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DETECCION DE INFECCIONES POR Trypanosoma vivax  
MEDIANTE LAS HERRAMIENTAS DIAGNOSTICAS WESTERN BLOT Y PCR SE

DIFERENCIAN INFECCIONES POR T. vivax EN GANADO BOVINO

ANA MARIA BOLIVAR

RESUMEN

Las características biológicas que presentan los aislados americanos de T. vivax dificultan el

desarrollo de métodos diagnósticos, lo que conlleva a la utilización de antígenos no específicos de

otros patógenos como T. evansi. Por tal razón en el presente trabajo se plantea el desarrollo de

una metodología basada en la caracterización proteica y antigénica de T. vivax (herramienta

bioquímica) y el empleo de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (herramienta

molecular) para obtener un diagnóstico confiable en las infecciones producidas por esta especie de

Trypanosoma -específicos de T.

vivax; y para el desarrollo de la herramienta bioquímica, se utilizó el método de separación Tritón

X-114 empleando geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para discriminar entre

las diferentes fracciones proteicas del parásito de acuerdo a su peso molecular, confrontándolas

con las proteínas detectadas en T. evansi separadas por igual metodología. Las proteínas

inmunogénicas detectadas al utilizar sueros de animales positivos a T. vivax y T. evansi evidenció

la ausencia de reactividad cruzada entre ellos. El hallazgo de las proteínas antigénicas de 20, 31.5,

54 y 66 kDa presentes en T. vivax pueden ser utilizadas como marcadores específicos para su

identificación y caracterización, permitiendo, asimismo, hacer diagnóstico diferencial en animales

infectados con T. evansi y otros patógenos propios del ganado bovino. Haciendo uso de la

herramienta molecular (PCR) y del análisis parasitológico (microcentrifugación, examen al fresco y

frotis) se detectó un 2,7% (2/72 bovinos examinados) de infección por T. vivax en fincas de zonas

ganaderas del Estado Mérida. Los animales positivos fueron analizados clínica, hematológica y

serológicamente (valoración de analitos). El examen clínico evidenció ausencia de signos

patognomónicos. Las pruebas hematológicas y los análisis de la química sanguínea confirman su

valor en la evaluación del daño producido por T. vivax. Tomando en consideración los resultados

obtenidos existe suficiente evidencia que demuestra a utilidad de las pruebas ensayadas para el

diagnóstico certero de T. vivax.  
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INTRODUCCIÓN

Trypanosoma (Duttonella) vivax Ziemann (1905), es el agente causal de una de

las más importantes formas de tripanosomiasis detectadas en animales ungulados

silvestres y domésticos entre los que se cuentan bovinos, búfalos, cabras, ovejas,

camellos y ciervos (Tamasaukas y Roa, 1996) la cual se encuentra ampliamente

distribuida en países tropicales y sub-tropicales de África, América y Asia

(Sandoval y col., 1996). A pesar de la amplia gama de hospederos de T. vivax, es

en el bovino donde el curso de la infección ha sido mayormente estudiado debido

fundamentalmente a las implicaciones económicas (Seidl y col., 1999; Guillen y

col., 2001).

T. vivax presenta características que permiten distinguirlo de otras especies

pertenecientes a los subgéneros de la sección salivaria del género Trypanosoma.

Las más resaltantes parecen ser su extraordinaria motilidad, cuando es

examinado en preparaciones frescas y su monomorfismo en el mamífero (Hoare,

1972). Asimismo, ha sido señalado que aislados encontrados en los continentes

africano y americano exhiben comportamientos distintos en cuanto a crecimiento

en medios de cultivo y capacidad de infectar animales de laboratorio (Meléndez y

Jiménez, 1979; Dirie y col., 1993).

Existe consenso sobre el mecanismo de transmisión vectorial de T. vivax,

involucrándose, entre otros, dípteros hematófagos de los géneros Glossina,

Tabanus y Stomoxys (McCabe y Clarkson, 1971; Hull, 1973; Foil, 1989; Otte y

Abuabara, 1991), aunque también la transmisión puede ser llevada a cabo por

especimenes de los géneros Boophilus, Culicoides y Psilopelmia (Cordovés y col.,

1982; Rodríguez-Vivas y col., 2003); habiéndose señalado la transmisión

transplacentaria en bovinos por algunos autores (Meléndez y col., 1993; González

y Espinoza, 1994).
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Corresponde a Léger y Vienne (1919) la descripción de T. vivax por vez primera

en tierras americanas, señalando la presencia de esta especie de Trypanosoma

en bovinos enfermos de un pueblo cercano a la capital de la Guyana Francesa y

posteriormente, Tejera (1920) hace lo propio en Venezuela. Sucesivamente entre

1926 y 1995 fue descrito en diversas regiones de América incluyendo Guadalupe, 

Martinica, Colombia, Surinam, Panamá, Guyana, Brasil, Costa Rica, Ecuador, El

Salvador, Paraguay, Perú y Bolivia (Kubes, 1944; Shaw y Lainson, 1972; Jones y

Dávila, 2001). La tripanosomiasis por T. vivax pareciera un excelente ejemplo de

que la introducción y propagación de un agente causal depende en gran medida

de la intervención humana, la cual a través de la construcción de vías terrestres de

comunicación, entre otros, ha permitido un incremento en el comercio de bovinos

llevando con la actividad el establecimiento de la parasitosis en diferentes

regiones (Silva y col., 1998).

En términos generales, los signos o síntomas producidos por T. vivax no son muy

característicos, variando la presentación de la infección desde una forma aguda

hasta crónica, pasando por estados completamente asintomáticos o de portador

sano. Sin embargo, los principales signos clínicos detectados en pequeños y

grandes rumiantes incluyen accesos febriles, asociados o no a la presencia del

parásito en sangre circulante; además de emaciación, disentería, enflaquecimiento

progresivo y anemia lo cual puede ocasionar la muerte (Clarkson y col., 1971; 

Toro y col., 1980; Silva y col., 1996). Asimismo, se señalan cambios en el

comportamiento del animal, conjuntivitis, edema de la cabeza, abscesos

subcutáneos, pelo erizado, cabeza caída, lagrimeo, reacción dérmica local,

abortos, muerte neonatal, nacimientos débiles y trastornos endocrinos y

fisiopatológicos en bovinos de ambos sexos (Mayaudon, 1979; González y

Espinoza, 1994; Sandoval y col., 1995 a; Silva y col., 1996; García, 1997).

Desde el punto de vista hematológico, la disminución de los elementos formes de

la sangre como eritrocitos, leucocitos y plaquetas es una característica de la

tripanosomiasis bovina causada por T. vivax fundamentalmente durante las
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primeras fases de la infección por lo que su estudio es un indicador confiable de la

extensión o severidad de la hemoparasitosis lo que permite evaluar el estado

fisiológico del animal (Dar y col., 1973; Davis, 1982; Silva y col., 1999).

Es escasa la investigación sobre las alteraciones en las pruebas exploratorias

funcionales (Espinoza, comunicación personal). En bovinos no han sido señaladas

alteraciones en los analitos que evalúan función hepática, renal y cardiaca cuando

el animal es joven y se encuentra en buenas condiciones nutricionales (Schenk y

col., 2001).

La severidad de la infección por T. vivax tiende a variar dependiendo de la

virulencia del parásito, la susceptibilidad y el estado inmunitario del animal

infectado (Anosa, 1983). La incidencia y prevalencia de la tripanosomiasis por T. 

vivax en bovinos pareciera estar relacionada con la presencia y densidad de los

vectores. Asimismo, la presencia de bovinos enfermos o en estado de portador,

animales que actúan como reservorios, malas condiciones de salud que

predisponen a una fácil infección, manejo del rebaño que junto a las migraciones y

movilizaciones de animales parecieran ser factores determinantes para su

establecimiento (Gardiner, 1989; Seidl y col., 1999).

El primer impacto de tipo financiero que se observa en fincas donde circula T. 

vivax es la infertilidad que sufren los animales positivos al año siguiente de

establecida la infección. La estimación de las pérdidas económicas se hace en

base al número de animales afectados en el total de la población por finca, la

duración del brote, mortalidad, abortos, gastos del tratamiento que no solo

incluyen drogas tripanocidas sino también reconstituyentes y electrolitos; 

asistencia veterinaria, diagnóstico de laboratorio, retardo en el crecimiento, 

pérdida de la producción de leche, carne, cuero y energía de tracción (Duno, 1992; 

Márquez, 1997).
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El diagnóstico de rutina para detectar infecciones por T. vivax es llevado a cabo

utilizando métodos parasitológicos directos, confrontándose el inconveniente de

que su sensibilidad decrece a medida que la infección tiende a la cronicidad; o la

parasitemia es baja (De Almeida y col., 1997). De los métodos parasitológicos

utilizados, el que ha mostrado los mejores resultados es la técnica de

microcentrifugación cuando se le compara con el examen al fresco, el frotis, gota

gruesa o punción ganglionar (Toro y col., 1979) presentando, asimismo, la ventaja

de permitir la determinación del hematócrito, pudiéndose detectar posibles

cuadros anémicos, convirtiéndose en un diagnóstico adicional (Wilson y col., 

1973).

