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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo efectuar una caracterización
molecular de Trypanosoma vivax en ovinos de dos hatos en
los cuales estos rumiantes, conjuntamente con vacunos y bú-
falos de agua, comparten la misma área agroecológica, esta-
bleciendo el potencial papel de los ovinos como fuente de in-
fección de tripanosomosis por T. vivax para los grandes ru-
miantes. La técnica de microcentrifugación capilar (TMC) fue
usada para establecer el porcentaje de infecciones activas por
tripanosomas existente en los animales evaluados. Se empleó
un ensayo de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para
confirmar la identificación de especie, mientras que un ensayo
de PCR-RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restricción) permitió evaluar la variabilidad intraespecífica
entre los aislados de T. vivax detectados en ovinos vs. aque-
llos provenientes de bóvidos (vacunos y búfalos de agua), co-
lectados en la misma área de producción. De las 320 muestras
de sangre de ovinos colectadas, la TMC detectó positividad en
11 (4,35%), lo que es de gran relevancia epidemiológica debi-
do a la baja sensibilidad de esta metodología. Los resultados
de PCR permitieron caracterizar a T. vivax como la especie
presente en todas las infecciones activas detectadas. Todos
los animales infectados mostraron un valor de hematocrito in-
ferior (P<0,05) al registrado en animales no infectados (22,435
vs. 31,450). El ensayo de PCR-RFLP permitió observar la

existencia de perfiles de restricción similares entre los aislados
de T. vivax evaluados, sugiriéndose la ausencia de variación
intraespecífica para el marcador molecular en estudio, inde-
pendientemente del origen de hospedador del que provino la
muestra (ovinos, vacunos, búfalos de agua). Estos resultados
permiten sugerir que los aislados de T. vivax que infectan ovi-
nos, vacunos y búfalos de agua en el área de estudio pudie-
sen estar estrechamente relacionados desde un punto de vista
genético y, consecuentemente, los ovinos pudiesen desempe-
ñar un importante papel en la epidemiología de la tripanoso-
mosis bovina en esta área de estudio, recomendándose que
éstos sean incorporados en los programas terapéuticos y pre-
ventivos contra tripanosomosis.

Palabras clave: Ovinos, tripanosomosis, caracterización mo-
lecular, reservorios, Trypanosoma vivax.

ABSTRACT

This study was made to achieve a molecular characterization
of Trypanosoma vivax in two Venezuelan farms where both
small ruminants (mainly ovines) and bovines (cattle and water
buffaloes) share the same agroecological area. In addition, it
was made to assess the role of sheep as source of T. vivax in-
fection for cattle and buffalo herds. The microhematocrit cen-
trifugation technique (MHC) was used to establish the percent-
age of current trypanosome infection. A PCR-based assay was
used to confirm the species identification while a PCR-RFLP
assay was used for studying intra-specific variation among T.
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vivax from sheep vs. those from other livestock from the same
area. From 320 sheep blood samples, MHC detected 11
(4,35%) which is of remarkable epidemiological significance
due to the low sensitivity of this method. Based on PCR re-
sults, T. vivax was characterized as the only species responsi-
ble for all sheep infections. All infected animals showed a lower
packed cell volume value (P<0,05) when compared with the
non-infected (22,435 vs. 31,450). The PCR-RFLP technique
revealed similar profiles among T. vivax isolates suggesting a
non intra-specific variation within the molecular marker ampli-
fied regardless the host (sheep water buffaloes or cattle).
Thus, it was suggested that T. vivax infecting sheep, cattle,
and buffaloes in the study area could be genetically closely re-
lated. These findings show that sheep may play an important
role in the epidemiology of livestock trypanosomiasis in this
area and they might be incorporated into therapeutic and pre-
ventive programs against livestock trypanosomiasis.

Key words: Sheep, trypanosomiasis, molecular characteriza-
tion, reservoir, Trypanosoma vivax.

INTRODUCCIÓN

Trypanosoma (Duttonella) vivax y Trypanosoma (Trypa-

nozoon) evansi son dos especies de hemoparásitos de gran
interés en Venezuela debido al impacto negativo que ejercen
sobre la producción pecuaria [12]. Estos parásitos causan una
enfermedad crónica donde los animales afectados exhiben
anemia severa, pérdida de peso, alteraciones reproductivas,
anorexia y muerte, con parasitemias bajas, difíciles de detectar
por métodos parasitológicos convencionales [12].

