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Resumen

La Tripanosomosis bovina, también conocida como Nagana en Africa y Cacho hueco,
Huequera o Secadera en América del Sur, es una patologia provocada por el hemoparasito
Trypanosoma (Dutonella) vivax que afecta econdmicamente a paises de América Central,
Sudamérica y Africa subsahariana. Se manifiesta clinicamente con anemia, fiebre, pérdida
de peso, desarrollo de edemas submandibulares, reduccién en la produccién de leche y la
disminucién o pérdida de la capacidad reproductiva del animal. Se identifica analizando
estas manifestaciones, juntamente con técnicas parasitolégicas y/o moleculares, estas
ultimas son altamente especificas y sensibles, pero resultan costosas y no aplicables a gran
escala. Por otra parte, el diagnéstico serolégico, pese a la dificultad que supone la
reactividad cruzada, la purificacion de antigenos y los pocos estudios relacionados a estos,
es una alternativa escalable que preserva una alta especificidad y sensibilidad. La proteina
recombinante Paraflagelar65KDa presenta epitopos exclusivos para Trypanosoma vivax, lo
gue minimiza la reactividad cruzada. En este contexto, el propdsito del presente estudio fue
estandarizar un ELISA indirecto para el diagnéstico de la Tripanosomosis bovina causada
por Trypanosoma vivax usando la proteina recombinante “Paraflagelar65KDa” como
antigeno y analizar distintos sueros de animales infectados experimental y naturalmente
para evidenciar la precision de la prueba. En este ensayo, se determiné que la
concentracion optima de antigeno fue 2 uyg/mL, mientras que las diluciones de suero y
conjugado fueron 1/200 y 1/4000, respectivamente. Con estas condiciones se establecié un
punto de corte en una Densidad Optica de 0.575 a 405 nm, permitiendo asi la diferenciacion
entre sueros negativos y positivos durante la cinética de anticuerpos de animales infectados
experimentalmente, asi como en distintas poblaciones, en consecuencia, el ELISA
estandarizado logré determinar la presencia de anticuerpos generados como respuesta

inmunoldgica a la infecciéon por Trypanosoma vivax.

Palabras clave: Trypanosoma vivax, Estandarizacién, ELISA indirecto, Paraflagelar65KDa.
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Abstract

Bovine Trypanosomosis, also known as Nagana in Africa and as "Cacho hueco,"
"Huequera," or "Secadera" in South America, is a pathology caused by the hemoparasite
Trypanosoma (Dutonella) vivax. It economically affects countries in Central America, South
America, and Sub-Saharan Africa. Clinically, it presents with anemia, fever, weight loss,
submandibular edema development, reduced milk production, and diminished or lost
reproductive capacity in animals. It is identified by analyzing these manifestations, along with
parasitological and/or molecular techniques, with the latter being highly specific and
sensitive but expensive and impractical for large-scale use. Conversely, serological
diagnosis, despite challenges such as cross-reactivity, antigen purification, and limited
related studies, represents a scalable alternative that maintains high specificity and
sensitivity. The recombinant protein Paraflagellar65KDa offers exclusive epitopes for
Trypanosoma vivax, minimizing cross-reactivity. In this context, the purpose of this study was
to standardize an indirect ELISA for the diagnosis of bovine Trypanosomosis caused by
Trypanosoma vivax, using the recombinant protein "Paraflagellar65KDa" as an antigen, and
to analyze different sera from experimentally and naturally infected animals to demonstrate
the test's accuracy. The optimal antigen concentration was determined to be 2 yg/mL, with
serum and conjugate dilutions of 1/200 and 1/4000, respectively. Under these conditions, a
cutoff point was established at an Optical Density of 0.575 at 405 nm, enabling differentiation
between negative and positive sera during the antibody kinetics of experimentally infected
animals and across different populations. Consequently, the standardized ELISA
successfully determined the presence of antibodies generated as an immune response to

Trypanosoma vivax infection.

