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Resumen

La trypanosomosis bovina es una enfermedad hemoparasitaria causada por parasitos del
género Trypanosoma y los més relevantes en América del Sur son Trypanosoma evansi y
Trypanosoma vivax ya que representan un riesgo potencial para la salud del ganado bovino.
En Ecuador actualmente hay alrededor de 4,07 millones de cabeza de ganado de las cuales
el 21,21% estan en la provincia de Manabi. Trypanosoma vivax pertenece al grupo Salivaria
lo que indica que se transmite a partir de la saliva del vector infectado, los bovinos infecta-
dos presentan anemia, fiebre, alteraciones reproductivas y nerviosas.

En el presente estudio se utilizé6 dos pruebas seroldgicas: ELISAI y aglutinacion para eva-
luar la cinética de los anticuerpos IgG e IgM, respectivamente, en 11 bovinos experimental-
mente infectados con una cepa nativa de Trypanosoma vivax, y luego tratados con diacetu-
rato de diminazeno (DA) (n=3), dipropionato de imidocarb (IMD) (n=1) y cloruro de isome-
tamidium (ISM) (n=3). Se comprob6 que ambas pruebas seroldgicas permiten evaluar la
cinética de IgG e IgM mediante la aplicacion de las pruebas en el bovino donante que pre-
sento altos niveles de los anticuerpos durante el tiempo de observacion sin recibir tratamien-
to. La deteccidn inicial de IgM en los animales infectados fue en el dia 7 y dia 11, debido a
gue es la inmunoglobulina de respuesta temprana y sus niveles de aglutinacion descendie-
ron al final de la observacion ( dia 42) con los tratamientos ISM y DA. Se observé que los
niveles de IgG variaban con respecto al tiempo, mostrando una oscilacion representativa en
bovinos infectados con Trypanosoma vivax que indica la eliminacion inmunoldgica y la pro-
liferacion de poblaciones de trypanosomas. Ambas pruebas serolégicas pueden dar falsos
positivos debido a las reacciones cruzadas que Trypanosoma vivax puede presentar incluso
entre especies taxonémicamente distantes.

Palabras clave: trypanosomosis, anticuerpos, ELISAi, CATT/T. evansi
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Abstract

Bovine trypanosomosis is a hemoparasitic disease caused by parasites of the genus Trypa-
nosoma, the most relevant in South America being Trypanosoma evansi (T. evansi) and
Trypanosoma vivax, which represent a potential health risk for cattle. In Ecuador there are
currently about 4.07 million head of cattle, 21.21% of which are in the province of Manabi.
Trypanosoma vivax belongs to the Salivaria group, which indicates that it is transmitted from
the saliva of the infected vector. Infected cattle show anemia, fever, reproductive and nerv-
ous disorders.

In the present study, two serological tests were used: ELISAi and agglutination to evaluate
the kinetics of IgG and IgM antibodies, respectively, in 11 cattle experimentally infected with
a native strain of Trypanosoma vivax, and then treated with diminazene diaceturate (DA)
(n=3), imidocarb dipropionate (IMD) (n=1) and isometamidium chloride (ISM) (n=3). Both
serological tests were found to evaluate the kinetics of IgG and IgM by applying the tests in
the donor cattle that presented high levels of the antibodies during the observation time
without receiving treatment. The initial detection of IgM in infected animals was on day 7 and
day 11, because it is the early response immunoglobulin and its agglutination levels de-
creased at the end of the observation (day 42) with ISM and DA treatments. IgG levels were
observed to vary with respect to time, showing a representative oscillation in Trypanosoma
vivax -infected cattle indicating immunological elimination and proliferation of trypanosome
populations. Both serological tests can give false positives due to the cross-reactions that
Trypanosoma vivax can present even between taxonomically distant species.

Key words: trypanosomosis, antibodies, ELISAi, CATT/T. evansi.
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Capitulo I: Introduccién

Formulacién del problema

De acuerdo a Desquesnes, el género Trypanosoma se ha propagado hacia el ga-
nado de América del Sur durante el siglo XVI, debido a la llegada de ganado y caballos pro-
cedentes de Africa donde la trypanosomosis debida a Trypanosoma evansi (T. evansi),
Trypanosoma equiperdum (T. equiperdum), y Trypanosoma vivax (T. vivax) era enzoética
(Desquesnes M., 2004). En 1929 en Martinica se reportd trypanosomosis bovina, atribuida a
T. vivax, pero se presume que el parasito no pudo establecerse alli debido a la falta de vec-
tores (Wells, 1970). Sin embargo, en Venezuela, Brasil, Argentina, Ecuador, Colombia y
Peru T. vivax se establecié y actualmente se le considera como endémico (Fetene, Leta,

Regassa, & Biischer, 2021).

En 1977 se realiz6 un reporte sobre la evidencia seroldgica de la distribucion geo-
gréfica de T. vivax mediante la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT) con
ciertas modificaciones para Ecuador, se realiz6 el andlisis de 310 muestras de suero, de las
cuales se obtuvo una seroprevalencia de 22.5%, en Colombia de 48.2%. Paraguay 40% y
en Brasil 54% (Wells, Betancourt, & Ramirez, 1977). A continuacién en el 2014 se disefid y
optimizé un protocolo de PCR especifico para T. vivax donde se muestreé 152 bovinos en
un centro de faenamiento de Quito, mediante el cual se obtuvo una prevalencia del 30,26%,

confirmando la presencia de T. vivax en el Ecuador (Ortega, Ron, Reyna, & Chavez, 2014).

En el 2017, ganaderos de Chone informaron sobre un posible caso de trypanosomo-
sis que habia causado la muerte de 600 reses, pero Agrocalidad menciona apenas 40, este
reporte da el inicio para la investigacion de la presencia de brotes de T. vivax en el pais, un

patdégeno nuevo del que se conoce poco en la localidad (Vasconez, 2017).
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En el 2021 gracias al reporte realizado a Agrocalidad por los ganaderos de Chone-
Manabi en el 2017, se realiz6 el primer reporte e identificacibn molecular de T. vivax en
ganado de Ecuador en donde 3 muestras de un total de 20 dieron positivo mediante reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) en donde se amplificé un fragmento de catepsina L,

confirmando asi la presencia de T. vivax en el area (Chavez, et al., 2021).

T. vivax tiene la capacidad de evadir el sistema inmunol6gico del huésped persis-
tiendo en los animales durante meses o afios y gracias a que la complejidad antigénica del
género Trypanosoma ha imposibilitado la fabricacién de vacunas, es importante el desarro-
llo de herramientas diagndsticas altamente sensibles y especificas para la deteccion del

pardsito ( Betancur, Jimenez, & Giraldo, 2016; Osobrio, et al., 2008).

Las pruebas diagnésticas mas utilizadas para el diagnéstico de trypanosomosis bo-
vina, son las pruebas serolégicas IFAT y ELISA (acrénimo del inglés enzyme-linked immu-
nosorbent assay) debido a sus costos accesibles y a su alta sensibilidad (Tamasau-
kas, Tamasauskas, Cobo, & Rivera, 2017). El desarrollo de una prueba ELISA para la de-
teccién de anticuerpos en ganado infectado con trypanosoma se dio en el afio de 1977 y
hasta la actualidad se siguen realizando investigaciones con modificaciones para cada cepa
local ya que la sensibilidad y especificidad de género es alta, sin embargo la especificidad
de especie suele ser baja por lo que se recomienda el uso de los antigenos y controles es-

pecificos (OIE, 2018).

Justificacion del problema

En Africa subsahariana y Africa oriental la trypanosomosis animal se considera uno
de los principales problemas de sanidad animal ya que el vector biologico se distribuye en
10 millones de Km? de tierras potenciales para pastoreo, exponiendo a aproximadamente

55 millones de personas y 160 millones de cabezas de ganado, dando una pérdida econé-
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mica de 500 mil millones de ddlares al afio de forma directa e indirecta (Seyoum, Tora,

Kore, & Lejebo, 2022).

Gracias a la adaptacién de T. vivax a la transmision mecénica ha podido llegar a
Ameérica Central y del Sur (Sekoni, 1994). En Latinoamérica hace més de 40 afios se de-
mostré que las pérdidas econémicas por T. vivax pueden ser cuantiosas, estimando una
pérdida promedio de $56.5 por cabeza de ganado en el caso de ganado lechero (Betan-
court & Wells, 1979). Actualmente no se encuentran datos econémicos sobre estudios reali-

zados en Latinoamérica en general, pero si en ciertos paises.

T. vivax fue identificado por primera vez en el Pantanal brasileiio en 1995 donde se
encontré una infeccién en 7 ranchos con 2.222 vacas aproximadamente, las pérdidas debi-
do al brote se estimaron en $32.631 considerando que el brote fue tratado (Aguilar, et al.,
1996). Debido a la interaccion entre el Pantanal brasilefio y las tierras bajas bolivianas en
afios posteriores se notificaron brotes en las tierras bajas bolivianas, entre ambas regiones
se estima 11 millones de cabezas de ganado y extrapolando los resultados obtenidos del
brote en el Pantanal brasilefio se tendria una pérdida que supera los $ 160 millones y de no

ser tratado el brote las pérdidas serian de $700millones (Seidl, Davila, & Silva, 1999).

Una evaluacién econémica mas reciente se realizo en el afio 2020 en Argentina,
donde se realiz6 un estudio acerca de las pérdidas econdémicas ocasionadas por T. vivax y
se indico una pérdida de $922,8 por cabeza de ganado en el caso de muerte y un promedio
de $58.802, en donde el principal componente son las pérdidas por produccion, de un total

de 220 cabezas de ganado (Abdala, Larriestra, & Signorini, 2020).