Muchas explotaciones ganaderas del país están asenta-
das en áreas donde la tripanosomosis por T. vivax y T. evansi

tiene un comportamiento enzoótico, con un importante grado
de infecciones activas, a pesar del empleo de medidas quimio-
profilácticas [5]. Así mismo, algunas de estas explotaciones
ganaderas, principalmente vacunos (Bos spp.) y búfalos de
agua (Bubalus bubalis), mantienen rebaños de pequeños ru-
miantes que contribuyen de modo significativo en la produc-
ción de proteína cárnica y láctea para consumo interno y como
fuente de ingresos adicionales. No obstante, los programas de
medicina preventiva para estas especies frecuentemente se li-
mitan a vacunaciones de caracter obligatorio contra los virus
rábico y de fiebre aftosa.

Estudios sobre tripanosomosis en ovinos (Ovis spp.) y/o
caprinos (Capra spp.) de Venezuela son bastante escasos.
Aspectos epidemiológicos de relevancia, tales como prevalen-
cia, formas de transmisión y especies involucradas son aún
poco comprendidos. Infecciones experimentales en ovinos em-
pleando aislados venezolanos de T. vivax, han mostrado que
el estado de salud de estos animales es afectado severamente
[15,19], sin embargo, es limitada la información bibliográfica
sobre la situación bajo condiciones naturales de producción.
Igualmente, se desconoce si bovinos y ovinos comparten la

misma especie de tripanosoma. Recientes estudios en Kenya
han mostrado que pequeños rumiantes (ovinos y caprinos) se
infectan de modo natural y son afectados por T. vivax y otras
especies de tripanosomas, transmitidos principalmente por
Glossina spp. [11]. En Venezuela, este díptero no está presen-
te, no obstante, se piensa que diversas especies de tripanoso-
mas puedan ser transmitidas por dípteros hematófagos como
Tabanus spp., Stomoxys calcitrans y Haematobia irritans [12],
situación que ha sido demostrada en países africanos, donde
la transmisión de tipanosomas entre vacunos se mantiene en
áreas libres de la mosca tse-tsé (Glossina spp.) [3].

El diagnóstico parasitológico de infecciones activas por
tripanosomas es basado en la detección microscópica de pa-
rásitos en la sangre mediante técnicas como la microcentrifu-
gación capilar (TMC) y la evaluación de la capa de plasma que
se encuentra sobre la de glóbulos blancos, posterior al proce-
so de centrifugación (“buffy-coat”) [6]. Estos métodos son am-
pliamente utilizados bajo condiciones de campo, a pesar de su
baja sensibilidad de detección. La identificación precisa de T.

vivax ha sido efectuada mediante métodos como la reacción
en cadena de la polimerasa (PCR), empleando marcadores
moleculares especie-específicos localizados en el genoma de
estos parásitos hemotrópicos [6]. La asociación de la PCR con
ensayos de digestión enzimática y la posterior evaluación del
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción
generados (PCR-RFLP), ha mostrado gran utilidad para el es-
tudio de variación intraespecífica y reconocimiento de cepas
de tripanosomas [8,17] y otros tripanosomatídeos [2].

El objetivo de esta investigación fue caracterizar aisla-
dos ovinos de T. vivax, mediante el empleo de PCR y un ensa-
yo asociado de restricción enzimática (PCR-RFLP), a fin de
evaluar el papel de los ovinos como fuente de infección de T.

vivax en explotaciones pecuarias de Venezuela donde bovinos
(vacunos y búfalos de agua) y ovinos comparten la misma
área agroecológica. Se emplearon métodos parasitológicos
convencionales para la detección de infecciones activas, y un
ensayo de PCR para la identificación específica de los tripano-
somas detectados. Así mismo, mediante PCR-RFLP se efec-
tuó el estudio de variabilidad intra específica entre aislados de
T. vivax de ovinos, vacunos y búfalos de agua, colectados en
la misma área de estudio.