Keywords: Trypanosoma vivax, Standardization, Indirect ELISA, Paraflagellar65KDa.
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A. Introduccion

Formulacion del Problema

Trypanosoma (Dutonella) vivax es un hemoparasito flagelado perteneciente a la
seccion salivaria del género Trypanosoma que habita en el plasma sanguineo de varios
rumiantes, incluyendo el ganado bovino, provocando la enfermedad conocida como
Tripanosomosis bovina, Nagana, Huequera, Secadera, Cacho Hueco o Cachera

(Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014).

La Tripanosomosis bovina es una enfermedad que se transmite mecanicamente por
moscas hematéfagas (Alves et al., 2008). Es originaria de Africa y fue introducida en
Latinoamérica en el siglo XVI, afectando econdmicamente a paises como Argentina, Bolivia,
Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guinea Ecuatorial, Guayana francesa,

Paraguay, Peru y Venezuela (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Fetene et al., 2021).

En Ecuador ya se han reportado casos de esta enfermedad en provincias como El
Oro, Esmeraldas, Guayas, Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas, Pichincha, Orellana y
Sucumbios (Burgos Chavez & Ramirez Iglesias, 2021; Caceres Sabay & Ramirez Iglesias,
2022; Hinojosa Castillo & Ramirez Iglesias, 2021; Maldonado Cardona & Ramirez Iglesias,

2022; Ortega-Montalvo et al., 2014b; Wells et al., 1977).

El animal infectado exhibe diversas manifestaciones clinicas, entre las cuales se
destacan: fiebre, anemia, pérdida de peso, reduccion de la produccion de leche y de la
capacidad reproductiva e incluso el fallecimiento del bovino (Gonzatti et al., 2014). Estas
tienen un impacto directo sobre la productividad del animal y generan pérdidas econémicas
considerables, relacionadas con los gastos de tratamiento y la reduccion de ingresos por la
incapacidad de comercializar productos derivados del animal afectado (Abdala et al., 2020;
Seidl et al., 1999), por lo que es indispensable tener métodos de diagndstico que posibiliten

la deteccion temprana de esta enfermedad para un tratamiento oportuno.



18

Justificacion del Problema

Aungue se dispone de varios métodos de diagndstico en el mercado, se han
observado ciertas limitaciones en cuanto a su sensibilidad y especificidad, especialmente en
los casos de diagnostico clinico y parasitolégico. Por ello se han adoptado métodos mas
robustos como las técnicas seroldgicas y moleculares, sin embargo, a pesar de su alta
especificidad y sensibilidad, resultan costosos y, en muchos casos, inaccesibles para la
mayor parte de profesionales que trabajan en el sector pecuario (Fernandes Ferreira et al.,

2022).

El diagndstico clinico se destaca por su simplicidad, sin embargo, es sumamente
inespecifico debido a que las manifestaciones clinicas del animal pueden ser confundidas
con otras enfermedades (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022). De la misma manera, los
métodos parasitolégicos exhiben disparidades en cuanto a su sensibilidad y su capacidad
de detectar a T. vivax de forma especifica durante la fase cronica de la Tripanosomosis
bovina, donde la parasitemia es muy baja (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022; Fernandes

Ferreira et al., 2022).

Si bien las técnicas moleculares son altamente sensibles y especificas para el
diagnéstico de infecciones causadas por Trypanosoma sp., requieren Primers especificos
que identifiquen una region unica del ADN del parasito. Ademas, la sensibilidad de estos
métodos puede verse afectada por la calidad del ADN empleado, pues el proceso de
extraccion influye en su integridad, comprometiendo los resultados finales (Desquesnes,
Sazmand, et al., 2022). Los métodos serolégicos, especialmente ELISA, ofrecen un amplio
abanico de antigenos que pueden usarse para el diagnéstico de la Tripanosomosis bovina,
con una sensibilidad cercana o mayor al 95%, sin embargo, estos presentan una alta
reactividad cruzada con T. evansi, T. vivax, T. equiperdum y T. cruzi, en el caso de
Latinoamérica (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022), por lo que es necesario encontrar

antigenos que puedan ser usados especificamente para la deteccion de T. vivax.
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La proteina recombinante “Paraflagelar65KDa” de T. vivax posee regiones
aminoacidicas, identificadas como antigénicas (epitopes), que se diferencian de las
encontradas en T. evansi y T. brucei, por lo que puede ser usada como antigeno para el
diagnéstico de la Tripanosomosis bovina provocada especificamente por Trypanosoma

vivax (Tavares Marques et al., 2013).

