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Resumen

Anaplasma marginale es una bacteria intraeritrocitica causante de la anaplasmosis bovina, esta
enfermedad se ha reportado desde 1910 en zonas tropicales y subtropicales, provocando pérdidas de
ganado y por lo tanto pérdidas econdmicas en esta industria, considerando estos antecedentes, se vuelve
necesario su control y tratamiento adecuados, a partir de métodos de diagndstico que determinen el
estado de la enfermedad. En este contexto, el presente estudio se realizd con el objetivo de realizar la
produccién biotecnoldgica de la proteina MSP5 recombinante (MSP5r) para utilizarla como antigeno en
la prueba de ELISA indirecto y evaluar la avidez de los anticuerpos IgG anti Anaplasma marginale. A partir
de la E. coli contentiva del pldsmido pAR1903 que posee el gen msp5 de A. marginale, se indujo la
produccién de esta proteina y se la purificd, luego se estandarizd a la prueba de ELISA mediante la
evaluacion de las diferentes concentraciones del antigeno (0,3ul/mL, 0.6uL/mLy 1uL/mL), y de los sueros
(1/10y 1/100); luego, se compard soluciones de bloqueo de Suero Fetal Bovino, Albimina de Suero Bovino
y Leche descremada, posterior a ello, se probé pre incubar los sueros con E. coli. Se determind el punto
de corte con 15 sueros de una zona libre de anaplasmosis; posterior a ello se realizé la prueba de ELISA
avidez IgG, utilizando UREA 6M como agente caotrdpico. Como resultado se obtuvo la proteina MSP5
purificada y se la utilizd a una concentracion de 0.6ul/ml en cada pocillo, se determiné una concentracién
Optima de sueros de 1/100. Como solucién de bloqueo se comprobd que FBS otorga un mejor
recubrimiento, posteriormente se determiné la necesidad de pre-incubar a los sueros con E. coli, para
eliminar las reacciones cruzadas por proteinas inespecificas. Finalmente se obtuvo una avidez alta de los
anticuerpos con un promedio de 50.317 %. Este ensayo permitié estandarizar la prueba de ELISA usando
la MSP5r para determinar la avidez de anticuerpos durante la infeccion de A. marginale, lo que permitira
en futuras investigaciones evaluar si la infeccién es reciente o no, ofreciendo mejores resultados a
médicos veterinarios, agro-técnicos e investigadores.

Palabras Clave: ELISA, MSP5, MSP5r, avidez.
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Abstract
Anaplasma marginale is an intraerythrocytic bacterium that causes bovine anaplasmosis. This disease
has been reported since 1910 in tropical and subtropical areas, causing livestock losses and therefore
economic losses in this industry. Considering these antecedents, an adequate control and treatment
become necessary, through diagnostic methods that determine the state of the disease. In this context,
the present study was carried out with the objective of perform the biotechnological production of the
MSP5 protein to use it as an antigen in the indirect ELISA test to evaluate the avidity of the IgG
antibodies anti-Anaplasma marginale. As of E. coli pAR1903, the production of MSP5 was induced and
purified, then ELISA test was standardized by evaluating the different protein concentrations (0.3uL/mL,
0.6ul/mL and 1ul /mL), and the sera dilutions (1/10 and 1/100); then, blocking solutions of Bovine Fetal
Serum, Bovine Serum Albumin and Skimmed Milk were compared, after that the pre-incubation of the
sera with E. coli was tested. The cut-off point was evaluated with 15 sera from an anaplasmosis-free
zone; subsequently, the I1gG avidity ELISA test was performed, using 6M UREA as a chaotropic agent. As
a result, the purified MSP5 protein was obtained and a concentration of 0.6ul/ml was used in each well,
an optimal concentration of sera of 1/100 was assumed, also, it was found that FBS provides a better
coating as a blocking solution. Afterward, it was demonstrated the need to preincubate the sera with E.
coli to eliminate cross-reactions due to non-specific proteins. Finally, a high avidity of the results was
obtained with an average of 50.317%. This assay allowed to standardize the ELISA’s test using the MSP5r
to determine the avidity of antibodies during the infection of A marginale, which allows to evaluate if
the infection is recent or not, giving better results to vets, agro-technicians and investigators.

Key Words: ELISA, MSP5, MSP5r, avidity.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacién del Problema

Se ha reportado que el 80% de la poblacion de bovinos a nivel mundial se ve afectada
por enfermedades causadas por garrapatas, estas son vectores de patégenos que circulan en
ciclos enzooticos hacia hospedadores vertebrados; un claro ejemplo de estos patdgenos es
Anaplasma marginale, una rickettsia Gram-negativa causante de la anaplasmosis bovina, una
enfermedad eritrocitrica persistente en regiones tropicales y subtropicales como América
central, Sudamérica, Sureste de Europa, Asia y Australia (Rochlin & Toledo, 2020; World
Organization of Animal Health, 2015).

El impacto de la anaplasmosis en los animales depende de las comorbilidades presentes
en estos, de infecciones con otros patdgenos, del estado inmunitario y de la edad, siendo los
terneros mas resistentes, al punto de no generar clinica, de este modo las pérdidas en areas
endémicas son minimas, sin embargo, cuando se produce movilizacién de animales a lugares
libres de la enfermedad, la transmision causa pérdidas severas de ganado adulto (Tabar, 2022).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (WOAH) (2015), la
anaplasmosis bovina provoca anemia, ictericia, pérdida de la produccion de leche, de peso y
hasta la muerte subita, cabe recalcar que esta puede permanecer en los hospedadores durante
toda su vida, haciendo que sean portadores de la enfermedad, pudiendo transmitirla por
vectores o por transmisidn mecanica por insectos o agujas, siendo esta ultima un problema
comun en el pais.

En Ecuador, existen reportes la prevalencia de anaplasmosis bovina en Santo Domingo
(86.1%) (Tana-hernandez et al., 2017), Zamora (63.8%) (Guarnizo et al., 2020) y Galapagos
(93%) (Gioia et al., 2018), sin embargo, esta se encuentra prevalente en otras regiones del pais,

principalmente por la movilizacidn indiscriminada de ganado, ademas, la falta de un control
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epidemioldgico causa que la enfermedad se disemine mas (Escobar et al., 2015; Rosas &
Ibarra, 2021).

En este contexto, es necesario mencionar que la anaplasmosis bovina se diagnostica con
tincidén con Giemsa en animales que demuestran sintomas clinicos, ademas de pruebas de
inmunodiagndstico como ELISA competitivo, ELISA indirecto, aglutinacidn en placa, fijacion de
complemento, pruebas PCR, entre otras (World Organization of Animal Health, 2015), en
Ecuador la adquisicion de estas es casi nula, de modo que la Agencia de Regulacién y Control
Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD) recomienda como procedimiento especifico de ensayo para
el diagndstico de hemoparasitos al frotis sanguineo (Agencia de Regulacién y Control Fito y
Zoosanitario & Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2016), sin embargo este puede presentar
falsos positivos por precipitaciones de la tincién o por errores del operador, es asi que se debe
considerar pruebas de diagndstico alternativas que permitan detectar e identificar la fase de la

infeccidn, aun cuando esta sea antigua.
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Justificacion del problema

El diagndstico de Anaplasma marginale se realiza con pruebas directas como naranja
de acridina-bromuro de etidio (NA-BREt), pruebas de aglutinacion, inmunofluorescencia, entre
otras (Primo et al., 2019). En Ecuador se diagndstica por medio de tincidn en frotis sanguineos
y PCR, a pesar de que la tincidén es una técnica con ventajas econdmicas, esta no permite
conocer a ciencia cierta el estado de la infeccidn, puesto que no provee datos cuantitativos,
por otro lado, la PCR aunque es mas sensible, tiene costos elevados para quienes necesitan
hacer uso de ella. Es asi que un inmunoensayo ELISA anti A. marginale es necesario en
términos de costos, especificidad y sensibilidad, ademas de que este permite conocer la
seroprevalencia de la enfermedad, la avidez y la afinidad de los anticuerpos de los sueros
evaluados.

