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RESUMEN

La tripanosomosis equina es una enfermedad estacional y en-
zodtica en algunos Estados de Venezuela, causando alta mor-
bilidad y baja mortalidad en rebafios de caballos ubicados par-
ticularmente en los Llanos venezolanos. El objetivo central de
este trabajo fue determinar por medio de inmunofluorescencia
indirecta (IFl) y un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), la sero-
positividad al Trypanosoma evansi en sueros sanguineos ob-
tenidos de caballos raza Criollo Venezolano de tres hatos del
estado Apure. Todas las muestras de sangre fueron previa-
mente procesadas para diagnosticar infeccion activa a T.
evansi mediante las técnicas de Woo y preparacion de frotis
coloreados con Giemsa. Ademas se relacion6 la seropositivi-
dad a T. evansi por IFl y por ELISA, con la edad y sexo de los
caballos. Para ello se extrajo sangre yugular de 277 caballos
del estado Apure y los sueros se procesaron, tanto por IFI
como por ELISA. La seroprevalencia a T. evansi por IFl para
estos caballos fue del 40% y del 26,3% por ELISA. No se de-
tecto infeccion activa en ninguno de los caballos muestreados.
La mayor cantidad de equinos seropositivos a T. evansi estuvo
en el grupo etario >3 afios y la menor cantidad correspondi6 al
grupo de potros o caballos menores de 1 afio de edad; en los
3 grupos etarios, las yeguas mostraron un mayor nimero de
animales seropositivos a T. evansi que los machos, sin embar-
go no se detectaron diferencias significativas (P>0,05) entre
los tres grupos etarios en relacion a la seropositividad. Los ca-
ballos Criollo Venezolano parecen presentar una resistencia
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innata o adquirida a infecciones por T. evansi, ya que la sero-
positividad global diagnosticada a T. evansi fue relativamente
baja comparada con la publicada anteriormente en la literatura
nacional para caballos en Apure y porque no se detectaron ca-
sos de infeccion activa a T. evansi en las muestras de sangre
extraidas, no obstante convivir estos caballos en un ambiente
agroecolégico enzootico a esta enfermedad.

Palabras clave: Trypanosoma evansi, caballo raza Criollo Ve-
nezolano, IFI, ELISA.

ABSTRACT

Equine trypanosomosis is an enzootic and seasonal disease in
some States of Venezuela, which causes high morbility and
low mortality in horse herds particularly in those located at the
Venezuelan Llanos. The main objective of this work was to as-
sess by an indirect immunofluorescent assay (IFA), and an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) the seropositiv-
ity to Trypanosoma evansi in sera samples collected from Cre-
ole horses located at three ranches in Apure State. All blood
samples were previously checked for T. evansi active infection
by the Woo’s technique and by examination of Giemsa stained
blood films. In addition, the seropositivy to T. evansi, both by
IFA or ELISA, was related to the age and sex of these equines.
Thus, blood samples were drawn from the yugular vein of 277
horses at Apure State, and sera samples were processed by
IFA and ELISA. The seroprevalence to T. evansi for horses at
Apure was 40% by IFA, and 26.3% by ELISA. Active infection
to T. evansi was detected in none of the blood samples. The
largest amount of seropositive horses to T. evansi was in the
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group over 3 years old, whereas the lowest amount was in the
group horses under 1 year old; among the three age groups
mares showed the largest amount of seropositive animals to T.
evansi compared with the male ones, nonetheless, significant
differences (P>0.05) were not detected among the three years
age groups when related to the seropositivity. Horses of the
Venezuelan Creole breed appear to show some innate or ad-
quired resistance to infections to T. evansi since their total se-
ropositivity was relatively lower after comparing it with that pre-
viously published for horses at Apure State ranches, and be-
cause none T. evansi was diagnosed in any fresh blood sam-
ples of these equines causing active infection, nevertheless
these horses daily stay at enzootic zones for this disease.

Key words: Trypanosoma evansi, Venezuelan Creole horses,
IFA, ELISA.