En el Ecuador no se reporta ningun estudio econémico acerca del impacto de la
trypanosomosis, sin embargo, la contribucién econémica del sector agropecuario al produc-
to interno bruto (PIB) en el afio 2020 fue del 8,25% y con un valor agregado bruto real de $

1.345.623 en el dltimo trimestre del 2021, en base al censo nacional agropecuario realizado
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en el afio 2000, se conoce que mas del 50% del ganado producido es ganado vacuno del
cual se utilizan y exportan sus derivados, representando una entrada econémica para el
pais y el sustento de cientos de familias (SIPA, 2021). El boletin técnico dado a conocer en
el 2022 indicé que a nivel nacional en el periodo de 2021 existen 4,07 millones de cabezas
de ganado y el 21% de este total se encuentra en la provincia de Manabi, por lo tanto, la
trypanosomosis bovina tiene un importante impacto econémico y de mejoramiento genético,
ya que impide la introduccién de especies reproductoras de otras areas para de esta mane-

ra mejorar la produccion (Suarez, et al., 2009; Orbe & Cuichén, 2022).

En Ecuador no hay un tratamiento para la trypanosomaosis bovina, y al presentar sig-
nos clinicos no especificos es facil de confundir por lo que un tratamiento y diagndstico ade-
cuado ayudan a eliminar el parasito y tener un mejor control de la enfermedad. El presente
proyecto de investigacion evaluara la cinética de anticuerpos IgG e IgM de bovinos tratados
con diaceturato de diminazeno, dipropionato de imidocarb y cloruro de isometamidium, con-
tra una cepa nativa de T. vivax a través de la aplicacion de pruebas serolégicas ELISAi y

aglutinacion.

Las pruebas serolégicas son de vital importancia para la deteccion de la infeccion a
nivel de rebafos debido a su alta sensibilidad, especificidad y a sus bajos costos, sin em-
bargo no permite discriminar a los animales infectados y a los curados después del trata-

miento (Garcia, et al., 2021).

La cinética de los anticuerpos permite observar la tendencia de los anticuerpos fren-
te a la infeccion en un tiempo determinado y puede servir como marcador en el desarrollo
de vacunas (Shivam, EL-Matbouli, & Kumar, 2021). La inmunoglobulina M (IgM) es la mas
abundante durante la fase aguda de la infeccion, mientras que la inmunoglobulina G (IgG)
se mantiene en niveles bajos, los cuales van aumentando conforme la infeccién avanza a la

fase crénica (Murphy, et al., 2021).
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La informacién obtenida busca apoyar el diagnéstico y desarrollar una estrategia de
control de la trypanosomosis en el Ecuador, siendo una de las primeras que sigue esa linea
de investigacion en el pais. La evaluacion de la cinética de anticuerpos, post tratamiento, es
un campo poco explorado y de gran utilidad para la evaluacién diagndstica, por lo que servi-

ra como base para futuras investigaciones.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la cinética de anticuerpos IgG e IgM mediante pruebas serolégicas ELISAI y
aglutinacion, en bovinos experimentalmente infectados con una cepa nativa de Trypanoso-
ma vivax y tratados con diaceturato de diminazeno, dipropionato de imidocarb y cloruro de

isometamidium.

Objetivos especificos

e Aplicar las pruebas seroldgicas ELISAI y aglutinacion para la deteccién de los an-
ticuerpos IgG e IgM, respectivamente, en bovinos infectados experimentalmente
con una cepa nativa de Trypanosoma vivax.

e Analizar los niveles del anticuerpo IgG mediante la prueba serolégica ELISAI en
bovinos infectados experimentalmente y tratados con diaceturato de diminazeno,
dipropionato de imidocarb y cloruro de isometamidium para la evaluacion de su
cinética.

e Determinar el nivel de aglutinacion del anticuerpo IgM mediante el kit comercial
CATT/ T. evansi en bovinos infectados experimentalmente y tratados con dia-
ceturato de diminazeno, dipropionato de imidocarb y cloruro de isometamidium

para la evaluacion de su cinética.
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Hipotesis

La aplicacién de pruebas seroldgicas ELISAI y aglutinacién permite evaluar la cinéti-
ca de los anticuerpos IgG e IgM, respectivamente, en bovinos tratados con diaceturato de
diminazeno, dipropionato de imidocarb y cloruro de isometamidium contra una cepa nativa

de Trypanosoma vivax.

Capitulo Il: Marco tedrico

Trypanosomosis

La trypanosomosis animal es una enfermedad hemoparasitaria ocasionadas por pa-
rasitos del género Trypanosoma, se da en regiones tropicales de Africa, Asia y América del
Sur, los trypanosomas mas relevantes en para el ganado doméstico en Africa incluyen
Trypanosoma congolense (T. congolense), Trypanosoma brucei (T. brucei) y T. vivax,
mientras que en América del Sur son T. evansi y T. vivax, cabe mencionar que el ganado
doméstico de importancia econdémica puede ser infectado por una 0 mas de estas especies
lo que se conoce como coinfeccién (Nok, 2009; Sellon, 2007). Estas dos especies, T. evan-
si y T. vivax, son las de mayor importancia econdmica en América del Sur ya que represen-
tan un riesgo potencial para alrededor de 300 millones de cabezas de ganado (Davila &

Silva, 20086).

Division taxondmica

Los trypanosomas son organismos unicelulares que pertenecen al dominio Eucario-
ta, al subfilo Sarcomastigophora que se caracteriza por la presencia de un Unico nucleo y el
uso de flagelos o seuddpodos para la locomocion, al orden Kinetoplastida debido a la pre-
sencia de un cinetoplasto, a la familia Trypanosomatidae y al género Trypanosoma que se
caracteriza por utilizar dos huéspedes, uno vertebrado y otro invertebrado, para completar

su ciclo de vida (Giordani, Morrison, Rowan, De Koning, & Barrett, 2016; Kakundi, 2008).



Tabla 1

Division taxonémica de T. vivax
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Taxonomia
Dominio Eucariota
Reino Protista
Phylum Protozoa
Subphylum Sarcomastigophora
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Genero Trypanosoma

Es importante mencionar que el género Trypanosoma se agrupa en 2 secciones se-

gun el modo de transmision por el insecto vector: Stercoraria y Salivaria, en la seccion Ster-

coraria los trypanosomas se desarrollan en el tracto intestinal de su vector invertebrado y se

transmiten a su huésped vertebrado mediante las heces ya que las formas meta ciclicas se

desarrollan en los ultimos tramos del tracto digestivo, esta formada los subgéneros Schizo-

trypanum, Megatrypanum y Herpetosom, la seccién Salivaria agrupa los subgéneros Nan-

nomonas, Pycnomonas, Duttonella y Trypanozoon, son aquellos que se transmiten median-

te las picaduras cuando el vector muerde al huésped vertebrado para alimentarse de sangre

ya que las formas meta ciclicas se desarrollan en las glandulas salivales del vector después

de haber colonizado su estémago (Garcia, et al., 2008; Baral T. N., 2010; Cayla, Rojas, Sil-

vester, Venter, & Matthews, 2019).

Figura 1

Secciones del género Trypanosoma



Phylum

Order
S u‘l.?':'“'d‘."'._
Family

Genus

I Protowoa |
I

| Kinetoplastida |

| T]'}'P'd nosormal i na
I

|']'r ypanosomat idae
|

| Trypanosoma |
1

24

Subgenus |Herpetasoma

Species

5 ul‘::‘pu-.'lr.':i

T. threferi

Mega-
trypanum

T rargeli

T lewisi
T, minesculi

Stercoraria

Schivo-
trypanum

T eruzi

T vivax

Duttonella | Nannomonas | Trypanozoon |Pycnomonas

T congolense T equiperdron| T sufs
Lo uniformel 7. simiae
T, wodfrepi

Salivaria

T evanisi

T, brucer
Tk, brucer
Th, ehodesicnse
Th, gambicuse

Nota. Adaptado de “Immunobiology of African Trypanosomes: Need of Alternative Interven-

tions” (p. 4), por T. Baral, 2009, Journal of Biomedicine and Biotechnology, 2010 (1)

Especies de Trypanosoma en bovinos

La mayoria de los trypanosomas patégenos del ganado son trypanosomas salivales

gue se transmiten por la picadura de un vector hematéfago. En la Tabla 2 se resumen los

trypanosomas que afectan al ganado en base a su patogenicidad (Desquesnes M., 2004).

Tabla 2

Especies de Trypanosoma que afectan al ganado bovino

Seccibn Subgénero Especie
Patogénicos Duttonella T. vivax
Trypanozoon T. evansi
Moderadamente patégeno Megatrypanum T. theileri
Megatrypanum T. ingens
Megatrypanum T. melophagium
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Seccion Subgénero Especie
Otros Schizotrypanum T. cruzi
Megatrypanum T. mazamarum

Trypanosoma vivax

T. vivax es un pardsito protozoario, que puede tener un ancho de 3 um y una longi-
tud de 18 a 31 um, incluido el flagelo libre que puede medir entre 3 a 6 um , posee una
membrana ondulada de desarrollo medio y un gran cinetoplasto terminal situado en la ex-
tremidad posterior (Figura 2). Est4 agrupado en la seccion Salivaria, es decir que se trans-
mite a partir de la saliva del vector infectado (Giordani, Morrison, Rowan, De Koning, & Ba-

rrett, 2016; Osoério, et al., 2008).

Figura 2

Comparacién morfoldgica de T. vivax, T. congolense y T. brucei

T. brucei T. congolense T. vivax
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T. vivax tiene 18-26 de longitud; extremo posterior redondeado; nucleo (N) central; mem-
brana ondulante modesta (UM); flagelo libre en el extremo anterior (F); cinetoplasto grande

terminal; esencialmente monomorfico.

Nota. Adaptado de “The animal trypanosomiases and their chemotherapy: a review” (p.

1863), por Giordani, et al., 2016, Parasitology, 143 (14)
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T. vivax se transmite de forma ciclica y mecénica por lo que este parasito ha logrado
distribuirse en Africa, en zonas que estan libres de la mosca tse-tsé, en América Central,
Ameérica del Sur y actualmente también en Iran (Desquesnes, et al., 2022). En Iran se reali-
z6 la primera identificacion de T. vivax en camellos, mediante microscopia y examenes
moleculares de los cuales se obtuvo una prevalencia del 11,94% confirmando la presencia
de T. vivax en Iran y demostrando que puede haber una propagacion a nivel mundial de

este parasito (Asghar & Rassouli, 2022).