Por ese motivo, el presente estudio se enfoca en la estandarizacién de un ELISA
indirecto que emplea la proteina recombinante “Praflagelar65KDa” como antigeno, con el

propésito de diagnosticar la Tripanosomosis bovina causada por Trypanosoma vivax.

Objetivos

Objetivo General

Estandarizar un ELISA utilizando la proteina recombinante Paraflagelar65KDa como

antigeno para el diagnéstico de la Tripanosomosis bovina.

Objetivos Especificos

e Estandarizar un ELISA utilizando la proteina recombinante Paraflagelar65KDa como

antigeno.

e Evaluar la fiabilidad del ELISA frente a sueros provenientes de infecciones

experimentales.

o Determinar la sensibilidad y especificidad del ELISA frente a una prueba PCR.

Hipétesis

La proteina recombinante “Paraflagelar65KDa” es antigénica y puede emplearse
para el diagnéstico de la Tripanosomosis bovina mediante un ELISA indirecto

estandarizado.
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B. Marco Tedrico

Descripcion de Trypanosoma vivax

Los tripanosomas son protozoarios flagelados transmitidos ciclica y mecanicamente
por vectores hematéfagos afectando a mamiferos y algunas aves (Desquesnes, Sazmand,
et al., 2022). Estos parasitos habitan en el plasma sanguineo, la linfa y varios tejidos de sus
hospedadores (Desquesnes, 2004), siendo responsables de la enfermedad conocida como
Nagana, en Africa (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022) y Secadera, Huequera, Cachera o

Cacho hueco en America Latina (Gonzatti et al., 2014).

Taxonomia

Trypanosoma vivax es un hemoparasito perteneciente al género Trypanosoma de la
familia Trypanosomatidae que posee una red de ADN extracelular denominada cinetoplasto,
mismo que es caracteristico de la clase Kinetoplastea y un flagelo propio del clado Discoba
(Desquesnes, 2004; Schoch et al., 2020). Estos protozoarios presentan una division
taxondmica singular, que depende de su ciclo de vida, dividiéndola en dos secciones,
Stercoraria y Salivaria (Ver Figura 1). En el caso de T. vivax, al ser transmitido por los
fomites, se encuentra entre los Salivaria, mientras que T. cruzi se ubica dentro de la seccion

Stercolaria, por transmitirse a través de las heces del triatomido (Gonzatti et al., 2014).

Nomenclatura

Trypanosoma vivax fue descrito por primera vez en Africa por Ziemann en el afio de
1905 (Desquesnes, 2004). Afios mas tarde, en Guayana Francesa, Leger y Vienne (1919)
descubrieron una especie del género Trypanosoma que causaba los mismos signos clinicos
que la enfermedad africana conocida como Nagana, a la que denominaron T. vivax y, que
luego de varias discusiones, en América tomé el nombre de Trypanosoma (Dutonella) vivax

viennei'y en Africa se denominé T. vivax vivax (Hoare, 1956).
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Figura 1.
Clasificacion Taxonémica de Trypanosoma (Dutonella) vivax.
Dominio Eukaryota
[
Reino Protista
\
Subreino Protozoa
|
Clado Discoba
\
Filo Euglenozoa
\
Clase Kinetoplastea Subgeénero Especie
‘ — Dutonella TIyp Sl
Subclase Metakinetoplastina (Dutonella) vivax
\
- —— Nannomonas
Orden Trypanosomatida
I
; —— Pycnomonas
Familia Trypanosomatidae
Stercoraria
[ L
- — Tejeraria
Género Trypanosoma Secci6n
Salivaria Trypanozoon

Nota. Autoria propia con base a la informacion encontrada en “Livestock trypanosomoses and their vectors in
Latin America” (pp. 7) por Desquesnes, 2014, y “NCBI Taxonomy: a comprehensive update on curation,
resources and tools” por Schoch et al., 2020.

