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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar parasitológica y serológi-
camente la presencia de Anaplasma spp., Trypanosoma spp. y
Babesia spp. en venados de cola blanca (Odocoileus virginia-

nus) en una región del Edo. Apure, en la cual coexisten con bo-
vinos (Bos taurus), equinos (Equus caballus) y chigüires (Hydro-

choerus hydrochaeris) infectados con estos hemoparásitos.
Para ello se capturaron cinco venados de cola blanca en el hato
El Cedral y se determinó la infección por estos patógenos me-
diante frotis de sangre y por ensayos serológicos, empleando la
prueba de inmunofluorescencia e inmunoblot (Western Blot) en
la cual se utilizaron como antígenos, extracto soluble de Trypa-

nosoma evansi y la proteína recombinante mayor de superficie
MSP5 de Anaplasma margínale. Mediante observación de frotis
sanguíneo, dos venados resultaron positivos a A. marginale y
ninguno a Trypanosoma spp. o Babesia spp. Por otro lado, un
venado resultó positivo serológicamente a A. marginale y dos a
T. evansi. Estos resultados sugieren que Odocoileus virginianus

podría estar participando en el ciclo natural de la rickettisa A.

marginale y de T. evansi, en conjunto con otros hospedadores
como Bos taurus, Equus caballus y Hydrochoerus hydrochaeris

de esta región de Venezuela.

Palabras clave: Hemotrópicos, Anaplasma, Trypanosoma, ve-
nados, Venezuela.

ABSTRACT

The objective of this research was the parasitology and serol-
ogy evaluation of the presence of Anaplasma spp., Trypano-

soma spp. y Babesia spp in white tail dear (Odocoileus virgin-

ianus) in a region of Apure State in which them coexist with in-

fected bovines (Bos taurus), horses (Equus caballus) and

capybaras (Hydrochoerus hydrochaeris). For that, five white-
tailed deer were captured in the Cedral Ranch, and the infec-
tion by these parasites where explored through blood smear
and serological assays by inmunofluorescen and inmunoblot
(Western Blot) using as antigens the soluble sonicated of Try-

panosoma evansi and the recombinant Mayor Surface Protein
(MSP5) of Anaplasma marginale. Two deers were detected
positive for Anaplasma marginale by stained blood smear and
no positives for Trypanosoma spp. or Babesia spp. One deer
was seropositive for A. marginale and two were seropositive
for Trypanosoma evansi. The above results suggest that the
Odocoileus virginianus could be participating in the natural he-
motropic cycle of A. marginale and T. evansi, together with the
extensive production of Bos taurus, Equus caballus and
Hydrochoerus hydrochaeris in this region of Venezuela.

Key words: Hemotrópics, Anaplasma, Trypanosoma, deers,
Venezuela.

INTRODUCCIÓN

La anaplasmosis, tripanosomosis y babesiosis son en-
fermedades de interés veterinario que afectan a una amplia
gama de mamíferos propiciando grandes pérdidas económicas
en explotaciones de bovinos (Bos taurus y Bos indicus) [14].
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La anaplasmosis bovina es causada principalmente por Ana-

plasma marginale [2,13] organismo que se localiza dentro de
los glóbulos rojos, tiene forma esférica y un tamaño de 0,2 a 1
µm [6]. El A. marginale es transmitido principalmente por ga-
rrapatas Ixodidae, tales como Rhipicephalus (Boophilus) mi-

croplus y Dermacentor spp. [9].

La babesiosis es causada por hemotrópicos intraeritroci-
ticos del género Babesia, y su morfología se asemeja a una
pera con dimensiones que oscilan entre 1 a 5 µm. Su transmi-
sión ocurre principalmente por garrapatas (Boophilus micro-

plus) [8]. En Latinoamérica, la babesiosis bovina es causada
por B. bigemina y por B. bovis [15] y la babesiosis equina por
Theileria equi y Babesia caballi [21].

En Suramérica es aceptado generalmente que, la tripa-
nosomosis bovina es causada por Trypanosoma vivax y la tri-
panosomosis equina por T. evansi y T. equiperdum [16]. Los
tripanosomas son parásitos extracelulares que en su forma tri-
pomastigota poseen una longitud que varia ampliamente entre
2 y 33 µm. La región anterior es cónica con núcleo en posición
central, poseen un flagelo y una membrana ondulante. En
América son transmitidos mecánicamente por dípteros hema-
tófagos [4].