Figura 3

Distribucion de T. vivax a nivel mundial

Distribution of Trypanosoma vivax

] T. vivax

Nota. Tomado de “A review on the diagnosis of animal trypanosomoses” (p. 4), por M. Des-

guesnes, et al., 2022, Parasites & Vectors 15 (64)

La patogenicidad se describe como la capacidad del agente infeccioso de causar

dafio en su hospedador, se considera que las cepas de Africa occidental son mas patoge-
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nas para el ganado, mientras que las cepas de Latinoamérica generan infecciones crénicas
y leves (Osério, et al., 2008; Gardiner, 1989). En una infeccidén experimental realizada en
ovejas con dos cepas de T. vivax se observé que la cepa TVLIEM176 presentd una mode-
rada patogenicidad y una virulencia alta, sin embargo la cepa TvMTL1 presentd una alta pa-
togenicidad y una baja virulencia, en el estudio se menciona que las diferencias de patoge-
nicidad y virulencia pueden ser debido a las diferencias encontradas en sus proteomas

(Ramirez, et al., 2019).

T. vivax se hospeda tanto animales silvestres como domésticos, siendo el ganado
bovino la especie mas estudiada debido a su importancia econémica, entre los animales
domésticos que infecta se encuentran ovejas, cabras, bovinos, cerdos, perros, burros, caba-
llos, dromedarios y bufalos domésticos, cabe recalcar que los datos acerca de especies
silvestres se deben manejar con cautela ya que incluso las pruebas moleculares pueden
tener limitaciones y que las infecciones encontradas sean de otra especie de trypanosoma

(Fetene, Leta, Regassa, & Bischer, 2021).
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Ciclo de vida

Figura 4

Variacién del ciclo de vida entre los trypanosomas africanos
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Nota. Tomado de “Perfil global de expresion génica a través del ciclo de vida completo

de Trypanosoma vivax” (p. 3), por A. Jackson et al., 2015, Plos Neglected Tropical Diseases

9 (8)

T. vivax se diferencia de otros trypanosomas del grupo Salivaria como T. congolense
y T. brucei, ya que carece de una etapa prociclica en el intestino medio del insecto vector y
se desarrolla directamente en forma de epimastigote dentro de la probdscide del insecto
(Jackson, et al., 2015). En las areas donde no hay mosca tse-tsé T. vivax se transmite de
forma mecanica, donde el parasito no se desarrolla ni se multiplica en el insecto vector y se
transmite mediante el vector que se puede alimentar de mas de un animal, de esta manera,
infecta a varios animales, la infeccion inicia en el huésped vertebrado cuando la mosca vec-
tor inyecta al parasito en su forma infectiva conocida como tripomastigotes metaciclicos los

cuales se desarrollan y multiplican en el sitio de infeccion para que los trypanosomas san-
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guineos maduros conocidos como tripomastigotes se liberen a la circulacién sanguinea

mediante los vasos y ganglios linfaticos (Dagnachew & Bezie, 2015).

En el huésped vertebrado la reproduccion se da por fision binaria por lo tanto la for-
ma del parasito es heterogénea en el torrente sanguineo, teniendo la fase delgada prolifera-
tiva conocida como slender y la forma achaparrada no proliferativa conocida como stumpy

durante el pico de la parasitemia (Baral T. N., 2010).

Transmision en América del Sur

Transmisién mecénica. Es la principal via de transmision en América y en algunas
otras partes del mundo, donde sus principales vectores son: la mosca tabano, la mosca de
los establos y la mosca de los cuernos (Radwanska, Vereecke, Deleeuw, Pinto, & Magez,
2018). La transmision inicia a través de la boca contaminada de los insectos u otros anima-
les que se alimentan de sangre como el murciélago vampiro (Desmodus rotundus), la boca
contiene parasitos vivos en forma de torrente sanguineo, tripomastigotes, que cambian ra-
pidamente de huéspedes permitiendo la transferencia inmediata sin formas intermedias
para que se logre la transmisién mecanica se deben cumplir una alta parasitemia en los
portadores, abundancia de vectores y disponibilidad de receptores, por lo tanto, su probabi-
lidad es relativamente baja, cuando se cumplen estas condiciones, la incidencia de infeccio-

nes de transmision mecéanica es mayor al 70% (Boulanger, 2018; Osdrio et al., 2008).

Figura 5

Transmision ciclica y mecanica de los trypanosomas de la seccion salivaria
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Via iatrogénica. Es un tipo de transmision mecéanica que se da mediante el uso de
instrumentos quirdrgicos, agujas y jeringas infectadas (Dvm & Rovid, 2018). Un estudio
realizado para conocer cuantos bovinos se infectan con T. vivax usando la misma aguja y
jeringa por diferentes vias, indicé que de un total de cada 20 bovinos se infectan 15 por via
intravenosa, 9 por via intramuscular y 3 por via subcutanea confirmando asi la via iatrogéni-

ca como un medio de transmisién (Dias, et al., 2022).

Se necesita mas informacion para saber si T. vivax se transmite por via sexual, has-
ta el momento un estudio realizado con una infeccién experimental demostré que se detect6

DNA en el semen de 5 de los 8 bovinos infectados experimentalmente, ademas de que el
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esperma tenia menor turbulencia, menor vigor y mas anormalidades que el grupo control

(Monteiro, et al., 2022).

Figura 6

Vias de transmisién posibles para T. vivax
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4), por S. Magez et al., 2021, Pathogens 10 (6)

Vectores

En Africa la trypanosomosis se transmite por mordeduras del vector biologico, la
mosca tse-tsé. Sin embargo, en América del Sur que se encuentra libre de mosca tse-tsé,
se transmite de forma mecanica por otras especies de moscas hematéfagas entre las que
se encuentran los géneros Stomoxys, Haematobia, Hippobosca y especialmente el género

Tabanus (Eloi, et al., 2017).



32

Stomoxys. El principal representante de este género es la mosca de los establos
(Stomoxys calcitrans) llega a medir de 7 a 8 mm, es similar a una mosca doméstica con la
diferencia de que su probodscide es prominente, similar a la mosca tse-tsé. Estas moscas
pueden cambiar de huésped durante una sola comida y tanto el macho como la hembra se

alimentan de sangre (Anziani, 2010).

Haematobia. La mosca de los cuernos (Haematobia irritans) mide de 3 a 5 mm, es
una de las principales pestes para el ganado de pastoreo, ambos sexos se alimentan de
sangre y generalmente se ubican en la parte del lomo, presentan una mordedura fuerte gra-

cias a su probodscide y se alimentan varias veces al dia (Boxler, 2015).

Hippobosca. Son conocidas como moscas piojo debido a que sus alas son peque-
fias y atrofiadas por lo que tienen apariencia de un piojo. El macho y la hembra son insectos

picadores (Desquesnes M, 2004).

Tabanus. Son los hemat6fagos mas importantes ya que han propagado la trypano-
somosis en Centroamérica, Sudamérica y el Caribe, su tamafio varia de 6 a 30 mm. Los
machos se alimentan de néctar y polen, mientras que las hembras se alimentan de sangre

gracias a que poseen un aparato bucal picador (INTA EEA, 2012).

Sintomas

Se ha observado que T. vivax varia los signos clinicos y la gravedad de la enferme-
dad dependiendo de la raza de ganado, las cepas y la ubicaciéon geografica. En Africa
Oriental los rumiantes salvajes permanecen asintomaticos siendo los reservorios, mientras

gue las especies de ganado desarrollan cambios patolégicos (Rodrigues, et al., 2017).

Los bovinos parasitados presentan anemia, fiebre persistente, fotofobia, lagrimeo,
inapetencia, debilidad, abortos, mortalidad perinatal, efectos degenerativos a nivel testicular

y epididimario y en ocasiones puede causar hasta la muerte. Al momento de la autopsia los
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o6rganos se observan con leucopenia, trombocitopenia, lesiones degenerativas e inflamato-
rias (Osorio et al., 2008). Las alteraciones reproductivas pueden conducir a problemas de
infertilidad temporal y en algunos casos hasta la esterilidad ( Betancur, Jimenez, & Giraldo,

2016).

Respuesta inmunitaria

Una vez que los parasitos presentes en la saliva ingresan se enfrentan a la respues-
ta inmune humoral del huésped, para evadir esta respuesta los parasitos estan cubiertos de
una densa capa de glicoproteina superficial variante (VSG) que los protege. A continuacion,
para escapar de la eliminacién mediada por células B, que es la primera linea de defensa,
los parasitos adquieren un sistema de variacién antigénica que les permite cambiar su capa
a un tipo de antigeno variable diferente y, ademas presentan una alta tasa de endocitosis,
que consiste en eliminar las moléculas de VSG unidas al anticuerpo (Magez, Pinto, Obisha-

kin, & Radwanska, 2020).

Los componentes parasitarios desencadenan la activacion de NK, NKT, células T
gue producen IFN-y, las células B y la produccion de IgG. Los componentes parasitarios
junto con IFN-y desencadenan la induccién de macréfagos activados que desarrollaran una
respuesta inmune inflamatoria de tipo 1 (Th1l) tras la exposicién a moléculas derivadas de
parasitos. La persistencia de Thly los macréfagos hiperactivados provocan animales tripa-
nosusceptibles que desarrollan el sindrome de respuesta inmunitaria sistémica y la anemia,
mientras que, los animales tripanotolerantes pueden cambiar a una respuesta inmune tipo 2
(Th2) y la induccion de macréfagos activados alternativamente. La inmunosupresion es una
caracteristica muy documentada y resulta en una disminucion de la poblacion linfocitaria y
una respuesta deprimida de las células T, B y la secrecién de citocinas (Ramirez, et al.,

2015).



