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Diversos autores discuten sobre el papel de las especies de Tabanidae como
transmisores de una considerable variedad de agentes patdogenos de naturaleza
viral, bacteriana y/o parasitaria, entre los cuales son considerados de gran
importancia en medicina veterinaria los hemotrépicos, como los tripanosomas,
causantes de la tripanosomosis animal, uno de los protozoarios mas ampliamente

difundidos en nuestro pais y los mas dificiles de controlar y erradicar de los rebafios,

sobretodo en producciones pecuarias de tipo extensivo.

En tal sentido, este trabajo propone la generacién de un plan piloto para la
evaluacion de enfermedades metaxénicas causadas por hemotropicos en unidades
de produccion de ganaderia extensiva, mediante la puntualizacion y estudio integral
de cada uno de los factores involucrados en esta patologia ampliamente distribuida
a nivel nacional, seleccionando cada uno de los factores (vector, hospedero,

reservorio y patdogeno) de acuerdo a su importancia en el sector pecuario.
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Para ello se caracterizd taxondmicamente la poblacién de Tabanidos presente en
un area de un hato ganadero en el estado Apure; se establecidé la dinamica
estacional de dicha poblacién, tomando en cuenta pluviosidad y temperaturas
maxima y minima; se realizaron analisis de estadistica descriptiva e inferencial
bayesiana; se determind, mediante PCR, la presencia de tripanosomas en el tracto
digestivo de tabanidos alimentados en campo; se asoci¢ animales de produccion y
silvestres como fuente de alimentaciéon de los tabanidos capturados; se determiné,
mediante ELISA indirecto, la prevalencia serolégica inicial del parasito en un grupo
de bovinos expuestos naturalmente al vector y la dinamica de anticuerpos posterior

al tratamiento profilactico con una droga tripanocida.
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l. INTRODUCCION

Cuando nos encontramos en presencia de un problema multifactorial, tal una
patologia, el estudio de cada uno de los elementos involucrados puede ser la mejor
manera de combatirlo. Si consideramos la existencia de los siguientes elementos:
vector, hospedero, reservorio y patdogeno; entendemos que a su vez, éstos
conforman una red compleja de aspectos ecoldgicos, bioldgicos, epidemioldgicos y
sanitarios, entre otros; enfocados a obtener conocimientos que conlleven controlar
el problema, a fin de alcanzar una situacién de equilibrio, en la que cada uno de los

factores convivan sin detrimento de ninguno.

En algunas unidades de produccion ganadera, no se implementan medidas
preventivas de control sanitario y cuando se presenta una patologia que causa
pérdidas en el rendimiento productivo, suele atacarse de forma inmediata con
medidas sanitarias curativas, lo cual genera un aumento en los costos de
produccion que, en algunos casos, puede provocar que la relacion costo/beneficio
no sea del todo satisfactoria. En otros casos, las unidades tienen bien definidos sus
planes sanitarios, establecidos en funcién del historial de enfermedades que les
hayan afectado en el pasado, sin embargo, estos planes no siempre son evaluados
para determinar su eficacia real y suelen ser aplicados un afio tras otro sin

conocimiento de si estan o no prestando los resultados deseados.



Lo cierto es que, en muchos casos, el elemento vector es desplazado de las
medidas de control sin tomarse en cuenta que, ademas de participar en la
transmision de patdgenos, tiene efectos negativos directos sobre el hospedero y su
produccion, tales como problemas de piel (laceracion, erupcion, alergia y miasis)
que deprecian el valor del cuero en el mercado; estrés directo al animal, lo cual
disminuye el tiempo de pastoreo y descanso; y pérdida de sangre, tanto por el
consumo directo del insecto como por el sangrado que continua una vez que el
vector abandona al hospedero; se ha determinado que un tabano consume

aproximadamente 0,5 ml por picadura [40].

Resulta complejo calcular las pérdidas econdmicas reales que producen los
artrépodos hematofagos en la industria ganadera, sin embargo se han realizado
estimaciones aproximadas. En 1965, el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos estimé pérdidas de US$ 40 millones atribuidas a ataques de tabanidos al
ganado; de éstos US$ 30 millones se deben a disminucion de la ganancia de peso
[40]. También ha sido demostrado experimentalmente que animales tratados con
piretrinas sinérgicas como medida para el control de tabanidos, ganan mas peso

que animales no tratados [14].

Por otra parte, se ha reportado un estimado anual total de US$ 158.000 por beneficio

econdmico neto gracias al control efectivo contra surra (enfermedad causada por



Trypanosoma evansi) de un pueblo tipico de una zona de riesgo moderado a alto
en Mindanao, Filipinas. El valor afiadido de los bufalos, vacas, caballos, cabras u
ovejas y cerdos como resultado de este control correspondio a US$ 88, $84, $151,

$7, $114 por animal por afio, respectivamente [23, 24].

Teniendo esto en cuenta, si nos enfocamos en la posibilidad de predecir la neo
aparicion o recidiva de una enfermedad o, aun mas posible, conocer el
comportamiento particular de cada uno de los factores que la afectan dentro de la
unidad de produccion, seriamos capaces de establecer las medidas sanitarias
necesarias en el momento oportuno, es decir, cuando realmente se requieran, de
forma que el problema sea tratado de forma preventiva y las medidas aplicadas
sean eficaces en la disminucion de las pérdidas y aumento de la produccién. Cada
unidad de produccion es diferente, sin embargo se pueden estudiar y generar
procedimientos de evaluacion generalizados y con medidas de resolucion aplicables

a cualquier explotacion.

En tal sentido, este trabajo propone la generacién de un plan piloto para la
evaluacion de enfermedades metaxénicas causadas por hemotropicos en unidades
de produccion de ganaderia extensiva, mediante la puntualizacion y estudio
sistematico de cada uno de los factores involucrados en una patologia ampliamente

distribuida a nivel nacional, como lo es la tripanosomosis animal; seleccionando



cada uno de los factores de acuerdo a su relevancia en el sector pecuario de la

siguiente manera:

1) vector: Tabanidae,
2) hospederos: equinos y bovinos,
3) reservorios: mamiferos silvestres principalmente,

4) patégenos: tripanosomas Trypanosoma evansiy T. vivax

Il. OBJETIVO GENERAL

Evaluar e integrar los factores involucrados en la dinamica estacional de la
tripanosomosis animal durante un periodo de un afo, en una unidad de produccion

de una zona endémica.

lll. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Caracterizar taxondmicamente la poblacién de tabanidos presente en
un area de un hato ganadero del municipio Mufioz del Estado Apure.
= Establecer la dinamica estacional de dicha poblacién tomando en

cuenta pluviosidad y temperaturas maxima y minima.



= Determinar la presencia de tripanosomas en el tracto digestivo de
tabanidos alimentados mediante la técnica de PCR.

= Determinar y asociar animales de produccidon como fuente de
alimentacion de los tabanidos capturados mediante la técnica de PCR.

= Determinar y asociar animales silvestres como fuente de alimentacién
de los tabanidos capturados mediante la técnica de PCR.

= Determinar, mediante ELISAIi, la prevalencia seroldgica inicial del
parasito en un grupo de bovinos expuestos naturalmente al vector.

= Establecer, mediante ELISAI, la dinamica serolégica en los bovinos,

posterior al tratamiento profilactico con una droga tripanocida.

IV. MARCO TEORICO

Tabanidae (Diptera), es una familia de moscas, comunmente llamadas tabanos y
en inglés “horse-fly” (mosca del caballo), en su mayoria robustas, que varian en
tamano de 6 a 30 mm de envergadura. Por lo general de color marrén, negro o gris,
pudiendo presentar un patron distintivo de lineas o manchas oscuras o claras (Fig.

1). También pueden ser de color amarillo, verde o colores metalicos [15].



Figura 1. Familia Tabanidae: a. Pityocera (Elaphella) cervus b. Chrysops sp. ¢. Poeciloderas sp.
d. Catachlorops (Psarochlorops) e. Lepiselaga crassipes.

Una de sus caracteristicas distintivas principales es que los ojos ocupan gran parte
de la cabeza, que es relativamente grande, y estan separados en las hembras
(condicién dicoptica) (Fig. 2.a) y unidos en los machos (condicidon holdptica) [15]
(Fig. 2.b), excepto en especies de Scepsis, Mycteromyia, Silvestrielluse y
Caenopangonia, donde ambos sexos son dicopticos [20]. Las antenas son
alargadas o cortas, dependiendo de la especie, y trisegmentadas (escapo, pedicelo
y flagelo). El flagelo puede presentar en la placa basal una espina dorsal de longitud
variable, con angulo agudo u obtuso; ademas esta subdividido en flageléomeros en
numero de 4 a 8 (Fig. 2.c). La proboscis es alargada, a veces muy alargada, a
menudo esclerotizada y la labela es grande en la mayoria de especies. El empodio
tarsal es pulviliforme (Fig. 2.d), como en otros Brachycera inferiores. En el ala la
celda discal es grande y las venas R4 y R5 divergen en la parte apical del ala para
encerrar la punta (Fig. 2.e). Muchas especies presentan alas tefiidas o un patrén de

marcas claras y oscuras [15].
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Figura 2. Morfologia externa de Tabanidae: a. Condicion dicoptica en hembra.
b. Condicion holdptica en macho. c. Antena (Tomado de Gorayeb y Barros, 2006).
d. Pata. e. Formula alar: Venas longitudinales C: Costa, Sc:Subcosta, R:Radial,
M:Media, Cu:Cubital, A:Anal. Venas transversales h: humeral, r-m: radial-medial,
m:medial, m-cu:medial-cubital. Celdas CD:Discal, CA:Anal.



Los tabanos son insectos holometabolos, es decir con metamorfosis completa
(huevo-larva-pupa-adulto). Las hembras ponen sus huevos en grupos de 100 a 800
[15], en areas abrigadas sobre hojas, rocas, troncos, etc. (Fig. 3.a); la eclosion
ocurre entre 5 a 7 dias posterior a la postura. Las larvas (Fig. 3.b) se desarrollan en
vegetacion en descomposicion, suelo humedo y algunos ambientes acuaticos,
incluyendo orillas de mar; son principalmente carnivoras y muy voraces,
alimentandose de lombrices de tierra, grillos, larvas de diversos insectos,
coledpteros adultos, gusanos, y artrépodos en general, llegando incluso al
canibalismo. El desarrollo larval ocurre en un intervalo de 6 a 13 instares (etapas
entre mudas) y es un proceso lento que puede durar desde unos pocos meses hasta
varios afnos, dependiendo de las condiciones climaticas. Una vez formada la pupa
(Fig. 3.c), transcurren de 5 a 20 dias para el desarrollo y emergencia del imago o

adulto [73] (Fig. 3.d).



B o ate R
Figura 3. Fases del desarrollo en Tabanidae: a. Masa de huevos. b. Larva. c. Pupa. d. Adulto
(Fotografias a,b y c de Sturgis McKeever, tomadas de http://www.insectimages.org)

Los adultos comunmente permanecen en ambientes pantanosos o humedos con
vegetacion abundante, generalmente en sotobosques; pudiendo alimentarse dentro
o fuera de estos, es decir en sabanas abiertas, regularmente en el periodo del dia
de mayor luminosidad. Se ha demostrado ademas que prefieren hospederos cuya
piel o pelaje presente colores oscuros; de hecho en un mismo animal con patrones
de manchas (Ej. Caballo pinto o ganado Holstein) prefieren alimentarse sobre las

areas oscuras del cuerpo en lugar de las claras [9].

Existen excepciones a estas reglas generales. Algunas especies se desarrollan en

ambientes secos 0 en sabanas abiertas, otras tienen habitos crepusculares o
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nocturnos y unas pocas carecen de aparato bucal succionador, por lo que se

alimentan de polen o néctar al igual que lo hacen los machos.

Sistematicamente siguen la siguiente clasificacién taxonémica:

Reino Animalia
Clase Insecta
Subclase Pterygota
Orden Diptera

Suborden  Brachycera
Superfamilia Tabanoidea
Familia Tabanidae
Subfamilias Pangoniinae
Chrysopsinae
Tabaninae

Las tres subfamilias conocidas (Pangoniinae, Chrysopsinae y Tabaninae), poseen
notables caracteristicas morfolégicas que permiten su diferenciacién: Ocelos bien
desarrollados presentes en Pangoniinae y Chrysopsinae y ausentes en Tabaninae.
El estilo del flagelo subdividido en 7 a 8 flageldbmeros en Pangoniinae; reducido a 4
en Chrysopsinae y 3 6 4 en Tabaninae. Las tibias posteriores pueden o no presentar
un par de espuelas apicales, las cuales son bien desarrolladas en Pangoniinae,

ausentes o dificiles de ver en Chrysopsinae y ausentes en Tabaninae [15].

Las subfamilias son a su vez divididas en tribus, en la regién neotropical se
reconocen tres para Pangoniinae (Pangoniini, Scepsidini y Scionini) y dos para

Chrysopsinae (Chrysopsini y Rhinomyzini) y Tabaninae (Diachlorini y Tabanini).
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Segun la ultima revision del Nomenclator Status Statistics Systema Dipterorum la
familia Tabanidae posee a nivel mundial 4.406 especies agrupadas en 229 géneros
[70], mientras que en la region neotropical se reconocen 1.205 especies [52], cifra

que corresponde tan solo al 27,35% de las conocidas en el mundo.

Sin embargo, se considera que la biodiversidad en los paises neotropicales aun no
se conoce en su totalidad y muchas especies no han sido reportadas o descritas.
Para el caso especifico de Venezuela, a principio de los afios cincuenta, Callan
reportd tan sélo 88 especies, recalcando que se habian realizado muy pocas
colectas y concluyendo que esta cifra guarda poca relaciébn con lo que

potencialmente podriamos encontrar en el pais [16].

Previo a esto, los primeros estudios en Tabanidae fueron llevados a cabo por
Surcouf y Gonzalez-Rincones y publicados en su libro “Essai sur les Diptéres
vulnérante de Venezuela. Deuxiéme partie: Diptéres brachycéres”, en Paris en el
afno 1912, en el que citan 11 especies [10, 13]. Trece afos mas tarde, Adolfo Lutz,
quien para la fecha gozaba de gran renombre en Brasil, su pais natal, es invitado
por el entonces presidente de la Republica, General Juan Vicente Gomez, con el
objetivo de organizar el Departamento de Zoologia de la UCV. En su viaje, Lutz tuvo
la oportunidad de trabajar en compafia de Nufiez Tovar, en la vertiente sur del

Parque Nacional Henri Pittier, en Maracay, y zonas aledanas a la capital, realizando
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diversas colectas y plasmando sus resultados tres afnos después en el trabajo
titulado “Estudios de Zoologia y Parasitologia Venezolanas”, el cual contiene una

seccion dedicada exclusivamente a la Familia Tabanidae [10].

En este trabajo, Lutz, a través de una extensa revision, tanto de literatura como de
colecciones de diversos museos de Europa y del material colectado por Nufiez
Tovar, Werner, Tejera y su persona, encuentra 35 especies para Venezuela, a pesar
de existir para la fecha mas de 100 especies reconocidas en regiones limitrofes,
esto se debe al hecho de que muchos ejemplares se encontraban etiquetados sin
localidad o s6lo como “América del Sur”, dificultando de esta forma la identificacion
de las localidades de colecta. También confirma siete de las especies reportadas
por Surcouf y Gonzalez Rincones en 1912; y publica, ademas, una lista de especies
conocidas a la fecha que incluye: 29 especies conocidas reportadas con
anterioridad en Venezuela, 4 especies no reportadas en el pais y 1 especie nueva
(Myiotabanus sarcophagoides Lutz, 1928); ademas incluye una descripcién de la
metamorfosis de Lepidoselaga lepidota, un resumen sobre bibliografia de tabanidos
en Venezuela y paises vecinos, una lista de publicaciones sobre tabanidos, un
listado de sus propios trabajos sobre tabanidos en Brasil y paises limitrofes y 18

estampas a color realizadas por Raymundo Honorio [10].

En los afios sucesivos se produjo un vacio investigativo, luego del cual destacan los

trabajos realizados por Pechuman en 1942 [72], Stone en 1944 [95], Callan en 1953
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[16], Fairchild y Ortiz en 1955 [36] y Bricefio-lragorry en 1956 [13], para esa fecha
se reconocian 137 especies en el pais. Mas recientemente, la situaciéon no ha
cambiado mucho y los trabajos en el area continuan siendo escasos, contando con
los aportes de Gémez y Zavala en 2003, quienes sefialan doce especies
pertenecientes a ocho géneros en su inventario realizado a 243 especimenes del
Museo de Entomologia Dr. Rodolfo Bastidas, UNEFM [46], y Jiménez, Garcia y
Zambrano quienes, también en 2003, realizaron capturas en los municipios Miranda
y Petit del estado Falcéon, sefialando nueve especies en cinco géneros [59]; ambos
grupos presentaron brevemente sus resultados en el XVIII Congreso Venezolano
de Entomologia de ese afio. Finalmente, merecen especial mencion los trabajos de
Velasquez en 2004 y Tiape en 2005, quienes, mediante sus publicaciones en
extenso sobre estacionalidad e identificacion taxondmica de tabanidos, reabren las

puertas a este amplio campo de estudio en nuestro pais [105, 112].

De manera general son pocos los trabajos referentes a estos vectores presentados
en congresos, simposios, etc., a pesar de los esfuerzos encaminados a la
organizacion de diversos cursos y charlas que se han venido ofreciendo en afios
recientes y han contado con la presencia de importantes investigadores
internacionales en el area, como lo fueron el “I Curso de taxonomia de Tabanidae
neotropicales”, organizado en el 2004, por el Instituto de Zoologia Agricola, Facultad
de Agronomia, UCV-Maracay, y el “Curso de ecologia de vectores (Tabanidae) y

transmision mecanica de agentes patogenos de interés veterinario”, llevado a cabo
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en afo 2007, en la Facultad de Ciencias Veterinarias, UCV-Maracay, entre otros
eventos organizados en diversas universidades e institutos de investigaciéon del

territorio nacional.

Dada la poca informacion sobre analisis estadisticos y matematicos en fendmenos
de estacionalidad y comportamiento de Tabanidae disponible en la literatura, tanto
a nivel nacional como mundial, se emple6é en este estudio una combinacion de
novedosas técnicas tanto descriptivas como inferenciales, cuyos atributos
principales son la posibilidad de describir e interpretar datos de diferentes tipos, que
requieren de diferentes métricas y que permiten la correlacion de multiples
variables, de ahi que se les denomine analisis multivariante. Entre estas técnicas se
encuentran los analisis de componentes principales (ACP), analisis de coinercia,

STATIS y COSTATIS, el cual resulta de una combinacion de STATIS y coinercia.

El analisis de componentes principales (ACP), fue propuesto inicialmente por
Pearson en 1901 y desarrollado por Hotelling en 1933 [22]. Se utiliza para reducir la
dimensionalidad de los datos y determinar el comportamiento de los componentes
que causan la variabilidad del conjunto [114]. La varianza de mayor tamafio en el
conjunto, es capturada en el primer eje, la segunda varianza en el segundo eje y asi
sucesivamente, reteniendo aquellas caracteristicas que contribuyen mas a la
variabilidad del conjunto. A partir de las transformaciones realizadas mediante ACP

pueden aplicarse los otros métodos mencionados.
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Cuando una tabla de datos contiene la composicion de especies en determinados
lugares de muestreo y otra matriz contiene informacién ambiental en los mismos
lugares, la estructura comun a estas dos ordenaciones, denominada co-estructura,

puede ser analizada utilizando analisis de coinercia [25, 29].

STATIS, cuya abreviacién proviene del francés de “Structuration des tableaux a trois
indices de la statistique”, que podria traducirse como “estructuracion de conjuntos
de datos de tres vias en estadistica”, se puede emplear cuando el conjunto de datos
no tiene la misma dimensién de columnas y/o filas (estructura trilineal imperfecta).
La varianza de cada tabla se pondera en funcion de las similitudes entre ellas, lo
que da el caracter de tres vias al método y hace que el analisis resulte mas robusto
y facil de interpretar. Puede ser considerado como un ACP desplegado con una

ponderacion especial de la varianza de las tablas individuales [56].

En conjunto, la aplicacion de estas técnicas aporta un caracter de relevada
importancia a la investigacion al permitir analizar todos los datos recabados en
campo de una forma en que la estadistica clasica no lo permitiria, todo ello con la
finalidad de enriquecer los conocimientos sobre esta familia de moscas que, como
se ha mencionado previamente, son consideradas un serio problema de salud
publica y animal, debido a que sus hembras requieren alimentarse de sangre para

completar el desarrollo de sus huevos, proceso fisiolégico conocido como
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anautogenia, y gracias a este habito hemato6fago tienen la capacidad de actuar
como transmisores mecanicos y, en menor grado, bioldégicos de un gran numero de
patdbgenos que afectan tanto a humanos como a animales silvestres y de
produccion. Factores como la baja persistencia y la alimentacion interrumpida los
convierte en vectores muy eficientes, sobre todo cuando la distancia entre un
hospedero y otro es corta. Este efecto ha sido estudiado, encontrandose que a
mayor distancia entre hospederos es menor el intercambio de tabanidos y
demostrandose estadisticamente que el 95% de los tabanidos retornan a su
hospedero original a una distancia de 39,6 m y el 99% a 49,3 m [38]. Resultados
similares fueron obtenidos mas recientemente en Brasil, donde encontraron que al
separar dos caballos, a una distancia de 25 m, se transfiere s6lo el 4,6% (n=1618)
de los tabanos cuya alimentacion fue intencionalmente interrumpida, mientras que
a 50 m no hay transferencia de tabanidos (n=944) entre hospederos [8]. Sin
embargo, en la practica no es factible separar los animales ni siquiera en
explotaciones extensivas, donde el espacio no supondria un problema, debido a los

habitos gregarios de los bovinos y equinos.

Diversos autores discuten sobre el papel de las especies de Tabanidae como
transmisores de una considerable variedad de agentes patdogenos de naturaleza
viral, bacteriana y/o parasitaria [39, 63, 111], entre los cuales son considerados de

gran importancia en medicina veterinaria y producciéon de grandes animales
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aquellos conocidos como hemotropicos, es decir los que tienen afinidad por

componentes sanguineos.

