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Resumen 

Trypanosoma vivax es un parásito hemoflagelado causante de la tripanosomosis bovina, la 

cual afecta principalmente a los rumiantes de las regiones tropicales, ocasionando una 

disminución en la productividad de los rebaños. Existen diferentes métodos para su 

diagnóstico, entre los cuales se destacan: métodos parasitológicos, como la técnica de 

concentración por microhematocrito (CMH), los inmunológicos como el ELISA indirecto 

(ELISAi) y los métodos moleculares como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

El objetivo en este trabajo fue evaluar la prevalencia de la tripanosomosis en una población 

de bovinos de Laguneta de la Montaña del Estado Miranda, mediante la detección de T. 

vivax por CMH, ELISA indirecto y la PCR. Para ello se tomaron 43 muestras de sangre de 

bovinos proveniente de 8 unidades de producción ganadera. Las muestras fueron analizadas 

parasitológicamente por la CMH resultado positivas 13,9%. A partir de los sueros se 

determinaron los anticuerpos reaccionantes anti tripanosoma resultando en 46,5% de 

animales seropositivos. Por último, se extrajo y cuantificó el ADN para evaluar la presencia 

de tripanosomas por PCR empleando los cebadores TWJ1/2, especie específicos, resultando 

positivos 48,8%. Este trabajo demuestra la superioridad de la PCR para establecer la 

prevalencia de la tripanosomosis causada por T. vivax en los bovinos de campo, donde 

generalmente los animales se encuentran en estado crónico y con parasitemias crípticas. Por 

otra parte, esta prevalencia de la tripanosomosis en un clima de montaña a más de 1300 

metros de altura, refleja la importancia de esta enfermedad aún en la ganadería de altura. 



OBSERVADOR DEL CONOCIMIENTO 
VOL 2. N° 2 FEBRERO 2014 

REVISTA CIENTÍFICA MULTIDISCIPLINARIA 

	  

Deposito legal: PP201402DC4456. 
ISSN: 2343-6212.                                                                                                        Autor: Ramírez José, et al. 

2 

EVALUACIÓN DE LA TRIPANOSOMOSIS CAUSADA POR Trypanosoma vivax EN BOVINOS DE LAGUNETA DE LA 
MONTAÑA, ESTADO MIRANDA 
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Montaña. 

EVALUATION OF THE TRIPANOSOMOSIS CAUSED BY Trypanosoma vivax IN 

BOVINE OF LAGUNETA FROM THE MOUNTAIN, STATE MIRANDA 

Abstract 

 

Trypanosoma vivax is a hemoflagellate parasite that causes bovine trypanosomosis, which 

mainly affects ruminants in tropical regions, causing a decrease in herd productivity. There 

are different methods for its diagnosis, among which stand out: parasitological methods, 

such as the technique of concentration by microhematocrit (CMH), immunologicals such as 

indirect ELISA (ELISAi) and molecular methods such as the Polymerase Chain Reaction 

(PCR). ). The objective in this work was to evaluate the prevalence of trypanosomosis in a 

population of cattle of Laguneta de la Montaña of Miranda State, by detecting T. vivax by 

CMH, indirect ELISA and PCR. For this, 43 blood samples were taken from cattle from 8 

livestock production units. The samples were analyzed parasitologically by the CMH result 

13.9% positive.The antibodies reacting against trypanosome were determined from the 

sera, resulting in 46.5% of seropositive animals. Finally, the DNA was extracted and 

quantified to evaluate the presence of trypanosomes by PCR using primers TWJ1 / 2, 

specific species, resulting positive 48.8%.This work demonstrates the superiority of PCR to 

establish the prevalence of trypanosomosis caused by T. vivax in field cattle, where animals 

are generally in a chronic state and with cryptic parasitemia. On the other hand, this 

prevalence of trypanosomosis in a mountain climate more than 1300 meters high, reflects 

the importance of this disease even in high altitude livestock.   

Key words: Trypanosome vivax, trypanosomosis, diagnosis, bovines, Laguneta de la 

Montaña. 
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Introducción 

Trypanosoma vivax es un parásito hemoflagelado de la familia trypanosomatide, siendo sus 

hospedadores principales los rumiantes. La tripanosomiasis está ampliamente distribuida en 

las regiones tropicales del mundo, ocasionando una disminución en la productividad de los 

rebaños y por lo tanto constituye un obstáculo para el desarrollo de la ganadería en diversos 

países Desquesnes (2004). 