En ensayos previos se ha reportado a MSP5 como un antigeno ideal para la deteccién de
anaplasmosis en distintos hospedadores esto debido a que esta proteina tiene al epitopo
ANAF16C1, el cual es altamente conservado en todas las especies confirmadas de Anaplasma
spp. (Hsu et al., 2016) en cuanto a anaplasmosis bovina se refiere, este antigeno ademas es
altamente inmunogénico, proveyéndole sensibilidad a la prueba (Eleizalde et al., 2007)

Las proteinas principales de superficie MSP de Anaplasma spp, han sido
identificadas como 1a, 1b, 2, 3, 4y 5, este grupo de proteinas se caracterizan por ser
reconocidas por anticuerpos neutralizantes y por las funciones que cumplen en la membrana de
los cuerpos primarios, en este sentido, la MSP5 es una proteina de baja complejidad que es
capaz de inducir gran cantidad de titulos de anticuerpos (B. Corona et al., 2009). Es gracias a las
caracteristicas mencionadas que esta proteina tiene gran importancia en el diagndstico

seroldgico.
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En Ecuador el diagndstico de anaplasmosis se realiza por medio de tincién de frotis
sanguineos, esta prueba resulta un tanto subjetiva, puesto que depende del ojo del operadory
no provee de informacidn cuantitativa del estado de la enfermedad, a esto se suma la
inexistencia de una prueba comercial de ELISA anti Anaplasma marginale que permita evaluar la
seroprevalencia de este patégeno y ademas, la poca frecuencia con que se realiza produccion de
antigenos in house. En este contexto, Este trabajo se centra en producir y purificar la Proteina
Principal de la Superficie 5 recombinante (MSP5r), que permita estandarizar una prueba de
ELISA tanto para el diagndstico seroldgico, como para la evaluacidn de la avidez de anticuerpos
anti A. marginale, con el fin de conocer el estadio de la infeccion y ademas influenciar a que en
un futuro se impulse la produccién de estos antigenos en Ecuador, fortaleciendo a la industria

ganadera mediante un diagndstico temprano, certero y econdmico.
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Objetivos de la Investigacion
Objetivo General
Estandarizar una prueba de ELISA utilizando la MSP5 como antigeno, para determinar la
avidez de anticuerpos anti Anaplasma marginale.
Objetivos Especificos
e Obtener una poblacién de E.coli recombinante genéticamente idéntica que exprese la
proteina MSP5.
e Purificar la proteina MSP5 de E. coli recombinante, para su uso como antigeno en la
prueba de ELISA, por medio de herramientas de Protedmica.
e Determinar la avidez de anticuerpos anti Anaplasma marginale de sueros bovinos,

mediante la prueba de ELISA estandarizada.
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Hipétesis
Estandarizacion de ELISA in house IgG anti-MSP5
Concentracidn de antigeno.
Ho = No existe diferencia en la Densidad dptica obtenida con las diferentes concentraciones de
antigeno aplicadas.
Ha = Existe diferencia en la Densidad dptica obtenida con las diferentes concentraciones de

antigeno aplicadas.

Concentracién de Sueros.
Ho = La concentracidon de los sueros no influye en la Densidad dptica obtenida.

Ha = La concentracién de los sueros influye en la Densidad dptica obtenida.

Pre incubacidn.
Ho= Pre incubar los sueros con E. coli no influye en la Densidad dptica obtenida en la prueba
de ELISA.
Ha= Pre incubar los sueros con E. coli influye en la Densidad dptica obtenida en la prueba de

ELISA.

Avidez de los anticuerpos anti-IgG.
Ho= Existe correlacidn entre la densidad éptica obtenida con la prueba de ELISA I1gG anti-MSP5
y con la prueba de ELISA avidez anti-IgG.
Ha= No existe correlacion entre la densidad dptica obtenida con la prueba de ELISA IgG anti-

MSP5 y con la prueba de ELISA avidez anti-IgG.
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Capitulo II: Marco tedrico

Historia

A finales del siglo XIX, Smith y Kilborn, reportaron “puntos marginales” en los glébulos
rojos de bovinos que presentaban cuadros febriles, determinando que estos eran una etapa
temprana de Piroplasma bigeminum causante de hemoglobinuria bacilaria (redwater), sin
embargo, aflos mas tarde Theiler, comprobd que este parasito no era el agente causal de la
enfermedad.

Theiler tras inocular ganado contra redwater, expuso a dichos animales a una infeccién
natural por garrapatas en un Sudafrica donde existian bovinos que presentaban puntos
marginales en su sangre, ahi observd que a pesar de estar inoculados estos se contagiaban. Es
asi que realizé un segundo experimento e inoculd sangre con P. bigeminum a novillas inmunes a
redwater sin provocar un efecto en la respuesta inmune, sin embargo, luego de un tiempo en el
sitio, se dio una infeccidén natural y nuevamente aparecieron los puntos marginales junto a una
reaccion febril, con estos antecedentes en 1910 en un reporte de “Annals of the Transvaal
Museum” Arnold Theiler describié por primera vez a Anaplasma marginale como el parasito
causante de la enfermedad de las vesiculas (Thelier, 1911).

Un afio después, Theiler, determiné la existencia de Anaplasma centrale, como su
nombre lo indica, esta variante se distingue por la posicidn del parasito en el glébulo rojo,
ademads del tamafio y virulencia reducidos, asimismo, identificd y nombrd a A. ovis, encontrada
en ovinos. Posteriormente se descubrid a A, platys y A. bovis, hasta ese momento solo se
conocia de anaplasmosis en rumiantes y perros, finalmente, diez afios mas tarde salid a la luz el
primer caso de anaplasmosis granulocitica humana (HGA), cuyo agente causal es A.

phagocytophilum, anteriormente conocida como E. phagocytophila (Muhammad et al., 2022).
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Género Anaplasma

Este género esta conformado por seis especies confirmadas y dos especies provisionales, las

cuales se caracterizan porque tienen un ciclo de reproduccién tanto en las garrapatas como en

los vertebrados, convirtiéndolos en reservorios de la infeccidn, cabe recalcar que las especies de

Anaplasma spp. se diferencian entre ellas por los vectores de infeccién y los hospedadores

diana, ademds, se distinguen por el tipo de células a las que infectan, ya sean los granulocitos o

los eritrocitos, asimismo molecularmente varian de entre 1.2 MB a 1.5 MB (Rar et al., 2021).

Especies de Anaplasma spp. confirmadas:

e A. marginale: Infecta principalmente al ganado bovino, a pesar de ello existen reportes de la
enfermedad en rumiantes salvajes.

e A. bovis: Como su hombre lo menciona, esta infecta los monocitos de los bovinos, bufalos,
cabras, ovejas y rumiantes salvajes.

e A. centrale: Al igual que A. marginale infecta al ganado bovino y otros rumiantes salvajes.

e A. ovis: Infecta a ovejas, cabras y rumiantes salvajes.

e A. platys: Esta especie se caracteriza por infectar a las plaquetas de los perros y de camellos,
provocandoles trombocitopenia ciclica a los primeros.

e A. phagocytophilum: Esta especie se encuentra distribuida en Eurasia, América y Africa,
siendo causante de anaplasmosis en equinos, perros, gatos y en humanos.

Especies de Anaplasma spp. provisionales:

e A. odocollei: Infecta a las plaquetas de ciervos, se ha encontrado en México y Estados
Unidos, sin embargo aun no se ha determinado la enfermedad que provoca.

e A. capra: Sus hospedadores principales son las cabras y ovejas, aunque también infecta

bovinos, rumiantes salvajes, perros y humanos, provocando una infecciéon a estos ultimos.
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Anaplasma marginale en América Latina

Este patdgeno se encuentra distribuido a nivel mundial en regiones tropicales y
subtropicales, siendo considerada endémica en distintos paises, en una revision sistematica a
nivel mundial se determiné que existia una prevalencia del 6.28% de Anaplasma spp, de este
30.3% de individuos evaluados fueron rumiantes (Uran & Cardona Arias, 2020).