INTRODUCCION

Trypanosoma evansi (Protozoa: Kinetoplastida) es un
microorganismo flagelado hemoparasito de caballos (Equus
caballus), perros (Canis familiaris), camellos (Camelus spp.),
bufalos (Bubalus bubalis), chiguires (Hydrochoerus hydrochae-
ris) y roedores de laboratorio como ratones (Mus musculus),
ratas (Rattus spp.), cobayos (Cavia porcellus) y conejos
(Oryctolagus spp.) [5, 17]. En los équidos causa una grave en-
fermedad febril, con anemia severa, enflaquecimiento, edemas
en extremidades y region ventral, anorexia, debilidad general y
paralisis del tren posterior, esta enfermedad ha sido diagnosti-
cada en diversas regiones tropicales y subtropicales del mun-
do [5, 17]. T. evansi fue el primer tripanosoma patégeno diag-
nosticado en animales domésticos y ello ocurrié en 1880 en la
India en caballos y camellos [5].

La enfermedad en équidos se denomina actualmente tri-
panosomosis equina pero también ha recibido nombres regio-
nales o coloquiales como “surra”, en India, “mal de caderas”
en Brasil y Argentina o “derrengadera equina” en Venezuela.

El primer diagnostico de T. evansiy de la tripanosomosis
equina en Venezuela fue realizado por Rafael Rangel en 1905
en un brote ocurrido en caballos de la regién El Rastro, estado
Guarico [15], no obstante, se estima que el T. evansi habia lle-
gado a Venezuela entre 1815 y 1820 en la sangre de la caba-
lleria del General espafiol Pablo Morillo [2].

El T. evansi es el tripanosoma de mayor distribucion
mundial y ha sido diagnosticado en América, Europa, Africa y
en diversos paises de Asia [7, 8], excepto en Australia e islas
oceanicas. En Brasil, brotes frecuentes de tripanosomosis
equina han sido diagnosticados en la zona surefia de Pantanal
Mato-Grossense causando morbilidad y mortalidad considera-
ble en los equinos infectados [18] y en el norte de Argentina
esta enfermedad es un problema de salud animal en rebafios
equinos en primavera y verano [12].
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El diagnéstico de la tripanosomosis equina se ha logrado
de diversas maneras: 1) por el cuadro clinico que presentan los
animales enfermos, 2) mediante el uso de técnicas parasitologi-
cas directas orientadas a ver microscopicamente T. evansi,
3) por técnicas indirectas de inmunodiagnéstico y 4) mas re-
cientemente usando técnicas de biologia molecular [8].

Los signos y sintomas clinicos en esta enfermedad son
similares a los que se presentan en otras hemoparasitosis, por
ende, el diagnostico de la tripanosomosis equina basado sélo
en el cuadro clinico se puede prestar a confusién con otras en-
fermedades, no obstante, lo podria hacer clinicamente un ve-
terinario con experiencia de campo. A su vez, las técnicas
standard de laboratorio para diagnosticar T. evansi son: detec-
tar el T. evansi en examen microscopico directo de sangre
equina, técnicas de concentracion como la técnica de Woo o
del microhematocrito y pruebas biolégicas mediante inocula-
cion de T. evansi en roedores sensibles, pero tienen la limitan-
te de poseer baja sensibilidad y ésta depende del grado de pa-
rasitemia que tenga el animal a diagnosticar [11, 14].

Las técnicas de inmunodiagnéstico de uso comun para
la tripanosomosis son la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
la técnica de inmunoensayo enzimatico o ELISA [3, 16, 20], las
cuales no detectan al parasito sino anticuerpos anti-T. evansi
que la infeccion ocasiond [3, 16, 20]. Estas dos técnicas dan
un diagnéstico presuntivo, ya que sélo dicen que el animal es-
tuvo infectado con T. evansi y no diferencian si el equino tuvo
una infeccién reciente o cronica. Sin embargo, las técnicas de
inmunodiagnostico presentan gran utilidad para estudios epi-
demiolégicos de enfermedades en una regién o en un pais, en
un tiempo dado [8] y son usadas frecuentemente por tener una
alta sensibilidad y especificidad [9, 11].