Estas enfermedades están ampliamente distribuidas,
tanto en Venezuela como en otros países tropicales y subtropi-
cales, causando efectos negativos en la salud y productividad
del ganado bovino y equino [14]. Anteriormente, se ha reporta-
do el venado (Odocoileus virginianus) como reservorio de la
anaplasmosis bovina [3, 17], así como también se ha encon-
trado o infectado experimentalmente T. evansi y T. vivax en
venados silvestres [1, 5, 20]. Respecto a la babesiosis, no se
ha reportado en venados la presencia de los géneros que cau-
san la babesiosis bovina o equina, sin embargo, estos ungula-
dos presentan otras especies silvestres de Babesia spp. [11].

Debido al interés que existe en la salud y productividad
del ganado bovino y equino, el principal objetivo del presente
trabajo fue evaluar directa e indirectamente la presencia de: A.

marginale, T. vivax, T. evansi y Babesia spp. en venados de
cola blanca (Odocoileus virginianus), los cuales coexisten, tan-
to con el ganado bovino como con el equino, en los llanos de
Venezuela.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestreo

El muestreo fue realizado en el hato “El Cedral”, munici-
pio Mantecal, estado Apure, Venezuela, en los meses de
mayo y septiembre del 2001. Se capturaron cinco venados y
con la finalidad de tranquilizarlos se utilizó un rifle de dardos
(DIS-50K, ACES, EUA.) conteniendo 100 mg de Xilazina y 200
mg de Ketamina; al concluir el muestreo se utilizó como rever-
sor 2 mL de Yohimbine. Una vez sedado el animal fue identifi-
cado con un zarcillo de plástico que se colocaba en la oreja

derecha, cada zarcillo contenía una letra del abecedario (A; B;
C; D; E), de esta manera se evitó la recaptura del animal. Una
vez capturado y dormido el animal se sangró de la vena yugu-
lar por medio de una punción con una jeringa estéril, recolec-
tando la muestra de sangre en tubos con y sin sal sódica del
ácido etilendiamino-tetra-acético (EDTA) a una concentración
final de 0,15%. Del tubo sin EDTA se obtuvo el suero para la
detección de anticuerpos anti agentes hemotrópicos y las
muestras conteniendo EDTA se usaron para el diagnóstico pa-
rasitológico.

Diagnóstico parasitológico

Las muestras de sangre colectadas en los tubos con
EDTA fueron empleadas para determinar la infección activa
por Anaplasma spp., Trypanosoma spp., y Babesia spp. me-
diante frotis de capa fina teñidos con May-Grunwald/Giemsa.
La técnica de microhematocrito (Woo) se utilizó para detectar
la presencia de Trypanosoma spp. en movimiento [23].

Elaboración del conjugado Anti- IgG de venado para
los ensayos serológicos

Inmunoglobulinas G (IgG) de venado purificadas según
la metodología descrita [7] fueron utilizadas para producir un
inmunosuero anti-IgG de venado en conejo (Oryctolagus cuni-

culus). Para ello 1, mg de proteína emulsificada en 1 mL de
adyuvante completo de Freund se inoculó por vía subcutánea
en un conejo. New Zeland. Una segunda inoculación se admi-
nistró luego de 21 días (d), empleando el mismo protocolo
pero con adyuvante Incompleto de Freund. A los 15 d se san-
gró el conejo por la vena marginal de la oreja, el suero obteni-
do se almacenó a -20°C (refrigerador G&E, Venezuela) y pos-
teriormente se utilizó para purificar IgG de conejo anti-IgG de
venado que fueron acopladas a peroxidada [22] para obtener
un conjugado a ser utilizado en el ensayo inmunoenzimático
de Western Blot o con fluoresceína para los ensayos de inmu-
nofluorescencia indirecta [18].