Entre éstos, los tripanosomas, causantes de la enfermedad denominada
tripanosomosis, se caracterizan por ser quizas los mas ampliamente difundidos [33]
y los mas dificiles de controlar y erradicar de los rebanos, debido a factores como:
estrategias de evasién del sistema inmune que poseen estos protozoarios (variacion
antigénica), lo cual dificulta la generacién de tratamientos profilacticos, como
vacunas; resistencia del parasito a las terapias curativas disponibles; capacidad de
ser transmitidos mecanicamente con facilidad, tanto por vectores como en forma
iatrogénica; dificultad logistica y altos costos del control de vectores, sobretodo en

producciones pecuarias de tipo extensivo.

Los tripanosomas son protozoarios del orden Kinetoplastida perteneciente a la

familia Trypanosomatidae y presentan la siguiente clasificacion taxondmica [94]:

Reino Protista

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae

Género Trypanosoma
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Son hemoflagelados unicelulares, es decir parasitos consistentes de una sola célula
flagelada (Fig. 4), activamente moviles que viven en la sangre y en la linfa, de donde
obtienen los recursos requeridos para completar su ciclo vital. Morfolégicamente
estan bien adaptados a este tipo de vida, pues son alargados, aerodinamicos y

afilados en ambos extremos. Miden de 8 a mas de 50 um [110].

Tripomastigote de T. evansi,
purificado en DEAE cel

3.334 7KV Cr

Fotografia: Antonio Bretaffa

Figura 4. Morfologia externa de Trypanosoma sp.: F. Flagelo

El protoplasma se compone de tres partes: una cubierta protectora externa
denominada membrana celular, la cual es ondulante, contiene la mayor parte del
flagelo sobre ella y, a su vez, encierra al citoplasma, donde se encuentran

suspendidas las estructuras internas del parasito [110].
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La estructura mas notoria es el nucleo, que contiene el acido desoxirribonucleico
(ADN) vy es el responsable de la transmisién de la informacién genética de una
generacion a otra. Seguido de éste, otro cuerpo bien definido es el kinetoplasto, que
se encuentra hacia la terminacion posterior del tripanosoma y se diferencia en el
tamafo y la posicidén segun la especie [110]. También contiene ADN y forma parte
de la mitocondria que recorre la longitud total del cuerpo [92]. Tiene funciones
importantes en la reproduccion y el metabolismo, y se cree que es esencial en los
tripanosomas transmitidos biolégicamente [110]. No obstante, muchos
tripanosomas en ausencia de vectores bioldgicos evolucionaron hacia diversas
formas de transmision, siendo la principal la de tipo mecanica, aunque también se
conocen casos de transmision oral y sexual. La reproduccion, que es asexual y

ocurre por fisidon binaria longitudinal, se inicia en el kinetoplasto [92].

Adyacente al kinetoplasto se encuentra el blefarosplasto, también llamado cuerpo
basal, que constituye el aparato neuromotor de donde emerge el axonema, que
forma la estructura axial del flagelo, la cual se compone, a su vez, de nueve fibrillas
periféricas y dos centrales, rodeadas por una vaina flagelar que se extiende hasta

el extremo distal del axonema [92].

Trypanosoma (Trypanozoon) evansi (Steel, 1885), fue el primer tripanosoma

patdgeno descubierto, observado por Evans, en 1880, en sangre de caballos vy



20

camellos que presentaban una condicién patolégica conocida como surra [53], que
significa “podrido” en hindi [92]. En Venezuela fue observado por el Dr. Rafael
Rangel en sangre de caballos afectados por una enfermedad denominada
comunmente derrengadera [74] y en aquel momento recibid el nombre de T.
venezuelense Mesnil, 1910 [53, 74]. También conocida como mal de caderas, la
tripanosomosis equina es una enfermedad que afecta principalmente a équidos de

la familia Equidae.

Los caballos y asnos (Equus caballus y E. asinus Linnaeus, 1758), son animales
qgue representan una pieza fundamental en el trabajo y manejo de una explotacién
pecuaria, por tanto a las pérdidas econdmicas mencionadas anteriormente se suma
la disminucion de horas laborales por jornada, atribuidas al mal estado fisico y
muerte de estos animales. Ademas de équidos, T. evansi tiene la capacidad de
infectar un gran nimero de animales domésticos y silvestres, entre los que destacan
perros (Canis lupus familiaris Linnaeus 1758), chiguires o capibaras (Hydrochoerus
hydrochaeris Linnaeus, 1766), murciélagos hematoéfagos (Desmodus rotundus
Geoffroy, 1810) [53] y nectivoros (Leptonycteris curasoae Miller, 1900) [90], entre
otros. Se ha reportado ademas en bufalos de agua (Bubalus bubalis Kerr, 1792),
vacunos (Bos taurus taurus y B.t. indicus Linnaeus, 1758), cerdos (Sus scrofa
domestica Linnaeus, 1758), ovejas (Ovis spp. Linnaeus, 1758), cabras (Capra spp.

Linnaeus, 1758) [53], e inclusive humanos (Homo sapiens Linnaeus, 1758) [60, 87].
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Esta amplia gama de hospedadores actuan como reservorios, favoreciendo la

estabilidad enzodtica del parasito.

Por otra parte, la tripanosomosis bovina, conocida comunmente como secadera,
huequera o cacho hueco [80], es una enfermedad parasitaria producida por
Trypanosoma (Duttonella) vivax Zieman, 1905, que afecta principalmente a bévidos
(Bovidae: Artiodactyla) rumiantes de rebanos vacunos, bufalinos, ovinos y caprinos.
El primer reporte de este protozoario fue realizado por Zieman en 1905, en
rumiantes de Camerun [53], mientras que en el neotrdpico aparece por primera vez
en Guayana Francesa en 1919, siendo al afo siguiente reportado en Venezuela por

Tejera [80].

El diagndstico de infecciones activas por tripanosomas, independientemente de la
especie involucrada, se basa en técnicas parasitoldgicas de observacion directa al
microscopio Optico, tales como: observacion de sangre fresca, técnica de
microcentrifugacién capilar (TMC), también conocida como técnica de Woo [113],
frotis sanguineo de gota gruesa y frotis de capa blanca, tefnidos comiunmente con
solucion de Giemsa al 10% o Hemacolor® [92]. Estos métodos son ampliamente
utilizados bajo condiciones de campo, a pesar de su bajo porcentaje de deteccion
del parasito [43], al requerir de una infeccion activa al momento de la toma de
muestra. Por otra parte, las pruebas de diagnostico seroldgico, realizadas en

laboratorio, aportan mejor informacion sobre la situacién del rebafio, ya que
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permiten detectar niveles de anticuerpos circulantes contra el parasito en el suero
sanguineo, indicativos de infeccion activa o reciente, como en el caso del ensayo
de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA), inmunofluorescencia indirecta (IFI),

hemoaglutinacion pasiva (HP), aglutinacién capilar (AC), entre otras [83, 92].

El ELISA es un método para cuantificar un antigeno (Ag) inmovilizado en una
superficie solida utilizando un anticuerpo (Ac) especifico con una enzima unida
covalentemente. La cantidad de Ac que se une al Ag es proporcional a la cantidad
de Ag presente, y se determina midiendo con espectrofotometria la conversion de
un sustrato incoloro en un producto coloreado por la accién de la enzima unida al
anticuerpo [1, 2]. Este es el principio general, sin embargo se han disefiado diversas
modalidades de esta técnica, entre las se encuentra el ELISA indirecto, en el que
se usa un antigeno conocido del patdogeno a diagnosticar, el cual se une a las
paredes de poliestireno de la placa de microtitulacion, de estar presentes en la
muestra anticuerpos séricos contra dicho antigeno ocurre la unién Ag-Ac, que es
detectada por medio de un segundo anticuerpo, una antiglobulina especifica de la
especie involucrada, la cual esta conjugada a una enzima. La adicion del sustrato
de la enzima causa un cambio de color proporcional a la cantidad del anticuerpo
unido [106]. La figura 5 nos brinda una visidon didactica de lo que ocurre dentro de
un pozo de una placa de microtitulacion una vez finalizado el ELISA cuando la

muestra resulta positiva.
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Figura 5. ELISA indirecto para el diagnéstico positivo de Trypanosoma spp.

Otras técnicas de diagnostico que han ganado auge en las ultimas décadas son
aquellas que tienen por blanco la deteccion molecular del ADN del parasito, entre
las que destaca la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), una técnica in vitro
que simula el proceso de duplicacion propio del ADN, dando como resultado
multiples copias de un fragmento especifico de interés, llamado secuencia blanco.
Para ello nos valemos de cambios sucesivos y controlados de temperatura y de la
utilizacion de todos los componentes requeridos para que la duplicacion se lleve a
cabo, es decir, agua destilada y desionizada (H2044a), cebadores (oligonucleotidos
o primers), ADN molde (muestra), desoxinucleoétidos trifosfato (ANTP’s), cloruro de
magnesio (MgCl2), ADN polimerasa termoresistente (enzima Taq polimerasa o

TaqgPol), tampdn o amortiguadores de reaccién. El proceso se realiza en tres etapas
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que se repiten ciclicamente, éstas son: Desnaturalizacion, en la que se separan las
dos hebras de ADN; hibridizacién, donde se alinean los cebadores (sentido y
antisentido) delimitando el fragmento a amplificar; y elongacién, es cuando actua la
TagPol incorporando nucledtidos para formar las nuevas cadenas del fragmento de
ADN de interés. Una vez obtenida la mezcla de reaccion (MR) y colocada en tubos
para PCR (200 pl) con cada una de las muestras mas un blanco (MR sin ADN), el
proceso se realiza de forma automatizada en un termociclador, el cual puede ser
programado para que varie las temperaturas a las que ocurren las tres etapas de la
duplicacion anteriormente mencionadas. Posteriormente las reacciones son
sometidas a una corrida electroforética horizontal en gel de agarosa. La
electroforesis se basa en la separacion de biomoléculas, en este caso fragmentos
de ADN, bajo la accién de un campo eléctrico, donde la velocidad de migracion
depende de la densidad de carga de la molécula (relacién carga/peso), del voltaje

aplicado y de la porosidad del gel de electroforesis [44].

Todas estas técnicas se aplican en nuestro pais y han sido empleadas durante largo
tiempo en el diagndstico de tripanosomosis animal. A pesar que en el afio 1971, en
una breve comunicacion inglesa se resalta el hecho de que en Venezuela no
existian datos precisos de prevalencia, ni infraestructura para diagnosticar la
enfermedad [18], hoy en dia es, quizas, la patologia animal provocada por

hemoparasitos mas ampliamente estudiada, sin embargo continua siendo un
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problema sanitario de relevancia, a pesar de la solidez de varios grupos de trabajo

y laboratorios abocados a su investigacion.

En 1980, una encuesta seroldgica realizada mediante HP y AC que abarcé rebafnos
bovinos ubicados en diferentes estados del pais, mostré un indice de prevalencia
de 25,5% (n=1884), indistintamente del grupo etario del rebafio y del tipo de
explotacion (leche o carne); siendo el estado Apure el de mayor prevalencia (39,3%,
n=193) [108]. Posteriormente, el mismo grupo publicé datos obtenidos mediante AC
para 735 muestras pertenecientes a cuatro fincas de estado Guarico, con una
prevalencia de 9,6%, y refieren por primera vez que el patégeno se encuentra mas
comunmente en adultos que en becerros [109]. En 1990, dan a conocer una
seroprevalencia (SP) media nacional de 20,8%, ubicaAndose esta vez la mayor en la

regiéon central (33,5%) [107].

En 1991, en la localidad de Santa Maria de Ipire en el estado Guarico, se reportaron
también prevalencias mas altas en adultos (55%) que en animales jovenes (13 a
28%), a través de IFI [76]. Para el siguiente ano, en las regiones norcentro y sureste
del estado Guarico, mediante IFI (n=1509), se reporté mayor prevalencia en época
lluviosa (33,8%) que en sequia (3,63%), mayor en adultos (72,2%) que en animales
de 0 a 12 meses (16,3%) y de 13 a 24 m (8,5%), y, finalmente mayor en hembras
(87,56%) que en machos (12,44%) [100]. En la region nororiental de Falcén se

realizé un estudio que abarcé 60 fincas de siete municipios (n=500) con una SP
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media de 57,8% mediante IFI, donde la menor encontrada fue de 51,3% y la mayor

87,5% [32].

En 1998, en Valle de Aroa, estado Yaracuy, se reportdé una SP de 38,2% en dos
fincas (n=387), mediante IFI [86]; en 1999, de 42,3% en tres localidades del estado
Bolivar (n=142), mediante ELISA [34]; en el 2000, se registraron SP de 25% y 50%

respectivamente en dos fincas del estado Guarico, mediante IFI (n=88) [98].

En 2001, se reportd la mayor prevalencia obtenida en la historia del pais empleando
una técnica directa de diagnéstico, fue de 66,67% mediante TMC [79]. En este
trabajo el mismo indice fue obtenido en tres estados simultaneamente, Bolivar
(n=18), Carabobo (n=18) y Cojedes (n=12) y, a pesar del reducido numero de
muestras se considera un indice elevado dada la baja sensibilidad que tiene esta

técnica.

En 2002, se reportan SP de 56,9% en época lluviosa y 45,7% en sequia, en los
municipios Roscio y Ortiz del estado Guarico (n=193) mediante IFI [99]. En 2004,
también en el estado Guarico, se obtuvo una SP de 27,08% (n=48) mediante ELISA,
reportandose ademas coinfeccion en 11/13 de las muestras con Anaplasma
marginale Theiler 1910, otro hemoparasito de relevada importancia pecuaria [33];
mientras que en Falcon, para el mismo afo se reportaron SP de 7, 10, 38 y 46% en

cuatro de diez fincas muestreadas en la poblacion de Tucacas (n=347) [96]. Por otra
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parte, en el municipio Mara del estado Zulia ocurrié un brote donde se alcanzé a
diagnosticar positivamente el 77,7% de 450 animales, mediante frotis de capa
blanca tefido con Giemsa 10%, en lo que se tiene como el mayor segundo indice

de positivos con una técnica de observacion directa [91].

En 2007, en el municipio Juan José Mora del estado Carabobo, se obtuvo una SP,
mediante ELISA, de 39,5% (n=400) [48]. En el mismo afo, en el estado Monagas
se registrd, por ELISA, 60% de SP en el noreste y 58% en el sur (n=151) [5]; y 50,5%

un ano después en otro estudio, también al sur ese estado (n=100) [42].

Dos trabajos que abarcaron varios estados del pais fueron publicados en 2009, el
primero mostré una SP media de 85,76% en 20 rebafios de cinco estados (n=790),
siendo Guarico el que conté con el muestreo mas amplio (12 fincas, n=529,
SP=85,76%), seguido por Apure (3 fincas, n=83, SP=95,55%), Aragua (2 fincas,
n=81, SP=65,17%), Barinas (2 fincas, n=50, SP=84,57%) y Cojedes (1 finca, n=40,
SP=100%) [3]. El segundo trabajo tuvo una poblacién muestral de 1.572 animales
con SP media de 33,1%, dividida en cuatro regiones geograficas: los llanos 41,4%
(n=982), centrooccidental 22,0% (n=304), sur de lago 20,5% (n=166) y andina 10%

(n=120) [97].

Datos sobre prevalencia de tripanosomosis en otras especies diferentes a Bos spp.

son escasos. Muestras tomadas en 1991, revelaron SP de 82,92% (n=115) y
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14,08% (n=152) en dos fincas de produccion de bufalos del oriente de Guarico,

donde se reportdé ademas una alta presencia de tabanidos [101, 102].

Mas recientemente, se expusieron resultados obtenidos desde 2005 a 2013, de
4.989 muestras de sueros de vacunos (n=3.798), bufalos (n=437) y equinos (n=754)
pertenecientes a 51 explotaciones pecuarias en 18 municipios de 11 estados;
observandose un total de 2.689 animales positivos (53,9%), entre ellos 2.438
vacunos (64,2%), 92 bufalos (21,2%) y 159 equinos (21,1%). Se destaco el estado
Apure por contar con el mayor numero de muestras analizadas y debido a su gran
importancia en el sector ganadero; adicionalmente fue el unico estado en el que se
colectaron muestras de las tres especies, encontrando seroprevalencias de 65,1%
(2.159/3.319) en vacunos, 34,9% (15/43) en bufalos y 23,1% (60/260) en equinos

[77].

Los signos clinicos que presentan los animales afectados por tripanosomosis son
los caracteristicos de cualquier enfermedad provocada por otros agentes
hemotrépicos o de enfermedades que cursen con estados febriles intermitentes,
decaimiento, inapetencia, pérdida de peso, infertilidad temporal, inflamacién de los
nédulos linfaticos y aumento de la secrecion glandular (principalmente de las
glandulas lagrimales), entre otros; lo que conlleva a una notoria disminucion de la

produccion. Por lo tanto la experiencia y las pruebas diagndsticas son en extremo
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importantes a la hora de determinar su presencia y establecer programas de

tratamiento y control de la enfermedad.

El tratamiento curativo, en casos agudos y cronicos de la enfermedad, va dirigido a
la eliminacion del parasito, mediante la administracion de drogas tripanocidas
(diminaceno, quinapiramida y fenantridinas) y a dar soporte al animal afectado
mediante agentes terapéuticos que produzcan un aumento del niumero de eritrocitos
y/o de la concentracién de hemoglobina en estas células (Ej. hierro y vitaminas del
complejo B), fluidoterapia, agentes antipiréticos y buena alimentacién. Por otra
parte, cuando el patégeno produce casos de infecciéon subaguda, manteniéndose
de manera enzodtica en el rebafo, se suele implementar el uso de drogas
tripanocidas de forma profilactica, principalmente quinapiramida y fenantridinas. Sin
embargo, su uso prolongado ha dado paso a la supervivencia de cepas resistentes,
mientras que las susceptibles tienden a desaparecer [57, 80, 92]. Otras formas de
control incluyen la cria de bovinos tripanotolerantes, que ha sido aplicada en Africa
con algunos resultados favorables; y el control de vectores [80], que suele dar

resultados positivos, pero no perdurables, ademas de ser comunmente costoso.

De las drogas disponibles en el mercado farmacéutico, el clorhidrato de cloruro de
isometamidium es un derivado de fenantridina, cuyo mecanismo de accion no se
conoce en su totalidad, pero se cree que inhibe selectivamente la enzima

topoisomerasa |l del kinetoplasto [61], impidiendo el correcto desenrollamiento de
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las hebras de ADN y provocando rupturas descontroladas de las mismas por
aumento de la tensién. En estudios previos realizados en novillos, el isometamidium
demostrdé tener accidon tanto curativa, eliminando eficazmente los tripanosomas
circulantes, como preventiva hasta 4 meses después de la aplicacién intramuscular.
Sin embargo, se recomienda reservar su uso solo para tratamientos curativos en
virtud de la rapidez con que se observa la aparicion de cepas de T. congolense y T.

vivax resistentes al farmaco [37].

V. METODOLOGIA

1. Seleccidén de la unidad de produccion

La zona endémica fue seleccionada a través de un estudio previo donde se
determind una alta seroprevalencia de Trypanosoma spp. (74,59%) en tres fincas
del Municipio Mufoz del estado Apure [83]. Adicional a la presencia de
tripanosomas, el area de muestreo abarcd las siguientes caracteristicas:
Estacionalidad, altitud menor a 1.000 m s. n. m., presencia de vectores y

hospederos domésticos (animales de produccidn).

La zona se compone de una gran llanura de sabanas inundables en época de lluvia,

sin relieves significativos y con variaciones climaticas menores. Temperatura entre
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23 y 34°C y altitud entre 0 y 90 m s. n. m. Segun la clasificacién de Holdridge,
corresponde a un clima de Bosque Seco Tropical [54], donde el volumen promedio
anual de evaporacion es de 2.237,9 mm [4] y pluviosidad de 1.258 mm [45], que se
manifiesta con un periodo de lluvia que inicia en mayo y culmina en octubre y un
periodo de sequia comprendido entre noviembre y abril. Cabe destacar que esta
zona no escapa al fendmeno climatico mundial, por lo que en los ultimos afios se

han registrado cambios importantes en la duracion e intensidad de las estaciones.

2. Muestreo entomolégico

La unidad de producciéon cuenta con una superficie de 39.623,5 hectareas, mientras
que el potrero donde se realizé el muestreo tiene una superficie de 1.409 ha, y una
carga animal de 522 novillas, 158 mautes de bufalo, 131 mautas de bufalo,
invariable durante el tiempo de estudio, y aproximadamente, 12 caballos que se

encontraban en constante rotacion por ser atajos de trabajo.

Los muestreos se llevaron a cabo durante tres (3) dias al mes por trece (13) meses,
desde noviembre 2009 hasta noviembre 2010, abarcando de esta manera ambos
periodos estacionales (lluvia y sequia) y ademas tres transiciones estacionales
(lluvia-sequia noviembre-2009, sequia-lluvia abril-2010 y lluvia-sequia noviembre-

2010).
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Para la captura de los tabanidos se emplearon seis (6) trampas Canopy [55],
distribuidas aleatoriamente en un area de 9 Km?, flanqueada por zonas de bosque
de galeria y sabana, colocadas a una distancia aproximada de 25 m entre ellas (Fig.
6). Las coordenadas del centro relativo del area fueron 7°49’°03”N 69°17°31”0 y la

altitud 81 ms. n. m.

klnwt\t{|\‘f-'f"z"'
Figura 6. Distribucion aleatoria de las trampas: La flecha roja refiere el
angulo de la fotografia superior y los puntos amarillos indican la ubicacién
relativa de cada trampa y su numero asignado.
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Las trampas de tipo Canopy cuentan con la ventaja de ser faciles de armar en corto
tiempo y, debido a que poseen soportes propios, pueden colocarse practicamente
en cualquier terreno, sea abierto o cerrado. Su eficiencia en la captura de hembras
de tabanidos ha sido comparada con la de trampas Malaise sin cebo, sin

encontrarse diferencias significativas [81].

Como atrayente visual se utilizé un circulo de tela negra de 45 cm de diametro, con
circunferencia de alambre, pendiente del asta central de la trampa (Fig. 7). Dicho
circulo sustituye la pelota plastica inflable negra utilizada repetidamente en ensayos

similares [51, 82, 104].