Los primeros reportes de anaplasmosis en América datan de la década de los 60, en
Oregdn (Kreier & Ristic, 1963), en cuanto a América Latina, existe evidencia de infecciones por
Anaplasma marginale en Venezuela desde 1935 (Virviescas, 1936).

En la actualidad, en América Latina se ha reportado prevalencia de A. marginale en
Latinoamérica de 48.9%, distribuida en México, Brasil, Colombia, Argentina, Uruguay, Paraguay,
Guatemala, Venezuela (Eleizalde et al., 2007; Mattos Ferreiraa et al., 2022; Tana-hernandez
etal., 2017)

En Ecuador se ha reportado la presencia de anaplasmosis bovina en Galapagos, Santo
Domingo, Cotopaxi, Los Rios, Guayas, Esmeraldas, Pichincha y Zamora (Escobar et al., 2015;
Gioia et al., 2018; Guarnizo et al., 2020), a pesar de ello no existen datos de la prevalencia en
otras zonas, lo que complica el control de la propagacién de esta, principalmente por la
movilizacién indiscriminada de animales.

En Galdpagos se ha determinado que la anaplasmosis bovina es endémica, con presencia
en las Islas San Cristébal, Santa Cruz e Isabela, con una prevalencia mayor al 90% (Gioia et al.,
2018), asimismo, en Santo Domingo y Esmeraldas, se ha reportado prevalencias mayores al 80%
(Escobar et al., 2015; Tana-hernandez et al., 2017) mientras que en Zamora Chinchipe se
encontré una prevalencia menor, de 63.8% en diferentes cantones en donde se evalué

(Guarnizo et al., 2020).
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Caracteristicas de Anaplasma marginale
Morfologia
Es una bacteria Gram-negativa, tiene forma ovoide de entre 0.3 a 0.8mm de didmetro,
se localiza en la periferia del eritrocito, de modo que se muestran como cuerpos de inclusion
(Olguin & Bernal, 2017), esto se demuestra en la figura 1 reflejados con coloracién Giemsa en un
frotis sanguineo.
Figura 1.

Anaplasma marginale
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Nota. La figura muestra un frotis con eritrocitos infectados con Anaplasma marginale tefiidos con
Giemsa, obtenido de: (S. Rodriguez et al., 2003).
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Composicion y estructura

EI ADN de A. marginale se caracteriza por tener un valor promedio de longitud de
1.17463 Mb, en cuanto al contenido proteico tiene un promedio de 910 proteinas; ademds de
aproximadamente tener 913 genes codificantes, 44 genes de ARN y 35 pseudo genes (National
Library of Medicine (US), 2022), la secuencia completa se muestra en la figura 2.
Figura 2

Secuencia completa de Anaplasma marginale
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Nota. La figura 2 representa la secuencia obtenida de un aislado de Florida, se muestran
aproximadamente 1202,439 MB, tomado de National Library of Medicine (US) (2022).

Este microorganismo se caracteriza por tener proteinas en la membrana celular, las
proteinas principales de superficie (MSP, por sus siglas en inglés), MSP1, MSP2, MSP3, MSP4 y
MSPS5 (S. Rodriguez et al., 2003), esta ultima es utilizada como antigeno en el presente trabajo.
Cabe mencionar que las MSP permiten distinguir la diversidad genética de A. marginale, debido

a que se codifican por un gen simple de una sola copia que permiten la caracterizacion (Quiroz-

Castaneda et al., 2016) .
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Taxonomia de Anaplasma marginale
Taxonomia tomada de: (Rar et al., 2021)
Reino: Monera
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rickettsiales
Familia: Anaplasmataceae
Género: Anaplasma

Especie: Anaplasma marginale

Habitat, transmision y diagndstico

Anaplasma marginale vive en los eritrocitos maduros de los hospedadores primarios,
posterior a ello una garrapata vector se alimenta de la sangre de los hospedadores, aqui la
bacteria ingresa a las células epiteliales del intestino medio para pasar a las glandulas salivales
para transmitirse a un nuevo mamifero convirtiéndose en un nuevo organismo reservorio, figura

3 (Nohetal., 2011).
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Figura 3

Transmision de Anaplasmosis bovina
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Nota. La figura muestra la transmision de Anaplasma marginale desde un bovino infectado a bovinos
susceptibles, la primera via de infeccion (1) es una garrapata, la segunda (2) son insectos hematofagos y
la tercera (3) es la transmisién por errores técnicos con agujas infectadas, tomado de da Silva Silveira,
Caroline Parodi et al., (2022)

El diagndstico de la anaplasmosis bovina se divide en distintas pruebas directas e
indirectas, entre los métodos directos se encuentra la subinoculacién de eritrocitos infectados
en animales esplenectomizados como Gold estdndar, pese a ello esta no se utiliza en la practica;
asimismo, se encuentra como uno de los métodos mas usados a la visualicacion en frotis
sanguineos con Giemsa, también las sondas de 4cidos nucleicos y la PCR, en los métodos

indirectos se encuentran los ensayos serolégicos vasados en ELISA, la aglutinacién en tarjeta, la

fijacién de complemento y la aglutinacién en tubos capilares (G. B. Corona et al., 2014).
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Proteina principal de superficie 5 MSP5

Caracteristicas de la MSP5

El gen que codifica a MSP5 tiene como caracteristica principal su alta conservacidn entre
los distintos aislados de A. marginale, sin embargo no es usado para conseguir informacion
filogenética (Quiroz-Castafieda et al., 2016). La proteina de 19KDa, esta fue identificada por
inmunoprecipitacién de la inmunogloblulina G2a, MSP5 se caracteriza por tener al epitopo
reconocido por el anticuerpo monoclonal ANAF16C1 que se conserva en todas las especies de
Anaplasma spp, figura 4 (Visser et al., 1992). La MSP5 se encuentra fusionada a una proteina de
unién de Maltosa (MBP) con quien comparte al epitopo, (Torioni De Echaide et al., 1998).

En funcidon de su alta conservacion se usa la proteina MSP5 como un antigeno que
detecte anaplasmosis (Torioni De Echaide et al., 1998).

Figura 4

Proteina MSP5 3D

Msp5

Nota. En la figura se muestra la estructura de la proteina MSP5 en 3D, modificada de Truchan et al
(2016).
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Se conoce como avidez a la fuerza de unién de un solo enlace de antigeno-anticuerpo o

las interacciones intercelulares entre las moléculas de superficie, esta se ve influenciada por la

afinidad y la valencia de dichas interacciones, es asi que aquellos anticuerpos con mayores

lugares de unidén tienen una avidez mayor, figura 5 (Abbas et al., 2014).

La avidez cambia durante la respuesta inmune primaria, en un principio esta es débil y

aumenta dependiendo de la dosis antigénica, ademas, se ha demostrado que la avidez de los

anticuerpos en la fase temprana de la respuesta secundaria puede aumentar o disminuir (Celada

et al., 1969).
Figura 5

Avidez de los anticuerpos
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Nota. La figura muestra una comparacién entre la afinidad de los anticuerpos y la avidez, en esta se

muestra que es la unién multivalente de los anticuerpos (Eisen, 2014)
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La manera mdas comun de medir la avidez es mediante el indice de avidez (Al), este
permite conocer si una infeccién es reciente o no, esto en funcidn de que la respuesta de los
anticuerpos maduros varia de baja a alta en semanas o0 meses, es asi que es altamente usada en
enfermedades de pacientes inmunodeprimidos y en infecciones maternofetales como
toxoplasmosis, citomegalovirus, entre otras (Menu et al., 2021).

La avidez se considera como una constante de equilibrio entre el sitio de union del
anticuerpo y el determinante del antigeno, es decir que en los anticuerpos IgG, al tener dos
sitios de unién, este tendria una constante de afinidad duplicada, como se muestra en la
ecuacion 1 (Kindt et al., 2007).