En Venezuela, T. vivax fue reportado por primera vez en 1920 por Enrique Tejera, quien lo 

observó en bovinos y lo describió morfológica y biológicamente. Algunas investigaciones 

epidemiológicas han sido realizadas en el país, las cuales demuestran que la tripanosomosis 

bovina presenta una alta prevalencia en el territorio nacional. Un ejemplo, es el trabajo de 

Toro (1980), quien determinó una seroprevalencia promedio para T. vivax 

del 25.5 % (rango 17.2% a 39.3%), en bovinos de 10 estados del país, especialmente en las 

zonas ganaderas, afectando a animales de diferentes tipos de explotaciones, raza, edad y 

sexo. En una investigación reciente que contempló 49 explotaciones ganaderas distribuidas 

en 4 regiones geográficas: llanos (orientales y occidentales), sur del lago y centro-

occidental, se observó una seroprevalencia de 33,1% (rango: 10% - 41,4%) demostrando la 

amplia diseminación de esta hemoparasitosis en el país [Suarez et al., (2009)]. 

La tripanosomosis produce trastornos reproductivos como infertilidad y abortos, así como 

también retardo del crecimiento, pérdida de peso y disminución de la condición corporal, 

que pueden desembocar en la muerte del animal. Todo esto origina grandes pérdidas 

económicas debido a la baja productividad de los rebaños por la disminución en la ganancia 

de peso y producción láctea, sumado a los costos en fármacos, atención veterinaria y la 

muerte de los animales [Holmes et al., (2000); Desquenes, (2004)]. Esto se traduce en una 

producción bovina difícil, deficiente y costosa llegando a ocasionar la necesidad de 

importaciones, lo implica grandes gastos a la nación para suplir las demandas de carne y  



OBSERVADOR DEL CONOCIMIENTO 
VOL 2. N° 2 FEBRERO 2014 

REVISTA CIENTÍFICA MULTIDISCIPLINARIA 

	  

Deposito legal: PP201402DC4456. 
ISSN: 2343-6212.                                                                                                        Autor: Ramírez José, et al. 

4 

EVALUACIÓN DE LA TRIPANOSOMOSIS CAUSADA POR Trypanosoma vivax EN BOVINOS DE LAGUNETA DE LA 
MONTAÑA, ESTADO MIRANDA 

 

leche de la población, atentando contra la seguridad agroalimentaria del país. 

Generalmente en el campo, los animales se encuentran en fase crónica, donde la infección 

es asintomática y las parasitemias son crípticas, por lo que se hace necesaria la aplicación 

de un método sensible, capaz de diagnosticar animales con bajas parasitemias. 

Esporádicamente, en las zonas endémicas, ocurren brotes donde los animales presentan los 

principales signos de la fase aguda de la enfermedad, altas parasitemias, anemia y fiebre. 

En estos momentos resulta efectivo el uso de métodos de diagnóstico parasitológicos, tales 

como la observación directa al microscopio y la concentración por microhematocrito 

(CMH), los cuales son económicos y de fácil aplicación, pero presentan una baja 

sensibilidad ya que se fundamentan en la detección directa del parásito en sangre fresca 

[Ramírez-Iglesias et al., (2011)]. Otro método comúnmente empleado en los laboratorios es 

la inmunofluorescencia indirecta y el ensayo inmunoenzimático indirecto (ELISAi), los 

cuales se basan en la detección de anticuerpos relacionados con el agente causal de la 

enfermedad. Estos métodos son altamente sensible comparados con los anteriores y tienen 

la ventaja que permite la evaluación de un gran número de animales simultáneamente, pero 

poseen como desventaja la detección de falsos positivos, en los cuales el animal no presenta 

infección activa pero detecta los anticuerpos circulantes generados a partir de una anterior 

exposición al parásito,sindiferenciaralosanimales que han sido tratados. Adicionalmente, 

este método resulta inespecífico debido a la reactividad cruzada existente entre los 

antígenos y los anticuerpos relacionados de las diferentes especies de tripanosomatidios 

