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RESUMEN: La siguiente investigacion presenta los resultados de las evaluaciones diagnosticas, realizadas
por PCR, para agentes hemotropicos, en ganado bufalino y bovino (n=77), coexistentes en una misma explotacion
agropecuaria. Se obtuvo una positividad de 74,03% de infeccién hemoparasita para el total de la poblacién
estudiada, con predominio de Anaplasma marginale sobre Trypanosoma theileri, Trypanosoma vivax y
Babesia bigemina, respectivamente. Adicionalmente, algunos de los ADN problema fueron ensayados por
DGGE, revelando la presencia de A. marginale y Mycoplasma wenyonii. Los resultados obtenidos corroboran
la clinica presuntiva y el valor del método molecular.
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Detection of hemotropic agents in a livestock farm using PCR and DGGE

ABSTRACT: This paper reports the results of a diagnostic evaluations by PCR for hemotropic agents in
buffalo and cattle (n=77), existing in the same farm. There was a positivity of 74.03% of hemoparasite infection
for the total population studied, prevailing Anaplasma marginale on Trypanosoma theileri, Trypanosoma
vivax and Babesia bigemina, respectively. Additionally, some DNA problems were tested by DGGE, revealing
the presence of A. marginale and Mycoplasma wenyonii. The results obtained confirm a presumptive clinical

situation and the validity of the molecular method.
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En la geografia venezolana el desarrollo ganadero
ha debido su auge principalmente a la explotacién del
vacuno (Boss spp); sin embargo, numerosas explota-
ciones han cedido espacio para la produccién del bu-
falo de agua (Bubalus bubalis) (1,2). La aparente re-
sistencia bufalina pudiera estar actuando negativamente
en ecosistemas de explotacion donde ambos compar-
ten habitat, al actuar como reservorio de numerosos
patégenos (3), entre ellos los pertenecientes a los de-
nominados agentes hemotrépicos (4), planteando un
panorama de riesgo entre poblaciones altamente sus-
ceptibles (5,6,7). Técnicas diagnésticas moleculares
pueden proveer informacién directa y precisa sobre
estos agentes, pudiendo llegar a ser considerados los
métodos mas rentables para la deteccion, en compa-
racién con los métodos tradicionales (5,8,9).

Teniendo en cuenta lo antes sefialado, nos propu-
simos exponer los hallazgos obtenidos al emplear las
técnicas PCR y DGGE a partir de ADN extraido de
sangre de vacunos y bufalinos provenientes de una
misma explotacién ganadera.

Fueron muestreados 66 bufalas y 11 vacunos (n=77),
provenientes de una explotacion semi-intensiva leche-
ra localizada en el Municipio Obispo Ramos de Lora,
Parroquia EI Guamo, Mérida-Venezuela (al sur de la
capital del estado), por presentar pérdida de la condi-
cion corporal segun valoracion médica veterinaria es-
pecializada. La muestra incluyé sangre venosa sin
anticoagulante, ya que los animales precisaban valo-
racion serolégica para Brucella abortus. Las muestras
se obtuvieron por puncion yugular, utilizando sistema
vacutainery siguiendo los procedimientos recomenda-
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TABLA 1. Protocolos de PCR para la detecciéon de hemotrépicos./ PCR protocols for the detection of hemotropic

agents.

Primers

Referencia

Especie

Producto esperado (pb)

Trypanosoma vivax ILO-1264 / ILO-1265 400 Masake et al. (8)
Trypanosoma theileri Tth625a / Tth625b 500 Rodrigues et al. (11)
Anaplasma marginale BAP-2 / AL34S 409 Stich et al. (12)
Babesia bigemina / Babesia bovis BilA-BilB / BoF-BoR 278 /350 Figueroa et al. (13)

dos de asepsia y manipulacion/mantenimiento hasta
su llegada al laboratorio. Los protocolos técnicos em-
pleados para la amplificacion por PCR se listan en la
Tabla 1.

De cada coagulo sanguineo, se tomé un volumen
equivalente a 300 pl, siendo afadidos 300 pl de buffer
de lisis y 5 ul de proteinasa K en solucién, incubando
a 56°C (3 horas). La extraccion de ADN se realizé por
el clasico procedimiento con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (10). Las amplificaciones fueron ejecutadas
en un termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf
en un volumen final de reaccién de 25 yl, conteniendo
buffer Flexi GoTaq 5X, 25mM MgCl,, 200 uM de cada
dNTPs, 2,5 U/ul Tag ADN polimerasa, primers en con-
centracion detallada en cada protocolo y 3 pul de ADN.
Como controles positivos se emplearon ADN
genomicos para cada agente a evaluar, mientras que
como control negativo se incluyé blanco de reaccion.