En Venezuela se han establecido, en particular en los lla-
nos venezolanos, rebafios o atajos autéctonos de caballos de la
raza Criollo Venezolano (CV) los cuales son esenciales para las
faenas de arreo y recoleccion de bovinos (Bos taurus o Bos indi-
cus), para la produccion y consumo de carne en el pais, y como
medio de transporte y carga en el medio rural; se presume que
los equinos CV, gracias a su rusticidad y su larga permanencia
en el ecosistema llanero, son mas resistentes a enfermedades
tropicales (como la tripanosomosis) al compararlos con caballos
de ofras razas, por ende, las muestras colectadas para este estu-
dio fueron extraidas de caballos raza CV, a fin de evaluar me-
diante las dos técnicas de inmunodiagnoéstico la seropositividad
de estos equinos a T. evansi. Pocos trabajos sobre seroprevalen-
cia de T. evansi en equinos fueron encontrados en la literatura
nacional [4, 16], lo cual justifica aun mas esta investigacion.

El objetivo central de este trabajo fue determinar por me-
dio de las técnicas IFl y ELISA los niveles de seropositividad a
T. evansi en sueros sanguineos obtenidos de caballos raza
CV ubicados en tres hatos del estado Apure y relacionar la se-
ropositividad a T. evansi, diagnosticada por IFl y por ELISA,
con la edad y sexo de estos animales.
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MATERIALES Y METODOS

Equinos: las muestras de sangre de caballos fueron ob-
tenidas de rebafios ubicados en el estado Apure, zona donde
hay alto nimero de caballos raza CV. En total se colectaron
277 sueros de caballos ubicados en los hatos “Los Camoru-
cos” (Alto Apure) LN 07° 45’ 46" y LW 69° 03’ 277, “Acapulco” y
“Las Palmeras” (ambos en Bajo Apure), estos dos ultimos ha-
tos estan cercanos al pueblo de Mantecal cuyas coordenadas
geograficas son: LN 07° 35 42" y LW 69° 06’ 15”. Se obtuvo
informacién sobre la edad y sexo de los caballos, estos datos
se analizaron para cumplir con el segundo objetivo propuesto.
Se establecieron tres grupos etarios: caballos con 0 — 1 afio de
edad, de 1 a 3 aflos y caballos mayores de 3 afios.

Toma de muestras: Las muestras de sangre de cada ca-
ballo fueron extraidas de la vena yugular mediante aguja y tubo
Vacutainer® al vacio sin anticoagulante, se mantuvieron en ca-
vas con hielo hasta ser llevadas al laboratorio de Parasitologia
Veterinaria, Decanato de Ciencias Veterinarias Universidad
Centro Occidental Lisandro Alvarado (DCV), donde se centrifu-
garon en una centrifuga clinica (Dynac®, Clay Adams, NJ, EUA)
se separaron los sueros sanguineos y éstos se congelaron a
-30 °C en un freezer (Frigidaire, FFU1464DW3; CSA. EUA)
hasta su procesamiento por IFl y ELISA. Ademas, muestras de
sangre de la vena marginal auricular de cada caballo fueron co-
lectadas en tubos de microhematocrito para realizarles, directa-
mente en el campo, la técnica de Woo [21] la cual diagnostica
hemoparasitos extracelulares al ser observado microscopica-
mente la zona entre la capa de células blancas y el plasma con-
tenido en el microtubo, previamente centrifugado a 11.000 rpm,
y preparar frotis finos coloreados con Giemsa.