Figura 7. Atrayente visual en el interior de la trampa Canopy

Se empled 1-Octen-3-ol, 98% (Aldrich Chemical Company, Wisconsin, USA) como
atrayente quimico. Este alcohol secundario, también conocido como octenol o

alcohol de hongos, ha sido ampliamente utilizado como cebo en diferentes tipos de
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trampas con resultados exitosos. En 1989 fueron reportados aumentos significativos
en la cantidad de tabanos capturados en comparaciéon con los controles sin octenol
[41]. Mas recientemente se ha reportado que trampas Canopy con octenol capturan
ocho veces mas tabanidos que las trampas sin cebo [62]. En este ambito también
ha sido recomendado el hielo seco como fuente de CO2, cuyo empleo ha
demostrado aun mejores resultados que el octenol [111], sin embargo no se
considero6 apropiado su empleo en este estudio por razones de logistica y costo. Se
colocd 1 ml de octenol en un frasco abierto (J 1,5 cm), atado al tubo central de cada

trampa. La boca del frasco se protegié con malla de gasa.

Los tabanidos fueron retirados vivos de las trampas (Fig. 8) en tres horarios durante
el dia: 07:00 (m), 12:30 (md) y 17:30 (t). Las moscas fueron trasladadas al

laboratorio de campo para su procesamiento.

Figura 8. Retiro de los tabanidos colectados en las trampas
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Los datos sobre los factores climaticos estacionales, como pluviosidad mensual
acumulada medida en milimetros de lluvia (mm), temperatura maxima y temperatura
minima mensuales medidas en grados centigrados (°C) fueron recabados en el

propio hato, por el personal del mismo.

3. Identificacion taxondmica

Una vez trasladados al laboratorio de campo los especimenes de la familia
Tabanidae capturados fueron clasificados por similitud morfolégica, a nivel de
género y posible especie, estando aun con vida, posteriormente se sometieron a
bajas temperaturas (-20 °C) durante 30 minutos. Representantes de cada especie
fueron montados, fotografiados, etiquetados y almacenados como coleccion de
referencia, y finalmente identificados a nivel de género, subgénero y especie,
mediante el empleo de claves [8, 19, 35] bajo lupa estereoscépica PZMTIII (World
Precision Instruments, Inc. Florida, USA); mientras que los ejemplares restantes

fueron diseccionados y conservados para estudios moleculares.

Adicionalmente, se realizaron estudios comparativos entre los especimenes
colectados y los ejemplares de la colecciéon del Museo del Instituto de Zoologia

Agricola perteneciente a la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de
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Venezuela (MIZA-FAGRO-UCV). En dicho museo se conserva la coleccion

generada en este trabajo.

Algunos ejemplares de referencia de cada especie colectada fueron enviados en
calidad de préstamo a la Coleccidén de Invertebrados del Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA-Manaus-Brasil), para confirmar las identificaciones
taxondmicas mediante estudio comparativo con los ejemplares tipo depositados en

dicha coleccion, bajo la direccion y colaboracion su curador, Dr. Augusto Henriques.

4. Analisis estadisticos

Se elaboraron cinco matrices de orden n x p, la cual es una ordenacion rectangular
de elementos dispuestos en n filas y p columnas; donde n es el niumero total de
individuos colectados para todas las matrices (n=9.133), mientras que la variable p
fue diferente para cada matriz, siendo p1=10, en relacion a las 10 especies
colectadas (tpung=Tabanus pungens, tclar=T. claripennis, tocc=T. occidentalis,
cuni=Cryptotylus unicolor, Icra=Lepiselaga crassipes, tlut=T. [utzi, tsor=T.
sorbillans, tolce=T. olivaceiventris, timp=T. importunus, chry=Chrysops sp.);
p2=13, en relacion al mes de colecta que va de nov-09 a nov-10, ps3=6,
representando cada una de las trampas Canopy utilizadas de T1 a T6 (ver su

distribucién en la figura 6), p4=3, en relacion a los datos ambientales de temperatura
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maxima y minima (T°Max y T°Min) y pluviosidad en mm de Ilamina de agua (Lluvia)

y, por ultimo, ps=3, relacionado al horario de colecta (m=7.00, md=12.30, t=17.30).

En base a ellas se realiz6 analisis de componentes principales (ACP), con la
finalidad estudiar la variabilidad de la composicién poblacional de los tabanidos por
trampa, mes y hora del dia. Se realizé6 analisis de coinercia [25, 26, 29] para
encontrar la estructura comun por mes de los dos grupos de datos (ambientales y
poblacionales). Se evaluo mediante STATIS [56] la configuracién compromiso de
los tabanidos y la similitud del comportamiento poblacional por mes y por trampa.

Para estos analisis se utilizé el paquete ADE-4 de la R Software® [17, 27, 28].

5. Diseccion de tracto digestivo

Tal como se menciond, aquellos ejemplares vivos, no incluidos en la coleccion de
referencia fueron separados por especie, fotografiados y sometidos a diseccion.
Patas y alas se removieron del insecto para facilitar el procedimiento, mientras que
proboscis, glandulas salivales e intestino de los ejemplares alimentados, fueron
separados del resto del insecto, colocados en un portaobjetos y resuspendidos en
20 pl de solucion tampén fosfato salino (PBS) pH 7,2 (20 mM NaH2PO4, 20 mM
Na2HPO4 y 150 mM NaCl). Cada muestra se colocé en dos tipos de papel de filtro:

QlAcard FTA® (FlindersTechnology Associates) (QIAGEN® California, USA) y papel
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de filtro convencional Whatman® No 42 (Whatman International Ltd. Maidstone,

England), para su transporte y conservacién del ADN [30, 47, 69].

Para evitar contaminacion entre las muestras, cada una se disecciono
individualmente y los instrumentos de diseccion fueron esterilizados mediante
inmersion en hipoclorito de sodio al 4,25% (Opin C.A. Caracas, Venezuela) durante
dos minutos y lavados dos veces, primero con agua destilada y luego con solucion

salina isoténica (0,9%, p/v NaCl) [68].

6. Diagnéstico molecular de tripanosoma en tabanidos alimentados:

6.1. Alimentacion experimental de tabanidos con sangre de ratas sanas e infectadas

con tripanosoma.

En campo, se tomaron al azar algunos tabanos capturados en las trampas, los
cuales a simple vista no se notaban alimentados recientemente. Ratas (Rattus
norvegicus Berkenhout, 1769) de la linea Sprague Dawley, hembras entre 250 y
300 g de peso vivo, fueron inoculadas con el aislado criopreservado de
Trypanosoma evansi denominado TEVA1 [75], el cual fue recientemente
renombrado e identificado molecularmente como T. equiperdum Dgflein, 1901 [85].
Se conoce que estos dos parasitos son muy similares morfolégicamente [53], pero

difieren en la forma de transmisién conocida y en la patologia que generan, ya que
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T. equiperdum causa una enfermedad, llamada durina, que afecta équidos y se
transmite por via venérea [53]; sin embargo, no se conocen estudios que permitan
descartar la transmision metaxénica o iatrogénica de este tripanosoma, tal como

ocurre con el resto del subgénero Trypanozoon.

Las ratas se inocularon con, aproximadamente, 1,8x10° parasitos totales por via
intraperitoneal. La parasitemia fue monitoreada durante los siguientes dias y al
alcanzar umbrales de 7x108 parasitos por mililitro las ratas fueron anestesiadas con
tiopental sédico 500 mg (dosis 5 mg/Kg de peso vivo) y expuestas a la picadura de
los tabanidos en un dispositivo adaptado para tal fin (Ver Anexo 1), durante
aproximadamente una hora por experimento, en funciéon de la duracion de la
anestesia (Fig. 9). A manera de control negativo un grupo de tabanidos fue
alimentado con una rata sana (no inoculada). Todos los tabanidos, previa
identificacion taxondmica, fueron diseccionados y su muestra conservada tal como
se explicé en la seccion anterior sobre diseccion de tracto digestivo. Adicionalmente,
se dispuso de una muestra como control positivo obtenida directamente de sangre

de rata infectada, no conservada en papel.
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Figura 9. Dispositivo adaptado para la alimentacion experimental de tabanidos

6.2. Estandarizacion de la técnica de PCR empleando muestras de tabanos

alimentados experimentalmente con ratas

Para la estandarizacién de la PCR, el ADN de las muestras de tracto digestivo de
tabanidos y la muestra de sangre de rata fue obtenido mediante la técnica de
descrita por Bereczky y col. [12], y su concentracion cuantificada usando un
espectrofotometro GenQuant Pro (Amersham Biosciences. Buckinghamshire, UK)
y ajustada a 27,7 ug/ml, a manera de igualar todas las muestras a la de la menor
concentracion de ADN obtenida. Con la finalidad de establecer el umbral minimo de
reconocimiento de la presencia de Trypanosoma evansi en las muestras, se
utilizaron las siguientes concentraciones de nanogramos totales de ADN en la
mezcla para PCR: 200, 150, 100, 75, 50, 25, 20, 15, 10, 5y 2,5. Se fueron variando

las condiciones de la PCR a fin de determinar las concentraciones 6ptimas de los
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componentes y las condiciones de temperatura y tiempo del programa en el
termociclador, para los procesos de desnaturalizacion, alineacién y extension de la
secuencia blanco, empleando los oligonucledtidos ITS1CF (Sentido) 5’-
CCGGAAGTTCACCGATATTG-3 y ITS1BR (Antisentido) 5’-
TTGCTGCGTTCTTCAACGAA-3’, que amplifican una region de aproximadamente
480 pares de bases (pb) de la secuencia de espaciadores de trascripcién interna

(ITS) del ADN ribosémico de T. evansi [67].

Todos los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis horizontal en geles
de agarosa empleando Agarose D-1 LE GQT (Scientific Trade Corp, Miami, USA)
al 1,5% en soluciéon Tris-Acetato-EDTA (TAE buffer) 1X (Promega Corporation,
Wisconsin, USA) y Sybr®Safe 1X (Invitrogen, Oregon, USA), durante 50 minutos a
120 voltios y 400 miliamperios. Se utilizd como referencia de peso molecular el
marcador 50pb DNA step ladder (Sigma-Aldrich, Misuri, USA). Posteriormente los
geles fueron revelados mediante el fotodocumentador de geles Fotodyne 60 2105
(Fotodyne Incorporated, Wisconsin, USA) y las imagenes digitales captadas por el
programa FOTO/Analyst® PCimage (Versiéon 5.00. Fotodyne Incorporated,

Wisconsin, USA).
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6.3. Diagnostico de T. evansi y T. vivax en muestras de tabanidos alimentados en

campo.

Las muestras de tabanidos alimentados naturalmente fueron sometidas a extraccion
de ADN empleando igualmente el método de Bereczky y col. [12]. Las
concentraciones  obtenidas fueron determinadas usando un  micro-
espectrofotometro NAS99 (ACTGene, New Jersey, USA) y registradas bajo la
version 1.0.0.3 del programa del mismo nombre. Los promedios de cada papel de
filtro fueron comparados estadisticamente mediante la prueba t de Student para

datos independientes.

Para la PCR se emplearon concentraciones de AND por muestra entre 200 y 75 ng

[78], bajo las siguientes condiciones:

Componente Stock Concentracion Final

Tampén Taq 10X 1X

MgCl2 50 mM 2 mM

dNTP's 40 mM 800 uM

ITS1BR 10 uM 0,2 uM

ITS1CF 10 uM 0,2 uM

Taq Pol 5 Ulul 0,5 U/reaccion

H20dd Hasta completar 15 ul/reaccion

Se emplearon indistintamente dos termocicladores, Mastercycler personal vy
Mastercycler epgradientS (Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania), dependiendo de

su disponibilidad en el laboratorio. El programa inicié con un ciclo de 94°C/5 min,
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seguido de 38 ciclos de 94°C/40 seg, 58°C/40 seg y 72°C/90 seg, para finalizar con

un ciclo de 72°C/5 min y temperatura de mantenimiento de 21°C.

Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa y revelados tal como se
explico en la seccion anterior. La aparicion de una banda del tamafio esperado por

muestra indica su positividad.

Los cebadores ITS1BR e ITS1CF también amplifican un segmento de,
aproximadamente, 200 pb de T. vivax [67], y cabe destacar que estos cebadores no
son capaces de distinguir entre T. evansi y T. equiperdum mediante el tamano del
producto, por lo que para diferenciarlos se realizaron algunos PCR adicionales
empleando los cebadores descritos recientemente por Sanchez y col. para los
genes del maxicirculo citocromo b (Maxi Cyt 1 y Maxi Cyt 1.1) y citocromo oxidasa
(Maxi 0.2 — Maxi 0.1) [85], entendiendo que de tratarse de T. evansi no se espera
amplificacion alguna, mientras que muestras con un amplicén de aproximadamente
599 pb para el primer juego de cebadores y de 626 pb para el segundo, pueden

considerarse positivas para T. equiperdum.

7. Determinacion molecular de la fuente de alimentacion de tabanidos:

Con la finalidad de asociar a los animales de produccién (bovidos y équidos),

animales domésticos (perros y gatos), animales silvestres (chiguires, aves, reptiles,
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entre otros) y humanos, como fuentes de alimentacion de los tabanidos capturados,
las muestras obtenidas fueron sometidas a PCR empleando los cebadores
especificos Cyt b1 (Sentido) 5’-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’ y Cyt b2
(Antisentido) 5’-GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’ [65, 93], que amplifican

secuencias de 359 pb del citocromo b de vertebrados.

La amplificaciéon de los productos fue verificada en geles de agarosa al 1,5%, los
amplicones obtenidos fueron purificados empleando el kit comercial Wizard® SV Gel
and PCR Clean-up System (Promega Corporation, Wisconsin, USA), y enviados

para su secuenciacion a Macrogen, Seul, Korea.

Las secuencias obtenidas fueron editadas mediante BioEdit Sequence Alignment
Editor (version 7.2.5) [49], comparadas con la base de datos no redundante del
GenBank® [11], la identificacion de las especies se realizé en base al porcentaje de
identidad, que es el grado de invariabilidad entre dos secuencias, empleando
BLAST®n (version 2.2.32), en inglés Basic Local Alignment Search Tool [115].
Adicionalmente, para cada especie encontrada se realizaron alineamientos de las
secuencias obtenidas con su secuencia homologa y otras disponibles descargadas
del GenBank, empleando la herramienta ClustalWW multiple alignment [103], incluida

en BioEdit.
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8. Muestreo de los animales de produccion

El grupo de bovinos seleccionado estuvo conformado por la totalidad de novillas del
hato (n=513), considerando primordialmente su ubicacién, en el mismo potrero
donde se realiz6 la colecta de los tabanidos y donde permanecieron sin rotaciéon

durante todo el tiempo del estudio.

Empleando agujas 21G x 1 1/2" y tubos Vacutainer™ sin anticoagulante, las
muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién coccigea (Fig. 10), en cuatro
momentos durante el estudio: diciembre del 2009, marzo, junio y septiembre del
2010. Se colectaron adicionalmente muestras en tubos Vacutainer™ con
anticoagulante para la realizacidon de extendidos sanguineos y microcentrifugacion
capilar (aproximadamente el 10% de las novillas de cada muestreo). Las muestras
de sangre se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 2 a 3 horas, se
centrifugaron por espacio de 5 minutos a 5.000 rpm y los sueros obtenidos se
transvasaron a tubos Eppendorf® con capacidad para 1,5 ml, se trasladaron
refrigerados en cava con hielo hasta el laboratorio donde se mantuvieron a -20°C
en un congelador vertical (Cool-Lab™, Lab-Line Instruments, Inc., lllinois, EUA)

hasta la realizacion del ELISAI.
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Figura 10. Toma de muestra sanguinea mediante punciéon coccigea

9. Aplicacion de tratamiento tripanocida a los animales de produccion y

diagnéstico serolégico de Trypanosoma spp mediante ELISAI

Todas las novillas fueron tratadas una semana antes de la primera toma de muestra
(diciembre-2009) con 1 mg de clorhidrato de cloruro de isometamidium (solucién
inyectable al 2%) por kilogramo de peso vivo; debido a manejo de la unidad de
produccion no se establecié un grupo de animales control (no tratado). La aplicacién
anual de este tratamiento es una medida profilactica que forma parte del programa
sanitario del hato, la cual se ha empleado durante 5 afos, con reportes favorables

de aumento en la productividad de las novillas.
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El antigeno a emplear se obtuvo de extracto purificado de Trypanosoma evansi,
expandido en ratas Sprague Dawley, segun el método descrito por Perrone [74].
Las condiciones para la realizacion del ELISA indirecto se estandarizaron como
sigue: 1.000 ng totales de antigeno por cada 100 ul (10 ng/ul), diluido en solucion
tampodn carbono bicarbonato 0,05 M pH 9,6 (BCB). Solucion de bloqueo a base de
leche descremada en polvo diluida al 5% en solucién tampén fosfato salino 0,2 M
pH 7,2 (PBS). Dilucién 1:100 de cada suero problema y controles positivos y
negativos en PBS y Tween 20 al 0,1%. Dilucién 1:10.000 del anticuerpo secundario
anti-inmunoglobulina G de bovino conjugado a peroxidasa (anti-bovine IgG-HRP,
Santa Cruz Biotechnology, Inc. California, USA) y 30 minutos de exposiciéon al
cromodgeno revelador 2,2'azinobis (3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) al 2%
(ABTS, Sigma), en solucion tampén citrato 0,05 M pH 4 y perdxido de hidrégeno al

0,5%, como sustrato de la enzima peroxidada.

Fueron utilizados dos sueros positivos y tres sueros negativos, por duplicado en
cada placa, tomados al azar de una seroteca constituida por muestras de bovinos
colectadas en diversas zonas del pais, probadas previamente mediante la misma

técnica de ELISA y confirmadas por western blot.

Para los ensayos, 100 ul del antigeno fue agregado a cada pozo de placas de

polivinilo (Inmunolon® de 96 pozos, fondo U), exceptuando cuatro pozos por placa
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destinados a funcionar como blancos (sin antigeno) y dos para control del BCB
(suero de bovino diluido 1:100 en BCB); cada placa se incub6é en camara humeda
por 12 horas a 4°C. Se realizaron 3 lavados con solucion de cloruro de sodio 1,5M
y Tween 20 al 1%. Se agregaron 200 pl de solucién de bloqueo, se incubd en
camara humeda a 37°C durante 1 hora, luego de la cual se descarté el contenido
por inversion, sin lavar la placa. Se agregaron 100 ul de cada suero problema y
controles, diluidos previamente, se incubod bajo las mismas condiciones y se lavo 3
veces. Se agregaron 100 pl del anticuerpo secundario, se incubé y lavé de igual
forma. Se agregaron 100 pl de la solucién cromodgeno-sustrato y se incubd durante
30 min. en agitacion suave, a temperatura ambiente. Se realiz6 la lectura de la
densidad 6ptica a una longitud de 405 nm, en un espectrofotometro Tecan Sunrise-

Basic (Grodig, Austria).

Para el analisis de los resultados, los valores de los controles blancos obtenidos en
cada placa fueron promediados y restados al resto de los valores. Los puntos de
corte (PC) para determinar la positividad o negatividad de cada muestra se
establecieron calculando el promedio de los controles negativos mas tres
desviaciones estandar [83]. La prevalencia relativa se expreso en base al porcentaje
ajustado de individuos positivos y negativos para cada muestreo y se analiz6
empleando el programa estadistico MedCalc mediante pruebas de chi cuadrado con

intervalo de confianza de 95%.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Listado de especies de tabanidos y abundancia

Durante el periodo de colecta establecido de noviembre-2009 a noviembre-2010
fueron colectados en las trampas Canopy un total de 9.133 especimenes hembra,
pertenecientes a 10 especies (Fig. 11) distribuidas en 2 subfamilias (Chrysopsinae
y Tabaninae), 3 tribus (Chrysopsini, Diachlorini y Tabanini) y 4 géneros (Chrysops,
Cryptotylus, Lepiselaga y Tabanus). Adicionalmente, se colectaron manualmente
dos ejemplares hembra en la zona peri-domiciliar, los cuales se agregaron a la
coleccidén entomoldgica, mas no se tomaron en cuenta para los estudios de
estacionalidad. La figura 11 muestra la abundancia relativa total registrada por
especie y permite apreciar que T. pungens fue la especie mas abundante en la zona

(AR=83,75%) durante todo el periodo del estudio.

En la tabla | se puede apreciar que esta especie fue la mas abundante en cada una
de las capturas individuales exceptuando los meses de diciembre-2009 y enero-
2010, en los que T. claripennis le supero (210 vs. 276 = 39,85% vs. 51,88% y 19 vs.
58 = 22,89% vs. 69,88%, respectivamente); y mayo-2010 donde fueron mas
abundantes Cryptotylus unicolor (39 vs. 114 = 15,73% vs. 45,97%) y T. lutzi (39 vs.

43 =15,73% vs. 17,34%).



Cryptotylus unicolor
(Wiedemann, 1828)
n=151
AR=1,65%

Tabanus occidentalis
Linnaeus, 1758
n=193
AR=2,11%

Tabanus pungens Tabanus claripennis
Wiedemann, 1828 (Bigot, 1892)
n=7.649 n=981
AR=83,75% AR=10,74%

\

Tabanus sorbillans Tabanus olivaceiventris Tabanus importunus
Wiedemann, 1828 Macquart, 1847 Wiedemann, 1828
n=26 n=10 n=9
AR=0,28% AR=0,11% AR=0,10%

Tabanus lutzi
Kréber, 1934
n=49
AR=0,54%

Figura 11. Especies de tabanidos colectados: se muestra el numero de ejemplares

-

Lepiselaga crassipes
(Fabricius, 1805)
n=56
AR=0,61%

Chrysops sp.
Meigen, 1803
n=9
AR=0,10%

capturados por especie y su abundancia relativa de noviembre-2009 a noviembre-2010.