MATERIALES Y MÉTODOS

Área de estudio, animales y métodos

Se colectaron muestras de sangre de 320 ovinos mesti-
zos West African (1 - 6 años de edad) de ambos sexos. Las
muestras fueron tomadas por punción de la vena yugular entre
febrero 2005 y junio 2006 y evaluadas para la presencia de tri-
panosomas por TMC. Los ovinos provinieron de dos explota-
ciones pecuarias cuya principal actividad económica es la pro-
ducción de vacunos y/o búfalos de agua. Los ovinos experi-
mentales estaban sometidos a un sistema de pastoreo exten-
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sivo, con alimentación ad libitum, basada en pastos naturales
de las explotaciones, durante el día y retornando en la tarde
(5:30-6:00 PM) a corrales con cercas ornamentales de alam-
bre, sin protección contra insectos. Estos animales eran man-
tenidos en las explotaciones para la producción de carne, le-
che y queso para consumo interno de los trabajadores. Es im-
portante notar que dichas unidades de producción poseen
igualmente una gran variedad de fauna silvestre, incluyendo
venados (Odocoileus virginianus), chigüires (Hydrochoeris

hydrochaeris), osos hormigueros (Myrmecophaga tridactyla), y
algunos reptiles, entre otros. El área de estudio estuvo locali-
zada en los municipios San Fernando y Biruaca, del estado
Apure, Venezuela (latitud 7° 50’ Norte – longitud 67° 30’ Oes-
te), donde la tripanosomosis animal posee carácter enzoótico
[12]. Esta región es caracterizada por una temperatura media
anual de 28°C y una pluviometría promedio de 1400 mm. Exis-
ten dos períodos claramente definidos: una estación seca
(enero-junio) y una estación lluviosa (julio-diciembre). El perío-
do lluvioso se caracteriza por una alta infestación por tabaní-
deos y otros dípteros hematófagos. Las unidades de produc-
ción fueron seleccionadas sobre la base de investigaciones
previas en tripanosomosis en equinos (Equus caballus)/chigui-
res y vacunos, atribuidas a infecciones por T. evansi y T.vivax,
respectivamente [5,6]; y debido a la presencia constante de in-
fección tripanosómica, a pesar de medidas del control quimio-
profiláctico.

El número de ovinos muestreado fue determinado para
cada rebaño siguiendo el criterio sugerido por Thrusfield [16].
Este criterio considera el tamaño de cada rebaño y, debido a
la ausencia de información bibliográfica sobre tripanosomosis
en ovinos de Venezuela (infecciones naturales), se asumió
una prevalencia de 5% (prevalencia promedio de tripanosomo-
sis bovina en el área de estudio, reportada por Toro [18]) con
un nivel de confidencia de 95%. Las muestras sanguíneas fue-
ron colectadas en ovinos (320) seleccionados de modo aleato-
rio. Cada muestra se obtuvo empleando un sistema Veno-
jectTM (Terumo Medical, Somerset, NJ, EUA) en tubos estériles
conteniendo EDTA (Ácido etilendiaminotetraacético) como an-
ticoagulante. Las muestras fueron mantenidas refrigeradas
desde su colección (8-10°C) y protegidas de la luz directa del
sol. En un lapso inferior a las 6 horas de su colección, cada
muestra sanguínea fue evaluada para la presencia de tripano-
somas mediante TMC, según la metodología descrita por Woo
[20]. Así mismo, para cada muestra fue estimado el valor de
hematocrito, como el volumen porcentual de células rojas en la
sangre, para lo cual se empleó un lector de microhematocrito
(Hawksley y Sons, Lancing, Reino Unido). Se efectuó un con-
taje de tripanosomas a partir de la evaluación microscópica de
cada tubo microcapilar, empleando el hemocitómetro de Neu-
baüer; la parasitemia se registró de la siguiente manera: 0
(ningún tripanosoma observado); 1 (1 – 10 tripanosomas ob-
servados); 2 (11 – 50 tripanosomas observados); ó 3 (> 50).
Una alícuota (300 µL) de cada muestra positiva a tripanosoma
fue usada para extracción de ADN genómico para PCR.