La utilización de columnas equilibradas de dimetilaminoetil-celulosa (DEAE-

celulosa) han sido útiles en el diagnóstico de campo de varias especies de

Trypanosoma en regiones africanas, resultando fácil su ejecución, habiendo

resultado de fácil accesibilidad económica (Lanham y Godfrey, 1970, Lumsden y

col.; 1979). Sin embargo, presenta inconvenientes para T. vivax cuando el

aislamiento se efectúa a partir de la sangre extraída directamente de un bovino

quizás por la presencia de sustancias que actúan como inhibidores o por las

cargas iónicas de la sangre de los bovinos incompatibles con la celulosa (Reyna, 

comunicación personal).

De los métodos serológicos más frecuentemente utilizados, el ensayo

inmunoenzimático (ELISA) y la inmunofluorescencia indirecta (IFI) han

proporcionado los mejores resultados. Su principal deficiencia es que no permiten

diferenciar entre infecciones recientes y pasadas. Además, la metodología no

diferencia entre reacciones cruzadas con otros patógenos con los que T. vivax

comparte similitud antigénica entre ellos Trypanosoma evansi, Trypanosoma

theileri o con especies del género Anaplasma, hemoparásitos frecuentemente

encontrados en rebaños bovinos (Desquesnes, 1997; Morlais y col., 2001). A

pesar de ello, la similitud antigénica ha sido utilizada para realizar estudios

epidemiológicos empleando extractos crudos de T. evansi para efectuar pruebas
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antigénicas para detectar infecciones por T. vivax (Toro y col., 1985; Perrone y

col., 1991; Tamasaukas y col., 1996; Espinoza y col., 1999 b; Morón, 2001). Esta

práctica, aparentemente más común que lo esperado, podría generar

inconvenientes en zonas ganaderas donde la tripanosomiasis equina por T. evansi

también es endémica, pudiéndose atribuir reacciones positivas observadas a la

presencia de T. evansi en bovinos en ausencia de T. vivax (Toro y col., 1980).

Las técnicas de biología molecular, particularmente la reacción en cadena de la

polimerasa (PCR), ha permitido revelar infecciones en animales sintomáticos o

asintomáticos sin parasitemia detectable (Dirie y col., 1993). Sin embargo, su uso

en diagnósticos de campo es limitado. Diferentes secuencias de ADN y ARN han

sido diseñadas a partir de aislados africanos y americanos a fin de obtener mayor

sensibilidad y especificidad en el diagnóstico (Masiga y col., 1992; Desquenes y

col., 2001; Ventura y col., 2001) situación que ha cobrado ventaja para estimar el

riesgo de infección en ganado bovino empleando esta técnica junto a los sistemas

de información geográficos (Duvallet y col., 1999).

En relación con la caracterización proteica de T. vivax y su utilidad inmunogénica

pocos son los estudios desarrollados en este campo. En el presente, la mayoría

de investigadores han utilizado la compatibilidad genética entre T. evansi y T.

vivax para justificar el uso del antígeno en la elaboración de pruebas diagnósticas

para la detección de tripanosomiasis por T. vivax debido a lo laborioso de aislar

antígenos de T. vivax (Uzcanga y col., 2002).

La tripanosomiasis bovina es una enfermedad con amplia distribución en las

regiones ganaderas tropicales y subtropicales del mundo constituyendo uno de los

factores limitantes del desarrollo de ganaderías de alta productividad en estas

zonas (Ñanez y col., 2001). En la aparición de la enfermedad, la influencia

climática no parece ser un factor desencadenante. En época de lluvia, las

infecciones son atribuidas a una mayor densidad vectorial (Tamasaukas y col.,

1996) y en época de sequía, por la concentración de los rebaños dada la escasez
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de oferta forrajera y agua en esta época (Espinoza y col., 1999 a, b). Situación

similar es observada en cuanto al sistema de explotación al cual es sometido el

animal bien sea doble propósito o con tendencia a la carne no mostrando

diferencias estadísticas significativas (Duno, 1992; Morón, 2001).

BREVE RECUENTO HISTORICO SOBRE LA TRIPANOSOMIASIS BOVINA EN

VENEZUELA

En Venezuela correspondió a Fernández (1931) (citado por Kubes, 1944), la

primera reseña epidemiológica, realizando el primer estudio sobre las patologías

que T. vivax ocasionó sobre el ganado bovino como consecuencia de un severo

brote de tripanosomiasis ocurrido en tierras apureñas, el cual se mantuvo durante

varios años afectando entidades vecinas y obligando al ejecutivo nacional a poner

en práctica las primeras medidas restrictivas para el control de la infección. Los

años 1931-1933 fueron quizás los más críticos por las numerosas bajas que

experimentó la población bovina a causa de la infección por T. vivax

principalmente en los estados Barinas, Portuguesa, Cojedes y parcialmente, Zulia. 

Pasado este trienio, la tripanosomiasis bovina no creó problemas serios, 

notándose a partir de 1942, una sensible disminución de los casos clínicos, con

pequeños focos en los Estados Guárico, Anzoátegui, Portuguesa, Cojedes y Zulia

(Kubes, 1944). Torrellas (1941) (citado por Rivera y García, 2001), señala la

presencia de una clínica neurológica producto de la infección por T. vivax en

bovinos de los distritos Mara y Páez del Estado Zulia. Faisson y col. (1948) (citado

por Mayaudon, 1974), señalan el hallazgo de T. vivax en un venado cazado cerca

de Mantecal en el Estado Apure, y refieren a este animal como potencial

reservorio. 

Importantes contribuciones en cuanto a descripción parasitaria, infección

experimental, patología, diagnóstico y epidemiología fueron realizadas entre 1940

a 1950 por Kubes (1944), Vogelsang y Gallo (1950, 1951) (citado por Rivera y

García, 2001). Posteriormente, el estudio por esta entidad nosológica cae en el
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olvido hasta que se detectan seroprevalencias entre el 10 y el 15% en el estado

Zulia señalando como principales signos en los animales enfermos anemia y

emaciación (Clarkson y col., 1971). Por su parte, Díaz-Ungría y Maldonado (1972), 

señalan la presencia de T. vivax entre los rebaños bovinos de los Estados Zulia y

Mérida. 

Un nuevo silencio epidemiológico fue notado durante la década 1970 -1980, 

cuando fueron detectados en diversas regiones del país seroprevalencias de

25,5% y 20,8% con altas incidencias en bovinos de diferentes edades, razas y

tipos de explotación (Toro y col., 1980; Toro, 1990). A partir de la década de los

noventa, aumentan las investigaciones tendientes a revelar la realidad sobre la

infección por T. vivax en diferentes zonas ganaderas del país, revelándose, 

además, su presentación en los sistemas de explotación, en las diferentes razas, 

sexo y edad de los animales expuestos a los factores de riesgo de transmisión. En

este contexto, en Santa María de Ipire se detecta 55% de seroprevalencia en

bovinos mayores de 36 meses (Perrone y col., 1991) y 57,8% en ganado

distribuido en el eje Mirimare-Yaracal con 1% de infección activa (Duno, 1992). Un

3,9% de prevalencia parasitaria es señalado para la región centro norte del país

(Tamasaukas y col., 1996). En tres municipios del estado Bolívar 20% de

seroprevalencia (Espinoza y col., 1999 b) y 48,69% para el estado Trujillo (Morón, 

2001). Además de los reportes señalados, brotes aislados o pequeños focos han

sido hallados por diferentes grupos de investigadores en diferentes regiones

ganaderas del país con un alto porcentaje de infección activa, altas tasas de

mortalidad, bajas en la producción e incluso la muerte del animal (Rivera y García,

2001).

A pesar de los aportes realizados para demostrar la distribución de la

tripanosomiasis en bovinos de diferentes edades, razas y tipos de explotación, en

el presente, el interés por la investigación sobre T. vivax continúa siendo escaso

(Rivera, 1996). Esta circunstancia ha traído como consecuencia que en muchas
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zonas ganaderas entre ellas la región Sur del Lago de Maracaibo, la comprensión

de su verdadera epizootiología y el verdadero papel que juega como limitante de

la producción bovina sean restringidos. Aunado a esto se halla la frecuente

movilización de ganado sin el debido control sanitario, lo que podría predisponer a

un aumento en el riesgo de transmisión. El problema pareciera complicarse debido

al fácil acceso que tienen los ganaderos a las drogas tripanocidas, las cuales son

usadas indiscriminadamente para tratar bovinos en diferentes estados de la

infección o cuando se sospecha la misma, pudiéndose provocar con esta práctica

problemas de resistencia en los rebaños y perdiéndose, a su vez, valiosa

información de interés epizootiológico (Jones y Dávila, 2001; Guillen y col., 2001).

Lo anterior pareciera agravarse debido a la inexistencia de un método diagnóstico

confiable que permita detectar la verdadera proporción de los animales infectados.

Por las razones expuestas, proponemos el desarrollo de una metodología basada

en la caracterización proteica de la forma sanguícola de T. vivax mediante

aislamiento de proteínas específicas del parásito y el empleo de técnicas

moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) que junto a

técnicas parasitológicas, hematológicas y valoración de analitos séricos permitan

un diagnóstico confiable, específico e integral para detectar las infecciones

producidas por este protozoo en el ganado bovino y que a su vez reflejen la real

prevalencia de la tripanosomiasis en el área.  
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OBJETIVOS

GENERALES

1.- Obtener proteínas inmunogénicas de las formas sanguícolas de T. vivax que

permita el diagnóstico especie-específico de las infecciones causadas por esta

especie de Trypanosoma en el ganado bovino (diagnóstico bioquímico).