50




51

Tabla I. Namero de ejemplares capturados por especie y por mes de colecta: Solo incluye ejemplares hembras. Se muestran, adicionalmente,
los datos de pluviosidad medidos por el personal del hato

Na?eero Mes de Tabanus  Tabanus Tabanus Cryptotylus Lepiselaga Tabanus Tabanus Z?iezg:if Tabanus  Chrysops To:?‘ Pluviosidad
especies colecta pungens claripennis occidentalis unicolor crassipes lutzi sorbillans " importunus sp. :ws (mm)
6 nov-09 117 108 3 0 1 0 12 2 0 0 243 0
6 dec-09 212 276 39 0 3 0 1 1 0 0 532 0
4 jan-10 19 58 5 0 1 0 0 0 0 0 83 0
5 feb-10 21 12 1 1 1 0 0 0 0 0 36 0
3 mar-10 27 3 0 0 0 0 0 0 2 0 32 0
6 apr-10 87 23 1 0 9 0 0 2 3 0 125 108
10 may-10 39 11 9 114 16 43 2 2 4 8 248 47
7 jun-10 41 2 13 28 4 4 3 0 0 0 95 149
8 jul-10 18 1 5 1 8 2 1 0 0 1 37 529
5 aug-10 129 19 9 6 8 0 0 0 0 0 171 308
6 sep-10 933 65 17 1 1 0 1 0 0 0 1.018 309
6 oct-10 3.502 210 31 0 3 0 6 3 0 0 3.755 85
4 nov-10 2.504 193 60 0 1 0 0 0 0 0 2.758 91
Total por especie  7.649 981 193 151 56 49 26 10 9 9 9.133
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Solo en tres de los trece meses totales de muestreo (noviembre-2009, marzo y
noviembre-2010), se colectaron especimenes macho: nueve individuos de la
especie Tabanus pungens y dos T. nebulosus, para un total de 11 ejemplares

pertenecientes al género Tabanus.

El listado de especies se presenta en orden alfabético y, jerarquicamente, los
renglones taxondmicos subfamilia, tribu, género y especie. Adicionalmente,
informacion sobre la localidad, fecha de colecta seguida del numero de ejemplares
capturados entre paréntesis, nombre del colector (Col.), método de colecta, nombre
del taxbnomo que determiné la especie de los mismos (Det.) y, por ultimo, la
cantidad y ubicacion de los individuos por especie que conforman la colecciéon de
referencia generada, la cual comprende un total de 190 especimenes depositados
en la coleccion entomolégica del MIZA (Fig 12) y 14 individuos prestados a la

coleccion del INPA-Manaus:

Subfamilia CHRYSOPSINAE
Tribu Chrysopsini
Geénero Chrysops Meigen
Chrysops spp.

10 @9 Venezuela, Apure, Municipio Mufoz, 7°49'03"N 69°17°31’0, 81 m s. n. m.,,
4.v.2010 (2); 6.v.2010 (6); 28.vi.2010 (1), Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy con

octenol. Det. A.L. Henriques y A. Rangel-Rivas. 2.vi.2010 (1) Col. A. Rangel-Rivas,
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colecta manual. Det. A.L. Henriques y A. Rangel-Rivas. 8 depositados en MIZA 'y 2

prestados a INPA

Figura 12. Coleccion entomolégica generada, depositada en MIZA

Subfamilia TABANINAE
Tribu Diachlorini
Género Cryptotylus Lutz
Cryptotylus unicolor (Wiedemann, 1828)

151 29 Venezuela, Apure, Municipio Munoz, 7°49°03”’N 69°17°31”0, 81 m's. n. m.,
9.ii.2010 (1); 4-6.v.2010 (114); 1-3.vi.2010 (28); 28.vi.2010 (1); 25.vii.2010 (2);
26.vii.2010 (4); 7.ix.2010 (1), Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy con octenol. Det.

A. Rangel-Rivas. 13 depositados en MIZA.
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Género Lepiselaga Macquart
Lepiselaga crassipes (Fabricius, 1805)

56 99 Venezuela, Apure, Municipio Munoz, 7°49'03"N 69°17°31”0, 81 m s. n. m.,
28.x.2009 (1); 1.xii.2009 (1); 3.xii.2009 (2); 15.i.2010 (1); 8.ii.2010 (1); 7.iv.2010 (1);
8.iv.2010 (4); 9.iv.2010 (4); 4-6.v.2010 (16); 1.vi.2010 (3); 2.vi.2010 (1); 28.vi.2010
(5); 29.vi.2010 (3); 25.vii.2010 (2); 26.vii.2010 (6); 7.ix.2010 (1); 5-7.x.2010 (3);
16.xi.2010 (1), Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy con octenol. Det. A. Rangel-

Rivas. 16 depositados en MIZA.

Tribu Tabanini
Género Tabanus Linnaeus
Tabanus claripennis (Bigot, 1892)

981 99 Venezuela, Apure, Municipio Mufioz, 7°49'03”N 69°17°31”0, 81 m s. n. m.,
28-30.x.2009 (108); 1-3.xii.2009 (276); 13-15..2010 (58); 8-10.ii.2010 (12);
11.iii.2010 (3); 7-9.iv.2010 (23); 4-6.v.2010 (11); 3.vi.2010 (2); 28.vi.2010 (1); 25-
27.vii.2010 (19); 7-9.ix.2010 (65); 5-7.x.2010 (210);16-18.xi.2010 (193), Col. A.
Rangel-Rivas, trampa Canopy con octenol. Det. A. Rangel-Rivas. 33 depositados

en MIZA.

Tabanus importunus Wiedemann, 1828
10 @9 Venezuela, Apure, Municipio Mufioz, 7°49'03"N 69°17'31”0, 81 m s. n. m.,

9.iii.2010 (2); 7-9.iv.2010 (3); 4.v.2010 (1); 6.v.2010 (3), Col. A. Rangel-Rivas,
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trampa Canopy con octenol. Det. A. Rangel-Rivas. 10.ii.2010 (1) Col. A. Rangel-

Rivas, colecta manual. Det. A. Rangel-Rivas. 10 depositados en MIZA.

Tabanus lutzi Krober, 1930
49 99 Venezuela, Apure, Municipio Mufioz, 7°49’°03”’N 69°17°31”’0, 81 m s. n. m.,
4-6.v.2010 (43); 2.vi.2010 (3); 3.vi.2010 (1); 29.vi.2010 (2), Col. A. Rangel-Rivas,

trampa Canopy con octenol. Det. A. Rangel-Rivas. 20 depositados en MIZA.

Tabanus nebulosus DeGeer, 1776
2 43 Venezuela, Apure, Municipio Mufioz, 7°49'03"N 69°17’31”0, 81 m's. n. m., 9-
11.iii.2010 (2). Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy con octenol. Det. A.L.

Henriques. 2 prestados a INPA.

Tabanus occidentalis Linnaeus, 1758
193 29 Venezuela, Apure, Municipio Munoz, 7°49°03”’N 69°17°31”0, 81 m's. n. m.,
29.x.2009 (3); 1-3.xii.2009 (39); 13.i.2010 (3); 14.i.2010 (2); 8.ii.2010 (1); 9.iv.2010
(1); 4.v.2010 (4); 5.v.2010 (2); 6.v.2010 (3); 1-3.vi.2010 (13); 28.vi.2010 (3);
29.vi.2010 (2); 25.vii.2010 (3); 26.vii.2010 (6); 7-9.ix.2010 (17); 5-7.x.2010 (31);16-
18.xi.2010 (60), Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy con octenol. Det. A. Rangel-

Rivas. 29 depositados en MIZA y 1 prestado a INPA.
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Tabanus olivaceiventris Macquart, 1847
10 @9 Venezuela, Apure, Municipio Mufoz, 7°49'03"N 69°17°31’0, 81 m s. n. m.,
29.x.2009 (2); 1.xii.2009 (1); 8.iv.2010 (2); 4.v.2010 (1); 6.v.2010 (1); 6.x.2010 (1);
7.x.2010 (2), Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy con octenol. Det. A. Rangel-

Rivas. 7 depositados en MIZA.

Tabanus pungens Wiedemann, 1828
7.649 99 Venezuela, Apure, Municipio Mufioz, 7°49'03’N 69°17°31”0, 81 m s. n.
m., 28-30.x.2009 (117); 1-3.xii.2009 (212); 13-15.i.2010 (19); 8-10.ii.2010 (21); 9-
11.iii.2010 (27); 7-9.iv.2010 (87); 4-6.v.2010 (39); 1-3.vi.2010 (41); 28.vi.2010 (8);
29.vi.2010 (10); 25-27.vii.2010 (129); 7-9.ix.2010 (933); 5-7.x.2010 (3502); 16-
18.xi.2010 (2504), Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy con octenol. Det. A.

Rangel-Rivas. 43 depositados en MIZA.

9 &4 Venezuela, Apure, Municipio Mufioz, 7°49'03”’N 69°17°31”0, 81 m's. n. m., 27-
30.x.2009 (7); 9.iii.2010 (1); 16.xi.2010 (1), Col. A. Rangel-Rivas, trampa Canopy

con octenol. Det. A.L. Henriques y A. Rangel-Rivas. 9 prestados a INPA.

Tabanus sorbillans Wiedemann, 1828
26 29 Venezuela, Apure, Municipio Mufoz, 7°49'03”N 69°17°31”0, 81 m s. n. m.,

28-30.x.2009 (12); 2.xii.2009 (1); 4.v.2010 (1); 5.v.2010 (1); 1.vi.2010 (2); 3.vi.2010
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(1); 29.vi.2010 (1); 9.ix.2010 (1); 6.x.2010 (3); 7.x.2010 (3), Col. A. Rangel-Rivas,

trampa Canopy con octenol. Det. A. Rangel-Rivas. 11 depositados en MIZA.

2. Distribucién estacional de las especies de tabanidos para la zona en estudio

Durante el periodo comprendido entre octubre-2009 a diciembre-2010, un mes
antes y un mes después del inicio y final de este estudio respectivamente, la
temperatura minima registrada fue 21°C en diciembre-2010 con un promedio de
22,4°C; y la temperatura maxima (37°C) fue registrada en enero-2010 con un
promedio de 34,1°C. En el mismo periodo la pluviosidad acumulada fue 1.808 mm,
con un intervalo de absoluta sequia (0 mm) de noviembre-2009 a marzo-2010 y un

pico maximo (529 mm) en julio-2010. (Datos registrados en el hato)

A lo largo de los 13 meses de colectas sucesivas, se observd que el periodo de
mayor actividad de estos insectos para la zona en estudio se encuentra
practicamente restringido a tres meses del afio (octubre a diciembre) posterior a la
ocurrencia de la transicion lluvia-sequia, prolongandose durante los dos primeros
meses de sequia (noviembre y diciembre) y reduciéndose drasticamente entre
enero y agosto, meses en que la seguia y la lluvia contrastan visiblemente, y
aumentando de forma ciclica durante la transicion lluvia-sequia del afio siguiente. A
pesar de la notoria fluctuacién en la abundancia, los tabanidos presentaron actividad

durante todo el afo (Fig. 13). Esta prolongada presencia de vectores junto con los
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resultados moleculares obtenidos (ver seccidén 4.3 y 5) sugiere que los tabanidos

participan en la transmision mecanica de tripanosomas en el area de estudio, tal

como ha sido demostrado previamente en estudios sobre transmisién mecanica [39,

63].
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Figura 13. Fluctuacidon estacional de tabanidos: hembras colectadas mensualmente desde

noviembre-2009 a noviembre-2010.

Estos resultados coinciden con los reportados por Velazquez y col., quienes en

2004, en muestreos realizados en el estado Guarico, Venezuela, observaron que

las mayores poblaciones de tabanidos ocurrieron a finales del periodo lluvioso [112].
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Por otra parte, contrastan con los reportados por Barros y Foil en 1999, quienes
encontraron que la mayor abundancia de tabanidos en Pantanal, Brasil, ocurria de
forma coincidente con la época de lluvia, que para esa zona inicia entre los meses
de septiembre/octubre disminuyendo en abril/mayo, sin observar diferencias
importantes durante los cambios transicionales [7]. Se observa, en consecuencia,
que las mismas especies pueden comportarse de manera diferente cuando

pertenecen a poblaciones separadas geograficamente.

La mayor biodiversidad de especies se registrd en el mes de mayo (10 especies),
posterior al inicio de la época lluviosa, no coincidiendo con el periodo de mayor
abundancia, es decir de octubre-diciembre. En contraste, Velazquez y col.
encontraron que la mayor biodiversidad coincidia a su vez con la mayor abundancia
de tabanidos y, ambas ocurrieron posterior al umbral maximo de precipitaciones
para su primer afo de estudio [112]. Barros y Foil observaron el mismo

comportamiento en Pantanal, Brasil [7].

El numero de especies colectadas fue menor a los obtenidos por Barros y Foil en
1999, Tiape y col. en 2005 y Velasquez y col. en 2004, los cuales reportaron,
respectivamente, 23 especies para la zona de Pantanal, Brasil (n=2.832) en dos
anos [7]; 20 especies para diversas zonas del estado Guarico, Venezuela (n=1.209)
[105] y 14 especies para una finca del Sector Las Lajas del estado Guarico,

Venezuela (n=1.179), en un afo [112]. Sin embargo, se observa también que la
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abundancia poblacional es mayor comparativamente en el presente estudio
(n=9.133), especialmente para la especie T. pungens (n=7.649), encontrandose
también que fue la especie mas abundante en las zonas de Guarico (AR=41,9%)

[112]; mientras que fue poco abundante en la zona de Pantanal (AR=3,67%) [7].

Por otra parte, considerando el bajo niumero de individuos macho colectados (n=11),
se pudo constatar lo dificil que resulta capturarlos mediante trampas Canopy.
Recomendandose para su captura otros métodos como trampas Malaise y NZI, o
blandiendo redes entomolégicas sobre la floresta de corte bajo, sobre todo aquella

gue se encuentra en periodo de floracion.

3. Andlisis estadisticos

En el ACP de la distribucion de especies de tabanidos por trampa dos componentes
explican el 66,8% de la variabilidad observada (Fig. 14a), la representacion de las
especies por trampa es heterogénea y las trampas 3 y 6, son las que recogen la
mayor cantidad de informacion. El estudio de la variabilidad de la composiciéon
poblacional de los tabanidos por trampa estudiada (Fig. 14b) no mostré diferencias
significativas, es decir que no hay variabilidad en la distribucion de las especies por

trampa.
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En el ACP de la distribuciéon de especies de tabanidos por mes dos componentes
explican el 67% de la variabilidad observada, mayo-10 y noviembre-10 son los
meses que recogen la mayor cantidad de informacién y se observa como los meses
donde existi6 mayor abundancia de individuos se agrupan en el cuadrante superior
izquierdo, confirmando asi la estacionalidad en noviembre y diciembre (Fig. 15a). El
estudio de la variabilidad de la composicion poblacional de los tabanidos por mes
estudiado (Fig. 15b) muestra que mayo-10 fue disimil al resto de los meses
evaluados, en concordancia con la mayor diversidad de especies, mientras que el

resto de los meses se agrup6 uniformemente.

En el ACP de la distribucion de especies de tabanidos por hora del dia dos
componentes explican el 100% de la variabilidad observada (Fig. 16a), la
representacion de las especies parece mas diversa en horas de la tarde, mientras
que la especie T. lutzi (tlut) fue colectada predominantemente en la mafana vy
Chrysops sp. a mediodia. En el estudio de la variabilidad de la composicion
poblacional de los tabanidos por hora del dia (Fig. 16b) se observa un patrén de
distribucion mayoritariamente hacia horas crepusculares, sin embargo no se
observaron diferencias estadisticamente significativas, es decir que no hay

variabilidad en la distribucién de las especies por horario del dia.
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En el andlisis de coinercia (Fig. 17) realizado para encontrar la estructura comun
por mes de los dos grupos de datos, tanto ambientales como poblacionales, se
observan las proyecciones del comportamiento de los datos en los ACP, sobre los
ejes de analisis de coinercia, donde la posicion del punto representa el
comportamiento en el espacio X (datos poblacionales) y la flecha representa el
comportamiento en el espacio Y (datos ambientales). Se observan, en
consecuencia, comportamientos particulares para los meses de diciembre-09,
relacionado a baja diversidad de especies con alta abundancia; mayo-10,
relacionandose la alta diversidad observada con bajas temperaturas; julio-10, donde
convergen alta diversidad y baja abundancia con altas precipitaciones y octubre-10,
mes en el que se observo diversidad intermedia y alta abundancia con
predominancia importante de T. pungens. El resto de los meses presentan un

comportamiento similar entre ellos.
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El STATIS por mes de las especies colectadas (Fig. 18) mostré una configuracion
compromiso con predominancia de T. pungens y T. claripennnis, mientras que el
resto de las especies de tabanidos presentd un comportamiento similar. Se
observaron ademas diferencias estadisticamente significativas entre los meses de

colecta, evidenciando una vez mas la presencia de estacionalidad poblacional.

Interestructura z il
Compromiso a2

tpumn
chry fiimp e

curil [lcrg
15 C%I Ut
jnil tsor ftocc
I

my1d

Autovalores

fclar

&nil

Figura 18. STATIS por mes en base a especies colectadas.

EI STATIS por trampa de las especies colectadas (Fig. 19) mostré una configuracion
compromiso con predominancia de T. pungens y, en menor grado de T.
claripennnis, mientras que el resto de las especies de tabanidos presentd un
comportamiento similar. En este caso, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, por lo que la distancia entre cada una de las
trampas, en el area de 9 km? donde fueron colocadas, no fue suficiente para evaluar

variabilidad.
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También fueron realizados analisis de COSTATIS para evaluar el comportamiento

poblacional por trampa y por hora del dia de cada mes tomando en cuenta las

caracteristicas ambientales, sin embargo, estos analisis no aportaron informacion

diferente adicional a la observada mediante ACP, coinercia y STATIS, por lo cual

no se muestran en el presente estudio.

4. Diagnéstico molecular de tripanosoma en tabanidos alimentados

4.1. Alimentacion experimental de tabanidos

Empleando la metodologia descrita se obtuvieron un total de cinco muestras, dos

tabanidos alimentados de ratas infectadas, identificados como 257 y 258, y tres
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alimentados de rata sana, identificados como 253, 254 y 255, todas las moscas

fueron de la especie Tabanus pungens.

4.2. Determinacion de la presencia de T. evansi en tabanidos alimentados de ratas

Los resultados de la estandarizacion de la PCR se agrupan en la figura 20, donde
se puede observar que para las muestras 257 y 258 se obtuvieron bandas de
reconocimiento de la secuencia ITS de T. evansi en todas las concentraciones
probadas, desde 200 hasta 2,5 ng de ADN total en la mezcla de PCR, tanto para
las conservadas en papel FTA como para las conservadas en papel de filtro
convencional, con excepcion de la concentracion 50 ng de la muestra 258 en papel
FTA debido, posiblemente, a error técnico en el momento de realizar la mezcla de
PCR, a pesar de lo cual es notable que las bandas muestran mejor definicion cuando
se utiliza papel FTA. Asi mismo, el rango donde se hallaron las bandas mas nitidas
fue entre 200 y 10 ng para papel FTA y entre 200 y 20 para el papel de filtro, sin
embargo para éste ultimo no se obtuvieron patrones de amplificacién constantes
entre ambas muestras ni dentro de la misma muestra, es decir las bandas presentan
intensidades diferentes independientemente de la concentracion de ADN. Ninguno
de los controles negativos amplificd la secuencia ITS de T. evansi ni patrones de

bandas inespecificos.
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200-25ng FTA 200-25ng PF
200 150 100 75 50 25|200 150 100 75 50 25 () 200 150 100 75 50 25 (+)

A) 257 FTA (+) 200-25 ng
B) 257 PF (+) 200-25 ng

C) 252 PF (-) 200-25 ng

150 100 75 50 25

D) 253 FTA (-) 200-25 ng

E) 258 FTA (+) 200-25 ng
F) 258 PF  (+) 200-25 ng

200 150 100 _7§ 50 25
3 G) 254 PF (-) 200-25 ng

H) 258 FTA (+) 25-2,5 ng
) 258 PF  (+) 25-2,5 ng

200 150 100 75 50 25

25|25 20 15 "10

J) 255 FTA (-) 200-25 ng

K) 257 FTA (+) 25-2,5 ng
L) 257 PF (+) 25-2,5 ng

Figura 20. Resultados en geles de agarosa para la estandarizaciéon de la PCR para diagnéstico de Trypanosoma spp. con
cebadores ITS.
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Las concentraciones obtenidas para estas muestras mediante el método de
extraccion empleado demostraron ser altamente variables, con un promedio de
169,14 ng/pl y desviacion estandar de 63,83 ng/pl para las muestras en papel FTA
(n=5), mientras que aquellas en papel de filtro promediaron 72,06 ng/ul con 6=43,21
ng/ul (n=5). Esta diferencia pudo deberse a que no se realizé una medicion exacta
del tamano del papel de filiro empleado y a que no se puede determinar
cuantitativamente la sangre que absorbe cada papel o el que dicha absorcion se

realice de manera uniforme.

Tanto los métodos de conservacion y extraccion de ADN como el protocolo de PCR
con oligonucledtidos ITS empleados en esta estandarizacion demostraron ser
sensibles para determinar la presencia de ADN de Trypanosoma evansi en
muestras de sangre colectada de tabanidos alimentados experimentalmente de
ratas infectadas. Sin embargo, se observan resultados mas constantes y nitidos
empleando papel FTA, por lo que no cabe duda que se trata de un buen método de
conservacion de muestras de ADN. A pesar de esto, y considerando la relacion
costo/beneficio, se puede establecer el uso del papel de filtro convencional
eficazmente para esta prueba de diagnostico, siempre y cuando se utilicen
concentraciones entre 200 y 75 ng, con las cuales se logré obtener mejor visibilidad

de las bandas.
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4.3. Diagnéstico de T. evansi y T. vivax en muestras de tabanidos alimentados en

campo

De los 9.133 tabanidos capturados a lo largo de este estudio fueron diseccionados
aproximadamente 5.000 de los cuales se hallaron 110 alimentados de forma natural,
lo que corresponde al 2,2%. Este bajo porcentaje es légico si consideramos que los
tabanidos se acercan a las trampas precisamente con la intencion de iniciar su

alimentacion mas que para completarla.