34

En un estudio realizado se sugirié que el ganado que se encuentra en un area donde
la enfermedad es endémica y es repetidamente infectado con trypanosomas de diferentes
especies demuestra una alta Thl, mientras que el ganado en un area no endémica con in-

fecciones cronicas de T. theileri muestra una alta Th2 (Bakari et al., 2017).

Figura 7

Respuesta inmunitaria del ganado frente a T. vivax
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Nota. Adaptado de “African Trypanosomes Undermine Humoral Responses and Vaccine
Development: Link with Inflammatory Responses” (p. 4), por B. Stijlemans et al., 2017, Fron-

tiers in Immunology 8(1)

Los niveles elevados de anticuerpos se han descrito como un mecanismo eficaz pa-
ra el control de la parasitemia. Describieron que durante las etapas de prepatente, patente y

postratamiento se han observado altos niveles de IgM e IgG (Boeira, et al., 2018).
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Diagnéstico

Es importante para el manejo y control de la enfermedad, T. vivax desencadena sin-
tomas inespecificos por lo que es importante que los métodos de diagndstico sean sencillos,

rapidos y de alta sensibilidad y especificidad (Batista, et al., 2007).

Los métodos mas comunes son los parasitoldgicos, seroldgicos y moleculares. El
diagnostico parasitolégico presenta una alta especificidad, pero su sensibilidad es muy baja.
Las técnicas serologicas son mas sensibles que las técnicas moleculares y se recomienda
utilizarlas para la busqueda de animales que permanezcan infectados después del trata-

miento (Fidelis et al., 2019; Hailu, Endale, & Gemeda, 2019).

Técnicas seroldgicas. El diagndstico seroldgico depende principalmente de la
reaccion antigeno-anticuerpo. Las pruebas mas importantes son la prueba de aglutinacién
en tarjeta para trypanosomosis (CATT), la prueba de anticuerpos inmunofluorescentes indi-
rectos (IFAT) y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Boulangé, et al.,
2017). Las ventajas de las pruebas seroldgicas es que se pueden utilizar para el diagnéstico
de rebafios enteros sin la necesidad de equipos costosos y que poseen una alta sensibili-
dad gracias a la estandarizacién de la produccion de antigenos solubles, las desventajas es
la incapacidad de diferenciar la infeccion actual de la anterior y que los antigenos son com-
partidos por varios trypanosomas por lo tanto la prueba no es especifica (Desquesnes M.,

2004; Hailu, Endale, & Gemeda, 2019).

Se espera que en futuro se pueda utilizar los extractos totales de los parasitos para
la produccion del antigeno soluble y de esta manera mejorar la especificidad de las pruebas

seroldgicas y permitir la deteccién de anticuerpos especificos (OIE, 2018).

Una alternativa sugerida para aumentar la especificidad de las técnicas seroldgicas

es el uso de proteinas recombinantes. En un ELISA anti - T. vivax IgG se utilizo la proteina
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recombinante MyxoTLm como antigeno, esta proteina recombinante proviene de una pro-
teina altamente conservada. Los resultados revelaron una especificidad del 95,65 % y una
sensibilidad del 88,23 % confirmando que MyxoTLm aumenta la sensibilidad y la especifici-
dad en comparacion con los antigenos preparados con extractos solubles crudos, de los
cuales se obtuvo una sensibilidad del 82,35 % y una especificidad de 69,56 % (Gomide, et

al., 2021).

IFAT. En esta prueba, los frotis de sangre de animales infectados se fijan y se utili-
zan como fuente de antigenos para que los anticuerpos presentes en los sueros se puedan
unir. Los anticuerpos unidos se visualizan usando un anticuerpo secundario anti-especie
huésped conjugada a un tinte fluorescente usando un microscopio fluorescente (Hailu, En-

dale, & Gemeda, 2019).

Fidelis et al. (2019) realizaron un estudio donde se compararon las técnicas de diag-
néstico en animales infectados experimentalmente. Para las técnicas utilizaron los antige-
nos obtenidos de una cabra infectada experimentalmente con T. vivax, utilizando el aislado
“Lins”. La técnica ELISA detecté una seropositividad en 49 de las 54 muestras positivas
conocidas, mientras que la técnica IFAT, detect6 una seropositividad en 51 de las 54 mues-
tras positivas conocidas. La técnica IFAT demostré ser ligeramente mas sensible, pero, am-
bas pruebas a pesar de ser altamente sensibles solo demuestran la exposicién al agente

infeccioso, no indican si la infeccidn permanece activa.

ELISA. Es un inmunoensayo que se utiliza para detectar y cuantificar anticuerpos,
antigenos y otras proteinas. Hay varios tipos de ELISA, pero los mas utilizados son el ELI-
SA directo que es el mas rapido, pero tiene una baja sensibilidad y alto costo, el ELISA indi-
recto que tiene un alta sensibilidad, es menos costoso y mas flexible, pero hay el riesgo de
reactividad cruzada, el ELISA Sandwich que tiene la mayor sensibilidad entre todos los tipos

de ELISA, pero tiene un mayor costo y requiere mayor tiempo y el ELISA competitivo que
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puede detectar una amplia gama de antigenos, pero tiene baja especificidad y no se puede
utilizar en muestras diluidas (Alhajj & Farhana, 2022). La forma mas utilizada para la detec-
cién de inmunoglobulinas G (IgG) en bovinos es el ELISAI, que tiene una sensibilidad sobre
el 90%. Para la especificidad de especie se debe considerar la reaccién cruzada entre T.

vivax, T. evansiy T. cruzi

Benfodil et al. (2020) realizaron un estudio en 754 animales domésticos que fueron
analizados para T. evansi con 6 pruebas diferentes, entre las cuales se incluia dos ELISAI,
el primero que utilizé6 como antigeno VSG RoTat 1.2 y el segundo que utiliz6 como antigeno
el lisado de las células completas de T. evansi. El andlisis de clases latentes mostr6é que
ambos ELISAI fueron 100 % sensibles y altamente especificos, para el primero se obtuvo

una sensibilidad promedio del 97% mientras que, para el segundo fue del 99%.

Prueba de aglutinacién en tarjeta. Su objetivo es evaluar la presencia de anticuer-
pos en una muestra. Se fundamenta en las reacciones de aglutinaciéon directa que se pro-
ducen cuando el suero del animal presenta anticuerpos, frente al antigeno, y al entrar en
contacto con el mismo, da lugar al complejo antigeno- anticuerpo formando agregados visi-

bles que se interpretan como positivos (Inojosa, et al., 2006; Rodrigues, et al., 2017)

Actualmente, la prueba de aglutinacién en tarjeta para T. evansi (CATT/ T. evansi)
es la prueba de aglutinacion, en suero, de referencia recomendada por la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) para la deteccion de IgM de T. evansi. Aunque la prueba
se desarroll6 para T. evansi también se utiliza para detectar IgM de T. vivax debido a la alta
reactividad cruzada antigénica (Desquesnes M. , Compendium of Diagnostic Protocols of

the OIE Reference Laboratory for Animal Trypanosomoses of African Origin, 2017).

En estudios se utiliza CATT/ T. evansi como estandar de oro, para comparar otras

pruebas de aglutinacién debido a su bajo porcentaje de falsos positivos y a que se asocia la
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alta especificidad y sensibilidad a su capacidad para detectar anticuerpos frente al antigeno

de superficie variable (VAT) tipo RoTatl1.2 (Reck, Menin, Batista, Oliveira, & Miletti, 2021).

Tratamiento

El tratamiento satisfactorio de la trypanosomosis requiere algo mas que un farmaco
tripanocida administrado correctamente. Los animales bien descansados y alimentados se
recuperan mas rapidamente después de la terapia tripanocida que los animales desnutridos
gue tienen que caminar largas distancias para llegar a los pastos y al agua. Sin embargo, la
trypanosomosis crénica a menudo no responde a la terapia y las alteraciones ferrocinéticas

y la dishemopoyesis ya que pueden ser irreversibles (Osorio et al., 2008).

Los farmacos considerados en el tratamiento para por T. vivax son:

Diaceturato de diminazeno (DA). Se ha reportado que tienen efectos quimiotera-
péuticos en las trypanosomosis de los caballos Se administra por via intramuscular, la efi-
cacia depende de la sensibilidad de los microorganismos a los principios activos y la dosis

depende del peso corporal (Boeira, et al., 2018).

Cloruro de isometamidium (ISM). Se introdujo en la década de 1960 y es el Unico
farmaco etiquetado para la profilaxis de trypanosomosis animal africana. Se administra por

via intramuscular con dosis dependiente del peso corporal (Richards, et al., 2021).

Dipropionato de imidocarb (IMD). Es un derivado de carbanilida utilizado para tra-
tar infecciones causadas por protozoos. Es comunmente utilizado para tratar infecciones por
Babesia spp, Hepatozoon canis, T. brucei, Ehrlichia canis, Rickettsia y Anaplasma

(Duszynski, Kvicerova , & Seville , 2018).

En un estudio realizado para observar la resistencia de ISM y DA se utilizaron 24

bovinos (Bos indicus), los cuales se dividieron en 4 grupos. Los 2 primeros grupos fueron
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infectados con T. vivax aislado de una zona infestada de mosca tse-tsé, se trataron con ISM

(0.5 mg/Kg) y DA (3.5 mg/Kg) por separado. En los 2 Gltimos grupos se realizo el mismo

tratamiento, con la diferencia de que la infeccion se realizd con T. vivax aislado de una zona
no infestada de mosca tse-tsé. Los resultados demostraron una recaida de un total de 9

animales entre los 4 grupos, en un periodo de 37 dias post- tratamiento. Este nimero repre-
senta mas del 20% del grupo de estudio inicial por lo que se concluye la presencia de para-

sitos resistentes (Dagnachew, et al., 2015b).

