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RESUMEN

Uno de los problemas más comunes del trabajo con Trypano-

soma vivax, es la supervivencia y criopreservación de este
protozoario, lo cual origina pérdida de aislados de campo y
errores en exámenes parasitológicos. Se propone evaluar la
supervivencia in vivo en condiciones de campo y criopreserva-
ción de T. vivax. Para determinar la supervivencia, la sangre
se sometió a temperatura ambiente y refrigeración a 4°C, lue-
go se determinó la sobrevivencia en el tiempo. Para el estudio
de criopreservación, se emplearon dos crioprotectores de dife-
rente naturaleza química: glicerol 10% y DMSO 5% de con-
centración final. Además, la criopreservación se realizó bajo
tres condiciones de almacenamiento en nitrógeno líquido: 1)
fase gaseosa 2) líquida y 3) combinación de ambas. Durante
la evaluación de la supervivencia, se observó que la sobrevi-
vencia de T. vivax en sangre refrigerada disminuyó significati-
vamente (P<0,01), en comparación con aquellas sometidas a
temperatura ambiente. Sin embargo, la sobrevivencia de éstos
últimos comienza a disminuir luego de 6 horas, aunque algu-
nos hemoparásitos permanecieron viables hasta 24 horas
post-recolección. Para evaluar la criopreservación, al cabo de
dos semanas, se descongelaron los crioviales, se determinó la
sobrevivencia, resultando negativas las muestras sometidas a
congelamiento directo en fase líquida. Los otros dos métodos
empleados, resultaron similares (estadísticamente no significa-
tivos), el glicerol 10% resultó con mayor número de parásitos
viables. En conclusión, se determinó que, las muestras infecta-

das con T. vivax deben evaluarse antes de 8 horas post-reco-
lección y mantenerlas a temperatura ambiente. Por otra parte,
el congelamiento debe realizarse en primera instancia en fase
gaseosa o combinación gaseosa/líquida, empleando glicerol
10%. Estos resultados, permiten sugerir la mejor metodología
a ser empleada para la supervivencia de los parásitos antes
de exámenes parasitológicos directos, así como también las
condiciones óptimas para la criopreservación del Trypanoso-

ma vivax.

Palabras clave: Trypanosoma vivax, crioprotectores, congela-
miento, criopreservación, supervivencia.

ABSTRACT

One of the common problems working with Trypanosoma vivax

is its survival and cryopreservation, which originates loss of
field isolates and parasitological examinations mistakes. The
aim of this paper was to study the best methodologies for in

vivo survival under field conditions and cryopreservation of the
T. vivax. In order to study complete blood survival of T. vivax,

two surviving conditions were tested at: room temperature and
refrigeration at 4°C. The result shows that surviving in cooled
sampled diminished significantly (P<0.01) compare with room
temperature. Nevertheless, surviving of room temperature
parasite begins to diminish after 6 hours, although some para-
sites remained viable up to 24 hours post-harvesting. Cryopre-
servation studies were made under three liquid nitrogen stor-
age conditions: 1) gaseous phase 2) liquid and 3) gaseous/ liq-
uid phase combination (glycerol 10% and DMSO 5%, were
used as cryoprotectants). After two weeks and defrost the sur-
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vive of T. vivax from cryovials determined. The result show
that: a) direct freezing in liquid phase samples were negative
and b) the other two methodology were positive and statisti-
cally similar, glycerol 10% resulted with the greatest number of
viable parasites. In conclusion, these results suggest that the
best methodologies for conservation under field conditions,
were that the samples infected with T. vivax must be evaluated
before 8 hours post-harvesting at room temperature and cryo-
preservation condition of the T. vivax, must be made in gase-
ous phase or gaseous/liquid phase combination.

Key words: Trypanosoma vivax, cryoprotectants, freezing,
cryopreservation, survival.