Las concentraciones, medidas en nanogramos por microlitro, de aproximadamente
la mitad de las muestras (n=57) conservadas en ambos papeles, fueron sometidas
a una prueba de t de student para datos independientes, la cual mostré un P>0,05
(P=0,3046), por lo que no se encontré diferencia significativa entre las medias
obtenidas de muestras conservadas en papel FTA en comparacion a aquellas

conservadas en papel de filtro convencional.

En cuanto al diagnostico mediante cebadores ITS, de las 110 muestras ocho
resultaron positivas a Trypanosoma spp. (7,2%), cinco (muestras 2, 15, 26, 27 y 28)
a T. evansi o T. equiperdum (4,5%) y tres (muestras 1, 3y 12) a T. vivax (2,7%)
(Fig. 21a). En la figura 21b se detalla la diferencia en los tamafos de los productos
de PCR, para estas especies (aproximadamente 480 vs. 200 pb), en un gel de

agarosa realizado con controles positivos y marcador molecular de 50 pb.
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500 pb

200 pb

Figura 21. Resultado en geles de agarosa de PCR para diagnéstico de Trypanosoma spp. con
cebadores ITS: a. carril 1 y 3 muestras de campo positivas a T. vivax, carril 2 muestra de campo
positivaa T. evansi. ay b. carriles +e control positivo a T. evansi, carril +v control positivo a T. vivax,
carriles c(-) control negativo y carriles MM marcador de peso molecular de 50 pb.

Las cinco muestras que mostraron un amplicén de aproximadamente 480 pb, se
sometieron a PCR con los cebadores para los genes del maxicirculo citocromo b
(CytB) y citocromo oxidasa (COX), no obteniéndose amplificacion para las muestras
2, 15 y 28, corroborando asi el diagnéstico de T. evansi. Mientras que para la
muestra 26 se obtuvieron dos bandas de aproximadamente 1.050 y 750 pb con los
cebadores para CytB (Fig. 22a) y dos bandas de aproximadamente 550 y 300 pb

para COX (Fig. 22b), ninguna de ellas coincidente con los controles positivos (599

y 626 pb respectivamente), ni lo reportado en la literatura. De forma similar, para la
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muestra 27 se obtuvo un amplicén de 500 pb del CytB, diferente al control positivo
de 599 pb (Fig. 22a) y no hubo amplificacion para COX (Fig. 22b), no lograndose
determinar si efectivamente estas muestras son positivas a T. equiperdum o a
alguna otra especie de tripanosoma; tampoco se descarta la posibilidad de que se
trate de infecciones multiples que generen amplificaciones inconsistentes,
diferentes a las reportadas. Sin embargo, con estos resultados se pudo corroborar
que las especies de Tabanidae potencialmente participan en la transmision vy
mantenimiento del ciclo de tripanosomas en el ambiente de las zonas de produccion

de ganado.

Figura 22. Resultado en geles de agarosa de PCR para diagnéstico diferencial entre T. evansi
y T. equiperdum con cebadores del maxicirculo: a. CytB: carriles 2, 15 y 28 muestras de campo
negativas a T. equiperdum, lo que indica que son positivas a T. evansi; carril 26 y 27 muestras que
amplificaron productos no esperados de 1.050, 750 y 500 pb, respectivamente. b. COX: carril 26
productos de amplificacion no esperados de 550 y 300 pb; carril 27 y 28 muestras negativas; ay b.
carriles +eq control positivo a T. equiperdum, carriles c(-) control negativo y carriles MM marcador
de peso molecular de 50 pb.
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5. Identificacion molecular de la fuente de alimentacion de tabanidos mediante

secuencias de citocromo b

Del total de 110 muestras de tabanidos alimentados se obtuvo amplificacion de la
secuencia de citocromo b de 34 muestras (30,91%). En términos generales se
observd una considerable preferencia hacia aves silvestres de la especie Ardea
herodias Linnaeus, 1758 (44,12%), seguida por rumiantes de produccion Bos taurus
(20,59%), reservorios de hemoparasitos Hydrochoerus hydrochaeris (17,65%) y
Rattus norvegicus (5,88%), y en menor proporcion (2,94% c/u) se hallaron Ardea
alba L. 1758, Bubalus bubalis, Caiman crocodilus L. 1758 y Odocoileus virginianus

Zimmermann, 1780 (Fig. 23).

La tabla Il resume los resultados generados a partir de los analisis mediante
BLASTn, donde se obtuvieron porcentajes de identidad de las secuencias de 100 y
99% en todos los casos, salvo la muestra N°69 que reportd solo 96% de identidad
con Bos taurus, cuyo electroferograma presentd algunos dobles picos, los cuales
fueron analizados y editados manualmente. Todos los valores esperados (en inglés
e-value) resultaron menores que 0,01, lo cual se considera significativo. Este valor
corresponde al numero de secuencias, respecto al tamano de la base de datos que
se esta usando, que obtendrian la misma puntuacién por azar al ser alineadas. Por
tanto, cuanto mayor sea el tamafio de la biblioteca de secuencias explorada, mas

significativos seran los valores esperados.
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Figura 23. Distribucion de hospederos para cada especie de la familia tabanidae capturada alimentada en campo: n=34 muestras.
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En el material anexo 2 se observa que el alineamiento de 286 pb de las quince (15)
secuencias de Ardea herodeas (garza azulada) presenta tres mutaciones puntuales,
es decir, de sustitucion de bases nitrogenadas, se trata de tres transiciones
presentes en todos los individuos autéctonos, a diferencia de las secuencias del
GenBank® U83150 [89] con la que se obtuvo el mejor resultado de identidad en
BLASTN, sin embargo no se especifica el origen de la muestra, y la AF193821 [88],
que proviene de un individuo de Louisiana, Texas, USA. Se observa que en la
posicion 125 ocurre una transicion de guanina por adenina, en la 127 timina por
citosina y en la 157 citosina por timina. De igual forma en dos de las secuencias

(muestras 7 y 39) ocurre una transicidon de guanina por adenina en la posicién 226.

Las siete (7) secuencias de Bos taurus (vaca doméstica) (Anexo 3) fueron alineadas
con las cuatro secuencias del GenBank con las que hubo identidad, seguida sus
respectivas muestras. Se observa entonces que cuatro de las muestras (9, 13, 14y
108) presentan identidad con un aislado de origen no especificado (EU365345.1),
cuyo trabajo en extenso no ha sido publicado aun y a su vez, esta secuencia es
idéntica, salvo por una base en la posicion 301, al aislado proveniente de Panama
(KF799994.1) que presento identidad con la muestra 4. En tres de estas secuencias
(4, 13 y 14) se observa una posible delecion debido a la pérdida de una adenina en
la posicion 8 del alineamiento, aunque no se descarta que pudiera tratarse de un
error de secuenciacion. Por otro lado, la muestra N°68 difiere de las demas

autoctonas en cuatro transiciones: mutacién de citosina por timina en la posicion
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187, la cual también esta presente en la muestra 69 y en los aislados del GenBank
AY521041.1 proveniente de China y AY682375.1 de Espana, mutacion de guanina
por adenina en la posicion 190, timina por citosina en la 217 y citosina por timina en
la 236, las tres presentes en el aislado espafiol y en la muestra 69; la cual es la que
presenta mayor diferencia con sus cercanas geograficamente, sin embargo muestra
identidad con el aislado espafiol, del cual difiere en 8 bases nitrogenadas por lo que

presento una identidad de 96% en BLASTn y de 95% en BioEdit.

Las seis (6) secuencias de 299 pb obtenidas de Hydrochoerus hydrochaeris
(Chiguire) fueron comparadas con su homologa proveniente de Beni-Bolivia
(GU136721.1) [31], contra la cual present6 una identidad de 99% en BlastN, ademas
se incluyé una secuencia proveniente de Brasil (FJ430787.1) y dos de Colombia
(JF837505.1 y JF837502.1). En el anexo 4 se observa una transicion de citosina por
timina en la posicién 110, presente en los aislados autoctonos y de Colombia, pero
no en los de Bolivia y Brasil. Ademas de una transversion de citosina por adenina
en la posicion 299, presente en todos los aislados de este estudio en comparacion

con el de Bolivia, las demas secuencias no alcanzan esta posicion.

Las dos (2) secuencias de 296 pb de Rattus norvegicus (Rata gris o rata de
alcantarilla) alinean en la posicion 14.269 del genoma mitocondrial de esta especie
disponible en el GenBank (KM657953.1) proveniente de China (Anexo 5) y presenta

una sola transicién de adenina por guanina en la posicion 294.
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Se obtuvo un alineamiento de 264 pb de la unica secuencia de Ardea alba (garza
blanca) encontrada en los tabanidos con su homéloga en el GenBank (AF193822.1),
la cual mostré dos transiciones puntuales: adenina por guanina en la posicién 40 y

timina por citosina en la posicién 211 (Anexo 6).

La unica secuencia obtenida de 298 pb de Bubalus bubalis (bufalo) mostré 100%
de identidad con 30 secuencias en BLASTn, en la tabla Il se reporta unicamente el
primer resultado obtenido, mientras que para el alineamiento en BioEdit (Anexo 7)
se escogieron ocho secuencias de diversas publicaciones, destacandose la
ausencia de mutaciones entre aislados de varias partes del mundo, a diferencia de
lo reportado en Pakistan, en 2012, donde hallaron cuatro halotipos diferentes en el

citocromo b de bufalos de la raza Nili-Ravi [84].

La secuencia de 303 pb de Caiman crocodilus (baba) alinea en la posicién 14.590
del genoma mitocondrial completo de un aislado venezolano de esta especie [58]
(AJ404872.2), una secuencia parcial de origen no especificado (JF315306.1) y una
secuencia parcial proveniente de India (GU331894.1), estas tres secuencias son
idénticas entre ellas en el segmento alineado; sin embargo, la muestra 24 de este
estudio difiere de ellas en dos bases: una transversion de adenina por timina en la

posicion 259 y una transicién de adenina por guanina en la posicion 300 (Anexo 8).
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Finalmente la unica secuencia de Odocoileus virginianus (Venado de cola blanca)
obtenida se alinea en la posicion 14.277 del genoma completo de la mitocondria
disponible en GenBank® para esta especie (JN632671.1), con la que se observd
una identidad de 99%. En el alineamiento de 307 pb de estas secuencias se observa
una unica mutacién de guanina por adenina en la posicion 288 al compararlo con
su homélogo mas cercano proveniente de Guyana Francesa [50], mientras que con
aislados de Colombia [50] y Estados Unidos [21], presenta mayor divergencia: 8
transiciones y 2 transversiones para ambas comparaciones, pero en distintas

posiciones de las secuencias (Anexo 9).

Las diferencias encontradas en las secuencias dentro de la misma especie tienen
consistencia con las caracteristicas del material genético estudiado y con el entorno
que lo rodea; ya que el ADN mitocondrial, a diferencia del ADN nuclear, no se
encuentra protegido por histonas y esta continuamente expuesto a la accion de los
radicales libres generados por el metabolismo oxidativo. Adicionalmente se conoce
que los sistemas genéticos de reparacion del ADN mitocondrial son menos
eficientes que los nucleares, lo cual deriva en altas tasas de mutacion vy fijacion de
las mismas, sobre todo en poblaciones geograficamente distantes. Polimorfismos
similares del gen citocromo b, como los hallados en las muestras de chiguire de este
estudio, se pueden encontrar en las poblaciones silvestres, especialmente dentro
de aquellas que demuestran una amplia gama de distribucion geografica [71]. En

contraste, altas similitudes a pesar de la distancia geografica, como la observada
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en la secuencia de bufalo, puede explicarse tomando en cuenta que la primera
importacion de bufalos a la regién de Apure data del afio 1964 [64], extremadamente
cerca en escala de tiempo evolutivo. Por su parte, la gran variabilidad en las
secuencias obtenidas de vaca doméstica cobra sentido tomando en cuenta que se
trata de una especie con amplia diversidad racial que ha sido introducida al territorio
nacional en diversas épocas y proveniente de diferentes paises. Por otra parte, la
variabilidad de las secuencias de citocromo b de una especie a otra es clara, por lo
que permite establecer sin lugar a dudas la fuente de alimentacién de los tabanidos
capturados en campo. Sin embargo, el porcentaje de eficacia de la técnica (30,91%,
n=110) obtenido fue menor que el reportado en Darién, Panama, donde se logro
identificar el 78,6% de los hospederos de Culicidae (338/430) [66], y también menor
que en Queens, New York, EUA, de 247 muestras de Culicidae en las que se logro
identificar la fuente de alimentacién de 159 (64%) [6]; esto pudo ser debido a la
calidad de las muestras de sangre colectadas, la mayoria de las cuales se notaba
en digestion avanzada por parte del insecto, en tal sentido, estudios realizados en
Glossina palpalis palpalis (Robineau-Desvoidy, 1830) con los mismos cebadores,
demostraron que 48 y 72 horas después de la alimentacion artificial de las moscas
tse-tse con sangre de oveja, cuatro de cinco (4/5) muestras resultaron positivas,
luego de 96 horas solo tres de cinco (3/5) y a las 120 horas ninguna (0/5) mostré

positividad a la PCR [93].
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Tabla Il. Resultados del analisis BlastN de las secuencias de citocromo b obtenidas de tabanidos alimentados en campo.

Especie de Tabanidae

Especie de vertebrado

Max

Total

Query

Muestra . e Nombre comun E value Ident Accession
capturado identificada score | score cover
5 Tabanus claripennis Ardea herodias Garza azulada 324 324 98% 4,00E-85 99% | U83150.1
7 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 481 481 100% | 3,00E-132 99% | U83150.1
8 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 508 508 100% | 2,00E-140 99% | U83150.1
11 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 462 462 100% | 1,00E-126 99% | U83150.1
19 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 444 444 100% | 4,00E-121 99% | U83150.1
31 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 486 486 100% | 7,00E-134 99% | U83150.1
35 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 518 518 100% | 1,00E-143 99% | U83150.1
36 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 455 455 100% | 2,00E-124 99% | U83150.1
37 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 285 285 100% 1,00E-73 99% | U83150.1
39 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 488 488 100% | 2,00E-134 99% | U83150.1
46 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 517 517 100% | 5,00E-143 99% | U83150.1
56 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 490 490 100% | 6,00E-135 99% | U83150.1
58 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 503 503 100% | 7,00E-139 99% | U83150.1
90 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 507 507 100% | 6,00E-140 99% | U83150.1
94 Tabanus pungens Ardea herodias Garza azulada 480 480 100% | 3,00E-132 99% | U83150.1
4 Tabanus pungens Bos taurus Vaca domestica 515 515 100% | 2,00E-142 100% | KF799994.1
9 Tabanus pungens Bos taurus Vaca domestica 497 497 99% | 4,00E-137 100% | EU365345.1
13 Cryptotylus unicolor Bos taurus Vaca doméstica 515 515 100% | 2,00E-142 100% | EU365345.1
14 Cryptotylus unicolor Bos taurus Vaca doméstica 524 524 100% | 3,00E-145 100% | EU365345.1
68 Tabanus pungens Bos taurus Vaca doméstica 493 493 100% | 6,00E-136 99% | AY521041.1
69 Tabanus pungens Bos taurus Vaca doméstica 390 390 100% | 5,00E-105 96% | AY682375.1
108 Tabanus sorbillans Bos taurus Vaca doméstica 340 340 99% 5,00E-90 100% | EU365345.1
24 Tabanus pungens Bubalus bubalis Bufalo de agua 549 549 100% | 1,00E-152 100% | JQ241283.1
41 Tabanus pungens Caiman crocodilus Baba 544 544 99% | 5,00E-151 99% | AJ404872.2
6 Tabanus claripennis Hydrochoerus hydrochaeris | Chiguire 486 486 98% | 8,00E-134 99% | GU136721.1
25 Tabanus pungens Hydrochoerus hydrochaeris | Chiglire 499 499 100% | 1,00E-137 99% | GU136721.1
28 Tabanus pungens Hydrochoerus hydrochaeris | Chiglire 504 504 100% | 3,00E-139 99% | GU136721.1
29 Tabanus pungens Hydrochoerus hydrochaeris | Chiglire 491 491 100% | 2,00E-135 99% | GU136721.1
45 Tabanus pungens Hydrochoerus hydrochaeris | Chiglire 509 509 99% | 7,00E-141 99% | GU136721.1
74 Tabanus pungens Hydrochoerus hydrochaeris | Chiglire 508 508 100% | 3,00E-140 99% | GU136721.1
30 | Tabanuspungens | |
10 Tabanus lutzi Rattus norvegicus Rata gris o rata de alcantarilla 506 506 99% | 9,00E-140 100% | KM657953.1
65 Tabanus claripennis Rattus norvegicus Rata gris o rata de alcantarilla 387 387 100% | 4,00E-104 100% | KM657953.1
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6. Dinamica de la seroprevalencia de Trypanosoma spp. en un grupo de

novillas tratadas de forma profilactica.

En diciembre del 2009 fue muestreado un total de 320 animales del grupo de 513
novillas, de las cuales 242 (75,6%) mostraron seropositividad a Trypanosoma spp.
y 78 (24,4%) fueron negativas (PC=0,184). Para marzo del 2010 se tomaron 420
muestras del mismo grupo, resultando 242 (57,6%) positivas y 178 (42,4%)
negativas (PC=0,400). En junio del 2010 el total de muestras obtenidas ascendi6 a
452 con 188 (41,6%) positivas y 264 (58,4%) negativas (PC=0,446). Mientras que
para el ultimo muestreo, en septiembre del mismo afio, se alcanz6é a muestrear casi
la totalidad del grupo de novillas, colectando 502 muestras, donde 268 (53,4%)
fueron positivas y 234 (46,6%) negativas (Fig. 24). La disparidad observada en la
poblacioén (n) de cada muestreo obedece a manejos propios del hato y condiciones
climaticas particulares de cada época del afio, que no permitieron recoger todos los
animales en los dias seleccionados para las tomas de muestras, sin embargo los

valores se ajustaron a porcentaje eliminando asi las diferencias.

Al comparar, estadisticamente, los valores obtenidos mediante pruebas de chi
cuadrado, se observo diferencia significativa entre los muestreos de diciembre-2009
y marzo-2010 (P<0,0001), entre los muestreos de marzo-2010 y junio-2010
(P<0,0001), igualmente entre junio-2010 y septiembre-2010 (P=0,0003).

Considerando que entre los ultimos dos muestreos se incrementd la
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seroprevalencia, se puede concluir que el medicamento fue perdiendo su
efectividad a medida que se alejé del momento de su aplicacion. Ademas se pudo
observar una diferencia altamente significativa (22,2%) entre el muestreo inicial de
diciembre-2009 vy el final realizado en septiembre-2010 (P<0,0001), por lo que se

puede considerar beneficiosa la medida sanitaria aplicada, aunque no del todo

efectiva.
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Figura 24. Numero de animales positivos vs. negativos y porcentaje de prevalencia
en relacion a la poblacion muestreada trimestralmente

En la Figura 24 se puede apreciar, las proporciones entre animales positivos (negro)
y negativos (blanco) por muestreo y el comportamiento de la seropositividad a

Trypanosoma spp. durante el estudio, la cual mostré una disminucidon progresiva
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hasta los seis meses posteriores a la aplicacion del tratamiento, para luego
incrementarse nuevamente. Estos resultados coinciden con las recomendaciones
de los laboratorios que elaboran la droga, que sefalan una efectividad de dos a seis

meses, dependiendo de la cepa de tripanosoma involucrada.

Un hallazgo de interés en este estudio fue la comprobacion del alto porcentaje de
bovinos seropositivos a tripanosoma en campo; aunque no se registré ningun caso
clinico y/o croénico, y tampoco se logré demostrar la presencia del parasito mediante
las pruebas directas que se realizaron a una proporcion del grupo de novillas. Se
observa entonces que estos animales desarrollan infecciones subclinicas que
favorecen la permanencia del parasito en la zona. Cabe destacar que los resultados
de este estudio concuerdan con investigaciones realizadas en otros estados del
pais; por ejemplo, en Guarico, se reporta una seroprevalencia para tripanosomosis
de 60% (n=193) en tres fincas de los municipios Roscio y Ortiz [99]. Sin embargo,
en infecciones naturales, es comun encontrar seroprevalencias diferentes entre los
diversos estudios que se realizan o en un mismo estudio que abarque distintas
zonas de muestreo. En 2007, Gonzalez y Meléndez reportaron para el estado
Carabobo seroprevalencias entre 50 y 60% para los sectores El Charal, Ancay San
Pablo, mientras para los sectores Canoabito, Alpargatdn y Rio Abajo sélo obtuvieron
valores entre 10 y 15% [48]. Se observa entonces que la prevalencia de la
enfermedad puede verse afectada por factores inherentes al estado, dependientes

de la geografia particular de la zona o, inclusive, entre hatos cercanos o vecinos,
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debido principalmente a manejos propios de cada sistema productivo, tales como

planes sanitarios, control de vectores, etc.

VII. CONCLUSIONES

El estudio integral de la tripanosomosis en una unidad de produccion, ademas de
constituir un aporte al conocimiento de la misma, permitié obtener una vision amplia
del comportamiento de todos los factores involucrados en la patologia, es decir,
patdgeno, vector, reservorio y hospedero. Se recolectd, en un mismo marco
investigativo lo que previamente se hacia de forma aislada, constituyendo el primer
trabajo global evaluativo de una explotacion pecuaria a nivel de una patologia tan

ampliamente difundida como lo es la tripanosomosis.

Se constato la presencia activa y pasiva de los tripanosomas en cada uno de los
organismos involucrados en su ciclo de vida. La presencia activa se observé en los
vectores (tabanidos) mediante PCR, en los que se identificd tanto tripanosomas
como sangre de reservorios silvestres (chiglires, ratas, aves y reptiles) vy
hospederos, silvestres y de produccion (venado, vaca doméstica y bufalo). Esto nos
da una idea de la relevante importancia de los tabanidos en su papel como vectores
de tripanosomiasis y, potencialmente, de otras patologias, en nuestras unidades de

produccién. Y adicionalmente, abre las puertas de un area no tomada en cuenta
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hasta ahora en nuestro pais, como lo es el estudio de las relaciones vector-
reservorio-hospedero dentro de la familia Tabanidae, en el cual se observd que,
pesar del alto porcentaje de aves halladas como fuente de alimentacion, la
diversidad de hospederos nos indica que estas moscas tienen la capacidad de

alimentarse de, practicamente, cualquier clase de vertebrados terrestres.