Avidez = (Ka)? =

[Ab — Ag]
[Ab][Ag]

Keq =

Ecuacion 1. Constante de equilibrio de unidn antigeno-anticuerpo. De Kindt et.al., (2007)

Donde:

Ka = Constante de afinidad

Keq = Constante de equilibrio

Ab = Anticuerpo

Ag = Antigeno

ELISA indirecto de avidez

Este ensayo se caracteriza por utilizar un agente caotrépico para romper los enlaces
débiles del complejo de unidn de antigeno-anticuerpo, entre estos se utiliza a la Urea en
molaridades de entre 5 a 7, figura 6, (Menu et al., 2021). Esta es una de las pruebas mas

utilizadas para medir la avidez, puesto que permite el uso de una sola muestra a partir de un

ensayo de ELISA normal (Teimouri et al., 2020).
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Figura 6

Efecto de la Urea en el complejo de union antigeno-anticuerpo.
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Nota. La figura muestra muestra el efecto de un agente caotrépico, en este caso urea, en el complejo de
unién antigeno-anticuerpo, se observa que en uniones débiles la urea destruye el enlace, es decir la
avidez es baja, por el contrario en uniones fuertes los enlaces permanecen estables y la avidez es alta
(Menu et al., 2021).
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Material biolégico
La cepa de E. coli pAR1903 fue producida por Reyna-Bello y colaboradores (1998) a
partir de la cepa JM109, y criopreservada para usos posteriores, esta fue provista por el
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Matriz,
Sangolqui-Ecuador.
La cepa de referencia JM109 utilizada como control fue dotada por la Universidad
Internacional SEK.
Cultivo de E. coli recombinante
Para verificar la viabilidad celular de las bacterias que se encontraban criopreservadas,
se cultivdo pAR1903 en caldo de Soya-Triptona (TSB) de Titan Biotech LTD, asimismo se cultivd
como control la cepa de referencia JIM109, en cada medio se colocé ampicilina (50ug/ml) y se
procedid a incubar a 37°C con agitacion a 30 rpm. Se compard el crecimiento midiendo la
Densidad Optica (0.D) de cada caldo.
Se prepard medio Agar Soya Triptona (TSA) de MP Biomedicals LLC, a parir de las
instrucciones del fabricante, se agregé ampicilina (50ug/ml), se sembré pAR1903 y se dejo

crecer por 18 horas.

Curva de crecimiento de E. coli
Con la finalidad de conocer el periodo de tiempo dptimo para inducir la produccién de
MSP5, se resembré pAR1903 de medio sélido a medio liquido, este se incubo a 37°C con
agitacion a 30 rpm, se tomé a cada hora una alicuota del medio y se midio la densidad éptica

hasta que se llegd a las 26h. Con los datos obtenidos se realizé una curva de crecimiento,
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determinando el estado de incremento exponencial para colocar Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) a 1 ul/ml.
Obtencion de la proteina
Induccidn de la proteina
Se hizo la resiembra de pAR1903 en 5 matraces con 50 ml de TSB con ampicilina

50ug/ml en cada uno, posterior a ello se dejaron incubar a 37°C con agitacion a 150 rpm,
transcurridas las 2 horas de incubacion se agregd IPTG y se dejé crecer durante 16 horas de
acuerdo a la informaciéon dada por la curva.
Gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Con la finalidad de obtener el medio con mejor produccidon de MSP5 se realizé un gel de
resolucion de 0.75mm al 16% utilizando 1,875mL de buffer 4X, 2mL de acrilamida-bisacrilamida,
19ul de APS 10% y 5pL de temed, esta solucion se vertié en el molde y se dejé polimerizar
aislando el gel con butanol, luego se lavd con agua destilada y se agregd la mezcla del gel de
empaquetamiento al 5%, la cual contenia 156 L de buffer 4X para empaquetamiento, 61.15uL
de acrilamida-bisacrilamida, 400uL de agua ultrapura, 4.38uL de APS 10% y 1.25uL de Temed,
posteriormente se coloco el peine de 13 pocillos, una vez polimerizado, se ensambld el molde en
la cdmara de electroforesis con buffer SDS-PAGE y se dejo correr por tres horas a 100 V.

Se revel¢ el gel tifnéndolo en el colorante azul de Coomassie por una hora, posterior a ello

se lo decolord con una solucién de Etanol-Acido acético (30:70).
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Obtencion del extracto soluble

Se centrifugd el medio con mayor produccion de MSP5 a 9000 rpm por 20 minutos,
luego de ello se resuspendid el precipitado en 10 mL de solucién de guanidina-HCL pH 7.8
previamente preparada, se agitd por 10 minutos en un rotador Sunflower Mini-Shaker 3D de
BOECO y se colocd en el procesador ultrasénico VCX-130PB-220 de Sonics Materials a 6 pulsos
de 5 segundos con 100% de amplitud en un bafio de hielo; luego se centrifugd a 3500 rpm
durante 15 minutos y se almacend el sobrenadante.

Purificacion de MSP5

La purificacién inicié preparando una resina quelante de niquel de Invitrogen™
ProBond™, para ello se agit6 la resina a 500 rpm por 2 minutos y se descarto el sobrenadante,
luego se agregd 5 mL de agua destilada y se dejé agitar por 10 minutos en el rotador 3D, este
proceso se realizé por duplicado, se centrifugd a 1500 rpm por 2 minutos, se descarto el agua
destilada y se agregd 10 mL de una solucién tampdn de pH 7.8, la cual se dejo agitar por diez
minutos y se repitid el proceso por duplicado, se descartd el tampdn por centrifugaciény se
agrego la solucion de Guanidina-HCl con proteinas de E. coli pAR1903, se agitd por duplicado
durante diez minutos, se centrifugd y se deseché el sobrenadante.

Con la finalidad de descartar las proteinas que no son afines al niquel, se realizé lavados
en gradiente de pH con tampones a 7.8, 6 y 5.3, hasta que la densidad éptica en cada buffer
llegd a valores cercanos a cero, cada lavado consistid en colocar 10ml de tampdn, agitar por 10
minutos, centrifugar a 1500rpm por dos minutos y desechar el sobrenadante.

Finalmente se colocd la resina en una jeringa de 10mL, a la cual se le empacé
previamente lana de vidrio y se afiadié una solucidn tampdn de pH 4, se recogieron los eluatos y
se midio su densidad dptica en un NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers de Thermo

Scientific™, finalmente se colocd los eluatos con mayor densidad dptica en una membrana de
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dialisis de Fisherbrand™ por 36 horas y se recogio el concentrado visible de proteinas en un tubo
eppendorf de 1.5mL, por otro lado, al sobrenadante se lo sometié a una centrifugacién por
columnas Amicon® Ultra Centrifugal Filters de MERCK millipore y se midié la concentracion.

Se verificd visualmente la pureza de la proteina con un gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

Estandarizacion de la prueba ELISA anti-IgG bovino.

Concentracion de MSP5 y de los sueros.

Para determinar la concentracion éptima de MSP5 se realizé una comparacion de la
proteina diluida en buffer carbonato a 1ug/ml, 0.6ug/mly 0.3ug/ml, asimismo, se determind la
concentracién adecuada de los anticuerpos, mediante la comparacion de sueros diluidos a
1/100y 1/200 en buffer de bloqueo (FBS), se utilizé una metodologia estandar de ELISA in house
anti-RBD (Guevara et al., 2021).