2.- Detectar la presencia de T. vivax en muestras sanguíneas de bovinos

provenientes de un área ganadera de Mérida mediante la utilización de métodos

parasitológicos y moleculares (PCR) que junto con el diagnóstico bioquímico

permitan estimar la prevalencia de las infecciones producidas por T. vivax. 

ESPECÍFICO

1.- Estimar los parámetros hemáticos incluyendo hemoglobina, hematócrito, 

cuenta eritrocitaria, cuenta plaquetaria, cuenta y fórmula blanca y valorar algunos

analitos séricos como glicemia, creatinina, TGP, TGO y proteínas, en bovinos

muestreados en áreas endémicas, relacionando los valores de la bioquímica

sanguínea con la infección por T. vivax. 
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METODOLOGÍA

1. DIAGNÓSTICO BIOQUÍMICO

1.1. Detección de proteínas inmunogénicas especie-específicas de las formas

sanguícolas de T. vivax

       1.1.1 Aislamiento y purificación de T. vivax

Siguiendo la metodología descrita por González y col. (2002), se procedió a

inocular por vía intravenosa, a un ejemplar ovino, macho de 6 meses de edad y 12

Kg de peso, inyectándole, previa inmunosupresión con 5 inyecciones interdiarias

de dexametasona, 1,3 ml de un criopreservado de T. vivax (cepa Liem-176)

conteniendo 1,7x106 parásitos. Cuando la parasitemia hubo alcanzado su pico

máximo: Woo (+++) y 1x109 parásitos/μl, el animal fue sangrado punzando la vena

yugular con aguja calibre 19g

sangre en una fiola conteniendo EDTA 15% como anticoagulante. La sangre fue

mezclada con un volumen igual de percoll (densidad 1,130 g/ml) en el cual

previamente fueron disueltos 8,5% de sacarosa y 2% de glucosa ajustando el pH a

7,4 con HEPES sódico. La suspensión fue centrifugada a 17.500 g durante 20 min

a  4 °C a fin de obtener tres fases bien diferenciadas. La fase superior junto a la

intermedia fueron colectadas en un tubo Falcom y resuspendidas en tres

volúmenes de solución tampon fosfato salino glucosado (PBSG) preparado con

0,2 M de NaH2PO4, 0,2 M Na2HPO4.7H2O, 1,5 M NaCl y 1% de glucosa ajustando

pH a 7,5 y centrifugando a 5.000 g a 4 °C durante 15 min. El sedimento

conteniendo los parásitos fue resuspendido en PBSG y cromatografiado

lentamente a través de una columna de DEAE-celulosa según Lanhman y Godfrey

(1970) equilibrada con el mismo buffer. De esta manera, los parásitos fueron

obtenidos puros y libres de células sanguíneas.

El tubo donde fueron recolectadas las formas sanguícolas de T. vivax, fue

centrifugado a 5.000 g durante 15 min a  4 °C y el pellet resuspendido en 2 ml de

PBSG para proceder al contaje parasitario por el método de Pizzi (1957)
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modificado por Brener (1961) para posteriormente centrifugar a 14.000 g por 30

seg, desechando el sobrenadante y guardando el pellet  a 40 °C h asta su uso. 

1.1.2. Fraccionamiento de proteínas de T. vivax por el método del Tritón X-

114

El fraccionamiento proteico fue realizado siguiendo la metodología descrita por Ko

y Thompson (1995). Para ello fueron pesados y disueltos en agua destilada 0,06 g

de un pool de inhibidores de proteasas CompleteTM-Roche añadiéndose al

concentrado de parásitos previamente diluido en 500 μl de buffer 1 (tris-HCl 0,1 M,

NaCl 1,5 M, 2% Tritón X-114, pH 7,4) y con este mismo buffer, se llevó a un

volumen final de 2 ml. La mezcla fue agitada a 4°C durante 1 hora y bajo esta

misma condición, fue centrifugada durante 10 min a 7.200 g, congelando el

sobrenadante por 24 horas y lavando el precipitado con buffer 2 (tris-HCl 0,1 M, 

NaCl 1,5 M, 0,06% Tritón X-114, pH 7,4) llevando hasta un volumen final de 1,5 ml

para luego centrifugar durante 10 min a 14.000 g. El precipitado resultante fue

guardado a 20°C identificándose como primer precipitado (F1). Esta fracción

contiene las proteínas de membrana que no solubilizan con el Tritón X-114. El

sobrenadante congelado fue mantenido a 4°C y se le realizó una primera partición: 

10 min a 35 °C y 3 min de centrifugación a 2.600 g y 25°C. Esta partición permitió

separar la fase acuosa de la fase detergente. La fase acuosa fue colocada en un

tubo de centrífuga que fue mantenido en hielo y a la fase detergente, le fue

añadido 2 volúmenes de buffer 2 y mantenido en frío durante 15 min para luego

realizarle una segunda partición. La fase acuosa resultante se dispensó en el tubo

de centrifuga mantenido en hielo, y se le añadió 3 ½ volúmenes de acetona fría

congelando a 20 ºC durante 24 horas.  

La fase detergente fue mezclada con 3 volúmenes de buffer 2, manteniéndose en

hielo durante 10 min para luego centrifugar en frío por este mismo tiempo a 14.000

g. El pellet fue congelado e identificado como segundo precipitado (F2), el cual

contiene proteínas de membrana no ancladas por GPI. Al sobrenadante se le

realizó una tercera partición, añadiendo a la fase detergente obtenida, 3
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volúmenes de acetona fría y congelándola durante 24 horas como GPI, es decir, 

proteínas de membrana ancladas por glicosil-fosfatidil-inositol (F3). Transcurrido

este tiempo, se sometió a una centrifugación a 14.000 g durante 7 min a 4°C, 

descartando el sobrenadante y secando bien el pellet. El tubo donde fueron

recolectados los sobrenadantes, fue centrifugado durante 10 min a 14.000 g y el

pellet secado a 37 °C rotulándolo como sobrenadante (F4). En esta fracción se

concentran las proteínas citoplasmáticas hidrofílicas.

A las fracciones F1 conteniendo las proteínas de membrana insolubles al Tritón X-

114, F2 que contiene proteínas de membrana no ancladas por GPI, F3 con

proteínas de membrana ancladas por GPI y F4 conteniendo proteínas de

citoplasma, se les añadió 50 μl de buffer sample (62 mM Tris-base, 2% SDS, 10%

glicerol, azul de bromofenol, pH 6,8), homogeneizando muy bien y congelando a

20 ºC hasta el momento de su uso. 

1.1.3. Detección de proteínas en fracciones de T. vivax

1.1.3.1. Electroforesis

Las fracciones de T. vivax fueron sometidas a un proceso de electroforesis

utilizando geles de poliacrilamida preparados al 12% según procedimiento descrito

por Laemmli (1970). Para ello, las muestras fueron tratadas bajo condiciones

desnaturalizantes, depositando un volumen conocido de cada fracción (15 μl) en

un tubo eppendorf y añadiéndole dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,5 M de DTT

(dithiothreitol) y calentando en baño de agua a 90 ºC durante 3 min. La

electroforesis fue realizada a un voltaje constante de 100 v/cm durante 1 ½ hora

en un sistema de Mini-Protean II (Bio-Rad) acoplado a una fuente de poder Hoefer

y utilizando buffer de corrida 1X preparado con 0,25 M de tris base, 1,9 M de

glicina, 1% SDS y agua destilada en c.s.p 1 litro. El marcador de peso molecular

empleado presentó un rango entre 20.5 y 111.0 kDa. Una vez concluida la

electroforesis, se procedió a la coloración de uno de los geles con azul de

Coomasie preparado con 10% de ácido acético glacial, 50% de metanol y 0,25 g

de azul de Coomasiee R250. La coloración fue seguida durante 30 min, utilizando
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posteriormente solución decolorante conteniendo metanol al 5% y ácido acético

glacial al 10%.

1.1.3.2. Transferencia de proteínas en geles de poliacrilamida a membranas

de PDVF

Los geles no teñidos conteniendo 5 μl de proteínas de las fracciones F1, F2, F3 y

F4 y 1,5 μl de DTT fueron transferidos a membranas de PDVF (polyvinyllidene

difluoride) Inmobolon P, utilizando un equipo de transferencia húmedo en un

sistema de Mini Protean II (Bio-Rad) y buffer 1X (Winston y col., 1987). El buffer

1X fue preparado con 100 ml de buffer transferencia 10X (0,25 M tris base y 1,9 M

de glicina para 1 litro), 200 ml de metanol y agua destilada en c.s.p 1 litro de

solución. La transferencia fue realizada aplicando una corriente de 100 v/cm

durante 2 horas o 30 v/cm toda la noche a 4 ºC y las membranas fueron

guardadas a 4 ºC para su uso posterior en la inmunodetección de antígenos.