Ensayo serológico “Western Blot”

Este ensayo se utilizó para detectar anticuerpos an-
ti-Trypanosoma spp. y anti-Anaplasma marginale utilizando
como material antigénico, extractos de T. evansi y la proteína
recombinante Mayor de Superficie 5 (MSP5r de sus iniciales
en inglés) de Anaplasma marginale [10, 12]. El material antigé-
nico (MSP5r y extractos de T. evansi) fueron sometidos a una
electroforesis en geles de acrilamida al 12%, en condiciones
disociantes, posteriormente electro-transferidos a una mem-
brana de nitrocelulosa [19]. Para ello se incubó el gel de polia-
crilamida, la membrana de nitrocelulosa y los filtros (Nº
1703960, BioRad, Hercules, EUA) en tampón de transferencia
(Glicina 39 mM, Tris 48 mM, SDS 0,0375 %, metanol 20% pH
8.0). Posteriormente se realizó la transferencia en el sistema
Trans-Blots semi-dry (BioRad, Hercules, EUA), sometiendo el
mismo a una corriente constante de 150 mA por 45 minutos
(min). Una vez transferidas las proteínas a la membrana de ni-
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trocelulosa se procedió a realizar el ensayo, iniciando con un
bloqueo durante 1 hora en solución salina tamponada (Tris-
HCl, pH 7,5 con 5% de leche descremada). Posteriormente,
las membranas fueron incubadas a 4°C con los diferentes sue-
ros diluidos 1:50 en la misma solución salina tamponada (dilui-
da 1:3) hasta el día siguiente, se lavó con la solución salina
tamponada conteniendo 0,05% Tween-20, y se incubó el con-
jugado anti-venado diluido 1:250. Finalmente se lavó nueva-
mente y se visualizó la reacción con la solución 4-Cloro 1-naf-
tol (Sigma, San Luis, EUA) y agua oxigenada. Como controles
positivos se utilizaron suero de un bovino infectado experimen-
talmente con A. marginale y suero de un ovino (Ovis aries) in-
fectado experimentalmente con T. evansi. Como control nega-
tivo se utilizó suero de un ovino sano.

Ensayo serológico de inmunofluorescencia indirecta

Este ensayo se utilizó para detectar la posible presencia
de anticuerpos anti-T. evansi y anti- Babesia spp., utilizando
como material antigénico frotis sanguíneos de un ratón (Mus

musculus) fijados con acetona el cual fue infectado experimen-
talmente con T. evansi, cuya parasitemia era de 5-6x106 Tripa-
nosomas/mL y frotis sanguíneos de un bovino infectado expe-
rimentalmente con Babesia bovis, cuya parasitemia era de
2,42%. Siguiendo la metodología de Todorovic y Long [18], la
sangre, tanto del ratón como del bovino fue lavada con tampón
fosfato salino (PBS) pH 7,2 y resuspendida en PBS al 2% al-
bumina bovina. Posteriormente se realizaron los frotis de san-
gre, los cuales se fijaron con acetona. Utilizando material oleo-
so, se demarcó la región en la que se colocaron los sueros
problemas, los mismos se prepararon a una dilución 1:40 y se
incubaron en un envase de plástico por 30 min a 37°C. Luego

se hizo un lavado con PBS y se añadió en cada pozo el conju-

gado IgG de conejo anti-IgG de venado acoplado a fluoresceí-
na y se incubó a 37°C por 30 min. Posteriormente se realizó
un último lavado y se observaron los frotis bajo el microscopio
para fluorescencia (Leitz epiiluminación, 100x, Alemania) en
un cuarto oscuro. Como control positivo se utilizó suero de un
ratón infectado experimentalmente con T. evansi y suero de un
bovino infectado experimentalmente con B. bovis, y como con-

trol negativo suero de ratón y bovino sanos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

De los cinco venados capturados, solo dos, el D y el E,
resultaron positivos a A. marginale utilizando el diagnóstico pa-
rasitológico, TABLA I y FIG. 1, con una parasitemia de 1,14 y
1,51%, respectivamente. En la FIG. 2 se pudo observar que,
solo el suero del venado A presentó una mayor reactividad an-
ti-MSP5r de Anaplasma marginale, a pesar de que en los frotis
sanguíneos de dicho venado no se encontró este hemotrópico.
Por otra parte, en la FIG. 3 se observó que los sueros de los
venados C y D presentaron una intensa banda de reacción
con un polipéptido de aproximadamente 58 Kd del extracto an-
tigénico, lo cual es consistente con la presencia de anticuerpos
anti-Trypanosoma spp.
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TABLA I

DIAGNÓSTICO PARASITOLÓGICO POR FROTIS
SANGUÍNEOS COLOREADOS

Venado Anaplasma spp. Trypanosoma spp. Babesia spp.