Como método de control se tomaron como referencia a sueros positivos por PCR de
ensayos previos (Y. Rodriguez & Reyna-Bello, 2020), se compard la O.D obtenida con cada
dilucidn y se la contrastd con valores referenciales de Reyna-Bello y colaboradores (1998).
Pre-incubacion

Con la finalidad de reducir las interferencias por proteinas de E. coli eluidas, se realizd
una pre-incubacion de los sueros bovinos, para ello se los colocé en concentraciones de 1/100,
10/100 y 50/50 en una solucién concentrada de E. coli se dejaron incubar por al menos 30
minutos a 37°C y posteriormente resuspendid en FBS a una concentracion de 1/100, se dejé en
incubacién nuevamente por 1H a 37°C como se establecié en el protocolo estandar de Guevara,
Vivero et.al., (2021). Finalmente se analizo la D.O obtenida en las diversas concentraciones con

la de los sueros sin pre-incubacién mediante una prueba de T.
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ELISA anti-IgG bovino

Con la proteina purificada se fijé 50 ul/pocillo de 0.6ug/ml de proteina recombinante
(antigeno) MSP5 en buffer carbonato durante 1 hora a 37°C a 25 rpm. Para diluir el antigeno a
0,6 ug/ml: se utilizé 0.9ul de la solucién stock a 0.6ug/ul y se agregd 4800 ul buffer carbonato
para una placa, posterior a ello se desechd la solucién no fijada y se lavd la placa con PBS-
tween20 al 0.1% (PBS-T) con un lavador automatico de 8 pocillos de Nunc-Immuno™. A
continuacién, se bloqued la placa con 200ul/pocillo de Suero Fetal Bovino (SFB) al 5% en PBS-T
durante una hora a 37°Cy 25rpm, se repitio el proceso de lavado anterior por cinco veces.

Se realizo la pre-incubacidn de los sueros a 10/100 en E. coli a 37°C por 30 minutos,
posteriormente se los diluyé 1/100 en la solucion de bloqueo y se los incubd a 37°C por una
hora, se repitid el proceso de lavado por cinco veces.

Se agregd 100ul/pocillo de conjugado anti IgG bovino de ID Screen® (IDvet) diluido 1/10
en buffer de dilucién y se dejd incubar 30 minutos a 37°C, a continuacion se lavé la placa por
siete veces y se agrego 100 ul/pocillo de sustrato TMB de ID VET y se incubé a temperatura
ambiente en oscuridad por 15 minutos, se detuvo la reaccidon con 100ul/pocillo de solucion de
parada de ID Screen® (IDvet) y se midio la absorbancia a 450nm en un lector de placas Thermo

Scientific Multiskan® EX.

Determinacion del punto de corte
Se determind el punto de corte a partir de sueros de una zona sin reportes de
Anaplasmosis, los cuales tenian una D.O baja, en concordancia con los valores obtenidos en el
ensayo de Reyna-Bello y colaboradores (1998), principalmente de regiones donde no existen
reportes de anaplasmosis.
A los sueros se les determiné el valor promedio y la desviacion estandar,

posteriormente se utilizé la férmula de la ecuacién 2.
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Cut —of f = (¥ + 3D.E)
Ecuacion 2. Cut-off de ELISA De: (Olsen et al., 2022)
Donde:
X = Media de los valores negativos tedricos.
D. E= Desviacion estandar de los valores negativos teodricos.
ELISA de avidez-anti-IgG bovino.

Se realizd el mismo ensayo del ELISA anti-lgG bovino, sin embargo, en este

procedimiento, después de la incubacién de los sueros bovinos, se lavo la placa con una solucion

de Urea 6M. Se procedid a medir la densidad dptica en el lector de ELISA a 450nm.

Determinacion de la avidez de los anticuerpos anti-IgG bovino
Con los valores de la densidad éptica obtenidos en los sueros positivos con el ensayo de

ELISA anti-IgG bovino y el ensayo de avidez, se calculd la avidez a partir de la ecuacion 3:

% avid D.O0 ELISA avidez — anti — IgG 100
= *
o aviaez D.0 ELISA anti — IgG

Ecuacion 3. Avidez de los anticuerpos. De: (Malgorzata, 1999)
Donde:
% Avidez = Proporcion de anticuerpos de baja o alta afinidad
D.O = Densidad dptica

Finalmente se interpreto los resultados a partir del protocolo de (Teimouri et al., 2020)
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Analisis Estadistico
Se utilizé las herramienta Microsoft Excel, version 2013 (Corporation, 2022),
SPSS Statistics, version 24 de IBM (IBM International Bussines Machines, 2016) y el

software InfoStat version 2014 (Di Rienzo et al., s/f).

Disefio experimental

Con la finalidad de estandarizar la prueba de ELISA anti-MSP5, se realizaron diferentes
ensayos para definir la concentracién dptima de la proteina y de los sueros determinando
diferencias significativas mediante un andlisis de varianza AXB (tabla 1), y la influencia de la pre-
incubacién mediante una prueba de T para muestras relacionadas (tabla 2).

Tabla 1

Esquema del andlisis de varianza utilizado

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F-calculado p-value
variacion libertad cuadrados medios

Modelo

Concentracién 5

de antigeno (A) 2

Concentracién 1

de sueros (B)

AXB 2

Error 18

Total 23

Nota. Se utiliza una significancia del 95% para el analisis estadistico.

Tabla 2

Esquema de la Prueba de T utilizada

Numero de colonia Media Desviacion T p-value
estandar

Sin pre-incubacién

Con pre-incubacién

Nota. Se utiliza una significancia del 95% para el analisis estadistico.



42

Variable a medir

Densidad éptica (Abs=450nm)
Disefio no experimental

La presente investigacion tiene la finalidad de la evaluacion de la avidez de anticuerpos
IgG contra A. marginale, esto a partir de una prueba de ELISA in house IgG anti-MSP5, a través
de herramientas de inmunologia. Adicionalmente, se corroboré la presencia de anaplasmosis en

cuatro fincas y un camal, a partir de los cuales de validé la prueba de ELISA.

Variable respuesta

Las variables respuesta de este trabajo son la presencia de A. marginale a partir del valor
S/P en la prueba de ELISA IgG anti-MSP5 y el valor de O.D de las pruebas de ELISA convencional y
de ELISA de avidez, y con ello el porcentaje de avidez de los anticuerpos anti IgG bovinos.
Error aleatorio

Los errores que se presentan en esta investigacion se generan por errores de equipos y

de operacion.
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Capitulo IV: Resultados

Cinética de desarrollo de E. coli pAR1903 y E. coli IM109
Se obtuvo un desarrollo de pAR1903 mas lento que el de E. coli IM109, figura 7, a
partir de ello se realizaron réplicas de la cepa, para inducir un crecimiento mayor, ademas, al
afiadir IPTG a los medios, se determind que a las 2H de cultivar a pAR1903 es preferible colocar
este inductor de la expresién, puesto que la produccion de proteinas aumentd.

Figura 7.
Curva de crecimiento de E. coli

Curva de crecimiento de E. coli
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Nota. Se muestra la tendencia logaritmica de la densidad dptica obtenida a lo largo de 30H en cada
cultivo.
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Identificacion de la proteina

Se inicié el cultivo colocando una colonia de pAR1903 en 8mL de caldo TSB, este proceso
se realizo por quintuplicado, se midio la densidad dptica de cada medioalas 2 Hy a las 16H,
obteniendo crecimiento similar en cada uno, como se indica en la tabla 3, ademas, se realizé gel
de poliacrilamida SDS-PAGE, el cual permitié conocer que el cultivo con la mejor produccién de

MSP5 parte de la colonia 3, este fue escalado a 50mL.

Tabla 3

Mejores candidatos para la produccion de antigenos

Numero de colonia Densidad éptica a las 2H Densidad éptica a las 18H
(Abs=625nm) (Abs=625nm)
1 0.856 2.189
2 0.686 2.066
3 1.245 2.124
4 0.895 2.054
5 0.912 2,107

Nota. Las colonias se obtuvieron de una misma placa de cultivo, la cual se resembré después de una
transformacion.