INTRODUCCIÓN

La tripanosomosis, es una de las principales enfermeda-
des de interés veterinario ampliamente difundida en las regiones
tropicales de África, América Latina y algunas regiones de Asia
[4]. Trypanosoma (Dutonella) vivax (T. vivax) es un parásito que
afecta bovinos (Bos taurus, Bos indicus), ovinos (Ovis aries), ca-
prinos (Capra hircus), búfalos (Bubalus bubalis) y cérvidos salva-
jes (Odocoileus gymnotis), ubicándose principalmente en sangre,
linfa y ganglios linfáticos [4, 8, 11, 14]. Esta enfermedad se ca-
racteriza por: anemia, fiebre, pérdida progresiva de peso y dete-
rioro de condición física general. Además afecta negativamente
la fertilidad, tanto en machos como hembras, y ocasiona signifi-
cantes pérdidas en la producción de leche, carne e incluso la po-
sible muerte de los animales afectados [1, 19, 21-23].

El diagnóstico parasitológico directo de esta enfermedad
es ampliamente utilizado, debido a su simplicidad, economía y
rapidez. De éstos, uno de los más empleados es el método de
Woo o MHC (Concentración de microhematocrito) [25], debido a
su superior sensibilidad. Sin embargo, para realizar esta prue-
ba, se requiere que los hemoflagelados estén vivos, pues la
prueba detecta realmente el movimiento de los parásitos [21].

Por otra parte, en las investigaciones con T. vivax, se cru-
zan numerosas dificultades para tratar de aislar el parásito y re-
producirlo en animales de laboratorio [9]. En este sentido, se ha
utilizado la esplecnetomía o la inyección de suero ovino con el
inóculo, para inducir parasitemia en ratones (Mus musculus) y ra-
tas (Rattus rattus). Sin embargo, sólo algunos aislados de T. vi-

vax han sido adaptados exitosamente a los roedores. Además de
esto, se ha observado que estos aislados adaptados a roedores
no logran inducir altas parasitemias [8, 9, 11].

Los métodos de propagación y preservación de parási-
tos in vivo o in vitro, tienen algunas limitaciones las cuales in-
cluyen: elevado costo, pérdida de aislados por contaminación
de bacterias y hongos, así como también cambios de caracte-
rísticas biológicas y metabólicas propias [16, 20]. No obstante,
mediante la criopreservación utilizando sustancias crioprotec-
toras y tiempos de congelación correctos, se ven disminuidas
las desventajas señaladas anteriormente [16].

Sin embargo, la concentración, tipo de crioprotector y
tasa de congelación/descongelación, son factores que afectan
la viabilidad del parásito después de la criopreservación [12,
16]. Además, existen varias sustancias crioprotectoras, entre
las más utilizadas para el almacenamiento de células están: el
glicerol, dimetil sulfóxido (DMSO) y polivinil-pirrolidona (PVP)
[16]. Estos agentes protegen las células revistiéndolas, permi-
tiendo la disminución del punto de congelamiento del medio
celular, alterando el patrón de cristalización en la formación de
hielo extracelular [12, 18, 24].

El objetivo de esta investigación consistió, por una parte,
evaluar la sobrevivencia in vivo de los hemoflagelados en condi-
ciones de campo, a fin de establecer el tiempo máximo en el cual
la muestra debe ser procesada, bien para realizar un examen pa-
rasitológico directo o para criopreservar la muestra, debido a que
es trascendental conocer cuanto tiempo duran los tripanosomas
vivos a nivel de campo, luego de tomada la muestra.

El otro objetivo del presente trabajo, fue probar dos crio-
protectores (DMSO y glicerol) y diferentes formas de congelar
los crioviales para aumentar en lo posible la tasa de sobrevi-
vencia de los viales almacenados en nitrógeno líquido.

MATERIALES Y MÉTODOS

Infección Experimental

Se utilizó un ovino mestizo de 6 meses de edad y de 20
kg pv, el cual fue previamente evaluado parasitológicamente
(Woo) y serológicamente (ELISA) resultando negativo a tripa-
nosomosis.

