asi mismo, en muestras de hisopados nasales de ovinos
y caprinos que fueron positivos en la examinacion coproldgica por la prueba de
Baerman, sin embargo, de estas ultimas no se logré obtener una confirmacién por
secuenciacion del género de nematodo pulmonar involucrado en la infeccién. No
se obtuvo la amplificacion de D. filaria y D. viviparus posiblemente por una
degradacion del ADN ya que estos especimenes provenian de colecciones
parasitolégicas que mantenian una manipulacién constante y presentaban un
tiempo de almacenamiento avanzado, adicionalmente no se logré obtener
parasitos adultos de M. capillaris debido a que forma nédulos subpleurales
grisdceos que oscilan entre menos de 1 mm y varios centimetros de didmetro,
generalmente ubicados en la parte dorsal de los I6bulos diafragmaticos, pudiendo
estar calcificados y aumentando la dificultad en su aislamiento (Panuska, 2006),
por lo tanto no se estandarizé la prueba de PCR con este nematodo de tal forma
gue se pudieran confirmar los hallazgos positivos que se tuvieron por examinacion
coprologica.

No se llevaron a cabo pruebas de PCR en los sedimentos positivos obtenidos
mediante la técnica de Baerman ya que en estos se presentaba contaminacion
con otros nematodos de tipo intestinal que eclosionaron durante el montaje de la
técnica; también debido a que los datos disponibles sobre el alcance de la
variacion genética intraespecifica en la secuencia ITS entre nematodos de
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diferentes poblaciones es limitada. Varios estudios han detectado una variacion
geografica reducida o nula en la secuencia ITS para algunas especies aunque
estos datos a menudo estan basados en pequefios tamafios de muestra, por lo
tanto el uso de este material hubiera dificultado el diagnéstico de neméatodos
pulmonares ya que estos marcadores ITS no siempre se pueden utilizar para
distinguir entre todos los nematodos bursados (Chilton, 2004).

Por lo anterior, no fue posible realizar un analisis que permitiera calcular distancias
genéticas entre las secuencias de los individuos adultos utilizados para la
estandarizacion de la PCR y las muestras de hisopados nasales que fueron
positivas a nematodos pulmonares. A partir de esto, se puede evidenciar la
importancia de realizar estudios complementarios que integren identificacion
morfoldgica y a su vez técnicas con enfoques moleculares posiblemente partiendo
del disefio de iniciadores especificos para nematodos de tipo pulmonar que
permitan realizar el diagnoéstico y la descripcion sistemética de los nematodos
pulmonares, de tal forma que se pueda proporcionar informacién importante sobre
la diversidad de estos parésitos en la region.
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CONCLUSIONES

Se encontré una prevalencia general de nematodos pulmonares de 4,7%
identificAndose tres especies de nematodos pulmonares en ovinos y
caprinos de la provincia norte de Boyacd, Dictyocaulus filaria, Muellerius
capillaris y Protostrongylus rufescens.

Se logr6 identificar secuencia de ADN del gen ITS-2 en parésitos
pulmonares adultos y muestras de moco nasal, estas secuencias serviran
para afianzar los conocimientos e investigaciones en identificacion
molecular de estos parasitos las cuales son reducidas a nivel mundial.

La técnica de PCR para identificacion molecular es una herramienta de
diagnéstico que podria permitir la diferenciacion de nematodos pulmonares
a nivel de género y especie a partir del conocimiento especificos de las
secuencias.

Se realizd por primera vez la deteccion molecular de Oestrus ovis en
Colombia mediante la amplificacion de gen de COl,

Se encontraron secuencias de ADN compatibles con C. hominivorax, cuyas
larvas de este diptero son responsables de causar miasis principalmente
de tejidos 0 mucosas lesionadas, sin embargo se hallaron en moco nasal
de pequefios rumiantes.

El uso de herramientas moleculares de diagnéstico para Oestrus ovis
puede proveer informacion relacionada con el origen geografico de los
animales con el fin de poder profundizar en el conocimiento de la eco-
epidemiologia de éste diptero.

Se evidenciaron diferencias nucleotidicas incluso entre las secuencias
provenientes de animales positivos de la misma region. Se observé en las
muestras positivas a O. ovis una agrupacion por especie, en un clado se
observaron las muestras positivas en ovinos y en otro muestras positivas a
caprinos, lo que concuerda con algunas investigaciones acerca de una
circulacién de cepas diferentes del diptero ente ovinos y caprinos de la
misma region.
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RECOMENDACIONES

Es necesario la realizacion de mayores analisis de secuencias de ADN de
nematodos pulmonares con el fin de disefiar primers especificos para
diagndstico por género de éstos.

Se requieren mas investigaciones de tipo molecular en Dictyocaulus filaria
el cual afecta Unicamente a pequefios rumiantes, ya que la mayoria de
estudios se han enfocado en Dictyocaulus viviparus que afecta a ganado
bovino.

Debido al hallazgo de Muellerius capillaris y Protostrongylus rufescens en
la poblacién ovino-caprina del departamento, es necesario estudiar los
hospederos intermediarios como caracoles y babosas, asi mismo sus
condiciones ecoldgicas que permiten que estén presentes en el ambiente.
Se recomiendan mayores estudios de diagnaostico in vivo de Oestrus ovis
gue involucren la identificacién y confirmacién post mortem de infestacion
por larvas del diptero con el fin de mejorar pruebas de identificacion y
caracterizacion de tipo molecular en este parasito.