Ensayos de PCR

Con el objeto de identificar molecularmente la(s) espe-
cie(s) de tripanosoma detectada(s) parasitológicamente, se
empleó un ensayo de PCR para cada muestra positiva. El ais-
lamiento del ADN genómico se efectuó mediante el estuche
comercial WizardTM DNA purification system (Promega, Madi-
son, WI, EUA), siguiendo las instrucciones de la casa comer-
cial. La secuencia nucleotídica de los oligonucleótidos iniciado-
res usados fue descrita previamente en la literatura [10, 21].
Los oligonucleótidos 21-mer (5’ – TGC AGA CGA CCT GAC
GCT ACT – 3’) y 22-mer (5’ – CTC CTA GAA GCT TCG GTG
TCC T – 3’) fueron descritos con una especificidad en el nivel
taxonómico de subgénero [21]. Estos generan un producto de
amplificación de 227 pares de bases (pb). El otro par de oligo-
nucleótidos previamente descritos por Masake y col. [10], fue
sometido a algunas modificaciones, siendo la secuencia defini-
tiva empleada en este ensayo: ILO1264 (5’ – CAG CTC GGC
GAA GGC CAC – 3’) y ILO1265 (5’ – TCG CTA CCA CAG
TCG CAA TC – 3’). Estos oligos generan un producto de am-
plificación de 400 pb y poseen alta especificiad para T. vivax.

Las PCR fueron ejecutadas en un termociclador MJ Re-
search PTC-200 (Watertown, MA, EUA), en un volumen total
de reacción de 50 µL, conteniendo: 10 mM Tris-HCl (pH 8,3),
50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 200 µM de cada deoxi-ribonucleótido
trifosfáto (dNTP), 0,45 pmol/µL de cada oligonucleótido, 1 U
Platinum Taq DNA polimerasa (Invitrogen Brasil, São Paulo,
Brasil) y 2 µL de ADN como blanco para la reacción. El termo-
ciclador fue programado para generar las siguientes condicio-
nes de reacción: una pre-incubación por un período de 10 min
a 95°C, seguida de 30 ciclos de amplificación, cada uno de los
cuales con 30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C y 30 seg a 72°C, con
un período final de polimerización de 72°C por 5 min. Se em-
plearon controles positivos contentivos de ADN genómico de
T. vivax y T. evansi, previamente caracterizados por PCR [6].
Los controles negativos incluidos en cada PCR (sin ADN y con
ADN de ovinos, búfalos o vacunos) no generaron producto de
amplificación. Una alícuota (10 µL) de cada producto de PCR
fue evaluada por electroforesis (Thermo EC.FB 135-90-115)
en geles de agarosa 1,5% (Invitrogen, UltraPureTM Agarose),
teñido con SYBER SafeTM DNA gel stain (Molecular Probes,
Eugene Oregon, EUA). Muestras de ADN de Trypanosoma vi-

vax provenientes de búfalos de agua (10 muestras) y vacunos
(5 muestras), colectadas en investigaciones previas en las
mismas unidades de producción [5,6], fueron también amplifi-
cadas por PCR para comparar con aquellas provenientes de
ovinos, mediante ensayos de PCR-RFLP.

Ensayos de PCR-RFLP

Los productos de PCR empleando como patrón ADN de
T. vivax proveniente de ovinos parasitológicamente positivos,
así como de vacunos y búfalos de agua, fueron purificados
mediante el estuche comercial WizardTM PCR Preps DNA puri-
fication system (Promega, Madison, WI, EUA). Una alícuota
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(10 µL) de dichos productos fue digerida con 1 µL (10 U) de
cada una de las siguientes endonucleasas de restricción. (Hae

III, RsaI, Hpa II, Hsp92 II, Pst I, Nde II, BglII; Promega, Madi-
son, WI, EUA), en un volumen final de reacción de 20 µL, du-
rante 3,5 h. Las digestiones de los productos de PCR fueron
efectuadas de acuerdo con las especificaciones de la casa co-
mercial para cada una de las enzimas usadas. Las endonu-
cleasas de restricción fueron seleccionadas sobre la base de
la secuencia nucleotídica del producto esperado [10] con los
oligonucleótidos empleados en la PCR. Un volumen de 15 µL
de cada digestión fue mezclado con buffer de carga y separa-
do por electroforesis horizontal (agarosa 2,5%) en solución
tampón TBE 0,5X a 75 V. Para la determinación del tamaño de
las bandas de restricción generadas se empleó como marca-
dor de peso molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen Techno-
logies, Brazil). Cada gel fue teñido del modo antes descrito y
fotografiado bajo luz ultra violeta. Los fragmentos de restric-
ción generados (PCR-RFLP de T. vivax aislado de ovinos, bú-
falos y vacunos) fueron comparados, a fin de determinar la
presencia o ausencia de sitios de restricción específicos.