Purificacion de la proteina
Con el cultivo de 50mL se purificd y se concentré la proteina, donde se
obtuvieron 2mL de MSP5 a una concentracidn de 5mg/ml, posteriormente se resuspendié en
SDS al 0.1% con la finalidad de que esta se hidrolice.
Después del proceso de purificacion de MSP5, se realizd nuevamente un gel de

Poliacrilamida para visualizar las proteinas, este se muestra en la figura 8.
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Figura 8

Proteinas en gel de Poliacrilamida SDS-PAGE
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Nota. Las muestras se encuentran de la siguiente forma: a) Cepa JM109 de E. coli, b) colonia 1 de
pAR1903, c) colonia 2 de pAR1903, d) colonia 3 de pAR1903, e) colonia 4 de pAR1903, f) colonia 5 de
pAR1903, g) MSP5 purificada, h) marcador de peso molecular ABM opti.
En laimagen se puede visualizar la cepa JM109, la E. coli pAR1903 produciendo MSP5 y
la proteina purificada, esta se ubicd respecto al estandar entre 22-29 kDa, este fragmento debe

contener tedricamente alrededor de 22KDa, ademas se observa la presencia de proteinas

eluidas de E. coli, sin embargo, la pureza es adecuada para la prueba de ELISA.
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Estandarizacion de ELISA
Se utilizaron sueros de bovinos positivos a A. marginale en un ensayo previo de PCR del
banco de Sueros MAGBIO del Instituto de Investigacién en Zoonosis CIZ; para los sueros
negativos se utilizé sueros de zonas libres de este patégeno.
Buffer de bloqueo.
Se compard tres soluciones de bloqueo, Suero Fetal Bovino (FBS), Albumina de Suero
Bovino (BSA) y leche descremada, todas diluidas al 5% en PBS-Tween 20 0.5X, se compard la
densidad dptica obtenida en cada ensayo, para ello se dejaron tres pocillos libres de antigenos,
de donde se obtuvo que el FBS tenia mejores condiciones de bloqueo, figura 9, tal como se
muestra en la tabla 4.
Tabla 4

Densidad dptica obtenida con las diferentes soluciones de bloqueo.

Numero de colonia Densidad dptica promedio Densidad dptica del control
Suero Fetal Bovino FBS 1.213 0.187
Albumina de Suero Bovino BSA 1.613 0.294
Leche Descremada 1.373 0.901

Nota. Se utilizé pocillos de control para cada solucion de bloqueo, este consistié en hacer todo el
procedimiento de la prueba de ELISA evitando colocar al anticuerpo.
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Figura 9

Soluciones de bloqueo

Nota. Se compara el recubrimiento del tampdn de bloqueo de la siguiente forma a) Suero Fetal Bovino
(FBS), b) leche descremada, c) Albumina de suero bovino (BSA).
Concentracion de antigenos.

A partir de 5mg/ml de proteina, se realizé diluciones con buffer carbonato a 1ug/ml,
0.6ug/mly 0.3ug/ml, se fijaron en la placa y se realizé el ensayo con los mismos sueros a fin de
comparar la concentracién dptima para la prueba.

Se determind por un analisis de varianza que no habia diferencia significativa entre la
densidad dptica obtenida con las diferentes concentraciones (p = 0.7336) como se muestra en la
tabla 5, de este modo, al contrastar con los valores de referencia obtenidos con esta proteina
(Reyna-Bello y colaboradores, 1998), se eligié usar 0.6ug/ml en cada pocillo.

Concentracion de sueros

Se comparo la densidad 6ptica con los sueros diluidos en Suero Fetal Bovino (FBS) a
concentraciones de 1/10y 1/100, de donde se obtuvo una diferencia altamente significativa
(p=0.0013) como se muestra en la tabla 5, al contrastar la densidad dptica de los sueros
negativos con las obtenidas en ensayos anteriores, se decidié utilizar 1ul de suero en 100 de
FBS, puesto que la densidad déptica a 1/100 era muy elevada y no permite distinguir entre

negativos y positivos, esta comparacion se muestra en la figura 10.
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Andlisis de varianza para la Densidad dptica (Abs=450nm) obtenida para las diferentes concentraciones

de antigeno y sueros.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F-calculado p-value
variacion libertad cuadrados medios
Modelo 5 0.50 0.10 3.38 0.0252
Concentracién 2 0.02 0.01 0.32 0.7336
de antigeno (A)
Concentracién 1 0.43 0.43 14.52 0.0013
de sueros (B)
AXB 2 0.05 0.03 0.87 0.4376
Error 18 0.53 0.03
Total 23 1.02

Nota. Se considerd una significancia del 95%.

antigeno.

No se encontraron diferencias significativas entre la interaccién de los sueros y el
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Figura 10

Diagrama de cajas para la concentracion de los sueros
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Nota. Se compara la densidad éptica obtenida con las diferentes concentraciones de los sueros. En la
figura 9 se observa la comparacion entre las diferentes diluciones de los sueros, se puede identificar una
disminucion considerable de la densidad dptica al diluir los sueros a 1/10.

Pre incubacion de sueros.

Se demostro en los primeros ensayos valores muy elevados en sueros que
tedricamente son negativos, esto debido a las interferencias causadas por las proteinas de E. coli,
para ello se realizé una modificacién del ensayo, utilizando sueros pre-incubados con una solucién
de E. coli concentrada y se compard con el ensayo sin pre-incubacién, de donde se obtuvo que la
densidad dptica en los sueros positivos no tenia diferencia estadistica significativa, mientras que
en los sueros supuestos negativos la O.D disminuyé significativamente, tal como se muestra en la

tabla 6.
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Tabla 6

Prueba de T para la Densidad dptica (Abs=450nm) obtenida con y sin pre- incubacion

Numero de colonia Media Desviacion T p-value
estandar

Sin pre-incubacién 0.51 0.20 7.17 0.0002

1.13 0.22 10.42 0.00019

Con pre-incubacién 0.42 0.15 8.01 0.0020

1.02 0.22 9.17 0.0027

Nota. Se dividio a los sueros por separado entre los positivos y negativos tedricos.
Se realizé una prueba de T para determinar la diferencia estadistica en la Densidad
Optica de los sueros que fueron sometidos a una pre incubacién con E. coliy entre los que no. Se
observa un valor de p<0.05, por lo que se determina que hay diferencia significativa, obteniendo

D.0 menores cuando se pre-incuba a los sueros, evitando falsos positivos, figura 11.
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Figura 11

Diagrama de cajas del ensayo de Pre incubacion de sueros negativos
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Nota. Se observa el diagrama de caja de la densidad dptica entre los sueros pre incubados y los sueros
sin pre incubacion, existe diferencia significativa (p<0.05), con una disminucion notable de la D.O.

Seleccion de sueros
Tras determinar las condiciones adecuadas para la prueba de ELISA se procedié a escalar
el ensayo a 96 sueros, para ello se eligieron cuatro fincas, dos provenientes de la sierra y dos de

la costa, ademas, se escogieron sueros obtenidos en un camal.
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Finca 1.

De acuerdo a los reportes del Instituto de investigacion en Zoonosis (ClZ), esta finca se
encuentra ubicada en la sierra central en Pillaro-Tungurahua a 2969 msnm, se dedica a la
produccidn de leche con un total de 198 bovinos. La finca se caracteriza por tener una vigilancia
activa, a partir de ello se han reportado abortos y muertes no patognomadnicas, también se
encontré la presencia de animales positivos para Brucelosis, Fiebre Q, tuberculosis,
Paratuberculosis, Leucosis y Neospora, cabe recalcar que en la prueba de PCR para Anaplasma

los resultados fueron negativos. Las muestras utilizadas fueron obtenidas en 2021

Finca 2.

Se encuentra localizada en Santo Domingo, en el kildmetro 36 de la via Quevedo, posee
un clima tropical, el cual favorece la presencia de garrapatas vectores de Anaplasma marginale,

en esta finca se ha reportado enfermedades como Paratuberculosis y Tuberculosis, sin embargo

no existen reportes de Anaplasmosis. Los sueros se obtuvieron en el afio 2018.

Finca 3.
Se encuentra localizada en Machachi, esta en permanente vigilancia, sin embargo se ha
reportado una alta tasa de movilidad de animales entre Santo Domingo y esta zona, cabe

mencionar que los sueros utilizados de esta finca son del afio 2022.

Finca 4.