1.1.3.3. Inmunodetección por Western blot de antígenos unidos a la

membrana de T. vivax

Las membranas mantenidas en refrigeración fueron permeabilizadas en alcohol

durante 5 min y posteriormente fueron lavadas con solución de TBS 1X (preparada

a partir de TBS 10X) por el mismo tiempo. La solución TBS 10X fue preparada

para 1 litro con 12 g de tris-base y 88 g NaCl a pH 8.0. Luego del lavado, se

procedió al bloqueo con leche descremada al 5% en TBS 1X durante 14 horas con

agitación continua en un horno de hibridación a 25°C. Posterior al bloqueo, las

membranas fueron sometidas a tres lavados de 10 min cada uno con TBS 1X, 

para reemplazar por una solución al 1% de leche descremada preparada en la

misma solución, que contenía al anticuerpo primario constituido por suero de

bovino positivo a T. vivax en dilución 1:100, agitando lentamente en el horno

durante 2 horas a 25°C para luego realizar tres lavados. El suero positivo a T. 

vivax fue gentilmente cedido por el Dr. F. García de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad Central de Venezuela. Luego de los lavados, se

procedió a agregar el anticuerpo secundario constituido por conjugado anti-bovino
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marcado con peroxidasa en dilución 1:10.000 preparado en solución al 1% de

leche descremada en TBS 1X incubando durante 2 ½ horas. Posterior a ello, 

fueron realizados tres lavados finales para proceder al revelado con peroxido de

hidrógeno como sustrato y 4-chloro-1-naphthol como elemento cromógeno en 10

ml de TBS 1X y 2 ml de metanol, deteniendo la reacción luego de 5-10 min

lavando las membranas con agua destilada.

1.2. Detección de proteínas inmunogénicas especie-específicas de las formas

sanguícolas de T. evansi

Por la similitud antigénica con T. vivax y siguiendo la metodología antes descrita,

fue realizado el fraccionamiento y detección proteica a un pellet de formas

sanguíneas de T. evansi cedido muy gentilmente por la Dra. Trina Perrone del

Laboratorio de Inmunología, Instituto de Estudios Científicos y Tecnológicos,

Universidad Nacional Experimental Simón Rodriguez. El pellet fue obtenido al

infectar experimentalmente ratas albinas con un aislado de T. evansi obtenido de

chigüire (Hydrochoerus hydrochoerus) procedente del Estado Apure y purificado

según Lanham y Godfrey (1970). La carga parasitaria fue contabilizada en 1,5x109

tripanosomas/ml.

2. DIAGNÓSTICO MOLECULAR

2.1. Utilización de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

2.1.1. Preparación de las muestras para la estandarización de la técnica de PCR

Las muestras a ensayar en la estandarización de la reacción en cadena de la

polimerasa fueron sangre venosa anticoagulada, sangre recogida sobre papel de

filtro, frotis sanguíneo y suero, todas provenientes de un ovino inoculado con T.

vivax bajo condiciones experimentales. Cada muestra fue tratada con 200 μl de

buffer de lisis (0,1 M tris HCl, 1,5 M NaCl, pH 7,5), 20 μl de chelex-iron y 5 μl de

proteinasa K, incubándolas durante 1 hora a 62 ºC y luego 15 min en baño de

agua a 100ºC para desactivar la proteinasa K. Cada muestra fue centrifugada a

15.000 g durante 15 min y el sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf

para proceder a la extracción volumen/volumen con fenol-cloroformo-alcohol
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isoamílico (25:25:1) centrifugando a 15.000 g durante 2 min. El sobrenadante fue

dispensado a otro tubo al cual le fue añadido 3 volúmenes de alcohol absoluto en

frío preservando la reacción a -40 ºC durante 24 horas. Luego de este tiempo, se

centrifugó durante 15 min a 15.000 g, descartando el alcohol y dejando secar el

precipitado a temperatura ambiente, lavando con 3 volúmenes de alcohol 70% y

secando a 35 ºC por 20 min. El ADN obtenido fue resuspendido en 30 μl de agua

destilada mega pura estéril y almacenado a -20 ºC.

2.1.2. Mezcla de reacción y condiciones de ciclaje

La reacción en cadena de la polimerasa fue realizada utilizando la metodología

descrita por Ventura y col. (2001). Los primers TviSL1 y TviSL2 fueron cedidos

gentilmente por la Dra. M. M. G. Teixeira del Instituto de Ciencias Biomédicas, 

Laboratorio Diagnóstico Taxonomía y Filogenia Molecular de Trypanosomatidae

de la Universidad de Sao Paulo, Brasil. La secuencia, localización y fragmento

amplificado de los primers empleados son mostrados en la tabla 1. La mezcla de

reacción fue preparada en un volumen final de 50 μl conteniendo buffer taq 10X; 

1,5 mM MgCl2; 200 μM de dNTPs; 20 μM de cada primers; 5 U/μl de enzima taq

polimerasa y  0,1 mg/ml de leche descremada. La reacción de amplificación fue

realizada en 35 ciclos de 94 ºC (1 min), 65 ºC (2 min) y 72 ºC (3 min) seguido de

un tiempo de extensión final de 72 ºC (10 min).

Tabla1. Primers utilizados en la prueba de PCR

Primers Secuencia

5' ->3'

Localización Fragmento

Amplificado

Uso y

referencia
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2.1.3. Corrida electroforética

El producto de PCR fue corrido en geles de agarosa al 2%, utilizando TBE 1X (tris-

borato-EDTA) como buffer de corrida, preparado a partir de TBE 10X (109 g tris-

base, 55,6 g de ácido bórico y 5,8 g EDTA). Los geles fueron coloreados con

bromuro de ethidium (1 mg/ml), examinados bajo luz ultravioleta y fotografiados

con una cámara KODAK 290. 

3. DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS HEMÁTICOS PARA LA DETECCIÓN

DE POSIBLES ALTERACIONES EN LAS DIFERENTES LÍNEAS CELULARES

SANGUÍNEAS PRODUCTO DE LA ACCIÓN DE T. vivax

3.1. Estimación de los niveles de hemoglobina

Para la determinación cuantitativa de la hemoglobina se empleó el método de la

cianometahemoglobina, añadiendo 20 μl de la sangre problema a 5 ml del reactivo

comercial de Drabkin (Bioscience), pasados 5 min, se realizó la lectura a 540 nm. 

El valor obtenido en densidad óptica se convirtió a g/dl de hemoglobina

multiplicando por el factor de calibración del lector.

3.2. Estimación de los niveles de hematócrito

Realizado por medio de la técnica del microhematócrito, procediendo al llenado de

capilares de vidrio con la sangre y sellado de uno de los extremos con plastilina, 

para posteriormente centrifugar (microcentrífuga Clay Adams, Autocrit Ultra 3) a

16.500 g durante 10 min, empleando un lector especial para la lectura que se

expresó en porcentaje. 

3.3. Estimación de la cuenta globular roja

La sangre problema se diluyó 1:200 con el reactivo de Gow

de cobre anhidro y 33,3 ml de ácido acético glacial en un volumen final de 200 ml). 

Se llenó una cámara de Neubauer con la dilución y dejando reposar por 5 min

para dar tiempo a que sedimentaran los glóbulos, se procedió al conteo con
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objetivo de 40X, multiplicando por 10.000 los eritrocitos observados en los 4

cuadrantes medianos de las esquinas.

3.4. Estimación de plaquetas

El contaje se realizó por el método de Brecher-Concrite, agregando 20 μl de la

sangre problema a un vial de DIAGNOPETTE (1980 μl). Luego de llenar una

cámara de Neubauer y reposar por 10 min, se contaron con objetivo de 40X todas

las plaquetas observadas en el cuadrante central de la cámara. El número total se

multiplicó por 1.000. 

3.5. Determinación de la cuenta globular blanca

Luego de mezclar repetidamente por inversión la sangre a fin de lograr una

distribución homogénea de los leucocitos, se empleó el líquido de Tûrk

(Bioscience) para realizar una dilución 1:20 con la sangre problema y luego de

llenar una cámara de Neubauer y reposar durante 2 min, utilizando el objetivo de

10X los glóbulos observados fueron contados en los cuatro cuadrantes de las

esquinas y el cuadrante central multiplicando por 40 el resultado. 

3.6. Determinación de la formula blanca  

Los frotis sanguíneos obtenidos, luego de fijados con metanol durante 5 min,  

fueron coloreados con Giemsa en dilución 1:10 durante 30 min para diferenciar

posteriormente con objetivo de 100X los leucocitos presentes.

4. DIAGNÓSTICO PARASITOLÓGICO PARA LA DETECCIÓN DE T. vivax EN

MUESTRAS SANGUÍNEAS DE BOVINOS  

Para tal fin fueron empleados los métodos de microcentrifugación

(microhematócrito), examen al fresco y frotis sanguíneo delgado. 

La microcentrifugación fue realizada posterior a la determinación del hematócrito, 

colocado el capilar de vidrio sobre la platina del microscopio y utilizando objetivos
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de 10X, 25X y 40X se procedió a observar la interfase entre la capa de leucocitos

y plasma en busca de parásitos. El examen al fresco fue realizado depositando 5

μl de sangre sobre una lámina portaobjeto y cubriendo con una laminilla la

preparación fue observada al microscopio con objetivos de 25X y 40X para la

búsqueda de la forma sanguínea del parásito. El frotis sanguíneo utilizado para el

recuento diferencial fue igualmente empleado para la búsqueda de tripomastigotes

de T. vivax. 