La presencia pasiva de tripanosomas fue corroborada mediante los ELISA
realizados con suero sanguineo de bovinos en produccion, en los cuales se observo
una alta seroprevalencia contra tripanosoma (241,6%) durante toda la investigacion.
La evaluacién directa de tripanosomosis en el ganado se recomienda a las
explotaciones pecuarias, pues resulta ser un buen indicador de la situacion
presente, la logistica de realizacion es relativamente sencilla y los costos de su
aplicacion pueden considerarse convenientes vy justificarse ampliamente con los

resultados recabados en las pruebas de diagndstico.

El estudio de dinamica estacional de vectores demostré que los animales evaluados
estuvieron expuestos, en mayor o menor densidad, a la picadura de moscas
hematofagas de la familia tabanidae durante todo el afio. A su vez, una poblacién
abundante de insectos hematéfagos puede estar relacionada a factores
agroecologicos que favorecen su ciclo de vida, como la espesa y cerrada vegetacion
presente en los bosques de galeria y las amplias zonas inundables, que se

mantienen anegadas inclusive varios meses después de la finalizacion de la



88

temporada lluviosa. Los analisis estadisticos corroboraron una estacionalidad poco
diversa concentrada en los meses de octubre a diciembre, por lo que, en términos
de manejo, se recomienda que las medidas a emplear para el control de estos
vectores se incrementen hacia el final del periodo de lluvia, cuando aumenta
considerablemente la abundancia de los mismos. También destaca el hecho de que
el periodo de mayor diversidad de especies (mayo) se registroé alejado del periodo
de mayor abundancia de individuos. La ubicacion de las trampas en un area de 9
km? no mostré diferencias significativas entre trampas en la cantidad de individuos
colectados y, aunque se observo un patron hacia horas vespertinas, los horarios de
captura (mafana, mediodia y tarde) tampoco registraron diferencias

estadisticamente significativas.

En términos generales, la obtencion de datos para este tipo de estudios es de largo
plazo y requiere constancia, compromiso y dedicacion por parte del personal
humano encargado, es claro que no da respuestas inmediatas y puede no ser
atractiva a los productores para ser iniciada desde cero, pero es posible originar un
diagnostico presuntivo, en base al comportamiento observado en este estudio, que
incluya una encuesta a realizarse a los trabajadores de la zona, que por lo general
son personas muy observadoras de su entorno, de tal forma que se establezca el
periodo de mayor abundancia de vectores y concentrar en éste el esfuerzo para

combatirlos.
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Por su parte, el medicamento evaluado para el tratamiento de los animales
demostr6 ser medianamente efectivo para disminuir la prevalencia de
tripanosomosis en los animales sélo durante los primeros seis meses. Por lo que se
recomienda, como medida correctiva, la rotacion de farmacos con otros principios
activos para controlar la prevalencia; por ejemplo la aplicacién de un farmaco del
tipo diminaceno. Igualmente se recomienda continuar el monitoreo de la

tripanosomosis.

La ausencia de infecciones activas por tripanosoma en el ganado, sumado a la
ausencia de casos clinicos, a pesar de la prevalencia observada, sugiere que las
cepas circulantes en el area de estudio presentan baja patogenicidad, sin embargo,
no se cuenta con los estudios correspondientes sobre su virulencia, debido a que

en los muestreos realizados no se logro aislar y perpetuar las cepas.

La evaluacién multifactorial de la tripanosomosis animal como propuesta de estudio
integral para explotaciones rurales nos da un panorama completo de su situacion
para el momento del estudio, facilita la toma de decisiones y la implementacion de
medidas control, y los resultados obtenidos podrian ser utilizados de forma

predictiva en otras unidades de produccion pecuaria de la zona.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Diagrama del dispositivo empleado para la alimentacion experimental de
tabanidos con ratas sanas e infectadas con Trypanosoma evansi.
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Anexo 2. Alineamiento de secuencias de Ardea herodias (garza azulada): las 15 secuencias obtenidas en
este estudio muestran tres transiciones y solo dos de ellas muestran una transicion adicional en relacion a las

secuencias del GenBank, la primera de origen no especificado y la segunda proveniente de EUA.

10 20 30 40 50 60 70 80
e T e T I M e
U83150.1 No especificado 1 AATCCTAACCGGCCTCCTCCTAGCCATACACTACACCGCAGACACAACCCTAGCCTTCTCATCCGTCGCCCACACATGCC 80
AF193821 Louisiana-EUA L e et ittt i ittt ettt 80
T CytB Apure-Venezuela 1 ... ...ttt it ittt e e e e e et 80
8 CytB Apure-Venezuela 1 ... .. ...ttt ittt e e e e 80
11 CytB Apure-Venezuela 1 ... ...ttt it ittt it e e e e e et 80
19 CytB Apure-VenezuUela 1 ... .. .. ..ttt ittt ittt e e e e e e e 80
31 CytB Apure-VenezZUELa 1 . .. ...ttt ittt ittt i e e e e e e 80
35 CytB Apure-VenezuUELa I ... .. ...ttt ittt e e e e e 80
36 CytB Apure-VenezZUELa 1 . .. .. .. ittt ittt ittt i ettt e e e e e e e 80
39 CytB Apure-VenezuUELla 1 ... .. ...ttt ittt e e e e e e 80
46 CytB Apure-VenezuUela 1 .. ... ...ttt it ittt it e e e et 80
56 CytB Apure-Venezuela I ... ... ...ttt ittt e e e e e 80
58 CytB Apure-VenezZUELA 1 . .. ...ttt ittt ittt ettt e e e e e e e e 80
90 CytB Apure-VenezuUela 1 ... .. ...ttt it e e e e 80
94 CytB Apure-VenezuUela 1 ... .. ... ..ttt e e e 80
5 CytB Apure-Venezuela 1 N..NNNNN....NN.NNNNN.N.NNNN.NNN.NNNNNNN..NNNNNNN...NN..N....N........... Nooooo.. 80
37 CytB Apure-Venezuela 1 .NNNN.N.N.NNNN.NNNNNNN.NNNN.NNN.NNNNNNN. . NNNNNN. . .NNN..N....NN. .NN. .NNN.N.N.N.NN 80
90 100 110 120 130 140 150 160
e e T e T |
U83150.1 No especificado 81 GAAACGTCCAGTACGGCTGACTACTCCGTAACCTGCACGCTAACGGTGCTTCACTCTTCTTCATCTGCATTTACCTCCAC 160
AF193821 Louisiana-EUA 81 160
7 CytB Apure-Venezuela 81 160
8 CytB Apure-Venezuela 81 160
11 CytB Apure-Venezuela 81 160
19 CytB Apure-Venezuela 81 160
31 CytB Apure-Venezuela 81 160
35 CytB Apure-Venezuela 81 160
36 CytB Apure-Venezuela 81 160
39 CytB Apure-Venezuela 81 160
46 CytB Apure-Venezuela 81 160
56 CytB Apure-Venezuela 81 160
58 CytB Apure-Venezuela 81 160
90 CytB Apure-Venezuela 81 160
94 CytB Apure-Venezuela 81 160
5 CytB Apure-Venezuela 81 160
37 CytB Apure-Venezuela 81 160
e e e e e e
U83150.1 No especificado 161 ATCGGCCGCGGACTCTATTACGGCTCGTACCTCTTCAAAGAAACCTGAAACACAGGAGTTATCCTGCTACTTACCCTAAT 240
AF193821 Louisiana-EUA 3 240
7 CytB Apure-Venezuela 161 . .. ... ...ttt ittt ittt et e e At 240
8 CytB Apure-Venezuela 161 . .. .. ...ttt it ittt et e e e e e e e e e e 240
11 CytB Apure-Venezuela 161 . .. .. .. ..uu ittt ittt e ittt e ettt et e e e e 240
19 CytB Apure-Venezuela 161 . .. .. ...ttt it ittt e et et et e e e e e e et e 240
31 CytB Apure-Venezuela L1061 . .. ...ttt ittt it et e e e e e e e e e 240
35 CytB Apure-Venezuela 161 . .. ...ttt ittt ittt ittt e e e e e e e e e e 240
36 CytB Apure-Venezuela L1061 . .. .. ...ttt ittt ettt et e e e e et e e e e e e 240
39 CytB Apure-Venezuela 161 . ... ...ttt ittt ittt ittt e e e e e N 240
46 CytB Apure-Venezuela 161 . .. .. ...ttt ittt ittt e e e e e e 240
56 CytB Apure-Venezuela 161 . ... ...ttt ittt ittt ittt ettt e e e e e e e 240
58 CytB Apure-Venezuela L16] . .. .. ...ttt ittt ittt e e e e e 240
90 CytB Apure-Venezuela 16L . .. .. ...ttt ittt ittt e it e e e e e 240
94 CytB Apure-Venezuela 16l . .. .. ...ttt ittt ittt e e 240
5 CytB Apure-Venezuela 16l . ... ...ttt ittt ittt i e e e e e e 240
37 CytB Apure-Venezuela 161 . .. ...ttt ittt ittt ittt et e e e e e e e e e e e 240
250 260 270 280
e e e I e T I
U83150.1 No especificado 241 AGCAACCGCCTTTGTAGGGTACGTTCTTCCATGAGGACAAATATCA 286
AF193821 Louisiana-EUA 2L e C 286
7 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. .. ...ttt i e 286
8 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. ...ttt ittt e e 286
11 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. ...ttt i ittt 286
19 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. ...ttt ittt ittt 286
31 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. .. ...ttt e 286
35 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. ...ttt ittt 286
36 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. .. ...ttt ittt 286
39 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. ...ttt ittt 286
46 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. ...ttt ittt ittt 286
56 CytB Apure-Venezuela 241 . ... ... ...ttt ittt ennnneeeennn 286
58 CytB Apure-Venezuela 241 . ... ...ttt ittt ittt e 286
90 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. .. ...ttt it 286
94 CytB Apure-Venezuela 241 ... .. ...ttt ittt ittt e 286
5 CytB Apure-Venezuela 241 . ... ... ...ttt e e 286
37 CytB Apure-Venezuela 241 . ... ...ttt ittt e e 286
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Anexo 3. Alineamiento de secuencias de Bos taurus (vaca doméstica): las secuencias
obtenidas en este estudio muestran gran diversidad lo cual cobra sentido tomando en cuenta que
se trata de una especie introducida y sus importaciones al territorio nacional han ocurrido en
diversas épocas y provenientes de diferentes paises.

10 20 30 40 50 60 70
T O O O T T S O I I N T |
EU365345.1 No especificado 1 CCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACAACAGCATTCTCCTICT 70
KF799994.1 Darien-Panama L e e e e e e e e 70
4 CytB Apure-Venezuela S 69
9 CytB Apure-Venezuela 1 e e R 70
13 CytB Apure-Venezuela S 69
14 CytB Apure-Venezuela S 69
108 CytB Apure-Venezuela 1 N.N..NNNNN..... NN.NNN.NNNN.N.NN.N.N.N..NNNN.NN.NNNNNNN...NN.N......... 70
AY521041.1 Sichuan-China A 70
68 CytB Apure-Venezuela L e e e e e e e e 70
AY682375.1 Espaia 1 Tevinnnnn P 70
69 CytB Apure-Venezuela 1 NNNNNN . T s e et e et et et et it it te ittt ittt ee et 70
80 90 100 110 120 130 140
e | | | | | | o | | | | | |
EU365345.1 No especificado 71 GTTACCCATATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAAACGGAGCTTCAA 140
KF799994.1 Darien-Panama L e e e e e e e 140
4 CytB Apure-Venezuela 0 e e e e e e e e e e e 139
9 CytB Apure-Venezuela L e e e e e e e e e e e e e e 140
13 CytB Apure-Venezuela 0 e e e e e e e e e 139
14 CytB Apure-Venezuela 0 e e e e e e e e 139
108 CytB Apure-Venezuela Tl e e Nttt i i i i i e e e 140
AY521041.1 Sichuan-China L e e e e e e e e e e 140
68 CytB Apure-Venezuela L e e e e e e et e e e 140
AY682375.1 Espaila T T..C..... T.A oo Y Teviinnnnn. 140
69 CytB Apure-Venezuela TL i e T..Coun.. Teviinnnnnn T et eeeeiennneenn Teveinnnnnn 140
150 160 170 180 190 200 210
O O T O T O S T I I I T |
EU365345.1 No especificado 141 TGTTTTTTATCTGCTTATATATGCACGTAGGACGAGGCTTATATTACGGGTCTTACACTTTTCTAGAAAC 210
KF799994.1 Darien-Panama L ot e e e e 210
4 CytB Apure-Venezuela A0 ot e e e e e e e e e 209
9 CytB Apure-Venezuela T 210
13 CytB Apure-Venezuela O 209
14 CytB Apure-Venezuela A0 it e e e e e e e 209
108 CytB Apure-Venezuela I 210
AY521041.1 Sichuan-China LA e e e T ot e et et ettt 210
68 CytB Apure-Venezuela LA e e e Tt ettt 210
AY682375.1 Espaia 141 A..C..C.vviviiinnn A i Covinn T..A..A..T..G...oivn.. 210
69 CytB Apure-Venezuela s Covinnn T 210
220 230 240 250 260 270 280
el | | | I | | ol | | I | [
EU365345.1 No especificado 211 ATGAAATATTGGAGTAATCCTTCTGCTCACAGTAATAGCCACAGCATTTATAGGATACGTCCTACCATGA 280
KF799994.1 Darien-Panama 0 280
4 CytB Apure-Venezuela 0 279
9 CytB Apure-Venezuela 0 280
13 CytB Apure-Venezuela 0 279
14 CytB Apure-Venezuela 0 279
108 CytB Apure-Venezuela e 280
AY521041.1 Sichuan-China e 280
68 CytB Apure-Venezuela 211 ..., Cute i T et et i it et e et i i e e e e 280
AY682375.1 Espaifia 211 ..., Cuvieeia Co AT e e ettt (SR [ Ao, 280
69 CytB Apure-Venezuela 211 ..., Cute i Tt i i Tovenn.. Covinnnnnnn ) 280
290 300
e T
EU365345.1 No especificado 281 GGACAAATATCATTCTGAGGGG 302
KF799994.1 Darien-Panama 281 e A.CA 304
4 CytB Apure-Venezuela 280 . 292
9 CytB Apure-Venezuela 281 e CA 304
13 CytB Apure-Venezuela 280 e CA 303
14 CytB Apure-Venezuela 280 e CA 303
108 CytB Apure-Venezuela 281 e CA 304
AY521041.1 Sichuan-China 281 e 295
68 CytB Apure-Venezuela 281 oo 293
AY682375.1 Espaia 281 e CA 304

69 CytB Apure-Venezuela 281 e CA 304
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Anexo 4. Alineamiento de secuencias de Hydrochoerus hydrochaeris (Chigiiire): Los aislados
venezolanos muestran gran homologia con sus pares al sur de América (Brasil y Bolivia), salvo por
una transicién compartida a su vez con los individuos de Colombia y una transversién al final de la
secuencia.

10 20 30 40 50 60 70
B O R P T R P R R IR IR IR IR e
GU136721.1 Beni-Bolivia 1 GCCTCGGATTCCAAATCGTCACAGGTCTATTCCTAGCAATACACTACACCGCAGACACCACCACAGCATT 70
FJ430787.1 Brasil P 70
JF837505.1 Colombia P 70
JF837502.1 Colombia P 70
6 CytB Apure-Venezuela 1 N ettt it ettt et e e e e e e e 70
25 CytB Apure-Venezuela I .. ... ...ttt et e e e 70
28 CytB Apure-Venezuela 1 .. ... ...t e e e e e 70
29 CytB Apure-Venezuela 1 .. ... ... e e e e e 70
45 CytB Apure-Venezuela 1 NNNNN . N NN N . ottt it et it ittt ittt it ettt eseie e eneaeaneneenns 70
74 CytB Apure-Venezuela 1 0 R 70
80 90 100 110 120 130 140
el I | I | I o I | I | I [
GU136721.1 Beni-Bolivia 71 TTCATCTGTCACCCACATTTGCCGAGATGTCAACTACGGCTGGCTCATCCGATACCTACACGCAAACGGA 140
FJ430787.1 Brasil PP 140
JF837505.1 Colombia Tl e Tttt e 140
JF837502.1 Colombia P P 140
6 CytB Apure-Venezuela 71 ........ ... ...t ettt e e e e e e 140
25 CytB Apure-Venezuela 71 .. ... ... ...ttt T e e e e e e e e e e 140
28 CytB Apure-Venezuela 71 . ....... ...ttt T e e e e et e e e e e 140
29 CytB Apure-Venezuela 71 ... ... ...ttt ittt T e et e e e e et e e e e e e 140
45 CytB Apure-Venezuela 71 . ... ... ...ttt Tt e et et it ittt 140
74 CytB Apure-Venezuela 71 .. .. .. ...ttty Tt e et et ettt e et 140
150 160 170 180 190 200 210
B T T R e T I I
GU136721.1 Beni-Bolivia 141 GCATCCATATTCTTTATTCTTCTCTATCTCCACATTGGTCGAGGAATCTACTATGGATCTTATACATTTA 210
FJ430787.1 Brasil PP 210
JF837505.1 Colombia PP 210
JF837502.1 Colombia P At 210
6 CytB Apure-Venezuela 141 ... ...ttt e e e e e 210
25 CytB Apure-Venezuela 141 .. ... ...ttt e e e e e e e 210
28 CytB Apure-Venezuela 141 .. ... ...ttt ittt et e e e e e e 210
29 CytB Apure-Venezuela 141 .. ... ...ttt e e e e e e e 210
45 CytB Apure-Venezuela 14l ... ... ...ttt e e e e 210
74 CytB Apure-Venezuela 141 ... ... ...ttt ittt e e e e e e e 210
220 230 240 250 260 270 280
R I | I | I ol I | I | I [
GU136721.1 Beni-Bolivia 211 CAGAAACCTGAAATATCGGAATCCTACTCCTATTTACAGTTATAGCCACCGCGTTCATAGGTTACGTATT 280
FJ430787.1 Brasil 2L e 255
JF837505.1 Colombia 2L L e e N........ 273
JF837502.1 Colombia 2Ll e N..... Covnnnn CN.CA 262
6 CytB Apure-Venezuela 211 ... ... ...t i e e e e 280
25 CytB Apure-Venezuela 211 .. ... ...ttt ittt e e e e e e e e e e e e 280
28 CytB Apure-Venezuela 211 .. ... ...ttt ittt e e e e 280
29 CytB Apure-Venezuela 211 .. ... ...ttt ittt e e e e e e e e e e e e e 280
45 CytB Apure-Venezuela 211 ... ... ...t e e e e e e 280
74 CytB Apure-Venezuela 211 . ... ...ttt ittt ittt ettt e e e e e e e 280
290
P L P
GU136721.1 Beni-Bolivia 281 ACCCTGAGGACAAATATCC 299
FJ430787.1 Brasil 255 255
JF837505.1 Colombia 273 273
JF837502.1 Colombia 262 262
6 CytB Apure-Venezuela 281 .................. A 299
25 CytB Apure-Venezuela 281 .................. A 299
28 CytB Apure-Venezuela 281 .................. A 299
29 CytB Apure-Venezuela 281 .................. A 299
45 CytB Apure-Venezuela 281 .................. A 299

74 CytB Apure-Venezuela 281 .................. A 299
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Anexo 5. Alineamiento de secuencias de Rattus norvegicus (Rata gris o rata de alcantarilla):
Los aislados venezolanos muestran gran homologia con un aislado de china salvo por una
transicién al final de la secuencia.

10 20 30 40 50 60 70
F L o T I e e L L Y I T
KM657953.1 China 1 ATCCTCACAGGCTTATTCCTAGCAATACACTACACGTCTGATACCATAACAGCATTTTCATCAGTCACCC 70
10 CytB Apure-Venezuela 1 .. ... ...t e e e e 70
65 CytB Apure-Venezuela 1 N..NNN..NN.N.N.NNNN.NNNN.N.N.N..NNNN..... NNNNNN.N.N.ooo i i i i i 70
80 90 100 110 120 130 140
FO L O I T I e L Y I I I I
KM657953.1 China 71 ACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGCTGACTAATCCGATACCTACACGCCAACGGCGCCTCAATATTTTT 140
10 CytB Apure-Venezuela 71 ... ... ..ttt ittt ettt e e 140
65 CytB Apure-Venezuela 71 ... ...ttt ittt ittt ittt e e e e e 140
150 160 170 180 190 200 210
F O L I T I e L Y I I I I
KM657953.1 China 141 CATCTGCCTATTCCTCCATGTGGGACGAGGACTATACTATGGATCCTACACTTTCCTAGAAACCTGAAAC 210
10 CytB Apure-Venezuela 141 .. .. ...ttt e ittt et et e e e e e e e e e e 210
65 CytB Apure-Venezuela L1411 ... ... ...ttt ittt ettt e e e e e e e 210
220 230 240 250 260 270 280
P R e I T I B I L I I T I
KM657953.1 China 211 ATTGGGATCATTCTACTATTTGCAGTCATAGCAACTGCATTCATGGGCTATGTACTCCCATGAGGACAAA 280
10 CytB Apure-Venezuela 211 .. ... ...ttt ittt it et e e e e e e 280
65 CytB Apure-Venezuela 211 . ... .. ...ttt ittt et e e e e 280
290
R N
KM657953.1 China 281 TATCATTCTGAGGAGC 296
10 CytB Apure-Venezuela 281 ............. G.. 296
65 CytB Apure-Venezuela 281 ............. G.. 296

Anexo 6. Alineamiento de secuencias de Ardea alba (garza blanca): la secuencia obtenida en
este estudio muestra dos transiciones en relacion a la secuencia del GenBank proveniente de
Louisiana, Texas — Estados Unidos.