Estudios mas recientes han evaluado la eficacia terapéutica de DA, IMD e ISM en el

cual se observé que 2 tratamientos de los 5 aplicados tuvieron el 100% de eficacia. De es-

tos 2 grupos, el primero se tratdé con ISM (1.0 mg/Kg) y el segundo se traté con DA (7.0

mg/Kg)) eneldia0elISM (1.0 mg/Kg) en el dia 14. En tratamiento con IMD (4.8 mg/Kg)

los animales recayeron, volviendo a presentar altas parasitemias, esto coincide con estudios
previos que mencionan la baja eficacia de este farmaco. DA dio buenos resultados, pero no
pudo prevenir la segunda infeccidn, por lo que su corta vida media se considera una des-

ventaja. En conclusién, ISM es el mejor farmaco para tratar trypanosomosis en concentra-

ciones mayor o iguales a 1.0 mg/Kg lastimosamente en la actualidad no esta disponible en

el mercado (Azeredo, et al., 2020).

Capitulo Ill: Materiales y métodos

Participantes

El presente trabajo de titulacion fue elaborado por la sefiorita Joselyn Andrea Espi-
nosa Tenorio, egresada de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, con la tutoria de la
Dra. Maria Augusta Chéavez Larrea, M. Sc. docente-investigador de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE, la asesoria del Dr. Armando Reyna Bello, PhD., docente-
investigador de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo de los

Tséachilas, del Dr. Jorge Ron Roman, PhD., docente-investigador de la Universidad de las
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Fuerzas Armadas ESPE sede IASA y la Ing. Cristina Cholota Técnico del laboratorio inter-

disciplinario de Biotecnologia Animal.

Zona de estudio

El presente trabajo de titulacién se realizé el laboratorio de Sanidad Animal y Mejo-
ramiento Genético de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede IASA ubicada en
la hacienda El Prado, en el sector de San Fernando y en el laboratorio de la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo de los Tsachilas ubicada en el kilbme-
tro 24 de la Via Santo Domingo — Quevedo, en la hacienda Zoila Luz y en el laboratorio de
Sanidad Animal y Mejoramiento Genético de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE

sede IASA ubicada en la hacienda El Prado, en el sector de San Fernando.

Duracién de lainvestigacion
El presente trabajo de titulacion inicié en febrero del 2022 y culminé en febrero del

2023.

Unidades de estudio

En este estudio se utilizé 15 bovinos machos de raza Bos taurus de los cuales: 1
animal, al que se lo describe en todo el estudio como donante, fue inoculado con una cepa
nativa aislada criopreservada de T. vivax proporcionada por el laboratorio interdisciplinario
de Biotecnologia Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, como parte del
proyecto de vinculacién e investigacion: “Establecimiento de una plataforma en apoyo a la
formacion y sensibilizacién, diagnostico y desarrollo de una estrategia de control de la bru-

celosis y trypanosomosis en Ecuador (BruTryp)” financiado por la ARES de Bélgica.

Una vez que la parasitemia del donante lleg6 a ser superior a 10° — 10°, dond san-
gre de la vena yugular para inocular con un milléon de trypanosomas en 0.2mlL de sangre a

10 de los 14 bovinos restantes.
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Los 15 bovinos formaron diferentes unidades de estudio para su seguimiento serolo-

gico: 1 bovino donante, 1 bovino control positivo, 1 bovino control negativo dentro del corral,

1 grupo control negativo fuera del corral (n=3) y 3 grupos experimentales, cada uno con un

farmaco diferente.

Los animales pertenecientes a los grupos de tratamiento farmacologico a los 10 dias

post infeccion fueron tratados con diaceturato de diminazeno, dipropionato de imidocarb y

cloruro de isometamidium como se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3

Organizacion de las unidades de estudio

Infeccidn Grupo Numero de Dosis Farmaco
animales
Si Donante 1 - -
Si Control positivo 1 - -
No Control negativo dentro 1 - -
del corral
No Control negativo fuera 3 - -
del corral
Si Grupo 1 3 ImlL DA (Berenil®)
20Kg
Si Grupo 2 3 2.5mL IMD (Imidocarb®)
100K g
Si Grupo 3 3 AmL ISM (Hemo-
50Kg

veex®)
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Trabajo de campo

Obtencién de muestras sanguineas de bovinos

La extraccion de sangre se realiz6 de la vena yugular en tubos sin anticoagulante
para la obtencion del suero. Los terneros se colocaron en posicién decubito lateral, se de-
sinfecté de adentro hacia afuera el &rea de puncion, la vena se palpé con los dedos indice y

medio y se insertd la aguja con el bisel hacia arriba formando un angulo de 45°.

Trabajo de laboratorio

Procesamiento de muestras sanguineas

Para la obtencion de los sueros, las muestras de sangre sin anticoagulante fueron
incubadas durante 1 hora y posteriormente centrifugadas durante 15 minutos a 4000 rpm. El
suero se extrajo con micropipeta, se colocé y se preservo en tubos de 2mL de tapa rosca a -

20°C

Deteccidn de anticuerpos IgM mediante el kit comercial CATT/T. evansi

Para la deteccion de IgM se utilizé la prueba de aglutinacion en tarjeta para trypano-
somosis (CATT), el kit CATT/T. evansi fue adquirido del Instituto de Medicina Tropical de

Amberes, Bélgica, el que incluyé material y reactivos descritos a continuacion.

Reactivos. Los reactivos incluidos en el kit se describen en la tabla 4.

Tabla 4

Tabla de reactivos del kit comercial CATT/T. evansi

Reactivo Viales Volumen (mL/vial)

Antigeno CATT 6 2.5
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Reactivo Viales Volumen (mL/vial)
Buffer CATT 1 30
Control positivo 1 0.5
Control negativo 1 0.5

Materiales. El kit adquirido incluyé: cartillas de cartdn revestidas de plastico como

soporte, varillas para homogenizar las mezclas de suero-antigeno y goteros.

. L - . 1
Procedimiento. Se preparo diluciones 2 de los sueros con el Buffer CAAT, con una

micropipeta se tomé 25 uL del suero diluido y se colocé en la cartilla junto con 45 uL del
antigeno CATT. Con la ayuda de las varillas se homogeniz6 el suero con el antigeno vy fi-
nalmente se agito la cartilla con movimientos circulares de izquierda a derecha durante 5

minutos.

Figura 8

Esquema de la metodologia del CATT/T. evansi
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Interpretacion de resultados. Los resultados se interpretaron cualitativamente en
base a cruces, dependiendo del nivel de aglutinacién, como se muestra en la figura 11, del

suero sanguineo analizado.

Figura 9

Niveles de aglutinacién que se pueden obtener mediante la prueba CATT/T. evansi

Nota: Los niveles de aglutinacion se interpretan de la siguiente forma +++: Positivo fuerte
(Aglutinacion muy fuerte), ++: Positivo (Aglutinacion fuerte), +: Positivo (Aglutinacién mode-
rada), +: Positivo débil (Aglutinacién débil), -: Negativo (Ausencia de aglutinacién). Adaptado
de “CATT/T. evansi (*) Serodiagnosis of animal trypanosomiasis due to T. evansi (Surra)” (p.
2), por Institute of Tropical Medicine, 2017.
Deteccion de anticuerpos IgG mediante la prueba ELISAI

Para la deteccion de 1gG se utilizé el antigeno y los controles adquiridos del Centro
de Cooperacion Internacional en Investigacion Agronémica para el Desarrollo (CIRAD, por

sus siglas en francés).

Preparacion de buffers. Las soluciones y concentraciones utilizadas para todo el

ensayo se describen a continuacién en la tabla 5

Tabla 5

Soluciones utilizadas en la prueba ELISAi para T. vivax



Solucion Reactivos Concentracion pH
Buffer Carbonato- Carbonato de 50 Mm 9.6
Bicarbonato sodio Na,C05; y
Bicarbonato de
sodio NaHCO;.
Buffer Citrato Acido citrico 2% 4
monohidratado
PBS - 1X 7.4
BSA-T BSA + WB 4%
Buffer de Lavado (WB) PBS + Tween- 0.1%
20
Buffer de Bloqueo PBS + leche en 5%
polvo descre-
mada
ABTS ABTS + agua 2%
destilada
Peroxido de hidrogeno Peroxido de
hidrogeno +

agua destilada

Equipo. El equipo que se utiliz6 para la aplicacion del ELISAI fue una incubadora,

pH metro, balanza analitica, vortex, lector de placas y pipeta multicanal.

45

Procedimiento. Se aplicé el protocolo descrito en el Compendio de Protocolos Es-

tandar de Diagnéstico para trypanosomosis Animal de Origen Africano de la Organizacion
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Internacional de Epizootias (OIE), actualmente conocida como Organizacién Mundial de la

sanidad Animal (OMSA)

Tabla 6

Protocolo de la prueba ELISAI para la deteccién de IgG de T. vivax

Etapa Concentracion Buffer Volumen por Incubacion
pocillo
Sensibilizacion 5 % Carbonato 50Mm 100 pL Toda la no-
che a4°C
Blogueo 5% Buffer de Blogueo 200 pL lha37°C
Enjuague 1 vez con PBS
Anticuerpo 1/100 BSA-T 100 pL lha37°C
primario
Lavado 4 veces con Buffer de Lavado
Anticuerpo 1/2000 BSA -T 100 pL lha37°C
secundario
Lavado 4 veces con Buffer de Lavado
Sustrato 20 % Buffer citrato 100 pL 45 min
Figura 10

Esquema de la metodologia del ELISAI
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Interpretacion de resultados. Para calcular el punto de corte se determiné la media
de la OD de las muestras negativas y la desviacion estandar. Con los datos obtenidos, a la
media se le sumo 2 veces la desviacion estandar para asi obtener el punto de corte. El valor

obtenido se utiliz6 como umbral de deteccion.