[Luckins, (1977); Uzcanga et al., (2002)]. Sin embargo, en el campo predominan las 

infecciones subclínicas o crónicas, donde la infección es asintomática y las parasitemias 

son crípticas. Estos animales pueden convertirse en reservorios, situación que representa un 

riesgo potencial de reactivación de la infección en condiciones de compromiso 

inmunológico, convirtiéndose en una fuente de infección para animales jóvenes [Suarez et 

al., (2009)]. Por lo tanto, resulta adecuada la aplicación de un método sensible y específico, 

tal como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), basado en la detección del ADN del  



OBSERVADOR DEL CONOCIMIENTO 
VOL 2. N° 2 FEBRERO 2014 

REVISTA CIENTÍFICA MULTIDISCIPLINARIA 

	  

Deposito legal: PP201402DC4456. 
ISSN: 2343-6212.                                                                                                        Autor: Ramírez José, et al. 

5 

EVALUACIÓN DE LA TRIPANOSOMOSIS CAUSADA POR Trypanosoma vivax EN BOVINOS DE LAGUNETA DE LA 
MONTAÑA, ESTADO MIRANDA 

 

parásito, capaz de detectar e identificar el agente patógeno en animales con bajas 

parasitemias. Esto con la finalidad de tomar medidas de control para mejorar la 

productividad de los rebaños y prevenir la aparición de brotes. En Venezuela se han 

realizado muy pocos estudios sobre la situación de la tripanosomosis en ganadería de altura. 

Por lo tanto, en el presente trabajo se plantea evaluar y comparar la prevalencia de la 

tripanosomosis por PCR, CMH y ELISAi en una población de bovinos de Laguneta de la 

Montaña, situada a más de 1300 metros en los Altos Mirandinos. 

Métodos  

Obtención de las muestras  

Las muestras de sangre, aproximadamente 4 ml por tubo, fueron colectadas de la vena 

yugular mediante tubos vacutainer tanto en presencia como en ausencia de anticoagulante 

(EDTA) de un número representativo de los animales de cada sector: aproximadamente el 

20% de bovinos adultos fueron seleccionados al azar. Se evaluaron 43 bovinos de 8 

pequeñas unidades de producción ganadera situadas en Laguneta de la Montaña a 1300mts 

sobre el nivel del mar, en los altos Mirandinos. Las muestras fueron evaluadas 

parasitológica, inmunológica y molecularmente para el diagnóstico de la tripanosomosis 

bovina. Diagnóstico parasitológico por la Técnica de centrifugación de micro- hematocrito 

(CMH) Se tomaron 70 µl de sangre con tubos capilares heparinizados y se centrifugaron 

durante 5 min. a 12.000 g. Luego se examinaron al microscopio de luz (objetivo 10X) para 

detectar los tripanosomas móviles cerca de la capa leucocitaria Woo (1970). Diagnóstico 

molecular por PCR Extracción de ADN. 

Se purificó el ADN utilizando el kit de purificación de ADN genómico (Wizard), siguiendo 

el protocolo descrito por la casa comercial Promega®. Un ml de sangre entera con 

anticoagulante se centrifugó (15.000 g durante 1 min.) para concentrar los parásitos en la 

capa leucocitaria y 300µl de esta capa se tomaron para extraer el ADN. La integridad de los  
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ADN fue evaluada por electroforesis en geles de agarosa al 0,8%. 

Determinación de la concentración de ADN  

La concentración de ADN (ng/µl) se estimó espectrofotómetro a 260 nm, a partir de 1µl de 

la muestra, utilizando un NanoDropTM 1000 (Thermo scientific).  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La PCR se realizó empleando 300ng de ADN purificado, tomando en cuenta de forma 

previa la concentración de los ADN. Para el proceso de amplificación se utilizaron los 

primers específicos para T. vivax TWJ1/2 descritos por [Masake et al., (1997)], los cuales 

están diseñados para hibridar con regiones cuyo producto génico es un antígeno reconocido 

por un anticuerpo monoclonal Tv27. Se emplearon 12,5µl de la mezcla de reacción Master 

Mix de la casa comercial Promega® con una concentración final de cada primer igual a 

1µM. 