El animal fue inmunosuprimido con dexametasona,
empleando para ello un protocolo de cinco (5) dosis de
2mg/kg, vía IV, de manera interdiaria. Simultáneamente con
la cuarta dosis, se inocularon 2 mL de sangre infectada con
T. vivax proveniente de un bovino parasitológicamente posi-
tivo por la técnica de Woo (++) [25], procedente de Tembla-
dor, estado Monagas, Venezuela, criopreservado con glice-
rol 10% de concentración final en una solución buffer fosfato
salino (PBS-G), 0,02 M y 150 mM NaCl, pH 7,2 conteniendo
1% de glucosa.

Una vez inoculado, el ovino fue evaluado después de la
infección experimental. Para ello, se dejaron transcurrir dos
días después de la inoculación y se comenzó a realizar prue-
bas diarias para determinar la presencia del parásito en san-
gre total utilizando la técnica de Brener [2] para la cuantifica-
ción, frotis de gota gruesa y técnica de Woo [25] para la eva-
luación parasitológica, determinación de hematocrito y medi-
ción de temperatura corporal para la evaluación de la evolu-
ción clínica. Cuando el animal infectado alcanzó una parasite-
mia de 3,49 x 106 tripanosomas/ml, el día 10 post-infección, se
procedió a realizar el análisis de sobrevivencia y criopreserva-
ción de los parásitos.
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Evaluación de la supervivencia de Trypanosoma vivax

El ensayo se condujo, evaluando muestras colectadas
en la vena yugular empleando tubos Vacutainer® con EDTA.

Una vez que el ovino alcanzó la parasitemia 3,49 x106

trip/mL, se procedió a determinar la concentración de parásitos
contenidos en 5 µL de sangre infectada en diferentes tiempos y
temperaturas, respectivamente. Para ello se utilizó un microsco-
pio óptico (marca Zeizz®, Modelo Montagesutz T-UL, Alemania),
objetivo 40X, portaobjetos y cubreobjetos tradicionales. Se conta-
ron 20 campos de microscopio, y el resultado se promedió multi-
plicándose por 100 y el factor de microscopio (30,4319) además
del factor dilución 200 [2] en los tiempos: 0; 2; 4; 6; 8 y 24 horas
y finalmente, se evaluó la sobrevivencia. Las temperaturas bajo
las cuales se mantenían las muestras fueron: Temperatura Am-
biente (TA), aproximadamente, 25- 28°C y refrigeración (4°C).

Criopreservación de Trypanosoma vivax

Para ambos agentes crioprotectores, se empleó el proto-
colo propuesto por Ndao y col. [17], con ciertas modificaciones
de PBS-G [13]. Los agentes crioprotectores empleados fueron:
glicerol 20% concentración final y DMSO mezclado al 10% en
PBS-G en partes iguales con sangre infectada con tripanoso-
mas, de manera que la concentración final quedara al 10 y
5%, respectivamente. Posteriormente, se colocaron 200 µL de
la mezcla en crioviales Nalgene®. Se almacenaron en un tan-
que con nitrógeno, divididos en tres grupos cada uno. El pri-
mer grupo se sometió a fase gaseosa (FG), (vapores de nitró-
geno -140°C, aproximadamente), el segundo se sumergió en
la fase líquida del Nitrógeno (-196°C) y el tercer grupo de crio-
viales se sometieron a fase gaseosa y luego la siguiente se-
mana, colocados en fase líquida (FG/NL). Pasadas dos sema-
nas, se evaluaron los crioviales y se realizó el contaje de pará-
sitos vivos por el método de Brener [2].

Análisis estadísticos

Se tabularon los datos para los diferentes tiempos y con-
diciones evaluadas. Se aplicó una prueba de t-student a los re-
sultados obtenidos, con correcciones de Welch de resultados
no pareados, utilizando el software estadístico GraphPad InS-
tat versión 3,05 [10].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Parasitemia

Diez días después de la inoculación del ovino, se deter-
minó la parasitemia por el método de Brener [2] en 3,49x106

tripanosomas/mL, equivalente a 5,27 parásitos/campo, utili-
zando el objetivo 40 X.