10 20 30 40 50 60 70

F B T T T I I T I M e e
AF193822.1 Louisiana-EUA 1 AGCCATACACTACACTGCAGACACAACGCTAGCCTTCTCATCCGTTGCCCACACATGCCGAAACGTACAG 70
26 CytB Apure-Venezuela 1  ........ ... ...ttt L 70

80 90 100 110 120 130 140
B B T T R e A B T T I I I
AF193822.1 Louisiana-EUA 71 TACGGTTGACTACTCCGTAACCTACACGCTAACGGCGCTTCACTCTTCTTCATTTGCATTTACCTACACA 140
26 CytB Apure-Venezuela 71 . ... ... ..t e e e 140

150 160 170 180 190 200 210
F O L I T I e L Y I I I I
AF193822.1 Louisiana-EUA 141 TCGGCCGTGGAATTTACTATGGCTCATACCTATTTAAAGAAACCTGAAACACAGGAGTTATCCTCCTACT 210
26 CytB Apure-Venezuela 141 .. ... ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e 210

220 230 240 250 260
e e e
AF193822.1 Louisiana-EUA 211 TACCCTAATAGCAACCGCCTTCGTAGGGTATGTCCTTCCATGAGGACAAATATC 264
26 CytB Apure-Venezuela 211 C. .. ...ttt ittt ittt ettt ittt i 264
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Anexo 7. Alineamiento de secuencias de Bubalus bubalis (bufalo): la secuencia obtenida en este
estudio presentdé identidad de 100% con aislados de diversas partes del mundo.

JQ241283.
JF946525.
GU295840.
EU760479.
EF597571.
AF547270.
AY072753.

D82893.1

24 CytB Apure-Venezuela

JQ241283.
JF946525.
GU295840.
EU760479.
EF597571.
AF547270.
AY072753.

D82893.1

24 CytB Apure-Venezuela

1 Rumania
1 Pakistan
1 India
1 India
1 China
1 India
1 India
Sri Lanka

1 Rumania
1 Pakistan
1 India
1 India
1 China
1 India
1 India
Sri Lanka

JQ241283.1 Rumania
JF946525.1 Pakistan
GU295840.1 India
EU760479.1 India
EF597571.1 China
AF547270.1 India
AY072753.1 India
D82893.1 Sri Lanka

24 CytB Apure-Venezuela

JQ241283.
JF946525.
GU295840.
EU760479.
EF597571.
AF547270.
AY072753.

D82893.1

24 CytB Apure-Venezuela

JQ241283.
JF946525.
GU295840.
EU760479.
EF597571.
AF547270.
AY072753.

D82893.1

24 CytB Apure-Venezuela

1 Rumania
1 Pakistan
1 India
1 India
1 China
1 India
1 India
Sri Lanka

1 Rumania
1 Pakistan
1 India
1 India
1 China
1 India
1 India
Sri Lanka

10 20 30 40 50 60 70
e e e e e S I I |
1 AAATCCTCACCGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACAACAGCATTCTCCTCCGTCGC 70
L e e e 70
L e e e 70
L e e e e e 70
L e e e et e 70
L e e e e e 70
L e e e e e 70
L e e e e e e e e 70
L e e e e e e e 70
80 90 100 110 120 130 140
- I | I | I ol | | | | I | I
71 CCACATCTGCCGAGACGTGAACTATGGATGAATTATTCGATACATACACGCAAACGGAGCTTCAATATTT 140
L e e e 140
L e e e e e e e e e 140
L e e e e e e e e e e 140
L e e e e e e e e e e e 140
T e e e e e e e et e 140
T e e e e e et e e 140
T e e e e e e et e e 140
Tl e e e e e e e e et e 140
150 160 170 180 190 200 210
O e e e I I I
141 TTCATCTGCTTATATATACACGTAGGACGAGGCATATACTACGGATCATATACCTTTCTAGAAACATGAA 210
AL e e e e 210
AL e e e 210
AL e e 210
AL et 210
AL et 210
AL e e 210
AL o e e e e 210
AL o e e e e 210
220 230 240 250 260 270 280

2L L e e 280
2Ll e e e 280
2Ll e e e 280
2Ll e e 280
2L e e 280
2L e e e e e 280
2L e e 280
20 280
290

281 e 298
281 e 298
281 e 298
281 e 298
281 e 298
281 e 298
281 e 298
281 e 298
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Anexo 8. Alineamiento de secuencias de Caiman crocodilus (baba): la secuencia obtenida en
este estudio presentd una transversion y una transicion en relacioén a los hallados en GenBank, que
incluye un aislado venezolano.

10 20 30 40 50 60 70
B L L T I S L S I I I I
AJ404872.2 Venezuela 1 ATCCAAATCCTCACAGGAGTATTCCTAATAATACACTTCTCACCCAGCGATACCACAGCTTTCTCATCCG 70
JF315306.1 No especificado I ... ...ttt e e 70
GU331894.1 India L e e e e e et e 70
41 CytB Apure-Venezuela L e e e e e e e e e 70
80 90 100 110 120 130 140
P e L e I |
AJ404872.2 Venezuela 71 TCGCCTACACCTCCCGCGAGGTCTGATTTGGATGACTTATCCGAAGCTTCCACACAAACGGAGCCTCCAT 140
JF315306.1 No especificado 71 ...ttt ittt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e 140
GU331894.1 India P 140
41 CytB Apure-Venezuela L e e e e e e e e 140
150 160 170 180 190 200 210
e e o T e B B I I I I e
AJ404872.2 Venezuela 141 CTTCTTCATATTTATTTTCCTACATATCGGACGAGGCCTATACTACGCCTCCTACTTACACGAAAACACA 210
JF315306.1 No especificado 141 ... ...ttt ittt ittt ettt et e e e 210
GU331894.1 India LA o e 210
41 CytB Apure-Venezuela L ot e e e 210
220 230 240 250 260 270 280
| | | I | | P R | | | I | I
AJ404872.2 Venezuela 211 TGAAACGTTGGAGTAATCATACTATTCCTACTAATAGCCACAGCATTCATAGGCTATGTCCTCCCATGAG 280
JF315306.1 No especificado 211 .. ... ...ttt ittt e e e e e e e 280
GU331894.1 India P 280
41 CytB Apure-Venezuela e T i e e 280
290 300
| [ |
AJ404872.2 Venezuela 281 GACAAATATCATTCTGAGGAGCA 303
JF315306.1 No especificado 281 ................ccuvun.. 303
GU331894.1 India 281 e 303
41 CytB Apure-Venezuela 281 e G. 303
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Anexo 9. Alineamiento de secuencias de Odocoileus virginianus (Venado de cola blanca): el
aislado de este estudio presentd mayor homologia con una secuencia proveniente de Guyana
Francesa que con sus pares de Colombia y Estados Unidos.

JN632671.
JN632672.
DQ673136.
30 CytB

JN632671.
JN632672.
DQ673136.
30 CytB

JN632671.
JN632672.
DQ673136.
30 CytB

JN632671.
JN632672.
DQ673136.
30 CytB

JN632671.
JN632672.
DQ673136.
30 CytB

1 Guyana Francesa
1 Colombia

1 Texas-EUA
Apure-Venezuela

1 Guyana Francesa
1 Colombia

1 Texas-EUA
Apure-Venezuela

1 Guyana Francesa
1 Colombia

1 Texas-EUA
Apure-Venezuela

1 Guyana Francesa
1 Colombia

1 Texas-EUA
Apure-Venezuela

1 Guyana Francesa
1 Colombia

1 Texas-EUA
Apure-Venezuela

e e e

71
71
71
71

141
141
141
141

211
211
211
211

10 20 30 40 50 60 70

e e e e e T I
ATCCTACAAATTCTTACTGGTCTATTCCTAGCAATACATTATACATCCGACACAATAACAGCATTTTCCT 70

.......................... Y A 0}

.................... Y L

...................................................................... 70
80 90 100 110 120 130 140

................................................. [ 0]

................................................. CovvvvnnnCunnnno. 140

...................................................................... 140
150 160 170 180 190 200 210

............... 1 0]

............... € T a N ¢]

...................................................................... 210
220 230 240 250 260 270 280

F R I B T I e O T I N R I
ACATGAAACATTGGAGTAATTCTCCTATTCACAGTTATAGCCACAGCATTCGTAGGGTACGTCCTACCAT 280

.......... G.vviiiie e 307
.......... G.vviiiie e 307
....... A e 307
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Anexo 10. Trabajo publicado en revista cientifica en el marco de esta tesis doctoral.

Ariadna Rangel-Rivas, Francia Reyes y Alfredo Mijares. Seroprevalencia de tripanosomosis
bovina determinada por ELISAi posterior al tratamiento profilactico con isometamidium en
un hato del municipio Muiioz del estado Apure. Septiembre — Octubre 2012 — Revista Cientifica
de la Facultad de Ciencias Veterinarias — LUZ. Vol. XXII (5): 405-409.
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SEROPREVALENCIA DE TRIPANOSOMOSIS BOVINA DETERMINADA
POR ELISAi POSTERIOR AL TRATAMIENTO PROFILACTICO
CON ISOMETAMIDIUM EN UN HATO DEL MUNICIPIO MUNOZ

DEL ESTADO APURE

Seroprevalence of Bovine Trypanosomosis Determined by ELISAi Post Prophylactic
Isometamidium Treatment in a Farm at Mufioz County, Apure State, Venezuela

Ariadna RangekRivas', Francia Reyes® y Alfredo Mijares'™
‘Labaoraiorio de Fisiolpgia de Parasifos, Cenfro de Bioquimica y Biofisica, Ingifufo Venezolano de Investigaciones Cienfificas.
Camefera Panamencana, Km. 11. 20632 Caracas 10204, Venezuela.
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RESUMEN

L& tnipanosomosis boving genera anualments cuantiosss pér-
didzs econdmicas en la produccitn ganaders del pais. Algu-
n&s explotEcones de tpo extenaivo hean esteblecdo planss
anusles de contol de estos hemoparssios, los cusles conms-
ten en la aplicackin profidcica de farmacos tripanocidss. Con
1z finaldsd de evaluar la vanscin de la seroprevalenca de
Trypanosoma spp. después de une aplicecén de clorhidrato
de cloruro de isometamidium al 2%, fusron moestresdos un
grupo de 513 novilles Bos indicus Linneseus, 17 58, en un heto
gansdeno del municipio Mufoz del estedo Apure, Venezuela.
Se reslizanon custno musstrens equidistaniss enun periodo de
nueve meses. Una semana ante s de la pimers foma de muss-
tras & le aplicd & cada uno de los animales una dosis de 1
mgikg del compuesto, Una vez en & laborstono, l=s muestras
de suerno sanguineo fueron anslzedss medants ensayos de
inmunoabsorbancs ligado a enzimas (ELISAL), de tipo indirec-
to, empleando como antigeno un extracto punficado de Tiypa-
nosoma evansi (Sieel 1885). Los ensayos fusron reslzsdos
segin protocolo estandanzado previaments en el lsborsiono.
Se obtuveron los sguienies porcentajes de e roDrevElEnEa:
T580% (dicembre 2000), 57,60% (marzo 2010), 41,60% (u-
nio 2010) vy 53, 40% {septiembre 2010). Los resuited os mostra-
ron una aita senoprevalenca de i panosomosis &l momenio de
aplicar el tratamisnio profiléctico, ta cual fue disminuyendo en

Roacihida: 017 027 212, Aceptada 20 F 04 72012,

los meses sucesvos para luego sufnir un ligero sumento, pos-
fenior a los ssis meses de la aplicacdn de ratamienio, sin em-
biargo, mo 38 registranon cases dinicos de la enfermedad, ni la
presenca del pardsio mediante prushas disgndsticas directss.
Sa recomienda continusr con la evalusciin penddica de los
animales y consderar como una medida sanitana preventhe s
rotecitn del compuesio sctivo emplesdo.

Palabras clave: Trpancsomoses, profilssis, semoprevalencia,
ELISA, izomets midium.

ABSTRACT

Bovine typancsomosis generates annusl economic losses in
Ineainck production in the country. Some farms that hawve an
extensive csttle production, hawe established & control annusl
plan of hemoparsstes which involve the applicaton of prophy-
lactic trypanocdal drugs. In order o evaluate e vanstion of
seroprevalence sfier an annual application of isomethamdium
chilanide hydrochlonds 2%, were sampled 2 group of 513 heif
erz of Bos indicus Linngsus, 1758, in & herd of Mufoz County
of Apure State, Venszusta, Four samples were carned out in
&n equally spaced over & period of nine mant. A wesk befors
e first sampling was applied to esch animal 2 dose of 1
makg of e drog. Once st e laborstory, samples were ans-
yzed by ELISA indirect t=sting using a3 antigen a purified ex-
tract of Trypanosoma evansi (Steel, 1885). The test was per-
formed acconding o previously standardzed protocol in the
laboratary. The senoprevalencs obtained for the differsnt sam-
ples studied wers expressed as percentages of postve an-

405
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mats: TE60% (December 2000), 5760 (March 2010),
4160% (June 2010) and 53.40% (Seplember 2010). The re-
guits showed & high seroprevalence when prophylactic reat-
ment was applisd which was decressing in e following
maonths and then suffer an light incresse, afier s maonths of
treatme nt application, howewver, no cases of dinical diseass or
the presence of the parasite by direct disgnostic tests were ob-
served. it is recommended, fo continue with regular =ssess-
ment of animals and consdersd &3 & preventve health mess-
ure the rotEtion of he active compound employed.

ey words: Trypanosomosis, prophylsxis,  seroprevalkence,
ELISA, isometamidium.

INTRODUCCION

La panosomosis boving, conocida cominmente como
secadera, husguera o cacho husoo [9) &3 una enfermedad pa-
ragitans producda por Triypanosoms (Duttonslla) vivex Zie-
man, 1805, que sfects 2 bowdos (Bowdse: Arbodachyda) ru-
miantes de rebafos vacunos (Bos fauus v B indicus Lin-
naeus, 1758), bufalines (Bubslus bwbals Kemr, 1792), ownos
{Ows spp. L., 1758) y capnnos {Capra app. L., 1758). Los sig-
nos clinicos gque presentan los animales sfectsdos por tripano-
SOmoss 50n muy similares & los observados en cuskguier en-
fermedad provocasds por ofros agenies hemotrdpions o en en-
fermedades gue cursen con estados febniles intermitentes, de-
camisnto, pérdida de peso, disminuciin de la producciin ¥ au-
mento de secreciin glandular | princpalments de les glandulas
lagrimales), entre otros. Por lo tanto, la expenencia del weten-
nano & cango vy las pruebss de laborstono son importanies a la

hora de resizar el disgndstco comespondients v establecer
programas de retamienio y control de este enfermedad.

El tratamienio curatvo, en cascs agudos y crdnicos de la
enfermedad, va dingido = la elimingcitn del pard sito, mediante
la sdministracitn de drogas tripenocidss, como: diminsoceno,
quinapiramids y fenantndings vy & dar soporte &l animal sfects-
do medianis agentes terapéutcos Que Droduzcan un Sumento
del mimero de enociios yio de la concentractn de hemogio-
bina en estas célulzs (Ej. hiemo v witamings del complejo B),
fluidoterapia y buena alimentacibn. Por ofra parie, cuando el
paibgeno produce cEs0s de infeccion subsguda, manis nisndo-
& de manera enzodica en el rebafo se susls implamentar &l
uso de droges npanocdas de forma profildciica, prncipaimen-
te quinapiramida v fenantridings. Sin embango, su wso prokon-
gado ha dado peso 2 l& supervivencs de cepas resistentss [B,
1]. D& estas drogas, &l isometamidium es un demado de fe-
nanindina, cuyo mecanismo de acoin no 58 Conoce &n 5 to-
talided, pero se cres gue inhibe sslectvaments la enzima to-
potsomerssa || del knetoplasto |5], impidiendo &3l &l comedo
desenro lamisnio de les hebras de ADN y provocsn do nuplurss
descontroladss de =3 mismas por sumenio de la tensién. En
estudios previos realzados en nowillos, el clorhidrato de chons-
ro isometamidium demostd Ener sccibn tanto curatva, elimi-

nando eficazments bos tripenosomas circulaniss, como pre-
ventia hasta 4 meses despues de la aplicasin inframus cular.
Sim embargo, los autones recomiendan reservar su uso salo
pars tratemientos curstivos en wred de la rapidez con gue 58

observa la apancion de cepes de T. congolense y T. wivax re-
sntentes al farmaco [1].

El disgnéstico de infecoones actvas por iNpancsomss se
basa en téonicas parasiolbgicas de obsenvecion directe al mi-
crosoopin Gpboo, tales como: obsenaciin de aangre fresca, tée-
nica de microcentrfugacan capilar (TMC), frotis sanguineo de
gota grusss y frots de caps blanca, tefidos comdnmente con
solucan de Giemsa al 10% o Hemacolor® [11]. Estos métodos
son ampliaments ublzados bejo condiciones de campo, & pesar
de 3u bajo porcentaje de detecotn del pardsio [3), al requenr
de una infeccitn adive al momenio de ls toma de muestra. Las
pruehas de disgndstico senclbgico reslzadss en laborsiono
aportan mejor informaciin sobre s stuscitn del Egaho, ya que
permiten delectEr nveles de anticusrpos crculaniss contra el
pargsin en el suero sanguineo, indicatvos de infecotn adive o
recents, como en el caso del ELISA indirecio [10, 11].

Em virtud del impacto negativo que ejerce este hemops-
r&sito sobre la produccdn pecusns en Venszusls, 3 presents

imestgasin fue reslzada con &l objetvo de evaluar 1 vana-
obn de la seroprevalencia de Trypanosoms spp., & ravés de
ELISA indirecio, en un grupo de novilles monitoresdss trimes-
raimente & lolango de nueve meses luego de |a aplicacibn del
medicamantio.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fus llevado & cabo en un hato de oria vy levan-
iz de gansdo cebl, ubicedo en &l municipio Mufoz del estado
Apure, siusdo aprocimadaments & 15 Km al sur de la pobla-
ofin de Bruzusl, del mismo estedo (T40°03°N &0 1731°0). La
FIG. 1 muestra la ubicacion relativa del hato. La zona endémi-
ca fue selecconada por estudics prevics reslzados en 2006,
donde Roschman-Gonzilez y col. [10] deteminarcn una aia
seroprevelenca de Trypanosoms vivax (74,50%). La zona se
compaong de una gran lanure de sahansgs inundsbles en época
de llunaa, =in relisves significativos y con vanscone s dimaticas
menores. La emperstura oscla entre 23 y 33°C, segln pro-
medio de los registros del hato desde 3006 hasta 3010, y la al-
ttud entre O v 90 msnm.

Se selecciond el grupo comprendido por & totalidsd de
nowillas del hato (n=513), debido & su relativaments accesible
ubicacion en un potrero de 1.408 ha; donde perma necenon sin
rotecibn durante todo &l estudio.

Empleando sgujss 216 = 1 12° y wbos VacutainerTM
=in antcosgulants, las muestas de sangre e obtuvienon me-
diznis puncin coccigea, en custno momenios durante e estu-
dio: diciembre del 2008, marzo, junio y sepbembre del 2010
Se colectaron sdiconsiments muestss en wbos Veoutal-
nerTW con anticoagulanie para la realzacon de exiendidos
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gl neos y microcentrifegecitn caplsr (sproximadaments &
10%: de les nowvilles de cads muesiren). La FIG. 2 muestra los
fotales de animales musatreados en cads oportunidsed, pees &
pesar o tratarse de las mismas 513 novilzs no fue posible en
ninguna opornidad recoger b totalidad del grapo del potreno.
Todss las novilas fusron ratadss una semans antes de la pri-
mera ioma o8 muesira con 1 mg o8 COMedrato o8 Conro de
ometamidiom &l 2% por kilogramo de peso vive, debido &
manen ganiteno del heto no 36 establecit un grupo de anima-
lea controd (no tatado). Les musstas de sangre 56 dejaron re-
poEar & Empersrs smblenie durante 2 & 3 horas, se centrifu-
QAN PO espacio de 5 minutos a 5000 rpm y los sueros obte-
nidos 52 transvasaron 2 tubos Eppendorh® con cap scded pars
1,5 mL, se trasladaron refrigerados en cava con hisbo hasta el
laborsionio donds s& mantuvenon & —320°C en un congelador
vertical hasta ks realizactn del ELISAL

El antigenn fee obienido de extracto purficado de T
evans] expandido en retes (Rafus nonvegicus Berkenhout,
1769) de la linea Sprague Dawley, segin & mépdo deacrito
por Pesrone | 7], Se estandanzaron bas condicones pars la res-
lzacitn del ELISA indirecto: 1000 ng iotales de antigeno por
cada 100 pL (10 ngipl), diuido en solscon tampon carboms
bécarbon gio 0,050 pH 9,6 (BCB). Soluckin de blogueo & base
de leche desoremada en pobvo diuida & 5% en solucan Bm-
pidin fosfato saling 0,20 pH 7,2 (PBS). Ducitn 1:100 de cada
suern problema y controdes positvos y negatives en PBS v
Twean 20 &l 0, 1%. Diucon 1:10000 del anticuenpo secmndano
ant-inmunocgiobuling G de boving conjugeto a perocddasa (an-
t-bowine igpG-HRP, Santa Cruz Biotechnobogy, inc. Califomnia,
EUA) v 30 minvips de exposcion al combgeno revelador
2 Fazinobis (3-etlbenzotiszolin &-scdo sulfonico) & X%
{ABTS, Sigma).
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FIGURA 1. MAPA POLITICO DEL ESTADO APURE SENALANDO LA UBICACION APROXIMADA DEL LUGAR
DE MUESTRED.
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FIGURA 2. NUMERD DE ANIMALES POSITWOS V5. NEGATIVOS Y PORCENTAJE DE PREVALENCIA EN RELACION
CON LA POBLAC KN MUESTREAD A TRIMESTRALMENTE.
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Fusron utilizados dos Sueros poStivos y Ies SUSI0S me-
gativos, por duplicado en cada placa, omados &l azar de una
SEMotecs Conattuids por muestras de bovinos colectadss en di-
versas zonss del pals, probadss previamenis mediants s mis-
ma tcnica de ELISA y confimadas por westemn biot

Para los ensayos, 100 pL del antigeno diludo fue agre-
Qado & ceds pozo de plecas de polivindo (Inmunolond de 96
pozos, fondo U), exceptusndo custro pozos destinedos & fun-
cionar como blancos {sin antigeno) y dos para control de la ao-
lucan tampdn (suero de bowno diuido 1:100 en BCB); cada
placs se mantuvo en cémara hiimeda por 12 horas a 4°C. Se
reglizaron 3 levados con solucktn de domuno de sodio 15 My
Twieen 20 &8l 1%. S agregaron 200 plL de solucdn de blogueo,
58 incubd en camars himeds & 37 C duranie 1 hora y se des-
cartd por inversdn, sin levar s placa. Se agregaron 100 pL de
cads suero problema diluido y de cads control, &stos Gimos
jpor duplicado, se dejaron reposar bejo ks miamas condicones
de temperstura y tiempo y o8 levaron 3 vecea, S agreganon
100 pL del anbicuenpo secundano, e incubd v lEwd de igusl
forma. Se sgregaron 100 pL del cromégeno y 3& coloch Ia pla-
CE &N BQitacon susve durante 30 min, a tempersturs amben-
te. Se realzd la lectura de la densidaed dptica s una longitud de
405 nm, en un espectrofotdmetro Tecan Sunnse-Basic
{Grodig, Ausiria).