Los datos se representaron en base al porcentaje relativo de positividad (RPP) me-

diante la férmula:

_ ODmuestra — ODcontrolnegativo
~ ODcontrolpositivo — ODcontrolnegativo

RPP
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Capitulo IV: Resultados

Deteccion de anticuerpos IgM mediante el kit comercial CATT/T. evansi

El kit comercial CATT/T. evansi en el bovino donante permitié determinar una agluti-
nacion moderada (nivel 2) en el dia 7 post infeccion, del dia 11 al 32 presentd una aglutina-
cion fuerte (nivel 3) y, a partir del dia 36 continuo siendo positivo con una aglutinacion muy
fuerte (nivel 4) hasta el dia 42 que recibi6 un tratamiento con cloruro de isometamidium
Figura 11

Niveles de aglutinacién detectados con el kit comercial CATT/T. evansi en el bovino donante

Bovino donante
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Nota. Niveles de aglutinacion: O=ausencia de aglutinacién, 1= aglutinacién débil, 2= agluti-
nacion moderada, 3=aglutinacion fuerte, y 4=aglutinacion muy fuerte. Los dias representati-
vos durante el estudio experimental se denominan con las siglas DI= dia de infeccién, y DT=
dia de tratamiento.

La aplicacién del kit comercial CATT/T. evansi en el bovino control positivo permitio

determinar una aglutinacion muy fuerte (nivel 4) desde el dia 7 hasta el dia 42 que recibi6
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un tratamiento con cloruro de isometamidium. EIl bovino control negativo no present6 ningln
nivel de aglutinacién durante los 42 dias que duro el estudio experimental.
Figura 12

Niveles de aglutinacién detectados con el kit comercial CATT/T. evansi en el bovino control

positivo
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Nota. Niveles de aglutinacion: O=ausencia de aglutinacién, 1= aglutinacién débil, 2= agluti-
nacion moderada, 3=aglutinacion fuerte, y 4=aglutinacion muy fuerte. Los dias representati-
vos durante el estudio experimental se denominan con las siglas DI= dia de infeccién, y DT=
dia de tratamiento.

La figura 13 muestra la variacion de los niveles de aglutinacion durante el
tiempo de observacion de los bovinos controles negativos fuera del corral, el bovino 15 pre-
sent6 una aglutinacion moderada en el dia 11 y una aglutinacion débil en el dia 14, los bo-

vinos 16 y 17 no presentaron ninguna aglutinacion durante los 42 dias de observacion.
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Figura 13
Niveles de aglutinacién detectados con el kit comercial CATT/T. evansi en los bovinos con-

troles negativos fuera del corral
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Nota. Niveles de aglutinacion: O=ausencia de aglutinacién, 1= aglutinacién débil, 2= agluti-
naciéon moderada, 3=aglutinacion fuerte, y 4=aglutinacion muy fuerte. Los dias representati-
vos durante el estudio experimental se denominan con las siglas DI= dia de infeccién, y DT=
dia de tratamiento.

La figura 14 muestra la variacion de los niveles de aglutinacion durante el tiempo de
observacion de los bovinos tratados con cloruro de isometamidium, el bovino 3 presentd
una aglutinacion muy débil desde el dia 11 al 42, el bovino 5 presenté aglutinacion desde el
dia 0 hasta el dia 42 con niveles de aglutinacion desde 1 a 4, finalmente el bovino 8 presen-

t6 aglutinacion desde el dia 11 (nivel 3) hasta el dia 29 (nivel 2) que fallecié.
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Figura 14
Niveles de aglutinacién detectados con el kit comercial CATT/T. evansi en los 3 bovinos

tratados con cloruro de isometamidium (Hemoveex®) con 1 dosis de 1mL/50 Kg
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Nota. Niveles de aglutinacion: O=ausencia de aglutinacién, 1= aglutinacién débil, 2= agluti-
nacion moderada, 3=aglutinacion fuerte, y 4=aglutinacion muy fuerte. Los dias representati-
vos durante el estudio experimental se denominan con las siglas DI= dia de infeccion, y DT=
dia de tratamiento.

La figura 15 muestra la variacion de los niveles de aglutinacion durante el tiempo de
observacion de los bovinos tratados con diaceturato de diminazeno, el bovino 4 presentd
aglutinacion a partir del dia 7 hasta el dia 42 con niveles de 1 a 4, el bovino 7 present6 aglu-
tinacion desde el dia 11 al 40 y el dia 42 no presentd aglutinacion, el bovino 9 present6 una
aglutinacion muy fuerte a partir del dia 11 hasta el dia 25, y fallecié poco tiempo después

por lo que no presenta mas observaciones.
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Figura 15
Niveles de aglutinacién detectados con el kit comercial CATT/T. evansi en los 3 bovinos

tratados diaceturato de diminazeno (Berenil®) con 2 dosis de 1mL/20Kg
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-1 4

0
J/ J/ Dias de observacion
DI DT DT

Nivel de aglutinacion

Nota. Niveles de aglutinacion: O=ausencia de aglutinacién, 1= aglutinacién débil, 2= agluti-
nacion moderada, 3=aglutinacion fuerte, y 4=aglutinacion muy fuerte. Los dias representati-
vos durante el estudio experimental se denominan con las siglas DI= dia de infeccion, y DT=
dia de tratamiento.

La figura 16 muestra la variacion de los niveles de aglutinacion durante el tiempo de
observacion de los bovinos tratados con dipropionato de imidocarb, el bovino 2 presenté
aglutinacion fuerte a partir del dia 11 al dia 25 y una aglutinacion muy fuerte a partir del dia
19 al 42, los bovinos 12 y 13 fallecieron antes de D11 por lo que no presentan observacio-

nes, ya que hasta el dia 7 no presentaron aglutinacion.
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Figura 16
Niveles de aglutinacién detectados con el kit comercial CATT/T. evansi en los 3 bovinos

tratados dipropionato de imidocarb (Imidocarb®) con 1 dosis de 2.5 mL/100Kg

Bovinos tratados con dipropionato de imidocarb
Bovino 2 Bovino 12 = Bovino 13

Nivel de aglutinacion

0 T T T T T T T T T T T T 1
-1 ﬁ 4 7 i/O 11 14 18 21 25 29 32 35 40 42

Dias de observacion

DI DT

Nota. Niveles de aglutinacion: O=ausencia de aglutinacion, 1= aglutinacion débil, 2= agluti-
naciéon moderada, 3=aglutinacion fuerte, y 4=aglutinacion muy fuerte. Los dias representati-
vos durante el estudio experimental se denominan con las siglas DI= dia de infeccién, y DT=

dia de tratamiento.

Deteccidn de anticuerpos IgG mediante la prueba ELISAI

Los resultados de la prueba ELISAI del bovino donante se presentan en la figura 17,
se puede evidenciar que el bovino donante fue positivo a partir del dia 11 post infeccion, la
curva se mantiene oscilante de forma ascendente hasta el dia 42. También se observa la

curva de parasitemia, evaluada mediante gota gruesa, el dia 25 post infeccién se observo el
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pico con un conteo de 25 trypanosomas / campo. El donante recibi6 el tratamiento con clo-
ruro de isometamidium el dia 42
Figura 17

Variaciéon de IgG mediante ELISAI en el bovino donante
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Nota. RPP: porcentaje relativo de positividad, DI: dia de infeccién, DT: dia de tratamiento.
La linea horizontal en 0,33 representa el cut-off representativo

Los resultados de la prueba ELISAI del bovino control positivo se presentan en la fi-
gura 18, se puede evidenciar que el bovino control positivo dentro del corral fue positivo
incluso antes del dia de la infeccidn (dia 0), la curva se mantuvo ascendente hasta el dia 42.
También se observa la curva de parasitemia, evaluada mediante gota gruesa, el dia 7 post
infeccion se observo el pico con un conteo de 16 trypanosomas / campo. El bovino control

positivo recibio el tratamiento con cloruro de isometamidium el dia 42
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Figura 18

Variacion de 1IgG mediante ELISAI en el bovino control positivo

Bovino control positivo
IgG —— Try/Campo
1,20 - 18

1,00
0,80

o
a 0,60
o

elWwaliseled

0,40

0,20

000 b —r —
19 4 7T 11 1 18 21 25 20 32 35 40 42

Dias de observacion

Nota. RPP: porcentaje relativo de positividad, DI: dia de infeccion, DT: dia de tratamiento.
La linea horizontal en 0,33 representa el cut-off representativo

Los resultados de la prueba ELISAI del bovino control negativo se presentan en la fi-
gura 19, se puede evidenciar que el bovino control negativo dentro del corral se mantuvo

negativo desde el inicio de la observacién (dia -1) hasta el final (dia 42)



Figura 19

Variacion de 1IgG mediante ELISAI en el bovino control negativo dentro del corral
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Nota. RPP: porcentaje relativo de positividad, DI: dia de infeccién, DT: dia de tratamiento,

Try: Trypanosomas. La linea horizontal en 0,33 representa el cut-off representativo

Los resultados de la prueba ELISAI de los bovinos controles negativos fuera del co-

rral se presentan en la figura 20, los bovinos 15, 16 y 17 se mantuvieron negativos desde el

inicio de la observacion (dia -1) hasta el final (dia 42)
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Figura 20

Variacion de 1IgG mediante ELISAI en los bovinos controles negativos fuera del corral
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Nota. RPP: porcentaje relativo de positividad. La linea horizontal en 0,33 representa el cut-
off representativo

Los resultados de la prueba ELISAI de los bovinos tratados con cloruro de isometa-
midium se presentan en la figura 21, los bovinos 3 y 5 fueron positivos a partir del dia 10, el
bovino 8 fue positivo a partir del dia 21 y su Ultima observacion fue el dia 29 ya que fallecié.
Las 3 curvas se mantienen oscilantes durante los 42 dias de observacion post infeccién