5. DETERMINACIÓN DE QUÍMICA SANGUÍNEA PARA VALORAR POSIBLES

ALTERACIONES EN ALGUNOS ÓRGANOS Y SISTEMAS PRODUCTO DE LA

ACCIÓN DE T. vivax

Para la valoración de los parámetros químicos: glicemia, creatinina, transaminasa

pirúvica (TGP), transaminasa oxaloacética (TGO), proteínas totales y fraccionadas

(albúmina y globulinas) fueron empleados kits comerciales y los sueros

conservados a -40 ºC utilizados según especificación de los mismos.

6. DETECCIÓN DE INFECCIONES POR T. vivax EN GANADO BOVINO DE

ÁREAS GANADERAS DE MÉRIDA

6.1. Área de estudio

El Municipio Alberto Adriani ubicado al oeste de la capital del Estado Mérida entre

el pie de monte andino y la depresión de la cuenca del Lago de Maracaibo entre

de longitud oeste, fue escogido como área de estudio para la detección de

infecciones por T. vivax dada su jerarquía de zona ganadera térmica cálida y

húmeda. 
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6.2. Características de las fincas

Para la caracterización de las fincas se diseñó un formulario que permitió la

clasificación según ubicación, superficie, tipo de explotación, sistema de

producción; población bovina existente considerando raza, edad, sexo, condición y

seguimiento sanitario. Detalles sobre el formulario se presentan el anexo 1.

6.3. Características de la población bovina  

Los animales incluidos en el muestreo fueron seleccionados con ayuda de un

médico veterinario quien inspeccionó sobre su estado clínico. El uso de un

formulario permitió realizar anotaciones referentes a la edad, sexo, raza, 

procedencia, antecedentes de tripanosomiasis y estado clínico para el momento

del muestreo (anexo 2).

6.4. Recolección y conservación de las muestras

Previa asepsia se procedió a realizar punción de la vena yugular de cada animal

utilizando aguja 19g x 1½ e inyectadora de 20 ml y recogiendo la sangre según el

siguiente patrón: 

a) 13 ml en tubos Falcom con citrato de sodio al 3,8% en dilución 1:9 para

estudios parasitológicos directos y molecular (PCR).

b) 3 ml en tubos vacutainer con una gota de EDTA (reactivo comercial) para

estudios hematólogicos.

c) 4 ml en tubos vacutainer para recolectar suero utilizado en los estudios

bioquímicos (Western blot) y valoración de analitos.

Las muestras debidamente rotuladas fueron transportadas en frío lo más pronto

posible al laboratorio para los análisis respectivos.
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RESULTADOS

1. DESARROLLO DE HERRAMIENTA BIOQUÍMICA PARA LA DETECCIÓN DE

INFECCIONES POR T. vivax

1.1. Detección de proteínas para T. vivax

El proceso de aislamiento y purificación de T. vivax a partir de la muestra

sanguínea utilizada arrojó un rendimiento de 2x107 tripomastigotos/ml. Asimismo, 

el patrón de corrida electroforética de cada fracción en geles de poliacrilamida

permitió visualizar una mayor concentración proteica en las muestras

correspondientes a las proteínas del citoplasma (F4) y las de membrana no

solubilizadas por Tritón X-114 (F1). Muy pocas proteínas fueron visualizadas en

las muestras correspondientes al resto de las fracciones de proteínas de

membrana (F2 y F3). El patrón proteico detectado en F4 fue ubicado entre los 33.9

y 73,0 kDa de peso molecular, con dos bandas bien diferenciadas sobre los 47.5

kDa. El patrón desarrollado por F1 reveló dos bandas diferenciadas entre los 33.9

y 47.5 kDa. Detalles de la expresión proteica en cada una de las muestras

utilizadas y su correspondiente peso molecular se muestran en la figura 1.  

1.2. Detección de proteínas para T. evansi

El patrón proteico detectado en las muestras de T. evansi mostró similitud con las

fracciones de proteínas obtenidas por T. vivax. Sin embargo, fue posible obtener

diferencias notables entre las fracciones. Las proteínas citoplasmáticas de T. 

evansi (F4) fueron concentradas entre los 47,5 y 73,0 kDa con una banda bien

diferenciada sobre los 33,9 kDa y para las proteínas de membrana no

solubilizadas por Tritón X-114 (F1) las bandas se concentraron entre los 33,9 y

73,0 kDa. En la figura 2 se muestran los detalles sobre el peso molecular de las

fracciones reveladas en cada caso. 
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FIGURA 1. FRACCIONAMIENTO PROTEICO Y DETECCIÓN DE FRACCIONES
DE PROTEÍNAS PARA T. vivax

FIGURA 2. FRACCIONAMIENTO PROTEICO Y DETECCIÓN DE FRACCIONES
DE PROTEÍNAS PARA T. evansi
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1.3. Caracterización inmunológica del patrón proteico desarrollado por T. 

vivax

La utilización del Western blot para realizar las pruebas de antigenicidad sobre las

proteínas citoplasmáticas de T. vivax reveló dos bandas bien diferenciadas de

peso molecular aproximado de 66 y 31.5 kDa (figura 3). Con el mismo fin fue

empleada la técnica del Western blot en las fracciones restantes de T. vivax

observándose respuesta antigénica solo para las proteínas de membrana no

solubilizadas por el Tritón X-114 en presencia y ausencia del agente reductor

(DTT). Las bandas se revelaron con menor intensidad que para la fracción

citoplasmática y correspondieron a bandas de 54 kDa (en presencia del DTT) y 20

kDa (en ausencia de DTT) de peso molecular (figura 4).

FIGURA 3. WESTERN BLOT PARA LA DETECCIÓN DE ANTÍGENOS
ESPECÍFICOS DE T. vivax EN LA FRACCIÓN PROTEICA CITOPLASMÁTICA
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FIGURA 4. WESTEN BLOT PARA LA DETECCIÓN DE ANTÍGENOS
ESPECÍFICOS DE T. vivax EN LAS FRACCIONES PROTEICAS DE MEMBRANA

                                       

                                                                                     
                                                              
                        

Las proteínas de membrana de la fracción proteica F1 fueron enfrentadas con

sueros de bovinos positivos a Anaplasma marginale, Mycobacterium bovis,

Mycobacterium paratuberculosis y suero de equino positivo a T. evansi no

evidenciándose respuesta antigénica.  

1.4. Caracterización inmunológica entre las proteínas citoplasmáticas de T. 

vivax y T. evansi

Las proteínas citoplasmáticas de T. vivax y T. evansi fueron confrontadas con

sueros de bovino y equino positivo a T. vivax y T. evansi respectivamente. Este

ensayo permitió revelar proteínas de T. evansi en presencia del suero de bovino

positivo a T. vivax (bandas de 46 y 70 kDa principalmente) y proteínas de T. 

evansi en presencia de suero de equino positivo a T. evansi (bandas de 62 y 24

kDa). Asimismo, se revelaron proteínas de T. vivax en presencia del suero de
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bovino positivo a T. vivax (bandas de 31,5 y 66 kDa). Sin embargo, no se

revelaron bandas inmunogénicas de T. vivax cuando estas fueron confrontadas

con suero de equino positivo a T. evansi. Detalles de la expresión inmunogénica

entre T. vivax y T. evansi son mostrados en la figura 5 y tabla 2. 

FIGURA 5. WESTERN BLOT PARA LA DETECCIÓN DE PROTEÍNAS

INMUNOGÉNICAS EN LAS FRACCIONES CITOPLASMÁTICAS DE

T. vivax Y T. evansi
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Tabla 2.  Inmunogenicidad de la fracción proteica citoplasmática de T. vivax y T.

evansi enfrentada a sueros positivos de bovino y equino   

  

Proteínas suero bovino

positivo T. vivax

suero equino

positivo T. evansi

-

2. UTILIZACIÓN DE HERRAMIENTA MOLECULAR (PCR) PARA LA DETECCIÓN

DE INFECCIONES POR T. vivax  

2.1 Estandarización y especificidad de la reacción

El procesamiento al cual fueron sometidas las distintas condiciones de la sangre

control permitió la escogencia de la muestra buffy coat para los estudios

moleculares por su reproducibilidad bajo distintas condiciones de ensayo. En este

contexto, el ensayo identificado con el número 13 (preparación de la muestra C y

mezcla de reacción F) resultó más confiable (figura 6). Las muestras en lámina y

papel de filtro mostraron señal cuando fueron sometidas a algunos de los ensayos

(figura 7). Igual comportamiento se obtuvo para la muestra de suero.  



- 30 -

FIGURA 6. ESTANDARIZACIÓN PCR. MUESTRA: SANGRE VENOSA
(buffy coat).

FIGURA 7. ESTANDARIZACIÓN PCR PARA MUESTRAS DE BUFFY COAT,

LÁMINA, PAPEL DE FILTRO Y SUERO

210 pb
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La especificidad de la reacción de PCR fue comprobada utilizando muestras

sanguíneas de bovinos positivos a A. marginale, M. bovis, M. paratuberculosis y

de equino positivo a T. evansi no revelándose señal a nivel de 210 pb. De igual

modo, sangre de bovinos provenientes de la denominada zona alta del Estado

Mérida, catalogada como área no endémica para la tripanosomiasis bovina  no

reveló señal, siendo utilizados como controles negativos (figura 8).