Morfologia

En el torrente sanguineo, T. vivax se presenta como un parasito mediano y alargado
de 18 — 31 ym de longitud total y 1.5 — 3 ym de ancho, posee una membrana ondulante
poco desarrollada e inconspicua que une el cuerpo del parasito con su flagelo libre, cuya
longitud ronda los 7 um. Su cinetoplasto es relativamente grande pues posee un diametro
de 1 — 1.1 umy se encuentra con frecuencia en una posiciéon terminal, contrario a su nucleo,
que suele encontrarse en la parte céntrica de T. vivax, con una forma alargada o
redondeada, dependiendo del aislado, finalmente, el extremo posterior de este
hemoparasito suele ser redondeado y ancho (Ver Figura 2). A diferencia de las cepas
africanas, en América, T. vivax se transmite de forma mecanica, por lo que no presenta
cambios morfolégicos significativos durante su ciclo de vida (Alves et al., 2008;

Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014; Uilenberg, 1998).



Figura 2.
Morfologia de Trypanosoma vivax.
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Nota. Tomado de “A field guide for The Diagnosis, Treatment and Prevention of African Animal Trypanosomosis”
por Uilenberg, 1998.

Genoma, Transcriptoma y Evasion de la Respuesta Inmune

El cinetoplasto de T. vivax contiene ADN mitocondrial (K-DNA) y se ubica dentro de
la matriz mitocondrial, cerca del cuerpo basal del flagelo. Se compone de dos estructuras
circulares denominadas minicirculos y maxicirculos, con una longitud de 465 pb y 40 Kpb,

respectivamente (Gonzatti et al., 2014).

La cepa venezolana de T. vivax (LIEM — 176) tiene un genoma de 41,775 Kpb con
11,870 genes codificantes y un contenido de GC (Guanina — Citocina) de 46 — 52%
(Gonzatti et al., 2014), mientras que la cepa nigeriana (Y486) tiene un genoma de 24.8 Mb
con 11,012 genes codificantes y un contenido de GC de 53.5% (Greif et al., 2013; The

Sanger Institute, 2011; VeuPathDB Bioinformatics Resource Center, 2020).

Las diferencias mas notables en el genoma de T. vivax en comparacion con otras

especies de tripanosomatidios, se encuentran en sus proteinas de superficie y los
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mecanismos de evasion del sistema inmune. Las Glicoproteinas Variables de Superficie
(VSG) forman una densa capa que cubre este hemoparasito proporcionandole un
mecanismo de proteccion ante la respuesta inmune del animal infectado, bloqueando la
adhesion de los anticuerpos debido a las variaciones estructurales del antigeno, que se dan
de forma espontanea y continua. Asi mismo, se han identificado alrededor de 79 familias de
genes codifican proteinas de superficie celular en funcion de la presencia de un péptido
senal, un anclaje GPI (Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol) o una hélice transmembranal. Un
rasgo que destaca en T. vivax es la ausencia de una Proteasa Principal de Superficie (MSP-

B) del linaje n.° 46 y la presencia de 11 genes MSP-C (GP63) (Greif et al., 2013).

Ciertas proteinas de T. vivax son de gran interés, debido a su potencial aplicacion en
el inmunodiagnéstico de la Tripanosomosis bovina. Tavares (2013), en su estudio
protedmico de 2D-Western Blots, menciona cinco proteinas, con un rango de peso
molecular que va desde los 29 KDa a los 120 KDa, que podrian ser de interés para el
diagnéstico especie-especifico de este hemoparasito. Especificamente, reconoce el
potencial de las proteinas Paraflagelares PFR69 y PFR73 y de las proteinas de choque

térmico HSP60, HSP70 y HSP83.