Esta se encuentra ubicada en El Carmen-Manabi, entre los antecedentes de esta finca en
reportes internos del CIZ, se incluye la presencia de vectores de A. marginale, sin embargo en
estudios previos se ha descartado la existencia de esta enfermedad por PCR (Y. Rodriguez &

Reyna-Bello, 2020). Los sueros utilizados en esta prueba son del afio 2017.
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Camal.

Se encuentra localizado en Tulcan-Carchi, esta provincia se caracteriza por tener el
mayor movimiento pecuario en el pais, es asi que la procedencia de los animales faenados en
este camal no es rastreada debido a que la adquisicidon de animales es de origen desconocido
por la falta de control, es asi que se especula que circulan animales de Costa, Sierra, Amazoniay

de Colombia (Rosas & Ibarra, 2021). Las muestras se obtuvieron entre el 2016 y 2017.

Punto de corte de la prueba

Debido a la inexistencia de controles verdaderos positivos y verdaderos negativos, se
utilizé un valor de corte para cada placa que se procesa. Para determinar el punto de corte de la
prueba se utilizé los sueros de la finca 1, esto debido a que en reportes previos se determiné la
inexistencia de Anaplasma marginale mediante PCR, de este modo se tenia sueros con valores
que en teoria son negativos.

A los sueros se les determind el valor promedio y la desviacidén estdndar, posteriormente
se utilizé laférmula de la ecuacion 1, a partir de ello se obtuvo un valor de 0.509, este valor implica

que los sueros con una O.D superior se consideran como positivos, figura 12.
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Punto de corte de la prueba
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Nota. Se presenta la densidad déptica de cada muestra, clasificando los sueros positivos y negativos a

partir del punto de corte 0.509.

Positividad

Con los valores obtenidos en el punto de corte se eligié un suero con una D.O de 0.115 vy

un suero positivo en PCR con D.O de 0.772. A partir de ello se determiné el valor S/P de cada

muestra, a partir de la formula de la ecuacidn 3.

Muestra — Negativo

S/P

~ Positivo — Negativo

Ecuacidn 3. Determinacién del S/P de la prueba.
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Se determind como positivos a todos los sueros con un valor de S/P superior a 60, es asi
gue de un total de 95 muestras se obtuvieron 22 positivos, de ellos 7 pertenecen a la finca 2, 2
pertenece a la finca 3 y 1 a la finca 4, la mayor proporcién de positivos fueron los animales de
descarte del camal del Carchi, figura 13.

Estos valores nos dieron una nocién del estado de las fincas y el problema de la

movilizacién de los animales entre regiones.
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Figura 13

Diagrama de violin de la densidad dptica obtenida por cada grupo de muestras.
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Nota. Se presenta la distribucion de la D.O de acuerdo a las poblaciones evaluadas, se observa mayor
positividad en las muestras obtenidas del camal y de la finca 2, por otro, la distribucién de los negativos
es superior en las fincas 1, 3 y 4.
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Avidez de anticuerpos
La avidez se determind con la relacién entre el promedio de los sueros positivos
obtenidos en la prueba de ELISA anti-IgG (0.654) en comparacién con su duplicado en la prueba
ELISA Avidez anti-lgG (0.325). Se obtuvo un valor de avidez de 50.317 %.
Al analizar individualmente los valores, se determind la inexistencia de una correlacién

entre la densidad éptica del ELISA IgG anti-MSP5 y la avidez obtenida, figura 14.

Figura 14.

Correlacion entre la avidez y la densidad dptica obtenida en el ELISA IgG anti-MSP5

R2 Lineal = 0.033
120 000000000000
o}
100.000000000000
o]
py £0-000000000000 o
i
= o
= o o
X
0000000000000 o
-
¥=72.29-33.08% a
< o
40.000000000000- o =}
g o o©
8]
o]
o}
20.000000000000-]
| T T T T
500 A00 700 800 a0

Anticuerpos anti-MSP5

Nota. El porcentaje de avidez y los anticuerpos anti-MSP5 no se correlacionan entre si, obteniendo un
valor de p>0.05 y un R? lineal de 0.033.
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Capitulo V: Discusién

ELISA anti-MSP5

Se estandarizé la prueba de ELISA anti-MSP5, a partir de la induccidn de la proteina en E.
coliy su posterior purificacién.

Se utilizé a MSP5 recombinante debido a que posee epitopos altamente conservados,
esto implica que es una proteina muy antigénica que ha demostrado ser de gran utilidad en
pruebas de ELISA indirectos (Reyna-Bello et al., 1998).

En el proceso de estandarizacion, primero se evalué la solucién de bloqueo con mejores
resultado, definiendo que el Suero Fetal Bovino tiene un mejor efecto que BSA y la leche
descremada, la solucion de bloqueo cumple un rol de importancia en la prueba de ELISA, esta se
caracteriza por recubrir a la placa en las zonas donde no se encuentra el antigeno con la
finalidad de que no se adhieran los anticuerpos en la placa provocando falsos positivos; el FBS se
caracteriza por tener una gran cantidad de proteinas estériles que reducen el ruido de la prueba,
sin embargo este conlleva dilemas éticos y econdmicos en cuanto a su obtencion (Weber &
Wagner, 2021).

En cuanto a la concentracién de la proteina, en comparacién con ensayos realizados
previamente por Reyna-Bello et al., (1998), se utilizd solamente 0.6l por mL de buffer
carbonato, esto debido a que se demostrd que no habia diferencia entre las diluciones
evaluadas, sin embargo los valores de O.D obtenidos eran adecuados.

Pre incubacion
A partir de un gel de poliacrilamida SDS-PAGE se observd la presencia de proteinas en
conjunto a la MSP5r, debido a que hay proteinas de E. coli que eluyen al mismo pH (4).

Considerando la alta prevalencia de infecciones con esta enterobacteria en el ganado bovino,
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causantes principales de la mastitis en Ecuador (Guazha & Koch, 2020), se obtuvieron
reacciones cruzadas en la prueba de ELISA anti-IgG, gracias a la cantidad de anticuerpos contra
E. coli que poseen los sueros.

En este sentido, en estudios previos se hizo uso de suero de conejos inmunizados contra
E. coli para evitar que los sueros de los bovinos reaccionen con las proteinas de E. coli,
demostrando que la prueba de ELISA necesita modificaciones para disminuir los resultados
falsos positivos (Eleizalde et al., 2007), a partir de estos antecedentes se decidié probar una pre-
incubacién de sueros bovinos con JM109, con la finalidad de que estos antigenos se unan a los
anticuerpos en lugar de establecer unidn con las proteinas que se fijan en la placa.

En este trabajo se confirmé que la pre-incubacion cumple un papel fundamental a la
hora de evitar reacciones cruzadas, asi se ha demostrado en ensayos en ELISA para detectar
Toxocara canis, donde la pre incubacion permitié reducir la densidad éptica en un 32.3% (Lynch
et al., 1988), de igual manera en base al principio de afinidad antigeno-anticuerpo, se ha
realizado trabajos para inhibir la inmunotransferencia de alérgenos, donde la pre-incubacion
con extracto de antigenos disminuyd la reactividad cruzada de anticuerpos (Asero et al., 2006;
Lee et al., 2021)

Positividad

Se analizaron 95 muestras de cuatro fincas, dos de sierra y dos de costa, ademas de un
matadero de Carchi, de ellas resultaron 22 casos positivos, es importante recalcar que
tedricamente en la Sierra no deberian existir casos positivos, debido a que no es habitat de los
vectores de A. marginale, sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la movilizacidn
indiscriminada de animales provoca la transmisién de esta enfermedad; es asi que se

encontraron casos positivos en la finca de Machachi y en el Camal de Carchi.
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En el caso de Machachi, se ha reportado en informes internos del Instituto de
Investigacion en Zoonosis, un gran movimiento de animales desde Santo Domingo, donde la
enfermedad tiene una prevalencia mayor al 80% (Tana-hernandez et al., 2017), mientras que en
el caso del Camal, se ha determinado que los animales de descarte llegan desde Esmeraldas y la
frontera principalmente (Rosas & Ibarra, 2021). La transmisién de hospedadores positivos en
regiones sin vectores de la enfermedad, se da principalmente por transmisién mecdnica por la
reutilizacion de agujas, cuchillos, entre otros instrumentos quirurgicos (Zabel & Agusto, 2018)..