FIGURA 8. PCR PARA MUESTRAS SANGUÍNEAS DE BOVINOS

PROVENIENTES DE ZONA GANADERA NO ENDÉMICA PARA T. vivax

3. DETECCIÓN DE INFECCIONES POR T. vivax EN BOVINOS DE FINCAS

GANADERAS DE MÉRIDA

3.1 Características de las fincas visitadas

En total fueron visitadas 7 fincas ubicadas en la zona de estudio, 4 pertenecientes

a la parroquia Héctor Amable Mora, 2 a la parroquia José Antonio Páez y 1 a la

parroquia Rómulo Betancourt. Datos referentes a superficie, sistema y tipo de

explotación y raza ganadera predominante son mostrados en la tabla 3. 
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Tabla 3.  Características de las fincas ganaderas incluidas en el estudio

Nº

finca

Ubicación

(parroquia)

Superficie

(Ha)

Sistema de

explotación

Tipo de

explotación

Raza

predominante

doble propósito con tendencia a la leche

Los productores manifestaron cumplir con los programas sanitarios de rutina

exigidos. A pesar de que ningún productor manifestó haber tenido entre su ganado

antecedentes de hemoparásitos, 2 afirmaron haber instaurado tratamiento

preventivo a algunos bovinos 4 meses previos al estudio utilizando babesil® y

tripagan®. 

3.2. Características de la población bovina muestreada

El total de la población bovina contabilizada en las 7 fincas fue de 622 animales

466 hembras (74,9%) y 156 machos (25,1%). Fueron examinados e incluidos en el

estudio 72 bovinos, 71 (98,6%) hembras y 1 (1,4%) macho. De acuerdo a la edad

10 (13,9%) fueron ubicados en el grupo etario de 13 a 24 meses y 62 (86,1%) en

el grupo etario mayor de 25 meses. Referente a la procedencia del ganado

muestreado, 17 (23,6%) eran propios de la región (autóctonos) y 55 (76,4%)

provenían de otras localidades (tabla 4).
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Tabla 4. Procedencia de los bovinos incluidos en el estudio

Estado Sector Totales

La evaluación clínica de los bovinos arrojó como resultado que 67 animales

(93,1%) no mostraron signos compatibles con los reportados para la

tripanosomiasis bovina causada por T. vivax, mientras que en 5 bovinos (6,9%) se

evidenció alguna patología (tabla 5).

Tabla 5. Patologías observadas en los bovinos estudiados

Patología Total

3.3. Diagnóstico de las infecciones por T. vivax empleando el examen

parasitológico directo

La valoración parasitológica de los 72 bovinos reveló presencia de flagelados en 4

de ellos, representando un 5,6% de prevalencia parasitaria a Trypanosoma sp.

Los bovinos positivos pertenecían a un mismo rebaño ubicado en la parroquia H.

A. Mora, hembras pertenecientes al grupo etario mayores de 25 meses y
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procedentes de la región de Perijá del Estado Zulia con 4 meses de permanencia

en la zona. Detalles sobre estos bovinos y sus características clínicas son

mostrados en la tabla 6.  

Tabla 6. Características de los bovinos positivos a Trypanosoma sp  

Bovino

positivo (Nº)

Edad

(meses)

Raza Condición general

La detección de tripanosomas varió según la técnica empleada (tabla 7). El agente

etiológico fue identificado como T. vivax según criterios morfológicos y biométricos

entre los que se citan longitud media de 20-27 μm, porción posterior más ancha y

bulbosa, kinetoplasto grande, terminal, flagelo libre corto (3-6 μm) y escaso

desarrollo de la membrana ondulante (Hoare, 1972) en las muestras de los

bovinos identificados con los números 51 y 55, representado 2,7% de prevalencia

parasitológica por T. vivax en la zona estudiada (figura 9)
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Tabla 7. Detección de infecciones por Trypanosoma sp. 

Diagnóstico parasitológico directo

parasitemia Pizzi (1957) modificado por Brener (1961):

51: 6,7x103 tripanosomas/ml, 55: 8,0x105 tripanosomas/ml

Bovino

positivo (Nº)

Microcentrifugación Examen

al fresco

Frotis

sanguíneo
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FIGURA 9.  T. vivax EN SANGRE DE BOVINOS INFECTADOS

NATURALMENTE

Muestra bovino 51
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FIGURA 9. (continuación) T. vivax EN SANGRE DE BOVINOS

INFECTADOS NATURALMENTE

Muestra bovino 55
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3.4. Diagnóstico de las infecciones por T. vivax empleando la herramienta

molecular

Haciendo uso de esta herramienta fueron detectados 2 bovinos positivos (2,7%)

(figura 10) del total de los 72 bovinos muestreados correspondiendo a los mismos

animales positivos a T. vivax por las técnicas parasitológicas, con lo cual se

corrobora la infección por este parásito. 

FIGURA 10. PCR PARA MUESTRAS SANGUÍNEAS DE BOVINOS

PROVENIENTES DE ZONA GANADERA ENDÉMICA PARA T. vivax

3.5. Diagnóstico de las infecciones por T. vivax empleando la herramienta

bioquímica

Las muestras sanguíneas de los bovinos positivos parasitológicamente a T. vivax

(51 y 55) fueron analizadas por Western blot empleando las proteínas de

membrana no solubilizadas por Tritón X-114 obteniendo señal solo para la

muestra 51 (banda de 54 kDa). Fueron realizadas pruebas de antigenicidad para

las muestras 51, 52, 55 y 60 empleando las proteínas citoplasmáticas de T. 

evansi, revelando señal para estas muestras (figura 11), la respuesta antigénica
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generada no se correspondió a la misma evidenciada cuando estas proteínas

fueron confrontadas con suero control de bovino positivo a T. vivax.

FIGURA 11. WESTERN BLOT EN MUESTRAS DE BOVINOS POSITIVOS A

Trypanosoma sp

                                         A                                          B

A

3.6. Determinación de parámetros hemáticos

3.6.1. Determinación de parámetros hemáticos en el total de bovinos

muestreados

Para el total de la población bovina estudiada, los análisis hemáticos revelaron

rangos de hemoglobina (Hb) entre 5,4 - 12,6 g/dl y 17 - 46% de hematócrito (Hto). 

Las cuentas globulares presentaron rangos entre 2,52 - 7,10 x106 eritrocitos/μl;  

4,12 - 14,40 x103 leucocitos/μl y 1,30 - 3,28 x105 plaquetas/μl. Los valores

promedios y de referencia de estos parámetros y el recuento diferencial son

señalados en las tablas 8 y 9. 
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Parámetro

Tabla 8. Parámetros hemáticos en bovinos estudiados.
Comparación con los valores de referencia

Valor medio en

bovinos estudiados

Valor de

referencia

El Manual Merck de Veterinaria (1993)

Tabla 9.  Parámetros leucocitarios en bovinos estudiados. 
Comparación con los valores de referencia

Valor medio en  

bovinos estudiados

Valor de

Referencia

El Manual Merck de Veterinaria (1993)

SN: segmentados neutrófilos; SE: segmentados eosinófilos; M: monocitos

3.6.2. Determinación de parámetros hemáticos en bovinos positivos a T.

vivax

El análisis hematológico de los bovinos positivos a T. vivax reveló alteraciones en

la serie eritocítica para el bovino N° 55 (tabla 10) resultando también alterada la

descripción de frotis para el mismo bovino hallando un cuadro de anisocitosis con

Parámetro
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moderados microcitos y una poiquilocitosis acentuada con abundantes equinocitos

(células crenadas). 

Tabla 10. Cuadro hematológico para bovinos positivos a T. vivax

Parámetro Bovino Nº 51 Bovino Nº 55 Valores de

referencia

3.7. Determinación de parámetros químicos en bovinos positivos a T. vivax

La valoración de los analitos séricos a que fueron sometidos los sueros de los

bovinos positivos a T. vivax refleja alteraciones de la creatinina, TGO, albúmina y

globulinas para el bovino número 55. La muestra del bovino 51 solo presentó

alteración de la TGO (tabla 11).
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Tabla 11. Determinación de analitos séricos
para bovinos positivos a T. vivax

Analito sérico Bovino Nº 51 Bovino Nº 55 Valor de referencia

El Manual Merck de Veterinaria (1993)
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DISCUSIÓN

En el presente estudio fue desarrollada y ejecutada una metodología basada en el

fraccionamiento proteico y la detección antigénica de las formas sanguícolas de T. 

vivax, la cual permitió la visualización de proteinas inmunogénicas de valor

diagnóstico potencial. En este contexto, las bandas antigénicas detectadas fueron

obtenidas a partir de muestras de proteínas citoplasmáticas y de la fracción de

membrana no solubilizada cuando se utiliza el método Tritón X-114. Las bandas

antigénicas reveladas de 31,5 y 66 kDa para la fracción citoplasmática, y de 20 y

54 kDa para la fracción de membrana no solubilizada por Tritón X-114, pudieran

ser utilizadas como marcadores específicos confiables para el diagnóstico

serológico de infecciones por T. vivax, dada la ausencia de reactividad con otros

patógenos propios de ganado bovino que generalmente dan reacciones cruzadas

causando interferencia diagnóstica con la tripanosomiasis vivax. Hasta cuanto

hemos revisado en la bibliografía, no existe hasta el presente antecedentes sobre

el hallazgo de bandas antigénicas similares a las detectadas en esta investigación, 

siendo escasos los estudios realizados sobre la caracterización proteica de T. 