Una vez determinada la parasitemia, se extrajeron dos tu-
bos Vacutainer® con EDTA a fin de realizar las pruebas de so-
brevivencia a temperatura ambiente (TA) y refrigerada (4°C), así
como también para el experimento de la criopreservación.

Evaluación de la supervivencia de T. vivax, a temperatura
ambiente y refrigerada

La evaluación de la sobrevivencia de T. vivax, se aprecia
en la FIG. 1, se observan las variaciones poblacionales de los
protozoarios en el tiempo, tanto a TA como 4°C. En el caso de
las muestras evaluadas a TA, se observó mayor sobrevivencia
de parásitos en las diferentes horas evaluadas. En este senti-
do, las muestras luego de 6 a 8 horas de recolección, mantie-
nen la carga parasitaria entre 92 y 89%, respectivamente. Pos-
teriormente, a las 24 horas de recolección, se observó que la
sobrevivencia de tripanosomas se redujo a un 13%.

Por otra parte, en las muestras conservadas a 4°C se
observó que los parásitos eran viables en un 92% hasta las 4
horas. Luego de 6 horas, se evidenció una marcada reducción
en la viabilidad de los parásitos quedando solamente 17% via-
bles y a las 8 horas el 0,29%, hasta la desaparición total de los
hemoflagelados a las 24 horas post-recolección.

Al comparar las curvas TA y 4°C entre si, no se obser-
van diferencias a las 0; 2 y 4 horas, sin embargo, a las 6; 8 y
24 horas, se encontraron diferencias altamente significativas
(P<0,01), debido a la mayor sobrevivencia descrita a TA.

Sin embargo, Ekwurure y col. [5], reportaron resultados
contrarios a este estudio, empleando un aislado africano de T.

vivax. Ellos encontraron que en sangre de ovejas y cabras in-
fectadas, el número de parásitos permanecía constante por 24
horas, cuando la muestra es refrigerada. Es posible que el he-
cho de ser aislados de continentes diferentes, proporcione re-
sultados diferentes. De hecho, recientes trabajos genéticos su-
gieren que los aislados Suramericanos, del este y oeste africa-
no podrían ser clasificados como subespecies o especies rela-
cionadas a T. vivax [3].
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FIGURA 1. PARASITEMIA DE T. vivax, A TEMPERATURA
AMBIENTE Y REFRIGERACIÓN. LÍNEA CON CUADROS
(- -): SUPERVIVENCIA DE T. vivax A TEMPERATURA AM-
BIENTE. LÍNEA CON TRIÁNGULOS (- -): SUPERVIVENCIA
DE T. vivax a 4°C / PARASITAEMIC OF T. vivax AT ROOM TEMPE-

RATURE AND REFRIGERATION. LINE WITH SQUARES (- -): SURVI-

VAL OF T. vivax AT ROOM TEMPERATURE. LINE WITH TRIANGLES

(- -): SURVIVAL OF T. vivax AT ROOM 4°C.



En Venezuela, otras investigaciones [7] también han
evaluado la sobrevivencia de T. vivax en condiciones experi-
mentales, reportando viabilidad satisfactoria hasta 24 horas y
sin reducción de la masa parasitaria. Sin embargo, estos auto-
res mezclaron la sangre con RPMI 1640 y quizás este medio
enriquecido en aminoácidos, permitió la sobrevivencia por ma-
yor tiempo. Además, Meléndez [15] estudió infecciones en ovi-
nos (Ovis aries), después de la criopreservación prolongada
de T. vivax, reportando curso de infecciones similares a hemo-
flagelados no criopreservados, señalando que el método de
criopreservación con glicerol al 8% no altera la patogenicidad
ni la infectividad de los aislados almacenados por 3 y 4 años
respectivamente.

Evaluación y/o contaje de parásitos criopreservados
post-congelación

Con la finalidad de evaluar la criopreservación, se utili-
zaron dos crioprotectores (DMSO y glicerol) y tres condicio-
nes de almacenamiento (fase gaseosa, líquida y combina-
ción de ambas).