Tres de los ADN extraidos fueron evaluados me-
diante DGGE (set de primers universales para bacte-
rias) (14). La corrida se realizé durante 12 horas a 100
voltios y temperatura constante de 60°C en un equipo
Bio-Rad utilizando geles de acrilamida al 8%
(acrilamida:bis-acrilamida 37:5:1 (v/v)), con un gradiente
de desnaturalizacion de 40 a 80% (obtenido de una
mezcla de urea: 42,16% y formamida: 40% en 100%
desnaturalizante). Concluida la electroforesis, bandas
de ADN fueron cortadas y mantenidas durante 48 ho-
ras a 4°C en tubos cénicos de 1,5ml conteniendo 50l
de agua destilada. Bajo estas condiciones el ADN elu-
dié y se amplificod nuevamente (volumen final de reac-
cion 50pl). Evidenciada la presencia de producto, el
restante fue enviado a secuenciar (Macrogen-USA). La
secuencia nucleotidica obtenida se analiz6 mediante
el programa Blast, determinando la identidad de los
microrganismos por comparacion con la data existen-
te en NCBI.

El diagndstico por PCR evidencié 57 bovinos
(74,03%) positivos a hemotrdpicos. La Tabla 2 mues-
tra los animales que resultaron positivos y la distribu-
cion por agente. A. marginale (54,54%) resulté la es-
pecie predominante en ambos ganados, en bufalas
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seguida en orden decreciente por T. theileri (22,07 %),
T. vivax (19,48%) y B. bigemina (10,38%). Un solo
animal (bufala identificada como 124) presentd
positividad para 4 de los 5 microorganismos investiga-
dos por PCR (T. vivax + T. theileri + A. marginale + B.
bigemina). En cuanto a asociaciones, resalta en bufalas
los binomios T. vivax + A. marginale y T. theileri + B.
bigemina. En ningun animal hubo amplificacién de
ADN para B. bovis.

El resultado de la secuenciacion de los productos
aislados por DGGE, evidencio la presencia de Mycoplasma
wenyonii en dos muestras. Para el tercer ADN analizado
por la misma técnica, se hall6 similitud a A. marginale
(cepa KNP/120/b previamente identificada por este mé-
todo). Para una banda obtenida cercana a los 200pb no
hubo identidad con ninguna de las secuencias existen-
tes en la base de datos. La Figura muestra los resultado
DGGE para dos de los ADN ensayados.

En la ganaderia bovina tradicionalmente la termino-
logia hemotrépico ha sido atribuida a las infecciones
ocasionadas por T. vivax, A. marginale, B. bigemina y/
0 B. bovis. Sin embargo, la utilizacién de herramien-
tas diagnésticas con alto grado de sensibilidad y es-
pecificidad como las aqui expuestas, pudieran servir
para aumentar el nimero de posibilidades a nuevos
agentes, permitiendo la inclusién de microorganismos
como T. theileri y M. wenyonii u otro segun la realidad
epidemioldgica de cada zona estudiada. De tal modo
que adicional al poder discriminatorio, estos métodos
pudieran inducir potenciales panoramas de riesgo en
poblaciones susceptibles.

La patogenicidad de T. theileri, tradicionalmente,
ha sido cuestionada (su presencia tiende a no ser jus-
tificada), desconocimiento posiblemente debido a un
supuesto bajo impacto epidemiolégico. Si bien los bu-
falos pueden ser reservorios para este parasito, nume-
rosos reportes sugieren que para el vacuno y otras
especies de ungulados bajo compromiso inmunoldgico
pudiera ser considerado patégeno. Su presencia ha
sido descrita en animales con reduccion en la produc-
cion lechera, anemia, inapetencia y pérdida de peso
(11, 15, 16). Segun los datos reportados, es necesa-



TABLA 2. Distribucién de positividad a hemotrdpicos a partir
de los protocolos de PCR aplicados en el estudio./ Positivity
distribution to hemotropics agents with the PCR protocols used
in the study.

VACUNOS

T.vivax | T.theileri A. marginale B. bigemina
254 +
148 +
99
02 +
92 +
30 +
T.vivax | T.theileri A. marginale B. bigemina
50 +
07155 +
276 + +
111 + +
166 + +
77 +
0312 +
1067 +
36 + +
441 + +
211 + +
0 +
138 + + +
18 +
27 +
1008 + +
101 + +
61 +
53 + +
090 + +
29 +
128 + +
110 +
080 + +
086 + +
193 +
132 + +
151 +
241 + +
91 + +
104 +
30 +
26 +
1704 +
3 +
171 + +
267 +
28 +
218 +
124 + + + +
121 +
59 + +
134 +
745 +
2 +
279 + +
2131 + +
141 +
87 +
149 +
17 +
015 +
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rio reevaluar su patogenicidad en ganaderias mixtas,
ya que el bufalo pudiera ser responsable de facilitar
infecciones oportunistas por T. theileri en areas donde
coexiste con el vacuno.

Sugerimos continuar estudios moleculares por
DGGE, a fin de diagnosticar nuevas infecciones que
como la reportada para M. wenyonii, pudieran dar res-
puesta a un continuo historial de enfermedad
hemotrodpica.
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