Análisis de los Resultados

La prevalencia de infecciones activas por tripanosomas
en los ovinos muestreados fue calculada como el número de
muestras positivas por TMC dividido por el total de muestras
evaluadas en el momento de muestreo. Con la finalidad de
evaluar el posible efecto de la tripanosomosis sobre el valor
del volumen porcentual de glóbulos rojos en la sangre de cada
ovino muestreado (hematocrito: Ht), el Ht de cada ovino infec-
tado fue comparado estadísticamente con el de los ovinos no
infectados, mediante una prueba de “t de Student”. El ensayo
de PCR fue usado para definir si los tripanosomas detectados
en los animales positivos pertenecían a la especie T. vivax o a
algún miembro del subgénero Trypanozoon (T. evansi, debido
a la ausencia de otros miembros del subgénero en Venezue-
la). Los patrones de PCR-RFLP se emplearon para comparar
y evaluar la variabilidad intra específica de los aislados de T.

vivax detectados en ovinos con aquellos provenientes de va-
cunos y búfalos de agua, sobre la base del marcador molecu-
lar amplificado con el par de oligonucleótidos empleado.

RESULTADOS y DISCUSIÓN

Infecciones Activas por Tripanosomas y valores
de Hematocrito

La técnica de microcentrifugación capilar reveló que
4,35% (11/320) de los ovinos evaluados presentó infección ac-
tiva por Trypanosoma spp. para el momento del muestreo. To-
das las muestras positivas presentaron un alto grado de para-
sitemia (registrado como grado 3: 11 – 50 tripanosomas obser-
vados, según la escala establecida), donde los animales infec-
tados tuvieron un valor de hematocrito inferior (P<0,05) al de
aquellos no infectados (22,435 vs. 31,450). Estos resultados

fueron similares a los reportados por otros investigadores [4],
quienes registraron un valor de prevalencia de 5,1%. Otros es-
tudios [11] encontraron pequeños rumiantes infectados por tri-
panosomas, aunque los métodos parasitológicos empleados
(TMC y “buffy-coat”) mostraron un bajo nivel de sensibilidad.
Un reporte previamente realizado [9] otorgó especial importan-
cia al posible papel desempeñado por pequeños rumiantes en
la epidemiología de la tripanosomosis al encontrar una preva-
lencia promedio de 27,62% empleando métodos estándares
de detección de tripanosomas y técnicas de concentración. En
el presente estudio, una prevalencia de infecciones activas de
4,35% puede ser considerada de remarcada importancia epi-
demiológica debido a la baja sensibilidad de las técnicas para-
sitologicas usadas, así como por el comportamiento ondulante
de la parasitemia por T. vivax [12].

Otro hallazgo de interés en este estudio fue el alto grado
de parasitemia encontrado en los ovinos naturalmente infecta-
dos. Estas altas parasitemias discordan con reportes previos
[9,14] que muestran un número muy bajo de parásitos en infec-
ciones naturales de ovinos. Esta situación puede ser atribuida a
un comportamiento diferente de las cepas de T. vivax actuantes
en ovinos de Venezuela, al comparar con las actuantes en paí-
ses africanos, donde fueron hechos los estudios antes señala-
dos. Definir si los hallazgos aquí descritos corresponden al
comportamiento natural de T. vivax en ovinos en el país, requie-
re estudios que involucren un mayor número de muestras, en
diferentes períodos de tiempo y con la incorporación de anima-
les provenientes de diversas áreas geográficas. No obstante,
estos resultados representan un importante aporte al mostrar el
comportamiento natural de infecciones activas por T. vivax en la
especie ovina, bajo condiciones naturales de explotación en Ve-
nezuela. Altos niveles de parasitemia pueden facilitar la transmi-
sión mecánica por tabanideos y otros dípteros hematófagos. Es
importante notar que los ovinos aquí evaluados estuvieron so-
metidos a un sistema de alimentación, basado exclusivamente
en pastoreo extensivo, en un área enzoótica a tripanosomosis
animal (T. vivax y T. evansi), así como sometidos a un alto reto
de infestación por dípteros hematófagos, principalmente Taba-