Inmunodiagnéstico: A fin de determinar la seropositivi-
dad a Trypanosoma evansi se les aplico IFl y ELISA a los 277
sueros colectados. La técnica de IF| usada sigui6 un procedi-
miento previamente publicado [10], el cual fue modificado para
adaptarlo al inmunodiagnéstico de T. evansi, en breve se reali-
z6 asi: la cepa de T. evansi utilizada fue aislada de un equino
de Mantecal (Apure), denominada cepa “Teva 1”, inoculada en
roedores y mantenida criopreservada en laboratorios de la Uni-
versidad Simén Bolivar (USB), de donde fue recibida en dona-
cion. La cepa fue inoculada intraperitonialmente (0,1 — 0,5 mL)
en dos ratas albinas, cepa Sprague-Dawley y cuando la parasi-
temia alcanzo valores de 108 — 108 tripanosomas/mL. se les ex-
trajo sangre por punciéon cardiaca en presencia de EDTA al
15% y con esta sangre parasitada se realizaron los frotis los
cuales se utilizaron como antigeno para la IFl. Estos frotis se
mantuvieron congelados a -30 °C hasta su uso, cuando fueron
secados por una hora, luego fijados en acetona por 15, seca-
dos al aire y sobre los frotis se dibujaron circulos para colocar
primero un suero control positivo y un suero control negativo,
los cuales previamente habian sido descongelados y diluidos en
tampon fosfato salino (PBS) a 1:40. Luego, 50 uL de cada uno
de los sueros equino problema, previamente diluidos en PBS a
1:40, fueron colocados en cada circulo de las ldaminas con el an-

tigeno. Los frotis con los sueros diluidos fueron colocados en
estufa por 30" a 37 °C, luego se lavaron dos veces en PBS y
en agua destilada, se secaron al aire, y se coloc6 en cada cir-
culo 50 pL del conjugado diluido en PBS a 1:30. En todas las
IFI realizadas se utiliz6 como segundo anticuerpo el IgG an-
ti-caballo conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
(producto N° F 7759, Sigma, EUA). Los frotis se incubaron por
30’ a 37 °C, luego se lavaron dos veces, por 60 segundos en
PBS y en agua destilada, se secaron al aire y se observaron
en un microscopio para inmunofluorescencia (Leitz ®) usando
objetivo 60X. La Técnica de ELISA indirecta aplicada a los 277
sueros equinos es similar a la metodologia usada en el Labo-
ratorio del Centro de Biofisica y Bioquimica (IVIC), estado Mi-
randa, y a la publicada por otros autores [13, 16] y en breve se
realiz6 asi: los pozos de las microplacas de polivinilo fueron
sensibilizados colocando 100 pl con 20 pg/mL de extracto del
antigeno de T. evansi (cepa “Teva 1”) diluido en buffer carbona-
to-bicarbonato, pH 9,6 de inmediato las placas fueron colocadas
en camara humeda a 4 °C toda la noche. Luego, la placa sensi-
bilizada fue lavada 5 veces con 200 pL de NaCl, 150 mM, con-
teniendo 0,1% de Tween 20 en cada pozo. Luego se coloco
200 pL/pozo de solucion bloqueadora (leche descremada al 5%
diluida en PBS) manteniendo la placa en estufa con camara hu-
meda (Precision Scientific, PS, Model “Z”; EUA ) durante 1 hora
a 37 °C. Se lav¢ la placa como se indicé anteriormente, los sue-
ros problemas se diluyen 1:100 en PBS-T (PBS y 0,1% Tween
20), se colocan 100 pL de cada suero en cada pozo y se incu-
ban durante 1 hora a 37 °C. Se lavo la placa bajo las mismas
condiciones arriba indicadas, se agregan 100 pL del conjugado
anti equino diluido en buffer PBS-T, 1:100, a cada pozo y se in-
cubo la placa por 1 hora a 37 °C en camara humeda, se lavé la
placa como se indicod anteriormente, se colocaron 100 pL/pozo
del cromégeno (500 mL de 2,2-azino-bis-3-ethylbenz-thiazoli-
ne-6-sulfinic acid al 2%) (ABTS, Sigma) y se mantuvo la placa
en agitacion por 45’ a temperatura ambiente. Finalmente, la
densidad optica de cada muestra fue leida en un lector ELISA
Bio-Rad 350, a 405 nm y 450 nm TMB [13, 16]. El punto de cor-
te fue determinado con el promedio de la densidad 6ptica (DO)
de los sueros negativos controles mas dos veces la desviacion
standard de los negativos.