Ciclo de vida y Transmision

A diferencia de las especies africanas, Trypanosoma vivax presenta una transmision
no ciclica en América, donde el parasito es transmitido mecanicamente entre vertebrados
sin la necesidad de desarrollar etapas evolutivas o multiplicarse dentro del vector. Esta
caracteristica permitié su proliferacion en Latinoamérica, donde se transmite
mecanicamente por moscas de caballos (Tabanidos) y moscas de establo (Stomoxys spp.),
incluso se cree que los mosquitos podrian llegar a ser vectores de este hemoparasito en
Venezuela y Cuba. Se presume que T. vivax podria tener una transmision ciclica, sin
embargo, no hay evidencia de ello. Luego de invadir el torrente circulatorio del hospedador,

la multiplicacion de T. vivax se produce en su forma de tripomastigote por division binaria en
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el animal infectado En América, la multiplicacién de T. vivax se produce en su forma de

tripomastigote por division binaria en el animal infectado. (Alves et al., 2008).

La transmision mecanica de la Tripanosomosis bovina esta influenciada por la
parasitemia del animal infectado y la capacidad de propagacion del vector. Los Tabanidos
absorben entre 1 y 12 nL de sangre infectada y la mantienen en sus probdscides hasta
inocular a un segundo hospedador. Se estima que alrededor del 3% de Tabanidos alcanzan
un segundo hospedador en los primeros 10 minutos, este porcentaje se reduce a 0 luego de
50 minutos. Estos datos resaltan la notable ineficiencia de la transmision mecanica de este

hemoparasito (Gonzatti et al., 2014).

Es importante destacar que T. vivax puede transmitirse via transplacentaria
provocando Tripanosomosis perinatal. Este fendmeno se ha manifestado en paises como
Venezuela y Brasil siendo de gran importancia epidemiolégica, contrario a lo que sucede en

Africa, donde no es comUn observar este suceso (Alves et al., 2008).

Hospedadores y Distribucién

Trypanosoma vivax afecta tanto a animales domésticos como a silvestres,
reportandose casos en bovinos, dromedarios, cabras, ovejas, cerdos, perros, caballos,
monos, bufalos domesticados y silvestres, hipopdtamos, antilopes, rinocerontes,
pangolines, primates, reptiles, entre otros. Los bovinos son los animales mas estudiados, en
36 paises, de 198,593 animales analizados, 20,964 resultaron positivos para T. vivax. Se
estima que la prevalencia en bovinos es de 6.4%, 3.8% en rumiantes pequefos, 3.7% en
equinos, 5.5% en cerdos, 30.6% en bufalos domésticos (Venezuela), 2.6% en perros y

12.9% en animales silvestres (Fetene et al., 2021).

En el continente africano, los hemoparasitos del género Trypanosoma son
responsables de la enfermedad conocida como Nagana. Esta se transmite de forma ciclica

por moscas hematéfagas del género Glossina, conocidas como moscas Tsétsé, cuya
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distribucion esta especificamente restringida a ciertas partes humedas y semihumedas del
Africa Subsahariana. A pesar de que T. congolense es el parasito mas patogénico de la
region, T. vivax es el mas prevalente puesto que también puede ser transmitido
mecanicamente por otros vectores como tabanidos o moscas Stomoxys, llegando a
propagar Nagana en areas de Africa libres de moscas Tsétsé como Etiopia. Gracias a este
mecanismo, T. vivax fue capaz de invadir América Central, Sudamérica e Iran (Ver Figura 3)

(Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Fetene et al., 2021).

Fuera de Africa, T. vivax esta presente en América central y del sur, especificamente
en Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guinea Ecuatorial,
Guayana francesa, Paraguay, Peru y Venezuela (Ver Figura 3). Hasta la fecha no se han
presentado casos en América del norte, Australia, Asia y regiones del Pacifico (Fetene et al.,

2021).