nus spp. y Haematobia spp. Debido a que estos dípteros fueron
abundantemente observados (alta densidad de población) du-
rante el proceso de muestreo, se sugiere que ellos pudiesen es-
tar involucrados en la transmisión mecánica de T. vivax en el
área de estudio, como fue sugerido previamente en Venezuela
[12] y en algúnas áreas de África, en las que la mosca tse-tsé
(Glossina spp.) está ausente o en baja densidad poblacional
[14]. Esta alta población de hematófagos puede estar relaciona-
da a factores agroecológicos, principalmente la presencia de
áreas cubiertas de vegetación y amplias áreas anegadizas, las
cuales favorecen el ciclo de vida de estos dípteros [14]. Se re-
quieren estudios adicionales para clarificar en el nivel taxónomi-
co de especies cuáles son los hematófagos actuantes en la
transmisión de T. vivax en Venezuela.

Los ovinos identificados como positivos por métodos
parasitológicos mostraron bajos valores de hematocrito al
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compararlos con los valores encontrados en los animales no
infectados (22,435 vs. 31,450). Una situación similar fue repor-
tada en tripanosomosis en pequeños rumiantes [4]; mientras
que otras investigaciones [14] correlacionaron positivamente el
valor de hematocrito con la condición corporal y negativamen-
te con la presencia de infección tripanosómica en vacunos. Es-
tos autores [14] también reportaron una correlación negativa
entre condición corporal y la infección por T. vivax. En conse-
cuencia, los ovinos infectados pudiesen exhibir una autores-
tricción al movimiento debido a la anemia y mala condición
corporal, lo que posiblemente facilitaría la acción hematófaga
de algunos vectores y la transmisión de tripanosomas entre
ovinos del mismo rebaño y hacia otros rumiantes que estuvie-
sen en las cercanías. Ovinos infectados experimentalmente
con aislados venezolanos de T. vivax han mostrado anemia
severa, disturbios reproductivos y ocasionalmente muertes
[1,19]. Así mismo, caprinos experimentalmente infectados por
T. evansi han mostrado reducciones significativas en los valo-
res de hematocrito, hemoglobina y contaje total de hematíes
[13]. Situaciones similares pudiesen estar ocurriendo bajo
condiciones naturales de infección en Venezuela. Los valores
de hematocrito establecidos soportan este planteamiento; no
obstante, debido a que los ovinos aquí evaluados estuvieron
bajo condiciones naturales de pastoreo y sin un programa sa-
nitario adecuadamente establecido, diversos agentes infec-
ciosos y no infecciosos pudiesen haber influenciado dicho ín-
dice, principalmente helmintos gastrointestinales. Es impor-
tante resaltar que los ovinos en el área de estudio no están
incluidos en los programas preventivos contra tripanosomosis
bovina, en consecuencia, los animales infectados pudiesen
estar desempeñando un importante papel como fuente de tri-
panosomas para los vectores.

Identificación y Caracterización de Tripanosomas por PCR
y Ensayos de PCR-RFLP

Todas las muestras positivas a tripanosomas fueron ca-
racterizadas por PCR como infectadas por T. vivax. No se de-
tectó ninguno de los miembros del subgénero Trypanozoon.
Es importante resaltar que exclusivamente, las muestras que
resultaron parasitológicamente positivas se evaluaron por
PCR, a fin de efectuar la identificación específica de la especie
actuante.

El uso de los oligonucleótidos iniciadores ILO1264/
ILO1265 generó el fragmento esperado (400 pb) cuando el
ADN patrón provino de los ovinos parasitológicamente positi-
vos, así como cuando éste provino de tripanosomas aislados de
búfalos de agua (10) y vacunos (5) naturalmente infectados. Es-
tos tripanosomas de grandes rumiantes fueron previamente ca-
racterizados como T. vivax a través de PCR [5,6]. Todos los
productos de PCR generados de las 26 muestras positivas a tri-
panosomas (diferente origen de hospedador) fueron considera-
dos específicos para T. vivax debido a la alta temperatura de
anillamiento (60°C) y la especificidad de secuencia de los oligo-
nucleótidos usados como iniciadores de reacción. Los resulta-

dos obtenidos concordaron con un reporte previo [9], donde T.
vivax fue la especie predominante en pequeños rumiantes, re-
presentando 49,3% de los tripanosomas detectados. Sin embar-
go, este reporte también señaló la presencia de T. congolense y
T. brucei (15,3 y 7,3%, respectivamente), así como infecciones
mixtas. Otras investigaciones [4] encontraron T. vivax en 25,9%
de las muestras infectadas por tripanosomas, siendo T. congo-