vivax y su utilidad diagnóstica. En este sentido, Burleigh y col. (1993) hallan una

proteína inmunogénica de 65 kDa para un aislado africano de T. vivax confinada a

la superficie del parásito. Sin embargo, la misma no fue enfrentada con sueros de

otros patógenos para verificar su especificidad. Masake y col. (1994) detectan una

proteína inmunogénica específica para T. vivax de 8 kDa al confrontarla con un

anticuerpo monoclonal del mismo parásito desarrollado en ratón no revelando

reacción cruzada con suero de animales positivos a Trypanosoma congolense y

Trypanosoma brucei. Los mismos autores (1995) detectan una proteína específica

de T. vivax de 10 kDa distribuida alrededor del núcleo y citoplasma en todos los

estados evolutivos del parásito a excepción de los epimastigotes, comprobando su

especificidad al no reaccionar con anticuerpos de T. congolense, T. brucei o

Babesia sp. Las diferencias de estas investigaciones con nuestros hallazgos

quizás sea debida al aislado del parásito utilizado o a las diferencias en las

técnicas de fraccionamiento empleadas.
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La similitud antigénica detectada entre T. vivax y T. evansi ha permitido a algunos

investigadores proponer el empleo de antígenos de T. evansi como herramienta

diagnóstica para detectar infecciones por T. vivax en bovinos. En este sentido

Uzcanga y col. (2002) detectan una proteína de membrana de 64 kDa a partir de

una aislado venezolano de T. evansi de utilidad diagnóstica al reconocer sueros

de equinos y bovinos infectados con T. evansi y T. vivax. Esto a nuestro entender

ha sido siendo la primera proteína inmunogénica aislada y parcialmente

caracterizada de T. evansi con reactividad cruzada entre las dos especies de

Trypanosoma. Los anticuerpos contra la p64 fueron capaces de reconocer una

proteína antigénica de 53 kDa para un extracto de T. vivax. Asimismo, Uzcanga y

col. (2004) confirman que esta p64 corresponde a una glicoproteína de superficie

tipo VSG con epitopes comunes en T. vivax que permiten el reconocimiento de

sueros de animales infectados con este parásito sugiriendo por tal razón, que la

p53 de T. vivax pudiera ser igualmente una glicoproteína tipo VSG. Camargo y col.

(2004) continuando con el aislamiento y caracterización de antígenos de T. evansi

con utilidad diagnóstica hallan en la fracción citoplasmática de este Trypanosoma

dos proteínas inmunogénicas de 51 y 68 kDa también con reactividad cruzada al

reconocer sueros de animales positivos a T. evansi y T. vivax pero fallando en el

reconocimiento de los anticuerpos producidos contra la p64 descrita con

anterioridad. Los resultados arriba indicados aunque interesantes desde el punto

de vista diagnóstico, no resuelven sin embargo el problema de la especificidad

diagnóstica a la hora de diferenciar infecciones causadas por T. vivax o T. evansi.

En contraste, los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten afirmar que

a pesar de la similitud existente entre ambas especies de Trypanosoma, existen

diferencias notables en cuanto al patrón proteico detectado y a la inmunogenicidad

de las bandas detectadas, notándose la ausencia de reactividad cruzada entre las

proteínas citoplasmáticas de T. vivax y T. evansi pudiendo establecerse de esta

manera, un método diagnóstico diferencial altamente específico entre ambos

hemoflagelados. Esta afirmación se hace tomando en consideración los resultados

obtenidos cuando los antígenos de T. vivax representados por las proteínas

citoplasmáticas fueron enfrentados a suero de animales infectados con T. vivax
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y/o T. evansi. En este caso se observó una reactividad notoria, expresada como

bandas bien diferenciadas de 31,5 y 66 kDa cuando el antígeno de T. vivax se

enfrentó a suero de animales previamente infectados con el mismo parásito. Este

resultado sugiere que existe especificidad del antígeno por el anticuerpo

expresado como respuesta a la infección. Por otra parte, cuando se enfrenta los

antígenos citoplasmáticos de T. vivax con el suero de animales infectados con T. 

evansi no se observó reactividad alguna, indicando que los anticuerpos anti-T. 

evansi no fueron capaces de reconocer los antígenos de T. vivax. Esta situación

debe ser una advertencia para quienes realizan pruebas serológicas compartiendo

antígenos de uno u otro Trypanosoma. Dicha situación fue señalada por Toro y

col. (1980) quienes manifiestan preocupación por el empleo de antígenos de T. 

evansi para detectar infecciones por T. vivax, ya que en zonas ganaderas donde la

tripanosomiasis equina es endémica, algunas de las reacciones positivas a T.

vivax en bovinos, pudieran ser atribuidas a la presencia de T. evansi en los

mismos.

La utilización de la técnica de PCR fue propuesta para establecer un diagnóstico

integral de las infecciones producidas por T. vivax en el ganado bovino junto a la

herramienta bioquímica y el empleo de técnicas parasitológicas, hematológicas y

valoración de analitos séricos. Haciendo uso de este perfil diagnóstico fue posible

detectar 2,7% de infección por T. vivax en fincas ganaderas del Estado Mérida, 

enfatizando la importancia de no emplear metodologías aisladas para el

diagnóstico de este parásito evitando la emisión de resultados erróneos. Dicha

situación se plantea por los resultados encontrados con el diagnóstico

parasitológico ya que fueron detectados 4/72 (5,6%) bovinos positivos a

Trypanosoma sp corroborando con la prueba del PCR 2,7% (2/72) de infección por

T. vivax. La sangre de los bovinos positivos por microscopía fue cultivada en

medio NNN hallando solo 2 animales positivos, situación que pudiera explicarse

dado que la especie desarrollada pudo haber correspondido a otra especie de

Trypanosoma que como T. theileri puede ser identificada bajo la forma de

epimastigotes característicos de la especie (datos no incluidos). La razón de esta
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aseveración radica en el hecho de que ambos tripanosomas comparten los

mismos hospederos vertebrados e invertebrados además de la misma distribución

geográfica, y como es señalado por Hoare (1972), Shaw y Lainson (1972) y Duno

(1992) el diagnóstico diferencial se hace en base a la capacidad de T. theileri de

desarrollarse in vitro. Otro aspecto digno de mención es el encuentro de uno de

los bovinos estudiados identificado Nº 60, positivo por parasitología y negativo por

PCR y cultivo, quizás pudiera explicarse el hecho por la pérdida o degradación de

ADN. Este resultado corrobora otros similares como Morlais y col. (2001) quienes

atribuyen una falta de correlación entre las técnicas parasitológicas y moleculares

en el diagnóstico de infecciones por T. vivax a las bajas parasitemias con lo que la

concentración del ADN se hace insuficiente para revelar un producto en geles de

agarosa. 

En el diagnóstico parasitológico resulta importante no limitarse a una sola técnica

debido a las diferencias halladas con el empleo del examen al fresco, 

microcentrifugación y frotis. Situación similar fue encontrada por Toro y col. (1979)

quienes revelan diferencias significativas entre la microcentrifugación, gota gruesa

y el frotis. Sin embargo, Morón (2001) no encuentra diferencias en la eficacia

diagnóstica de estas técnicas.  

Debido a la mayor sensibilidad de los métodos moleculares sobre los métodos

parasitológicos y serológicos cada día cobran mayor importancia en el diagnóstico

de campo de T. vivax sobre todo en tierras africanas siendo escasos hasta el

presente los reportes citados en tierras americanas según lo señalado por

Gonzales y col. (2003) y Dávila y col. (2003). De este modo, Masake y col. (1997)

detectan mayor sensibilidad con la PCR que con la microscopía o la serología,

siendo capaz de identificar en animales infectados experimentalmente ADN a

partir del 5 día post-infección; Desquesnes (1997), por su parte, detecta ADN aun

en animales tratados y Desquesnes y Tresse (1996) manifiestan que en la

detección de infecciones por T. vivax utilizando PCR, la muestra de buffy coat es

más sensible que la sangre total, plasma y lisado de eritrocitos debido a que



- 47 -

puede detectar ADN circulante en bovinos cuando la carga parasitaria está por

debajo de 4,0x102 parasitos/ml.

Los resultados en las muestras positivas a Trypanosoma sp haciendo uso de la

herramienta bioquímica con las proteínas de membrana no solubilizadas por Tritón

X-114 de T. vivax comprueban la especificidad de la reacción al no detectar señal

en muestras negativas a este parásito. Para las muestras positivas a T. vivax solo

se detectó reacción en un bovino pudiendo explicar la ausencia de reactividad en

el otro animal por falta de respuesta humoral quizás debida al hecho de que el

parásito aun no había desencadenado un estímulo antigénico en este hospedador. 