Los productos de amplificación resultantes de la PCR fueron evaluados mediante geles de 

agarosa al 2% en una electroforesis horizontal, con las muestras corridas a 100 voltios por 1 

hora. Una vez terminada la corrida del gel, se procedió a su visualización un trasluminador 

y digitalización de la imagen. Diagnóstico serológico/inmunológico  

Ensayo inmunoenzimático indirecto (ELISAi)  

Los sueros se obtuvieron a partir de los tubos sin anticoagulantes por centrifugación (2000 

g, 10 min). El extracto antigénico clarificado se preparó a partir de homogenato de T. 

evansi según [Uzcanga et al., (2002)]. Placas de polivinilo de 96 pocillos fueron 

sensibilizadas durante toda la noche en una cámara húmeda a 4 °C con 100 µl/pocillo del 

extracto antigénico clarificado (20 µg/ml) en 50 mM de tampón carbonato-bicarbonato (pH 

9,6). A continuación se añadieron 200µl solución de bloqueo con leche descremada al 5% 

en 0,02 M PBS (pH 7,2). Después, se agregaron 100 µl/ pocillo de suero de bovino, diluido  
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1/200 en PBS-T (0,1% de Tween 20 en PBS), seguido de 100 µl / pocillo del anticuerpo 

secundario anti-IgG de cabra anti (H + L) -bovino conjugada con peroxidasa, diluido 

1/20000 en PBS-T. Entre cada etapa, se realizaron 3 lavados con 200 µl / pocillo de 150 

mM NaCl, 0,1% de Tween 20. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 1 h en una 

cámara húmeda a 37oC. Finalmente se añadió 100 µl / pocillo del cromógeno ABTS 2% 

(2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- sulfónico)) diluido en 0,05 M de fosfato- citrato 

(pH 5,0), 0,5% de H2O2 y se agitó durante 30 min. La densidad óptica a 405 nm (OD405) 

se determinó con un lector de microplacas de ELISA (BioRad Modelo 3550). Para el 

diagnóstico serológico el punto de corte se determinó como la media más 3 veces la 

desviación estándar (X +3SD) de las lecturas de OD405 de 20 sueros obtenidos de animales 

sanos, diagnosticados como negativos parasitológicamente por CMH y molecularmente por 

PCR.  

Comparación de los métodos de diagnóstico. 

Con el fin de comparar los métodos utilizados, el porcentaje (%) de la detección se calculó 

dividiendo el número de animales positivos por el número de animales evaluados por 

método, multiplicado por 100. 

Resultados y Discusión 

La tabla 1 resume los resultados obtenidos del diagnóstico para la tripanosomosis en una 

población de bovinos perteneciente a la zona de Laguneta de la Montaña. Se puede 

observar que de las 43 muestras evaluadas solo se obtuvieron 6 muestras positivas por la 

técnica de CMH, correspondiente a una detección del 13,9%, mientras que por el método 

molecular de PCR se obtuvieron 21, lo que corresponde a un 48,8 % de detección. Las 

diferencias en los porcentajes de detección de ambas técnicas radican en su sensibilidad, 

correspondiendo un 2,5x102 parásitos por mililitro de sangre 

(p/ml)paralaCMHyhasta1p/mlpara la PCR [Paris et al., (1982); Masake et al., (1997)]. Esto  
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indica que las muestras negativas presentaban parasitemias por debajo del umbral de 

sensibilidad de la CMH, resultando en falsos negativos parasitológicos. De igual forma, 

todas las muestras que resultaron positivas por CMH fueron confirmadas por la PCR. 
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En la Figura 1 se muestra el análisis por electroforesis de los productos de amplificación 

obtenidos por PCR para las muestras diagnosticadas como positivas, los cuales 

corresponden a una banda del tamaño esperado, 400pb. 

Se emplearon como controles positivos (C+) y negativos (C-) ADN purificados 

provenientes de animales experimentalmente infectados y de regiones no endémicas 

respectivamente, junto con un control sin ADN (H). Adicionalmente, se observa que los 

animales que resultaron parasitológicamente positivos presentan una mayor intensidad en 

las bandas obtenidas en comparación con aquellos diagnosticados como positivos 

únicamente por PCR. Esto se puede relacionar con el nivel de parasitemia presente en la 

muestra evaluada. 