lense la especie más comúnmente detectada (40,7%); infeccio-
nes mixtas (T. congolense - T. vivax y T. vivax - T. brucei) tam-
bién fueron reportadas por estos autores. En el presente estu-
dio, todas las especies de tripanosomas detectadas fueron tipifi-
cadas como T. vivax. No obstante, la evaluación de un mayor
número de muestras pudiese revelar la presencia de infeccio-
nes por T. evansi, particularmente por la abundancia de equinos
y chiguires frecuentemente infectados por ésta última especie
[7], así como por la amplia diversidad de fauna silvestre, poten-
ciales reservorio de T. evansi.

El análisis de RFLP de los amplicones obtenidos por
PCR, mediante el uso de las endonucleasas Pst I, Nde II, BglII,
Hpa II, RsaI, Hae III y Hsp92 II, no reveló ningun perfil que sugi-
riese la existencia de variación intra específica, independiente-
mente del hospedador del cual provino el aislado de T. vivax

(ovejas, búfalos, vacunos) (FIG. 1). A pesar de que para cada
una de las enzimas empleadas se generó un patrón de restric-
ción distintivo, el número de bandas observado para cada enzi-
ma fue idéntico para todas las muestras de ADN de ovinos na-
turalmente infectados y estos perfiles fueron idénticos a aque-
llos obtenidos a partir de ADN de T. vivax de búfalos y vacunos
naturalmente infectados, colectados en la misma área de estu-
dio. Los perfiles de restricción empleando las endonucleasas
Pst I, Nde II y BglII (cada una de ellas con un sitio de restric-
ción, sobre la base de la secuencia nucleotídica publicada [10]),
mostraron las dos bandas esperadas, cada una de las cuales
de aproximadamente 213/186 pb, 133/266 pb y 133/266 pb,
respectivamente (FIG. 1A-C). El empleo de la endonucleasa
Rsa I (también con un sitio de restricción) sólo permitió eviden-
ciar una banda de aproximadamente 349 pb; la banda de me-
nor tamaño esperada (50 pb) no fue observada en el gel (FIG. 1
E). La endonucleasa Hpa II (con tres sitios de restricción: FIG.
1D) mostró el patrón de bandas esperado, sin embargo, no fue
posible distinguir entre las dos bandas de menor tamaño espe-
radas (48 y 49 pb) debido a la migración conjunta de éstas. El
perfil de restricción usando la enzima Hae III (dos sitios de res-
tricción; FIG. 1F) mostró las dos bandas esperadas (207 y 178
pb); sin embargo, tal como se esperaba para geles de agarosa
convencional, la banda de 14 pb no fue observada. El perfil de
bandas empleando Hsp92 II (dos sitios de restricción; FIG. 1G),
mostró solamente una banda, posiblemente debido al similar ta-
maño de los tres fragmentos esperados (143/135/121), difícil de
resolver con geles de agarosa convencional. Es importante no-
tar que los patrones de bandas descritos fueron consistentes en
diferentes experimentos efectuados.

La similitud en los perfiles de restricción entre los diver-
sos aislados de T. vivax permite sugerir una alta similaridad
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FIGURA 1. PERFILES DE PCR-RFLP MEDIENTE EL EMPLEO DE LAS ENDONUCLEASES DE RESTRICCIÓN (A-G): Pst I, Nde

II, BglII, Hpa II, RsaI, Hae III, Hsp92 II. LÍNEA “M”: MARCADOR DE PESO MOLECULAR 100-pb DNA-LADDER. LÍNEA 1 (A-G):
MARCADOR MOLECULAR ESPECÍFICO DE T. vivax AMPLIFICADO POR PCR (400 pb; NO DIGERIDO), COMO

REFERENCIA. LÍNEA 2-8, 9-14 Y 15-19 (A-C); 2-7, 8-10 Y 11-14 (D); 2-4, 5-6 Y 7-8 (E-F); 2-4, 5-6 Y 7-9 (G): FRAGMENTOS
DIGERIDOS PROVENIENTES DE T. vivax AISLADOS DE OVINOS, BÚFALOS Y VACUNOS, RESPECTIVAMENTE/ PCR-RFLP

PATTERNS USING RESTRICTION ENDONUCLEASES (A-G): Pst I, Nde II, BglII, Hpa II, RsaI, Hae III, Hsp92 II. LANE “M”: 100-bp DNA LADDER AS

MOLECULAR MARKER. LINE 1 (A-G): T. VIVAX-SPECIFIC MOLECULAR MARKER PCR AMPLIFIED (400 bp; NO RESTRICTED) AS REFERENCE.