Los valores de IgG de los bovinos 8 y 5 son méas bajos que el bovino 3, esto con-
cuerda con sus niveles de parasitemia ya que, el bovino 8 presentd un pico de 8 trypano-
somas/campo el dia 7, el bovino 5 presentd un pico de 12 trypanosomas/campo el dia 7 y el
bovino 3 present6 un pico de 15 trypanosomas/campo el dia 7, mediante el analisis por gota

gruesa. Las curvas se pueden observar a partir del Apéndice A al C.
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Figura 21
Variacién de IgG mediante ELISAI en los 3 bovinos tratados con cloruro de isometamidium

(Hemoveex®) con 1 dosis de 1mL/50 Kg
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Nota. RPP: porcentaje relativo de positividad, DI: dia de infeccion, DT: dia de tratamiento.
La linea horizontal en 0,33 representa el cut-off representativo

Los resultados de la prueba ELISAI de los bovinos tratados con diaceturato de dimi-
nazeno se presentan en la figura 22, el bovino 4 present6 un Unico valor positivo en el dia
42, el bovino 7 present6 valores positivos desde el dia 14 y el bovino 9 presento valores
positivos a partir del dia 20, hasta el dia 25 que fue su ultima observacion ya que fallecié
poco tiempo después. Las 3 curvas se mantienen oscilantes durante los 42 dias de obser-
vacion post infeccion

El dnico valor positivo para IgG del bovino 4 se observé en el dia 42, este bovino
presento el pico de parasitemia mas bajo de su grupo, con un valor maximo de 6 trypano-

somas/campo, mientras que los bovinos 7 y 9 presentaron un pico 10 y 12 trypanoso-
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mas/campo, respectivamente, mediante el andlisis por gota gruesa. Las curvas se pueden
observar a partir del Apéndice D al F.

Figura 22

Variacién de IgG mediante ELISAI en los 3 bovinos tratados con diaceturato de diminazeno

(Berenil®) con 2 dosis de 1mL/20Kg
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Nota. RPP: porcentaje relativo de positividad, DI: dia de infeccién, DT: dia de tratamiento.
La linea horizontal en 0,33 representa el cut-off representativo

Los resultados de la prueba ELISAI de los bovinos tratados con dipropionato de imi-
docarb se presentan en la figura 23, el bovino 2 present6 valores positivos a partir del dia 21
y hasta el dia 42, los animales 12 y 13 fallecieron antes del dia 11 por lo que no presentaron
ningun valor positivo. La curva del animal 2 se mantuvo oscilante con tendencia descenden-
te hasta el dia 42 de observacion post infeccion

El valor minimo de IgG se present6 el dia 25 post infeccién, este dia concuerda con

los analisis de parasitemia donde el dia 25 se volvid a observar trypanosomas en el andlisis



60

por gota gruesa. La comparacion de anticuerpos y parasitemia se puede observar en el
Apéndice H.

Figura 23

Variacién de IgG mediante ELISAI en los 3 bovinos tratados con dipropionato de imidocarb

(Imidocarb®) con 1 dosis de 2.5 mL/100Kg
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Nota. RPP: porcentaje relativo de positividad, DI: dia de infeccién, DT: dia de tratamiento.

La linea horizontal en 0,33 representa el cut-off representativo
Capitulo V: Discusién

CAAT/ T. evansi es una prueba de aglutinacién en carta vendido comercialmente,
gue utiliza el suero sanguineo para la deteccién de anticuerpos y esta recomendado por la
OMSA, se utiliza principalmente para detectar IgM (Reck, Menin, Batista, Oliveira, & Miletti,
2021; Desquesnes, et al., 2022). El kit comercial CAAT/ T. evansi utiliza como antigeno a la

glicoproteina de superficie variante de T. evansi llamada RoTat 1.2 y al ser una prueba de
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aglutinacion directa se puede aplicar en cualquier tipo de huésped por lo que también se
utiliza en humanos (Birhanu, et al., 2015).

Se aplicé el kit comercial CAAT/ T. evansi debido a la reactividad cruzada que pre-
senta T. evansi con T. vivax y debido a que la produccién en el laboratorio del antigeno de
T. vivax ha sido muy complicada, una de sus limitantes es el hospedador, ya que no crece
facilmente en roedores a diferencia de T. evansi del cual se pueden obtener cantidades su-
ficientes para la preparacion de antigenos que se utilizan en pruebas serolégicas (Uzcanga,
et al., 2004). Estudios realizados de infecciones con otros trypanosomas como T. vivax han
dado resultados positivos en CAAT/ T. evansi como sugirié un estudio realizado en Surinam
(Birhanu, et al., 2015).

Se han realizado pruebas como ELISA, Western blot y microscopia de inmunofluo-
rescencia que han demostrado la alta reactividad cruzada inmunolégica entre T. vivax y T.
evansi ya que a pesar de la cantidad de genes VSG existentes en ambos trypanosomas, los
anticuerpos anti-T. evansi y anti-T. vivax reconocen la forma soluble de la VSG purificada de
un aislado de T. evansi, conocido como TEVA1, la inmunotransferencia demostré que hay
una serie de polipéptidos presentes en la fraccién antigénica de T. evansi que trabaja como
antigeno comun para anticuerpos anti- T. evansi y anti- T. vivax, estos polipéptidos oscilan
desde los 14 a109 kDa (Reyna, Garcia, Rivera, Sanso, & Aso, 1998; Uzcanga, Mendoza,
Aso, & Bubis, 2002; Uzcanga, et al., 2004).

Para el presente estudio se infectaron 11 bovinos y su seroconversion positiva para
el kit comercial CAAT/ T. evansi se observo de la siguiente manera: 3 de los 11 bovinos (el
control positivo, el donante, bovino nUmero 4) mostraron seroconversion positiva en el dia 7,
5 de los 11 bovinos (los bovinos nimero 2, 3,7, 8 y 9) mostraron seroconversion positiva en
el dia 11 y el bovino numero 5 mostro aglutinacién débil a partir del dia 0. Los resultados
obtenidos concuerdan con otro estudio de una infeccién experimental con la cepa Egypt

CD1 de T. evansi en bufalos de agua (Bubalus bubalis) en los cuales la seroconversion fue
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detectada a los dias 8 y 12 utilizando el mismo kit comercial CAAT/ T. evansi y bajo las
mismas condiciones (Hilali, Abdel, Nassar, Magnus, & Blscher, 2004).

Las IgM son el primer anticuerpo que se secreta durante la respuesta inmune por lo
cual son la primera linea de defensa y al ser inmunoglobulinas pentavalentes con afinidad
muy alta hacia el antigeno pueden formar redes con el antigeno formando aglutinaciones
por lo cual se la conoce como aglutinina (Schroeder & Cavacini, 2010; Blandino &
Baumgarth, 2019).

Para el seguimiento de los niveles de aglutinacién quedaron 9 bovinos infectados,
los niveles de aglutinacion de los bovinos tratados con cloruro de isometamidium ( bovinos
namero 3, 5y 8) empezaron a descender a partir del dia 18 post infeccion, en los bovinos
tratados con diaceturato de diminazeno ( bovinos nimero 4, 7 y 9) los niveles de aglutina-
cibn empezaron a descender a partir del dia 29 post infeccién, mientras que los bovinos
tratados con dipropionato de imidocarb ( bovinos numero 2,12 y 13) mantuvieron un nivel
de aglutinacién muy fuerte hasta el final. Los bovinos que presentaron novedades fueron: el
bovino niumero 7 que presentd un nivel de aglutinacion 0 en el dia 42 y el bovino niumero 3
gue presentd una aglutinacién débil desde el dia 11 al 42. IgM tiene una vida media que va
de 1 a 3 meses aproximadamente y puede persistir 2.3 a 22.6 meses después del trata-
miento tripanocida por lo cual en los 3 grupos de farmacos los niveles de IgM se mantienen
hasta la Gltima observaciéon en los bovinos infectados experimentalmente a excepcion de los
bovinos 7 y 3 (Birhanu, et al., 2015)

La membrana del trypanosoma esta cubierta por VSG y cuando el sistema inmune
del huésped reconoce un tipo de antigeno variable (VAT), el sistema inmune elimina y fago-
cita los parasitos que presenten el mismo VAT. Los trypanosomas que presentan otro VAT
diferente al VAT reconocido anteriormente por el sistema inmune, se multiplican y generan
un nuevo pico de parasitemia generando asi nuevas IgM, y asi sucesivamente por lo que

las IgM se mantienen constantes (Tehseen, et al., 2015). Una de las desventajas de la IgM
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es que es capturada como inmunocomplejos por células fagociticas pudiendo dar de esta
manera falsos negativos en CAAT/ T. evansi (Desquesnes, et al., 2022).

Los controles negativos se mantuvieron con ausencia de aglutinacion durante los 42
dias post infeccidn; sin embargo, el bovino 15, uno de los controles negativos fuera del co-
rral, mostré niveles de aglutinacién moderada en dia 11 y una aglutinacion débil en el dia
14 esto se puede dar debido a que CAAT/ T. evansi no es 100% especifico por lo que se
pueden producir falsos positivos debido a los epitopos de reaccion cruzada del antigeno
RoTat 1.2 (Birhanu, et al., 2015; Tehseen, et al., 2015).

Para el analisis de IgG se utiliz6 la prueba ELISAI, la seroconversion positiva para
IgG de los 11 bovinos infectados se presenté de la siguiente manera: el bovino nimero 3
presento la seroconversién en el dia 7, el bovino donante y el bovino nimero 5 en el dia 11,
los bovinos numero 7 y 8 en el dia 14, los bovinos nimero 2 'y 9 en el dia 21, el bovino nu-
mero 4 presentd seroconversion en el dia 40, mientras que, el control positivo presentd un
nivel alto de IgG incluso antes de la infeccién (dia -1) y finalmente los 2 bovinos faltantes
fallecieron antes del dia 11 por lo que tampoco se observo su seroconversion positiva para
IgG. La IgG contra los trypanosomas puede ser detectada en el suero a partir de la semana
2 a 3 después de la infeccidn, esto se da especialmente cuando se utiliza el antigeno lisado
de células enteras (Desquesnes, et al., 2022).