En la FIG. 2, se observa mayor cantidad de tripanoso-
mas vivos en las muestras criopreservadas en fase gaseo-
sa, empleando como agente crioprotector el glicerol a una
concentración final de 10%. Los parásitos criopreservados
mediante la combinación de las dos fases y ambos agentes
crioprotectores, evidenciaron una disminución en el número
de parásitos vivos. Para el caso de las muestras criopreser-
vadas directamente en la fase líquida del nitrógeno, no hubo
sobrevivencia.

Curiosamente, en las muestras criopreservadas en fase
gaseosa y combinación de ambas, el número de tripanosomas
viables resultaron estadísticamente no significativos, entre am-
bos crioprotectores usados. No obstante, resultó mayor núme-

ro de parásitos viables cuando se empleó la fase gaseosa y el
glicerol a 10%, con el 15% de sobrevivencia, a diferencia de
4% cuando se utilizó DMSO. Mientras con la metodología mix-
ta, se observó sobrevivencia de parásitos entre 1 y 3% em-
pleando DMSO y glicerol, respectivamente. Estos resultados
coinciden con Miyake y col. [16], quienes reportan efectos de
varias condiciones de congelamiento sobre la sobrevivencia
de algunos protozoarios después de la criopreservación, don-
de DMSO al 10% y glicerol al 15% resultaron con mejor efec-
tos crioprotector que otros seis agentes evaluados. Otros tra-
bajos de criopreservación de T. vivax adaptado a rata, emplea-
ron dos crioprotectores: glicerol 10,9% y DMSO 5% de con-
centración final, colocados en alícuotas de volúmenes 100 µL
y 200 µL. Reportando que el glicerol permite mayor sobrevi-
vencia de parásitos con 90 y 57%, respectivamente. Mientras
que en el caso del DMSO, se obtuvo 35 y 29% para ambas alí-
cuotas evaluadas [17]. Trabajando con aislados venezolanos,
Espinoza y Tortolero [6], estandarizaron un método simple de
criopreservación para T. vivax, empleando DMSO a concentra-
ciones finales de 10; 5 y 2,5%, indicando sobrevivencia de los
tripanosomas, sin embargo al 2,5% observaron parásitos
muertos o sin movilidad y al 10%, no encontraron resultados
favorables. Mientras, que la concentración de glicerol al 8%,
resultó ser la más satisfactoria que las anteriores.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El período de tiempo para realizar el procesamiento de
muestras sanguíneas infectadas con tripanosomas, no debe
exceder de 8 horas post-recolección y debe conservarse a
temperatura ambiente. Es importante destacar, que esto es
válido, tanto para la criopreservación de la muestra, como
para el examen parasitológico de Woo, el cual, requiere los
parásitos vivos.

En caso que la muestra sea refrigerada, debe ser proce-
sada antes de las 4 horas post-recolección ya que como se
observa en la FIG. 1, la refrigeración disminuye drásticamente
la carga parasitaria existente.

Estos resultados sugieren que para realizar la criopre-
servación de T. vivax, es más recomendable mantener el crio-
preservado en la fase gaseosa del nitrógeno líquido. También
se sugiere utilizar glicerol al 10% en PBS (0,02 M y 150 mM
NaCl, pH 7,2 conteniendo 1% de glucosa).
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FIGURA 2. PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA Y CRIO-
PRESERVACIÓN DE T. vivax BAJO TRES CONDICIONES
DE ALMACENAMIENTO EN NITRÓGENO LÍQUIDO. BARRA
NEGRA: DMSO, BARRA CON LÍNEAS: GLICEROL/ SURVI-

VAL PERCENTAGE AND CRYOPRESERVATION OF T. vivax UNDER

THREE CONDITIONS OF LIQUID NITROGEN STORAGE. BLACK BAR:

DMSO, BAR WITH LINES: GLYCEROL.
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