LANE 2-8, 9-14 AND 15-19 (A-C); 2-7, 8-10 AND 11-14 (D); 2-4, 5-6 AND 7-8 (E-F); 2-4, 5-6 AND 7-9 (G): RESTRICTED FRAGMENTS COMING FROM T.

VIVAX ISOLATES FROM SHEEP, BUFFALOES AND CATTLES, CORRESPONDINGLY.



entre éstos, independientemente del origen de hospedador
(ovino, búfalos, vacunos), al menos para el marcador molecu-
lar empleado. Es de gran interés evaluar ADN de aislados de
T. vivax provenientes de diferentes áreas geográficas, así
como el análisis de secuencias y el uso de metodologías más
sensibles en la detección de variabilidad intra específica. Del
mismo modo, evaluar otros marcadores moleculares, tales
como los genes que codifican para las subunidades ribosómi-
cas 18S, 24S y los espaciadores internos transcritos (ITS),
marcadores que debido a su función biológica poseen secuen-
cias de interés filogenético.

Considerando la aparente susceptibiliad de los ovinos a
T. vivax observada en este estudio, el alto grado de parasite-
mia detectado, la similitud en los perfiles de restricción demos-
trada por PCR-RFLP y el hecho que en el país es común la
práctica de mantener rebaños de pequeños rumiantes (sin un
adecuado programa sanitario) en explotaciones cuya actividad
principal es la cría de vacunos y búfalos de agua, se resalta la
importancia y utilidad de incluir pequeños rumiantes en los
programas quimioprofilácticos y quimioterapeúticos para T. vi-

vax como una vía de reducir la prevalencia general de infec-
ciones activas por este protozoario.

La habilidad para identificar T. vivax en ovinos de una
importante área ganadera de Venezuela, así como de corre-
lacionar estos aislados con otros de vacunos y búfalos de
agua de la misma área de estudio, representa una informa-
ción epidemiológica muy útil concerniente al papel de estos
pequeños rumiantes como portadores de infecciones por T.

vivax y el factor de riesgo potencial que pudiese significar el
mantener estos animales pastoreando junto con otros anima-
les susceptibles a la infección por T. vivax sin un programa
preventivo bien estructurado. En Venezuela, Tabanus spp. y
otros dípteros hematófagos han sido asociados con infección
tripanosómica; sin embargo, el papel de éstos en la transmi-
sión aún es incierto. Al mismo tiempo, el papel de otros ani-
males domésticos y silvestres en la epidemiología de T. vivax

requiere ser clarificado a fin de lograr una mejor comprensión
de la tripanosomosis por este protozoario y establecer ade-
cuadas medidas de control.

CONCLUSIONES

El papel de los ovinos como potenciales fuentes de in-
fección de T. vivax en el área de estudio parece ser de signifi-
cativa importancia. En este estudio se detectó un porcentaje
de infecciones activas de 4,35%, mediante métodos parasito-
lógicos de baja sensibilidad. Estos pequeños rumiantes pudie-
sen portar no solo T. vivax, sino también otras especies de tri-
panosomas. Este estudio indica que T. vivax pudiese ser una
importante causa de reducción de la productividad en peque-
ños rumiantes, así como que estos ovinos pueden actuar
como fuente de infección para vacunos y búfalos. Investigacio-
nes adicionales pudiesen proveer más información al respecto.

Resultados de PCR/PCR-RFLP soportan que T. vivax es la
principal especie de tripanosoma en los ovinos del área de es-
tudio y que esta especie pudiese estar genéticamente relacio-
nada con los aislados encontrados en vacunos y búfalos de
agua. Estos datos muestran que los ovinos desempeñan un
papel importante en la epidemiología de la tripanosomosis de-
bida a T. vivax y consecuentemente deberían ser incorporados
en los programas terapéuticos y preventivos contra tripanoso-
mosis bovina.
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