En el caso del control positivo que present6 valores altos de IgG desde el inicio del
estudio, es decir desde el dia -1, se conoce que la prueba ELISA presenta alta sensibilidad
y especificidad a nivel del género, pero la especificidad de especie es generalmente baja
debido a las reacciones cruzadas por los antigenos comunes compartidos entre los trypa-
nosomas del grupo salivar, o incluso entre especies taxonémicamente distantes por lo que
la seropositividad es cuestionable (Eisler, Lessard, Masake, Moloo, & Peregrine, 1998; Des-
guesnes, et al., 2022). Se ha observado que las infecciones por trypanosomas pueden au-

mentar en animales coinfectados con nematodos, como en el caso de la raza de ganado
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N’dama que es mas susceptible a la infeccién por T. congolense o T. vivax cuando esta
infectado por nematodos tricostigilos (Cox, 2001).

Ensayos utilizando la prueba ELISA para el diagnéstico de Leishmania infantum, ha
demostrado la reactividad cruzada con otros parasitos como: Trypanosoma cruzi, Neospora
caninum, Babesia canis y Toxoplasma gondii, lo que significa un factor limitante por parte de
las pruebas seroldgicas para la deteccidén de parasitos debido a la reactividad cruzada entre
especies taxonémicamente diferentes (Zanette, et al., 2013). Estas limitaciones también se
han presentado al obtener falsos positivos debido altas reactividades cruzadas inmunol6-
gicas entre helmintos, como se ha reportado con Trichinella spiralis, Ascaris suum, y Toxo-
cara canis (Aronstein, Lewis, Norden, Dalton, & Strand, 1986). Es posible que se presenten
falsos positivos debido a las glucoproteinas presentes en el antigeno de T. vivax, como se
ha evidenciado en ELISA para la deteccién de T. evansi, debido al reconocimiento inespeci-
fico por parte de los anticuerpos en los sueros negativos hacia los epitopos glucosidicos
(Reyna, Eleizalde, & Silva, 2007).

En el caso del bovino que presento la seroconversion positiva en el dia 40 se ha vis-
to que la aparicién tardia se da cuando no hay suficiente cantidad de IgG para controlar los
niveles de parasitemia y el incremento tardio de los niveles de IgG reflejarian un cambio de
isotipo inducido por la muerte del parasito después del tratamiento y una gran proporcion de
los antigenos, son procesados y presentados de manera mas efectiva y se refleja en los
niveles de IgG (Boeira, et al., 2018).

De los 15 bovinos pertenecientes al estudio 4 fallecieron antes de los 42 dias post
infeccion, en la trypanosomosis bovina la inmunosupresion es una caracteristica conocida
por lo cual en infecciones con T. vivax se han visto infecciones bacterianas secundarias, por
lo cual se ha observado que los bovinos infectados han fallecido por infecciones oportunis-
tas (Osorio, et al., 2008). En infecciones por T. vivax las células CD5'B1 son la principal
fuente de respuesta polirreactiva de IgM, la activacion policlonal de las células B se conside-

ra parte de la inmunosupresion que reduce la posibilidad de que se desarrolle una respues-
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ta inmunitaria eficaz contra antigenos cruciales (Magez, Pinto, Obishakin, & Radwanska,
2020).

En todos los bovinos infectados del presente estudio experimental se observé que
después de la primera deteccion de IgG los niveles variaban con respecto al tiempo, lo que
coincide con otros estudios ya que los niveles de parasitemia en bovinos infectados con T.
vivax tienen una oscilacion representativa que indica la eliminacion inmunolégica y la prolife-
racion de poblaciones de trypanosomas diferentes antigénicamente (Uzcanga, et al., 2016).
Cada periodo de alta parasitemia corresponde al crecimiento de una poblacién de trypano-
somas con un nuevo antigeno glucoproteico de superficie, esto se da como una técnica de
evasion al sistema inmune del hospedador, la VSG es considerada el principal antigeno de
los trypanosomas y va a cambiar conforme avanza la infeccién, de manera que la VSG ini-
cial se libera cuando se produce un cambio genético y es sustituido por una VSG antigéni-
camente diferente, expresandose cada vez un gen de los mil genes de VSG (Tizard, 2009).
La IgG es detectada durante todo el curso de la infeccion y en estudios se ha observado
gue presenta altos niveles después de los picos de la parasitemia, los altos niveles de anti-
cuerpos han sido descritos como mecanismos de control de la parasitemia por lo que se
sugiere que la reduccién de la parasitemia y los signos clinicos estan directamente asocia-
dos con el incremento de IgG (Boeira, et al., 2018)

En los 3 grupos de tratamientos se observé la presencia de IgG hasta el final del se-
guimiento experimental (42 dias post infeccion), este comportamiento se ha observado en
otros estudios ya que la prueba ELISA es una técnica muy utilizada en los ensayos seroepi-
demioldgicos, detectando animales positivos después de un tratamiento curativo. Bovinos
mestizos infectados con T. vivax demostraron que se puede observar animales seronegati-
vos dentro de 3 a 4 meses en el caso de animales jovenes y adultos, mientras que en los
animales geriatricos se observa la seroconversion negativa hasta 6 meses después de tra-
tarlos con aceturato de diminazeno en dosis de 7mg/kg completamente curativa (Desques-

nes, Bengaly, & Dia, 2003). También hay que tener en cuenta que el ELISA detecta una
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respuesta inmune para infecciones actuales y pasadas, es decir, que aunque la prueba in-
dique la deteccion de anticuerpos contra el parasito no confirma una infeccién activa ya que
las IgG se mantienen después del tratamiento, pero si la muestra ha sido tomada mas de 6
meses después del tratamiento tripanocida, un resultado seropositivo sugiere una infeccién
activa (Desquesnes M., 2017).

En el Ecuador no existe un tratamiento especifico para T. vivax, sin embargo, en
Brasil los 2 medicamentos autorizados por el ministerio de agricultura, ganaderia y abaste-
cimiento son: el aceturato de diminazeno y el cloruro de isometamidium (Garcia, et al.,
2021). En un estudio realizado en bovinos infectados experimentalmente con T. vivax y tra-
tados con diaceturato de diminazeno, dipropionato de imidocarb y cloruro de isometamidium
en dosis de 7 mg/kg, 4,8 mg/kg y 0,5 - 1,0 mg/kg respectivamente, se observé que el gana-
do que recibié cloruro de isometamidium permanecio libre de parésitos, el ganado que reci-
bi6 diaceturato de diminazeno se reinfecto a los 50 dias y el ganado que recibi6 dipropiona-
to de imidocarb mostr6 nuevamente trypanosomas a los 10-14 dias post tratamiento, con-
cluyendo que el cloruro de isometamidium tiene una eficacia del 100% al igual que diacetu-
rato de diminazeno y que la observacién de parasitos puede deberse a la corta vida media
del farmaco, mas no a la resistencia al farmaco (Azeredo, et al., 2020). Estudios anteriores
han demostrado la resistencia de cepas de la Guayana Francesa al aceturato de dimi-
nazeno a las maximas dosis recomendadas (7mg/Kg) y actualmente en Brasil se reportd
una posible resistencia al cloruro de isometamidium aplicado en dos dosis de 1,0 mg/Kg
(Desquesnes, Rocque, & Peregrine, 1995; Garcia, et al., 2021)

El ganado resistente a las infecciones por trypanosomas desarrolla una respuesta
inmune eficaz para controlar la parasitemia y ayudando a la reduccion de los signos clini-
cos, mientras que los animales susceptibles desarrollan formas més severas de la enferme-
dad debido a una respuesta inmune limitada por lo que presentan mayores sintomas clini-

cos y una alta mortalidad (Boeira, et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/imidocarb
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/imidocarb
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Capitulo VI: Conclusiones

Las pruebas seroldgicas ELISA y aglutinacion permitieron la deteccién de IgM e IgG,
durante todo el tiempo de observacion del donante, el cual se mantuvo sin tratamiento hasta
el final de la observacion (dia 42).

El kit comercial CAAT/ T. evansi detectd IgM en los bovinos infectados desde el dia
7y 11 post infeccién, con niveles de aglutinacion del 1 al 4.

Mediante el kit comercial CAAT/ T. evansi para la deteccion de IgM, se pudo eviden-
ciar que los niveles de aglutinacién en los bovinos tratados con cloruro de isometamidium y
diaceturato de diminazeno descendieron a partir del dia 18 y 29, respectivamente, no asi el
tratamiento con dipropionato de imidocarb que mantuvo un nivel de aglutinacién fuerte hasta
el final del estudio experimental, probablemente debido a que hubo re-infecciones.

Las IgG se observaron en los 3 tratamientos con varias oscilaciones representativas
de las infecciones con T. vivax, durante todo el tiempo de observacion.

Ambas pruebas serolégicas pueden dar falsos positivos debido a las reacciones cru-
zadas que T. vivax puede presentar incluso entre especies taxonémicamente distantes, co-
mo lo que se observo en el ELISAI del control positivo presenté valores altos (mayores a

0.6) desde el dia -1 por lo que la seropositividad es cuestionable.
Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda realizar la aplicacion de la prueba ELISA utilizando los reactivos y
equipos descritos segun el manual de la OMSA para tener mejores resultados.

En el caso de cambiar los reactivos descritos en el manual de la OMSA, se reco-
mienda estandarizar la prueba ELISA para establecer los nuevos parametros y disponer las
cantidades suficientes de reactivos.

Para el seguimiento seroldgico de una infeccidn activa se recomienda usar al menos

dos pruebas diagnésticas debido a la serologia residual de larga duracion.
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Se recomienda aplicar las técnicas CATT/T. evansi y ELISA en animales infectados
naturalmente para comparar la respuesta tanto de IgG e IgM.
Para la prueba seroldgica ELISA se recomienda la produccién de los parésitos de la

cepa nativa presente en Ecuador mediante el método descrito en el manual de la OMSA.
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