En este sentido, se ha reportado que la dindmica de transmisién de anaplasmosis bovina
es acelerada en funcion del clima, causando pérdidas con un 30% mas de desechos y mortalidad,

en adultos de rebafios no infectados previamente (Zabel & Agusto, 2018).

Como objetivo de esta investigacion se evalué la avidez de los anticuerpos anti-lgG de
los sueros bovinos, para ello se obtuvo el punto de corte de la prueba a partir de la finca sin
reportes de anaplasmosis bovina. Se utilizé una solucién de UREA como agente caotrdpico, esto
con el fin de que se separen los enlaces débiles del complejo de unidn entre los antigenos y
anticuerpos, en este sentido, se obtuvo un valor de avidez promedio de 50.317%, se considera
gue la avidez es alta mientras mas cercana se encuentra a 1 y mas débil mientras mas cercana al
cero esta (Brady et al., 2019).

A partir del valor de avidez promedio, se puede determinar que los animales que
resultaron positivos tienen una infeccion antigua, ademas, analizando a cada suero positivo
individualmente, se determind que no existié correlacidn entre la avidez y la densidad dptica,
cabe mencionar que la avidez se relaciona a la neutralizacion de patdgenos segun la fase de
infeccién debido a la maduracion de los anticuerpos, sin embargo un aumento de la avidez con

el tiempo no quiere decir que va a existir un aumento en las concentraciones de IgG (Bauer



61

et al., 2021), es asi que en gran parte de los ensayos realizados como el de Brady et al., (2019)
no se encuentra una correlacién alta de concentracion de IgG con la avidez, por lo que los
resultados obtenidos se encuentran en concordancia.

El valor de avidez permite conocer la eficiencia de la respuesta humoral, puesto que se
relaciona directamente con la neutralizacién de patdgenos (Brady et al., 2019), ademas, ayudan
a diferenciar entre infecciones agudas y reactivaciones e infecciones primarias, a partir de una
sola muestra (Teimouri et al., 2020), la avidez va a depender de las interacciones entre las
moléculas de la superficie celular y a su vez de la maduracién de la afinidad de los anticuerpos
IgG, esta maduracién aumenta conforme los linfocitos B activados desarrollan su respuesta,
principalmente cuando existe una exposicién repetida a los antigenos (Abbas et al., 2015), es
decir, como se ha demostrado en el presente, la avidez de IgG contra A. marginale sera mayor
en hatos donde la enfermedad es endémica.

Este diagndstico es ampliamente utilizado en la determinacidn del estadio de infeccidon
por toxoplasmosis en mujeres embarazadas debido a que la enfermedad puede ser transmitida
a los recién nacidos y la gravedad de esta va a depender de la edad gestacional en la que se
adquiere la infeccion, de modo que cuando hay una avidez baja en las madres, los riesgos de
transmisidn intrauterina al feto son mas altos (Teimouri et al., 2020). Asimismo, se utiliza
ensayos basados en la avidez de los anticuerpos en infecciones del Virus del Papiloma Humano
(VPH), para conocer la respuesta inmune natural y la respuesta artificial, demostrando que la
avidez es mayor en la vacunacién, de ahi la importancia de la inmunizacion (Brady et al., 2019).

Es necesario mencionar que es la primera vez que se mide la avidez de anticuerpos anti
A. marginale, se ha demostrado en el presente que verificar la avidez de los anticuerpos anti-
MSP5 es importante para el diagndstico de anaplasmosis bovina, debido a que esta enfermedad

puede llegar a ser mortal cuando el animal no es tratado a tiempo.
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Capitulo VI: Conclusiones

En este estudio se realizé la produccion biotecnolégica de MSP5 de aproximadamente
22KDa a partir de la cepa pAR1903 que fue previamente clonada JM109, esta se purificd con una
resina cargada con cloruro de niquel, obteniendo 2mL de proteina a 5mg/mL, la cual se utilizd
como antigeno en una prueba de ELISA que se estandarizd en el laboratorio de
inmunodiagndstico en el Instituto de Investigacién en Zoonosis CIZ.

La prueba de ELISA se estandarizé utilizando 50uL/pocillo de MSP5r a 6uL/mL, no se
encontro diferencia en la Densidad 6ptica obtenida con las diferentes diluciones de antigeno
aplicadas, en cuanto al buffer de bloqueo se utilizé Suero Fetal Bovino por su potencial de
recubrimiento en comparacién con BSA y leche descremada, se encontré diferencia estadistica
en la concentracion de los sueros y se determiné una diluciéon éptima de 1/100 por pocillo, en
cuanto al conjugado y al sustrato TMB y la solucién de parada, se utilizé la concentracion que se
encontraba estandarizada en el inserto de ID-VET.

En cuanto a las condiciones de la prueba, la temperatura de incubacién fue a 37°C, con
agitacién a una velocidad de 25rpm y un tiempo de una hora en el antigeno, la solucién de
bloqueo y los sueros pre incubados, el conjugado se mantuvo la temperatura y la agitacién, sin
embargo el tiempo de incubacidn fue de 30 minutos; en cuanto al sustrato TMB, este se incubd
a temperatura ambiente, sin agitacion y en oscuridad por 15 minutos, finalmente se paré la
reaccion con la soluciéon STOP de ID-VET.

Luego de observar la existencia de proteinas de E. coli en el gel de poliacrilamida, se
realizd una pre incubacidn de los sueros con una solucién de E. coli concentrada, se demostrd
que pre incubar los sueros influye en la Densidad éptica obtenida, mejorando la prueba de

ELISA, evitando las reacciones cruzadas y por lo tanto los falsos positivos.
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El punto de corte se establecid de acuerdo a los sueros de la finca 1 donde se establecid
gue no existia prevalencia de anaplasmosis bovina a partir de pruebas PCR, el valor de corte se
determind en 0.509, obteniendo una OD desde 0.115 a 0.877 en los sueros estudiados, a partir
de ello se obtuvo 22 positivos considerando un valor de S/P superior a 60.

Los sueros positivos se encontraron con mayor frecuencia en el camal analizado y en la
finca 2, mientras que en la finca 3 y 4 se encontraron pocos sueros positivos, otorgando a la
movilizaciéon indiscriminada la causa de la presencia de sueros positivos en regiones donde no
hay vectores para Anaplasma.

En cuanto a la avidez, se encontré un valor de avidez promedio de 50,317% indicando
que la infeccidn en gran parte de los animales que se estudiaron no era reciente, pues la avidez
se considera alta, cabe mencionar que esta no se correlaciona a la densidad dptica obtenida en
el ensayo ELISA IgG anti-MSP5. El diagndstico a partir de la avidez de los anticuerpos permite
diferenciar entre una infeccion reciente o antigua, de modo que en un hato ganadero, podria
ayudar a conocer si la enfermedad es endémica o no, considerando que cuando se infecta

animales mayores a 2 afios, la anaplasmosis puede llegar a ser mortal.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Después de la produccién de MSP5r, se recomienda alicuotar la proteina en una
concentracién que sea facil de diluir, con la finalidad de que esta sufra la menor cantidad de
variaciones de temperaturas posibles.

Para validar la prueba de ELISA es importante tener sueros que sean de una zona que no
tenga prevalencia de anaplasmosis bovina, con la finalidad de que el punto de corte se acerque
a la realidad, ademads, es recomendable que este se establezca para cada placa que se procese.

Se recomienda realizar la pre incubacién de los sueros con E. coli, para evitar las
reacciones cruzadas en la prueba de ELISA.

Ademas, se recomienda ampliar el diagnéstico de anaplasmosis bovinay la
determinacion de la avidez con sueros de mas regiones del pais, con la finalidad de tener la

prevalencia de esta enfermedad y a su vez un mejor control.
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