Por otra parte, mediante la técnica de ELISAi, se detectaron anticuerpos reaccionantes IgG 

anti-Trypanosoma spp. en 20 de las 45 muestras evaluadas, correspondiente al 46,5 % de 

detección (Tabla 1). En la figura 2 se muestran los valores de DO405 para cada uno de los 

animalesevaluados,resultandopositivos todos aquellos animales cuya lectura fue mayor al 

punto de corte establecido (0.341). 
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También se puede observar, en la Tabla 1, que animales positivos por PCR no presentaron 

altos títulos de anticuerpos IgG anti-Trypanosoma spp. Esto podría atribuirse a que el 

antígeno empleado en el ELISAi fue un homogenato clarificado de T. evansi, por lo tanto la 

detección de los anticuerpos IgG anti-Trypansoma sp., se basa en la reactividad cruzada 

existente entre los tripanosomatidios Luckins (1977). Por lo tanto, este método no identifica 

la especie involucrada en la infección. Sin embargo, se confirmó por PCR empleando los 

cebadores TWJ1/2 que la especie involucrada en los animales infectados era T. vivax, 

resultando negativos mediante la evaluación por la PCR empleando los cebadores especie 

específicos para T. evansi ESAG 6/7 [Holland et al., (2001)].  

No obstante, en los animales que presentan una infección reciente, la respuesta 

inmunológica no ha sido desarrollada y los niveles de IgG se encuentran muy bajos en estos 

animalesinfectados,situaciónpropuesta por [Bolívar et al. (2006)] al realizar un estudio 

similar. Adicionalmente, los anticuerpos en animales tratados puede mantenerse por largos 

periodos en el tiempo [Monzón et al., (2003)], limitando la capacidad de ELISAi para 

distinguir entre infecciones activas de aquellos animales que han sido tratados.  

En Venezuela, según estudios epidemiológicos, la trypanosomosis bovina está ampliamente 

distribuida, presentando un carácter enzoo- epizoótico, donde las parasitemias son crípticas  
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y la mayoría de los animales presentan infecciones subclínicas [Simoes et al., (2009)]. En 

su mayoría, estos estudios han sido realizados en las regiones productoras de los llanos, 

donde se reportan las seroprevalencia más altas (20-60%) [Toro et al., (1980); Suárez et al., 

(2009); Tamasaukas et al., (2010)], contrastando con los pocos estudios realizados en 

regiones montañosas, como pie de monte andino, donde se reporta la ausencia de infección 

activa [Suárez et al., (2009)] o muy bajas (2,8%) [Bolívar et al., (2006)] con 

seroprevalencias de 10% [Suárez et al., (2009)].  

De allí la importancia de evaluar la situación de la tripanosomosis en Laguneta de La 

Montaña, donde se practica la ganadería de altura, encontrándose una prevalencia mucho 

mayor a las registradas en otras investigaciones llevadas a cabo en zonas similares. La 

prevalencia de casi 50% reportada podría estar asociada a alteraciones en los parámetros 

meteorológicos y la distribución de los vectores (tábanos y moscas) que ha ocurrido en la 

zona, como lo expresan los habitantes de la comunidad en estudio, aunado al 

desplazamiento de animales posiblemente infectados desde los llanos a estas zonas.  

En efecto, las variaciones en los factores climáticos, como aumentos de la temperatura, 

podrían incidir en la una mayor capacidad de supervivencia de los vectores transmisores de 

los agentes etiológicos de varias enfermedades, provocando la diseminación de la 

enfermedades en zonas altas de países tropicales [Ramasamy et al., (2012)]. Dentro de este 

último punto, es importante destacar que el trabajo con las comunidades presentes en la 

zona donde se realizaron los muestreos podrá permitir, en un futuro, una mejor capacitación 

de las unidades de producción con base en la cultura de la prevención y desarrollo de 

estrategias que permitan atenuar los efectos negativos de esta enfermedad sobre la 

productividad de los rebaños. 

Conclusiones 

Los resultados indican que la PCR es el método más sensible y específico para la detección  
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de la tripanosomosis bovina. Cabe resaltar que en nuestro país existen muy pocos trabajos 

epidemiológicos empleando como método de diagnóstico la PCR, por lo tanto, 

recomendamos su uso para conocer la situación real de esta parasitosis en los rebaños del 

país, incluyendo las zonas de ganadería de montaña situadas a mas de 1000 metros sobre el 

nivel del mar, con la finalidad de tomar las medidas sanitarias pertinentes y así mejorar la 

productividad de los rebaños nacionales, garantizando la seguridad alimentaria. 
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