La seroprevalencia de la tripanosomosis segun la técni-
ca de inmunodiagnéstico aplicada a los sueros equinos esta
expresada en porcentaje luego de dividir el total de animales
positivos entre el total de caballos muestreados.

Prueba bioldgica: se realiz6 en cada uno de los tres ha-
tos muestreados inoculando 1 mL. de sangre citratada, obteni-
da de equinos flacos muestreados, por via intraperitoneal a
cinco ratones de laboratorio (cepa NMRI). Los roedores inocu-
lados se llevaron al laboratorio y diariamente se les tomaba
una muestra de sangre de la cola para examen directo y frotis
coloreado con Giemsa.

Analisis estadistico: Los datos obtenidos por ELISA e
IFI fueron analizados en la Unidad de Epidemiologia, DCV, a fin
de comparar ambas técnicas de inmunodiagnéstico y obtener
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sus valores de especificidad, sensibilidad, valor predictivo, asi
como la seropositividad en los caballos muestreados. Las va-
riables seropositividad a T. evansi, sexo y edad de los caballos
fueron analizadas con la prueba Z de comparaciéon de propor-
ciones usando el programa Decision Analyst STATS 2.00 [6].

RESULTADOS Y DISCUSION

En ningun caso se logré detectar al Trypanosoma evansi
ni mediante la técnica de Woo o microscépicamente en los fro-
tis coloreados, ni aislarlo luego de inoculacion de sangre de
caballos a ratones blancos susceptibles, no obstante que los
caballos muestreados para la prueba biolégica presentaban
signos y sintomas sugestivos de la tripanosomosis y que el es-
tado Apure es una region enzootica a esta enfermedad. Fue-
ron procesados 277 sueros en total, tanto por la técnica de
ELISA como por IFl y los resultados de seropositividad obteni-
dos indican que en los tres hatos muestreados se detectd un
mayor numero de equinos seropositivos a T. evansi mediante
la técnica de IFI que con la técnica de ELISA (112 vs. 73).

La seroprevalencia por IFl en los caballos CV muestrea-
dos fue del 40% (112/277), mientras que por ELISA la seropre-
valencia fue 26,3%. Con los resultados de seroprevalencia ob-
tenidos fue posible determinar y comparar los valores de sen-
sibilidad, especificidad y valor predictivo positivo (VP+) y VP-
de IFI vs. ELISA en la tripanosomosis equina. Para hacer esta
comparacion se usaron los valores siguientes: total de sueros
equinos positivos a IFl y a ELISA, numero de sueros falsos po-
sitivos a ELISA, numero de sueros falsos negativos a ELISA y
total de sueros negativos, tanto a IFl como a ELISA. Estos da-
tos fueron incluidos en una tabla de 2 x 2 confrontando a IFI
con ELISA, de la cual se obtuvieron los siguientes resultados:
sensibilidad de IFI: 61,0%, especificidad de IFl: 72,2%, VP+ de
IFI: 58.9% y VP- de IFl: 74,0%. La deteccion de anticuerpos
anti-T. evansi en 4 de cada 10 caballos CV en la zona mues-
treada en Apure, hace presumir que estos equinos sufren pa-
rasitemias moderadas, las cuales su sistema inmunolégico pu-
diese controlarlas y esos caballos CV pasarian a ser portado-
res asintomaticos del T. evansi. Ademas, la seroprevalencia
obtenida del 40% permite inferir que los caballos CV seroposi-
tivos produjeron anticuerpos contra T. evansi, respuesta hu-
moral que responde a la variabilidad antigénica desarrollada
por tripanosomas de la seccion Salivaria [19], la cual le facilita
al T. evansi la evasion de la respuesta inmunoloégica del hos-
pedador, conduciendo a estados de tolerancia o resistencia
adquirida. Ninguna cepa de T. evansi fue aislada de estos ani-
males a pesar de convivir permanentemente los equinos en
una zona agroecologica donde en la estacion de verano y al
inicio de la estacion lluviosa hay frecuentes brotes de tripano-
somosis equina, incluso con mortalidad de caballos como ha
sido reportado por otros autores [4]; ademas en los Llanos
existen vectores y reservorios apropiados para la transmisiéon
efectiva de esta hemoparasitosis [1, 4]. Una seroprevalencia
mayor para T. evansi fue reportada en equinos mestizos de 3
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hatos del estado Apure: 69,3; 60 y 56% respectivamente, utili-
zando IFI [4]. No se ha realizado un estudio seroepidemiol6gi-
co nacional sobre la tripanosomosis equina en Venezuela y en
la literatura cientifica s6lo se encontraron tres reportes regio-
nales esporadicos [4, 6, 16].