Tal aseveración corrobora lo establecido por Uzcanga y col. (2004) al señalar que

la respuesta inmunológica detectada por el Western blot es más evidente cuando

la infección avanza en el tiempo. Estos hallazgos enfatizan la importancia de

utilizar un diagnóstico integral para detectar infecciones por T. vivax. Camargo y

col. (2004) por su parte sostienen que la negatividad en Western blot para

muestras que han resultado positivas por otros métodos principalmente los

serológicos quizás sea debida al hecho de que un solo antígeno resulta

insuficiente para propósitos diagnósticos debido a las diferencias de expresión

antigénica entre los diferentes aislados parasitarios o a las variaciones

inmunogénicas entre los hospederos, cruciales para determinar el reconocimiento

antigénico.

Es importante mencionar la inespecificidad del Western blot para detectar

infección por T. vivax en muestras de bovinos recolectadas bajo condiciones de

campo utilizando las proteínas de membrana no solubilizadas por Tritón X-114 de

T. evansi. En este particular, las proteínas antigénicas de este parásito detectaron

señal aun en los bovinos negativos a T. vivax. 

Es bien conocido que el diagnóstico clínico no es un parámetro concluyente para

detectar infecciones por T. vivax a sabiendas de la ausencia de signos

patognomónicos característicos y la presencia de animales infectados sin clínica
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(Silva y col, 1996; Ventura y col, 2001). De este modo, la ausencia de

sintomatología en uno de los bovinos positivos detectados en este estudio enfatiza

el importante papel que como reservorio juega en la ganadería de la región, 

situación  señalada con anterioridad (Gardiner, 1989; Rivera, 1996, Dávila y col,

2003), pudiendo contribuir además, en calidad de oportunista tal como señala

Paiva y col (1998) citado por Schenk y col. (2001), quienes establecen que en

algunas fincas los bovinos infectados con T. vivax contribuyen en calidad de

oportunistas por los movimientos frecuentes de los animales, períodos

prolongados de restricción alimentaria e inadecuadas prácticas de manejo del

rebaño. Según lo expresado por los conocedores de la zona estudiada, dichas

situaciones son frecuentes lo que pudiera reflejarse en una elevada incidencia por

este parásito, pero el tratamiento preventivo o paliativo a que son sometidos los

animales pudiera dificultar la detección de infecciones activas enmascarando la

real distribución de la enfermedad. 

La alteración en el perfil hematológico de uno de los bovinos positivos a T. vivax

pudiera ser indicio del daño insipiente causado por el parásito. Tal situación ha

sido reportada por varios autores. En este sentido, Sandoval y col. (1996), Silva y

col. (1999) y Espinoza y col. (2000) detectan disminución en la cuenta leucocitaria

en bovinos infectados experimentalmente durante la primera semana post-

infección coincidente con el primer pico de parasitemia. Estos valores tienden a

aumentar en el tiempo pero sin llegar a alcanzar el valor obtenido en semanas

previas a la infección. Referente a los cambios en los valores plaquetarios

Sandoval y col. (1996) hallan un comportamiento similar al reportado para los

leucocitos. Por su parte, las alteraciones en la línea celular roja ha sido

mayormente estudiada tal como lo demuestran los hallazgos de Sandoval y col.

(1995) quienes observan disminución en los valores de hemoglobina, hematocrito

y contaje eritrocitario concordantes a la detección de T. vivax en un modelo ovino

infiriendo el origen de estos descensos en una anemia de tipo hemolítico y

parcialmente intravascular al inicio de la parasitosis, cobrando tendencia

microcitica-hipocrómica en etapa crónica. Espinoza y col. (1996) reportan una
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anemia normocítica-normocrómica en bovinos Holstein y hacia la etapa crónica

anisocitosis, poiquilocitosis e inclusiones intraeritrocitarias. Silva y col. (1999)

estudiando infecciones naturales en bovinos de la región del Pantanal (Brasil) y

zonas bajas de Bolivia encuentran una anemia de tipo macrocítica-hipocrómica

con la presencia de policromasia e inclusiones intraeritrocitarias.

Es notoria la atención hacia los valores promedios en el análisis hematológico

para los bovinos no infectados por T. vivax. Dichos valores fluctúan cerca o por

debajo de los rangos de referencia, situación que pudiera predisponer a los

animales a un fácil riesgo de infección por un compromiso nutricional e

inmunológico en que se pudieran encontrar.

Los hallazgos en la valoración sérica revelan disminución de la transaminasa

oxaloacética (TGO) para los dos bovinos infectados con T. vivax y aumento de la

creatinina para uno de ellos indicativos de daño insipiente a nivel de hígado y riñón

producto de la acción parasitaria. Tal situación también fue expresada por Kadima

y col. (2000) quienes infectan experimentalmente cuatro bovinos con un aislado

africano de T. vivax observando luego del primer pico de parasitemia disminución

en los valores de TGO y urea constantes hasta el décimo tercer día post-infección

atribuyendo las variaciones a un posible daño celular u orgánico producto de la

acción parasitaria. Por su parte Espinoza y Primera (2002), valoraron TGO y TGP

en cabras infectadas con un aislado venezolano de T. vivax encontrando

alteraciones en los valores de TGP posiblemente atribuibles al daño insipiente en

músculo cardíaco y tejido hepático resultando extraño el comportamiento de la

TGO que no varió a sabiendas que las células rojas son afectadas por la acción

parasitaria y contienen gran cantidad de esta enzima. 

Dentro de la evaluación sérica, también fueron halladas alteraciones en la relación

albúmina/globulina en uno de los bovinos positivos a T. vivax que pudiera

explicarse por un proceso de hemodilución reflejado por el cuadro anémico y/o al

hecho de que el animal ha empezado ha desarrollar respuesta humoral. Situación
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similar fue observada por Sandoval y col. (1995) quienes encuentran que la

disminución de los niveles de albúmina y elevación de las gammaglobulinas

corresponden a la respuesta del hospedador. Por su parte Schenk y col. (2001)

observan en bovinos infectados una disminución significativa en los valores de la

albúmina entre el cuarto y octavo día post-infección y un aumento significativo de

los valores de la gammaglobulina a partir del décimo segundo día post-inoculación

relacionándolos a un estímulo antigénico desencadenado por el parásito.  

En conclusión, haciendo uso de la metodología descrita, pudimos desarrollar en el

presente trabajo, una herramienta bioquímica específica para la detección de las

infecciones producidas por T. vivax en bovinos en virtud de la gran importancia

que reviste la infección por este agente representada principalmente por las

pérdidas económicas que ocasiona al rebaño bovino nacional y que se hace

extensible también, a los pequeños rumiantes.

Aunque la distribución de la tripanosomiasis vivax es ampliamente conocida

resulta difícil ser diagnosticada en su apropiada dimensión, es por ello que el

aporte realizado en esta investigación pretende enriquecer la información que en

materia diagnóstica existe en el país.
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CONCLUSIONES

La detección de bandas antigénicas de 20, 31,5, 54 y 66 kDa presentes en las

formas sanguícolas de T. vivax, permiten su utilización como antígenos especie-

específicos de valor diagnóstico al diferenciar entre infecciones producidas por T.

vivax y patógenos propios del ganado bovino causales de interferencia

diagnóstica. 

Anticuerpos anti-T. evansi no fueron revelados al emplear antígenos de T. vivax,

comprobando la ausencia de reactividad cruzada entre estas especies de

Trypanosoma, estableciendo la utilización de proteínas citoplasmáticas como

potenciales antígenos diferenciales

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) demostró ser altamente confiable

para la detección del ADN parasitario de T. vivax resultando mejor la utilización de

buffy coat en el procesamiento de las muestras sanguíneas recolectadas bajo

condiciones de campo. 

En el diagnóstico de campo de T. vivax es necesario el empleo de un diagnóstico

integral que permita establecer la especificidad de la infección y magnitud del daño

producido por este hematozoario. 

Los animales detectados positivos a T. vivax se ubicaron en una finca con tipo de

explotación doble propósito con tendencia a la leche, provenientes del Estado

Zulia (introducidos en la zona).

Se detectaron diferencias en el perfil clínico de los bovinos positivos a T. vivax

manifestando la ausencia de signos patognomónicos.
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El análisis de los parámetros hemáticos y químicos en los bovinos positivos a T. 

vivax ayudan a evaluar el daño producido en órganos y tejidos y estiman la

evolución del animal.
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RECOMENDACIONES

Emplear en el diagnóstico de infecciones producidas por T. vivax antígenos

especie-específicos para evitar la emisión de resultados erróneos que pudieran

enmascarar la real prevalencia de las infecciones producidas por este agente. 

Continuar con las investigaciones en el campo del asilamiento y purificación de T. 

vivax que permitan obtener un mejor rendimiento parasitario, facilitando su empleo

en el desarrollo de las pruebas bioquímicas (Western blot).

No limitarse a la utilización de los métodos parasitológicos en el diagnóstico de

campo debido a la presencia de otros hemoflagelados que pudieran ser causales

de resultados falsos.

Proseguir con las investigaciones en la zona para detectar la real distribución de

las infecciones por T. vivax considerando las variaciones estacionales, la continua

movilización de ganado y el estado sanitario de los animales que pudieran

predisponer a un mayor riesgo de infección. 

Incluir en el diagnóstico de campo el estudio de la población de vectores que

permita detectar el principal transmisor en la zona. 
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ANEXO 1

CARACTERISTICAS DE LAS FINCAS
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ANEXO 2

CARACTERISTICAS DE LA POBLACIÓN BOVINA
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