Los valores de los controles blancos obienidos en cads
placs fueron promedisdos v reatados &l resio de los valones.
Loa punios de core (PC) para determinar la postividsd o ne-
gatvided de cada muesira se establecieron calculando & pro-
medio de bos tres controles negatvos por duplicado més res
degvizcionss esténdar [10). La prevalencia relativa se expresd
&n base &l porcentsje sjustado de indhad uos poStVDS Y NEDE-
thvos pars cads mussreo y s& analzd empleando &l programa
estadistico MedCalc mediants prusbas de i cusdrado con in-
tervalo de confianzs de 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En diciembre del 2008 fue muestresdo un iotal de 320
animakes del grupo de 513 nowllzs, de les cusles 242
{75,8%) mostraron seropoaitvidad a Trypanosoma spp. ¥ T8
{24,4%) fueron negetivas (PC=0,184). Para marzo del 2010
ae tomaron 420 muestres del miamo grupo, resultando 242
{67,68%) positivas y 178 [42,4%) negativas (PC=0,400). En ju-
nio del 3010 &l oiel de muestras obtenidss ascendid a 452
con 188 (418%) postivas vy 284 (584%) negstvas
{PC=0445). Mientras que para & GRmo muestrec, en s&p-
tiembre del miamo &fo, se slcanzd & musstrear casl la total-
dad del grupo de nowvilles, colectando 502 muestras, donde
268 (53,4%) fusron positivas v 234 (4656%) negatvas (FIG.
2). La dispandsd cbservads en la poblacdin (n) de cads
muegiren obsdece & mans|os propos del haio v condicionss
climaticas particulares de cada época del afio, gue no permi-
tieran recoger todos los animales en bos diss selecoonados

08

para las tomas de muestras, sin embango kos valones 5 Sjus-
tmron & porcenise eliminando 23 las difsrenc s,

Al comparar, estedisticaments, los valores obtenidos
mediante pruebas de Ji cusdrado, se obaservd diferenca sig-
nificativa entre los muestrecs de diciembre-2008 y marzo-
2010 (P<=00001), entre los muestreos de marzo-2010 v ju-
nibc-20 10 (P-=0, 0001 ), iguslmente entre junic-2010 y septiem-
bre-2010 (P=0 00103). Considerando que enire ko ditimos doa
muesiress 38 ingementd la seroprevalencs S8 pueds con-
duir gua & medicamento fue perdiendo su efedividad a me-
dida que se akeph del momento de su aplicacin. Ademss as
pudo obaervar una diferencia aitamente significativa (22, 2%)
enitre &l mue streo inicial de diciembre-2008 y el final realzado
&n sepbembre-2010 (P<0,0001), por lo gue s& pueds consi-
derar bensficiosa la medida sanitana aplicada, sungue no del
iodo efectiva.

En la FIG. 2 38 puede apreciar, a8 proporciones entre
snimales positivos (negro) v negativos (blanco) por muestreo
y & comporamienio de la seropositwdad & Trypanosoma
spp. duranie &l estudio, ks cual mostrd una disminucin pro-
gresiva hasta los seis meses postencres & la aplicecidn del
ratEmiento, para luego inorementarse nusvaments. Estos re-
sultedos ooincden con les recomendsciones de loa laborato-
nos que elsboran b droga, que ssfalan una efectvidad de
dos & 58is meses, dependiendo de la cepa de Tipanosoma in-
vol uor ada.

Un hallszgo de interés en este estudio fue la comprobs-
obfin del shto porcentaje de bowinos Seropostvos & INDEN0E0-
ma &N CAMDD; SUNgue NO 58 registrd ningdn caso clinico yio
ordnicn, ¥ tampooo 52 kogid demostrar la presencia del pard @-
io medianis las prushas directss que se realzanon & una pro-
porcdn del grupo de novillaa. S& observa entonces que estos
animabess dessmollan infecsones subdinicas gue favorecen la
permanenca del pardsio en la zona. Cabe destacar gue los
resuitados de este estudio concuerdan con investgacones
reslzadas en otros estedos del pais; por ejemplo, en Guanco,
58 MEpOME Una seroprevalencis para mpanosomosis de 60%
{n=143) en tres fincas de los municipios Rosco y Oz [12].
Sin embarngo, en infecciones naturales &3 comudn enconir ar ae-
roprevalensas dierentss entre los dversos estudios gue e
reslEzan o en un mismo estudio que sbargue distnies zonas
de musstren. Gonzilez v Meléndez |4] reportaron pars el este-
do Carabobo, seroprevalencizs entre 50 v 60%, pars los sec-
fores Bl Charal, Anca v San Pablo, mientras para los seciores
Canoabin, Alpargatdn y Rio Absjo adlo obbuweron vabores en-
e 10 y 15%. Se observd entonces que la prevalsncia de la
enfermedsd pusds verse sfectada por fackres inherentss al
Estado, dependientes de la geogrefia paricular de la zona o,
inciusive, entre hatos CEMCENOs O VEonos, debido principal-

mente & Manejos propios de cads sisiEema productvo, Bles
como planes sanitanos, control de vectores, ste.

A trevé g de un estudio de dindmica estacional de vecio-
res que & lievd amulténeamente en &l hato se pudo obasrvar
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quee bos animales evalusdos estuviencn expusstos & la ploadu-
ra de moscas hemstifages de la familia Tabanidese durante
todo el afko. Segin resultedos pancisles de los muesirens en-
tomobbgicos mensusies reslzados en la mizma zona de pasto-
ren de esie grupo de novilles, feeron colectedos un iotal de
1204 gjemplares entee noviembre-2000 y mayo-2010 [8). Da-
tos (no publicados ) regisrados postencrmente mosranon que
la acthvdad de tabdmidos 22 inmementd cerca de 85% enfre ju-
o y nowviembre de 3010, colectandose un totel de 7.834 ejem-
plares durante ese periodo. Esta sita densidad de veciores su-
giere que pudesen esta involeEados en ka transm mbn mecs-
mica de tnpanosomas en & drea de estedio, 18l como ha sido
demostrado eviamente an estsdion sobre tranamsEiin mecs-
nica |2, 6]

A =u vez, ssis aita pobdaciin de inssctos hematdiagos
pusds estar relaconsds a fBolofes agroecobigicos que favone-
can U cido de vida, como L3 sbundants ¥ carads vegetscihn
preseniz en bos bosgues de gaierla v las amplias Fonas inun-
dables, QUE S8 MAanisnsn ansgsdas INClusve Vanos meses
despuds de la finslzsckin de o temporada Buvicsa.

COMCLUSIONES

Bl medcamento evaluado demostrd ser medianaments
efectivo pars disminur Ia peevalencs 08 TIPanOSHm oo en ko
anim ales oo durante los primenos S meses. Por ko gue ae-
rla recomendabls como medids comactva ka rotacsdn con offos
principios actvos para confrolar la prevalenda; por ejempo b
aplicastn de un faémaco del tipp dmineceno. |gealments 3e
recomienda continuar el montores de ka INpEnoEo o, Con-
ahderando que duranis toda e investiganidn se obsendd una

aita seroprevalensa contra tripanoaoma {=41,6%).

Los resultados obienidos representan un imporante
aporte al mostar & comportamients de infecciones por tripa-
noEoma en bovinos, bao condisonss natrales de explotaosin

mvﬁwﬂm,mmaemmmmmau
condrol.

También se obssrvd gue slios niveles de parastemia
sumados & ks alios niveles poblacionalss de tebdnidos y
otros dipleres hematbfagos, podrian estar favoreciendo la
iranamisitn mecanica del pardslio. Sin embango, se reguisren
estudios complementancs pars determinar & papel gue jue-
gan en la epzooticlegla de &sta y ofres enferme dades meta-
xénkcas.
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Anexo 12. Trabajos publicados en congresos en el marco de esta tesis doctoral.

Rangel-Rivas Ariadna y Mijares, Alfredo. Fluctuacion poblacional de tabanidos (Diptera:
Tabanidae) en un hato de los llanos venezolanos. Agosto 2010 — 7mo Congreso Internacional de
Dipterologia. San José de Costa Rica. (Presentacion de Péster)

Population fluctuation of tabanids (Diptera: Tabanidae) in a cattle
ranch in the Venezuelan plains

Rangel-Rivas, A (1) & A. Myares(2)
E-mail: arangel@ivic_gob.ve

(1) Facultad de Agronomia, Universidad Central de Venezuela, Maracay, Venezuela
(2) Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Venezuela

Females of the family Tabanidae are considered important vectors of various pathogenic
parasites, due to their haematophagus habits. They are able to generate serious disease
as damaging effects due to their bite and creating economic losses 1n cattle farms. The
main objective was to study the population fluctuation of Tabanidae in a farm 1 Muiioz
County, Apure State, Venezuela. Monthly captures were carried out from November
2009 until May 2010, pertod in which we comprised the seasonal transition of rain-
drought and drought-rain respectively. Six Canopy traps were installed (Hribar et al |
1991) distributed at random in an area of 9 km”, which is between gallery forests and a
savanna occupled by cows, buffaloes and horses. The traps were placed with an
approximate distance of 25 m between them. The precipitation data was obtained from a
weather station, located on the farm and compared with the data of the weather station
of the National Institute for Agricultural Investigations in Mantecal in the Apure State,
Venezuela.

After completing seven samples, the results show a total of 1299 captured specimens,
belonging to 11 species. We observe that the peak of highest activity was in the month
of December (n = 532), during the transition rain-drought, followed by a progressive
decrease during the drought period and then a gradual ncrease of activity in the
transition drought-rain. These results allow us to conclude in a partial way that the
seasonal transifions have a very important effect over the population fluctuation of these
insects. Additionally, we observed that Tabanus pungens (n = 522) and T. claripennis (n
= 491) were the most numerous species (RA = 40.18% and 37.80%, respectively).

Key words: haematophagy, seasonality. seasonal transition, population fluctuation,
relative abundance (RA)
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Rangel-Rivas Ariadna; Reyes, Francia y Mijares, Alfredo. Seroprevalencia de tripanosomiasis
bovina determinada por ELISAi posterior al tratamiento profilactico con isometamidium.
Noviembre 2011 — VII Congreso Nacional de Ciencias Veterinarias y 11l Congreso AVECAL. Maracay
— Venezuela. (Presentacion oral)

SEROPREVALENCIA DE TRIPANOSOMIASIS BOVINA MEDIANTE ENSAYOS DE
INMUNOAESOREANCIA LIGADO A ENZIMAS (ELISA-AC/T. EVANSI) POSTERIOR AL
TRATAMIENTO PROFILACTICO CON ISOMETAMIDIUM

Rangel-Rivas, Ariadna®, Reyes, Francia® y Mijares, Alfredo?

3] aboratorio de Fisiologia de Parasitos. Centro de Bioguimica y Bicfisica. Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas, Carretera Panamericana, Km. 11. 20632 Caracas - Venezuela.
“Labaoratario de bioquimica e inmunologia de hemoparasitos. Universidad Simén Bolivar. Baruta -
Venezuela.

Teléfono: +582125041445. Fax: +582125041093.
Correo electronico: arangeli@ivic.gob.ve

La tripanosomosis bovina genera anualmente cuantiosas pérdidas econdmicas en nuestro
sistema productivo. Algunas explotaciones de tipo extensiva han establecido planes
anuales de control de estos hemoparasitos, que constan de la aplicacion profilactica de
farmacos tripanocidas. Con la finalidad de evaluar la eficacia de una aplicacion anual de
Clorhidrato de Cloruro de Isometamidium al 2%, fueron muestreados un grupo de 513
novillas de Bos indicus Linnaeus, 1758 en un hato ganadero en el Municipio Mufioz del
Estado Apure. Se realizaron cuatro muestreos equidistantes en el periodo de un afio. Una
semana antes de la primera toma de muesira se le aplico a cada uno de los animales una
dosis de 1 mg/kg del medicamento. Una vez en el laboratorio, las muestras fueron
analizadas mediante ensayos de inmunoabsorbancia ligado a enzimas (ELISA)
empleando como antigeno extracto purificado de Trypanosoma evansi (Steel, 1883),
segan el método descrito por Perrone (1992). Los ensayos fueron realizados segun
protocolo estandarizado previamente en el laboratorio. Se obtuvieron los siguientes
porcentajes de seroprevalencia: 73,60% (Punto de corte=0,184. n=320), 57,60%
(PC=0,400. n=420), 4160% (PC=0445 n=452) y 53,40% (PC=0,199. n=302).
Observamos entonces una alta seroprevalencia de la enfermedad al momento de aplicar
el tratamiento profildctico, 1a cual fue disminuyendo en los meses sucesivos para luego
aumentar posterior a los 6 meses, por lo que una medida recomendada es su aplicacion
dos veces al afio en lugar de una.

Palabras claves: Tripanosomosis, profilaxis, seroprevalencia, ELISA, ganado de came.
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Rangel-Rivas Ariadna y Mijares, Alfredo. Diversidad y fluctuacion poblacional de Tabanidos
(Diptera : Tabanidae) en un hato de los llanos venezolanos. Julio 2013 — XXIIl Congreso
Venezolano de Entomologia. Maracaibo — Venezuela. (Presentacion de Pdster)

Diversidad y fluctuacion poblacional de Tabanidos (Diptera : Tabanidae)
en un hato de los llanos venezolanos
(Diversity and population dynamics of tabanids (Diptera: Tabanidae) in a cattle
ranch in the Venezuelan plains)

Ariadna Rangel-Rivas’<; Alfredo Mijares!
' Laboratorio de Fisiologia de Parasitos. Centro de Bioquimica y Biofisica.
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Carretera Panamericana,
Km. 11. 20632. Caracas, 1020A, Venezuela. amijares@ivic.gob.ve
ZPostgrado de Entomologia. Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela, Maracay, Venezuela.

Las hembras de la familia Tabanidae son consideradas vectores importantes
de diversos parasitos patdgenos debido a sus habitos hematéfagos. Las
enfermedades que éstos generan, asi como los efectos perjudiciales propios de
la picadura, producen cuantiosas pérdidas economicas en las explotaciones
ganaderas. Con el objetivo de conocer la distribucidn de las diferentes especies
de Tabanidae a lo largo del ario, lo cual facilitaria el establecimiento de
estrategias de control para estos insectos, se estudid la fluctuacion de su
poblacion en un hato del Municipic Mufioz del Estade Apure, Venezuela,
mediante capturas mensuales desde noviembre 2009 hasta noviembre 2010,
periodo que abarco tres transiciones estacionales: lluvia-sequia noviembre-
2009, sequialluvia abril-2010 y lluvia-sequia diciembre-2010. Empleando
trampas Canopy, fueron capturados un total de 9133 especimenes hembra,
pertenecientes a 10 especies de 4 géneros, observandose un primer pico de
aumento significativo de la actividad en el mes de diciembre-2009 (n=532),
durante la fransicion lluvia-sequia, seguido de una disminucion progresiva
durante el periodo de sequia y de un nuevo incremento gradual de actividad en
la transicion sequia-lluvia, hasta presentar un segundo pico importante en
septiembre-2010 (n=1018), seguido del umbral maximo de captura obtenido en
octubre-2010 (n=3755) para, finalmente, observar una breve disminucion en
noviembre-2010 (n=2758). Tabanus pungens (n=7649) resultd ser la especie
mas abundante durante todo el periodo de captura (AR= 83,75%).
Adicionalmente, fueron colectados 11 especimenes machos, pertenecientes a
dos especies del género Tabanus sp. Estos resultados nos permiten concluir
que las transiciones estacionales tienen un efecto importante sobre la
fluctuacion poblacional de estos insectos.

Palabras clave: Abundancia relativa (AR), estacionalidad, hematofagia, periodo
de actividad, tabano.
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Rangel-Rivas Ariadna y Mijares, Alfredo. Estandarizacion de la técnica de PCR para
determinacién de Trypanosoma evansi en tabanidos (Diptera: Tabanidae) alimentados
experimentalmente. Octubre 2013 — XXI Congreso Latinoamericano de Parasitologia (FLAP 2013).
Guayaquil — Ecuador. (Presentacion de Poster)

Estandarizacién de la técnica de PCR para determinacion de Trypanosoma evansi en
tabanidos |Diptera: Tabanidae) alimentados experimentalmente

Ariadna Rangel-Rivas " Alfredo Mijares’

! Laboratorio de Fisiclogia de Parasitos. Centro de Bioguimica y Biofisica. Instituto Venezolano de
Imvestigaciones Cientificas, Carretera Panamiericana, Km. 11. 20632, Caracas, 10204, Venszuela.
amijares@ivic.gob.ve

?Pestgrado de Entomelogia. Facultad de Agronomia, Universidad Central de Venezuela, Maracay,
Wenezusla.

Introduccion

Las moscas hematofagas de la familia Tabanidas representan un problema de salud piblica, pues
actlian como transmisores de un gran nimem de patdgenos que afectan a humanos y animales &
destacando en Venezuela, por su alta prevalencia, los hemoparasitos del génerc Trypanosoma,
causantes de la fripancsomiasis animal. & pesar de conocerse su papel como vecior de éste y otros
patogenos, son pocos bos esfuerzos abocados a investigarlo experimentalmente.

En tal sentido, se realizd la estandarizacion de una PCR para determinar tripanosomas en el tracto
digestivo de tabanidos alimentados experimentalmente con sangre de ratas de laboratorio Sprague
Dawley, a fin de validar la sensibilidad especifica de la técnica para emplearla con tabanidos
alimentados capturados en campo. Adicionalmente, se evaluaron dos papeles de filtro empleados
como metodos de preservacion de las muestras de ADMN.

Materiales y metodos

Ratas sanas e infectadas con Trypanosoms evansi e expusiercn a la picadura de tabanidos,
previamente colectados en campo. Se exirajo el sistema digestive de los tdbanos alimentados, se
friturd v coloct en papel Ql&card FTA® y papel de filtro convencional, a fin de evaluar la eficacia de
ambos papeles. Se extrajo o ADN U se cuantificd por especirofotometria vy se ajustd la
concentracion.

Por PCR se evaluaron concentraciones de 200, 150, 100, 75, 50, 25, 20, 15,10, 5y 2,5 nanogramos
totales de ADM. Se utilizaron cebadores que amplifican la secuencia de espaciadores de trascripcion
interma (ITS) del ADM ribosémico de T. evansi Bl Se revelaron los productos amplificados en geles
de agarosa.

Resultados y discusion

Las muestras positivas mostraron bandas para todas las concentraciones probadas y para ambos
papeles de filtro, sin embargo se obiuvo mejor definicien en el papel FTA. El rango donds se
observan las bandas mas nitidas es enfre 200 y 10 ng para papel FTA y entre 200 y 20 para &l papel
de filtro, sin embarge para éste dltimc no se obtuviercn patrones de amplificacion constantes entre
las muestras ni dentro de la misma muesira. Ninguno de los controles negatives probados amplifico
la secuencia ITS ni patrones de bandas inespecificos

Conclusion

La estandarizacion demostrd ser altamente especifica y sensible para determinar la presencia de T,
evansi en muesiras de sangre coleciada de tabanidos alimentados experimentalments de ratas
infectadas.

Se observan resultados mas constantes y nitidos empleando papel FTA, por lo que se puede
considerar un buen método de conservacion de muestras de ADM. Sin embargo, considerando la
relacion costo/beneficio, se puede establecer el uso del papel de filtro convencional eficazmente para
esta prueba de diagndstico, siempre y cuando se utiicen concentraciones entre 200 v 75 ng.
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Los tabanos (Diptera: Tabanidae) son vectores de gran relevancia en el sistema
productivo pecuario. Se conoce su capacidad de transmitir mecanicamente diversos
hemoparasitos como Trypanosoma sp y Anapfasma sp, entre ofros patdogenos.
También se ha estudiado el efecio direcio de su picadura sobre el ganado, la cual
genera intranquilidad y estrés que se traduce en una disminucion significativa de los
tiempos de pastoreo y descanso y, por tanto, menor ganancia de peso diario de los
animales. Cabe destacar que a pesar de su importancia economica son pocos los
esfuerzos abocados a estudiarlos en nuestro pais; por lo que se considera necesario
generar conocimientos desde todas las areas que ayuden, principalmente, a establecer
modelos sobre el comportamiento de los mismos. En tal sentido, este trabajo propone
establecer las posibles preferencias de alimentacion de diversas especies de tabanidos
alimentados naturalmente, para ello se determind mediante PCR, empleando
cebadores que codifican para la secuencia de Citocromo B de vertebrados vy posterior
secuenciacion del ADN, la fuente de alimentacion de 32 tabanos capturados mediante
trampas Canopy en un hato del Municipio Mufioz, Estado Apure. Se observo una
considerable preferencia hacia aves de la especie Ardea herodias (43,75%), seguida
por rumiantes de produccion Bos ftaurus (18,75%), reservorios de hemoparasitos
Hydrochoerus hydrochaeris (18,75%) y Rattus norvegicus (6,25%), y en menor cuantia
(3,125% c/u) se hallaron Ardea alba, Bubalus bubalis, Caiman crocodilus y Odocoileus
virginianus. Adicionalmente se constatd que Trypanosoma sp. estaba presente en una
de las muestras de Hydrochoerus hydrochaeris. Estos resultados comoboran que
especies de tabanidos desempefian un papel importante en la transmision de
patogenos en nuestros sistemas productivos.

Palabras clave: Hospedero, reservorio, secuenciacion, transmision mecanica, vector.