A Negativo Negativo Negativo

B Negativo Negativo Negativo

C Negativo Negativo Negativo

D Positivo (1,14%) Negativo Negativo

E Positivo (1,51%) Negativo Negativo

Entre paréntesis valores expresados como porcentaje de eritrocitos
infectados en 100 campos observados.

FIGURA 1. FROTIS SANGUÍNEO DE VENADO (Odocoileus

virginianus) FIJADO Y COLOREADO CON MAY-
GRUNWALD/GIEMSA (100x) MOSTRANDO ERITROCITOS
INFECTADOS CON Anaplasma marginale. LOS CUERPOS
DE INCLUSIÓN (FLECHAS) ESTÁN LOCALIZADOS EN LA
PERIFERIA DEL ERITROCITO.

KDa

25

A B C D E O+

FIGURA 2. ENSAYO INMUNOENZIMÁTICO “WESTERN
BLOT” CONTRA LA PROTEÍNA RECOMBINANTE DE Ana-

plasma marginale (MSP5R). LAS LÍNEAS A, B, C, D Y E IN-
DICAN LA IDENTIFICACIÓN DE LOS SUEROS DE VENA-
DO. LA LÍNEA O+ REPRESENTA EL CONTROL POSITIVO
(SUERO DE OVINO EXPERIMENTALMENTE INFECTADO
CON Anaplasma marginale).



Con el ensayo de inmunofluorescencia indirecta se en-
contró nuevamente que los sueros de los venados C y D te-
nían anticuerpos anti-Trypanosoma spp, y no se observó nin-
guna reacción anti-Babesia (no mostrado).

De los tres géneros de hemotrópicos (Anaplasma,
Trypanosoma y Babesia) buscados en venados (Odocoileus

virginianus) en este estudio, solo A. marginale fue encontrado

de forma directa por frotis de sangre en los venados D y E. El
suero del venado A reaccionó positivamente contra la proteína
recombinante de A. marginal (rMSP5), sin embargo, no se ob-
servó este hemotrópico en la sangre de este venado, lo cual
sugiere que la presencia de este microorganismo era muy baja
o inexistente pero que ciertamente estuvo infectado en algún
momento con esta rickettsia pues aún se muestra seropositivo.
Contrariamente los venados D y E fueron seronegativos pero
positivos parasitologicamente. Esto es consistente con la posi-
ble presencia de una infección reciente que aún no ha genera-
do una respuesta inmune por anticuerpos detectables. Los
sueros de los venados C y D reaccionaron consistentemente
de forma positiva por Western Blot e inmunofluorescencia indi-
recta a T. evansi, aunque la presencia del parásito no pudo ser
detectada por métodos directos. Debido a la reacción cruzada
que existe dentro de género Trypanosoma, la sola presencia
de anticuerpos anti T. evansi no permite diferenciar la especie
de este protozoo entre T. evansi o T. vivax.

CONCLUSIONES

La observación directa de Anaplasma marginale median-
te frotis sanguíneos y la detección de anticuerpos anti- A. mar-

ginale y anti- T.evansi sugiere que el venado Odocoileus virgi-

nianus, podría estar participando como hospedador o reservo-
rio natural en esta área de los llanos de Venezuela. Este estu-
dio abre una línea de investigación para comprobar si real-
mente el venado Odocoileus virginianus es reservorio natural
de A. marginale y T. evansi que afectan de forma negativa el
ganado bovino y equino en Venezuela. Para esto, es necesa-
rio estudiar otros factores como la identificación de los vecto-
res en el área, el potencial de transmisión de los hemotrópicos
del venado a bovinos y equinos, y viceversa, así como la pato-
genecidad de los hemotrópicos provenientes del venado y que
pudieran transferirse al ganado.
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