Edad y sexo de los equinos y seropositividad a T.
evansi: Al graficar los tres grupos etarios de equinos con el nu-
mero de animales seropositivos por IFI o por ELISA (FIG. 1) se
observéd que la mayor cantidad de equinos seropositivos a T.
evansi estuvo en el grupo etario > 3 afilos mientras que la me-
nor cantidad correspondi6 al grupo de potros o caballos meno-
res de 1 afio de edad, ademas, en los 3 grupos etarios las ye-
guas presentaron mayor numero de animales seropositivas a
T. evansi que los machos (FIG. 1). El analisis estadistico de
las variables seropositividad, sexo y edad de los caballos
muestreados, mediante la prueba Z de comparacién de pro-
porciones demostré que no habia diferencias significativas en-
tre estas variables, P>0,05.

Con relacion a las técnicas de inmunodiagnostico usa-
das se puede inferir que IFI muestra mas confianza o seguri-
dad para diagnosticar a equinos negativos a T. evansi (Valor
Predictivo Negativo: 74%) que para diagnosticar a los positi-
vos. A su vez, la especificidad detectada para la técnica IFI es
aceptable, 72,2%, lo cual indica que reduce el numero de fal-
sos positivos. En general la ELISA es la prueba standard para
el inmunodiagnéstico de varias hemoparasitosis y esto ha sido
demostrado por otros autores [9], quienes sefialan que ELISA
tiene una sensibilidad del 94,3% para tripanosomiasis por T.
congolense en bovinos (Bos taurus) y cabras (Capra hircus) y
en Argentina donde obtuvieron con ELISA una sensibilidad en-
tre el 63% y el 100% en brotes de T. evansi [11]. El grupo eta-
rio en caballos con edad >3 afios y de sexo hembra presento
el mayor niumero de equinos seropositivos a T. evansi, esto se
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Nimero de equinos seropositivos

0-1 >1a3 >3
Edad de los equinos
Total de Machos Total de Hembras
Machos positivo Hembras positivas

FIGURA 1. SEROPOSITIVIDAD A T. evansi EN CABALLOS
RAZA CRIOLLO VENEZOLANO, EN TRES HATOS DEL ES-
TADO APURE, RELACIONADA A SU SEXO Y EDAD.



puede explicar porque estos equinos, por razones de trabajo
en los hatos y de crianza de potros pasan mayor tiempo en los
potreros y en el medio ambiente donde hay alto numero de
vectores y reservorios de T. evansi.

CONCLUSIONES

La seroprevalencia detectada a T. evansi en equinos
raza Criollo Venezolano en tres hatos del estado Apure fue del
40% por la técnica de IFl'y 26,3% por ELISA.

El grupo etario de caballos con edad > 3 afios y de sexo
hembras presentaron el mayor nimero de equinos seropositi-
vos a T. evansi.

El no diagnosticar infeccion activa a T. evansi en ningu-
no de los caballos muestreados y la baja seropositividad de-
tectada en estos equinos reflejaria que la raza Criollo Vene-
zolano desarrolla una resistencia innata o adquirida a infec-
ciones por T. evansi.
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