Se cree que la introduccién de T. vivax en Latinoamérica tuvo lugar en el siglo XVI a
través de caballos y ganado infectado (Fetene et al., 2021). Se ha aceptado la idea de que,
en el afo 1830, en las comunidades francesas, este hemoparasito fue introducido a través
de ganado Cebu proveniente de Senegal. Esto resultd en el primer reporte documentado

Guayana Francesa en 1905 por Ziemann (Hoare, 1956).

El primer reporte de T. vivax en Ecuador, fue realizado por Wells et al., (1977), donde
analizaron 310 sueros bovinos, obteniendo una prevalencia del 22.5% utilizando Inmuno-
fluorescencia-indirecta. Por otro lado, y mas recientemente, se realizé la primera
caracterizacion molecular de este hemoparasito tierra ecuatoriana en el trabajo realizado
por Chavez-Larrea et al. (2021), donde se estudié un brote de Tripanosomosis bovina en la
provincia de Manabi encontrando que, de 20 animales, 3 resultaron positivos para esta
enfermedad al ser analizados por TviCarL-PCR. Ademas de ello, un analisis del arbol
filogenético de este aislado ecuatorianos mostré una estrecha relacion con aislados de

América del Sur y Africa Occidental.
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En estudios posteriores se ha reportado la presencia de T. vivax en distintas
provincias del pais (Ver Figura 4). En el trabajo de Caceres Sabay y Ramirez Iglesias
(2022), se reportd la seroprevalencia de Trypanosoma spp. en bovinos mediante ELISAI en
seis provincias de la costa ecuatoriana: Esmeraldas (32.43%), Manabi (16.83%), Los Rios

(6.12%), Guayas (14.47%), Santa Elena (12.12%) y EI Oro (17.65%).

Con la misma tendencia, Burgos Chavez y Ramirez Iglesias (2021) establecieron la
prevalencia de Trypanosoma spp. en distintas parroquias de santo Domingo de los
Tsachilas y Ortega-Montalvo et al., (2014b, 2014a) analizaron molecularmente a 152
bovinos procedentes de Santo Domingo de los Tsachilas y de Esmeraldas, dentro de un
centro de faenamiento en la ciudad de Quito, obteniendo una prevalencia de 30.26%
mediante PCR y 1.97% usando la Técnica de Woo. Por otro lado, tanto Hinojosa Castillo
(2021) y Maldonado Cardona (2022), bajo la tutela de Ramirez Iglesias, determinaron la
seroprevalencia de Tripanosomosis bovina mediante ELISAI/T. evansi en la regiéon
amazénica del Ecuador, especificamente en las provincias de Napo (6.82% - 34.85%),

Orellana (8.43 - 22.22 %) y Sucumbios (24.44% - 40.79%).

Figura 3.
Distribucion geogréfica de Trypanosoma vivax.

T. vivax
Nota. Adaptado de “A review on the diagnosis of animal trypanosomoses” (pp. 4) por Desquesnes et al., 2022.
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Figura 4.
Distribucion de Trypanosoma vivax en Ecuador.

Nota. Autoria propia con base a la informacién tomada de “Seroprevalencia de Tripanosomosis Animal en la
Regioén Costa del Ecuador” (pp.18) por Caceres Sabay y Ramirez Iglesias, 2022; “Seroprevalencia de
Tripanosomosis Bovina en la Regién Amazénica del Ecuador” (pp. 22) por Maldonado Cardona y Ramirez
Iglesias, 2022; “Determinacion de la Seroprevalencia de Tripanosomosis Bovina Causada por Trypanosoma spp.
en Tres Provincias del Oriente Ecuatoriano (Napo, Orellana, Sucumbios)” (pp. 16) por Hinojosa Castillo y
Ramirez Iglesias, 2021; “Determinacion de la Seroprevalencia de la Tripanosomosis Causada por Trypanosoma
spp. en la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas” (pp. 17) por Burgos Chavez y Ramirez Iglesias, 2021;
“Primer Reporte e Identificacion Molecular de Trypanosoma vivax en Bovinos del Ecuador” (pp. 2) por Ortega-
Montalvo et al., 2014; “First Report and Molecular Identification of Trypanosoma (Dutonella) vivax outbreak in
cattle population from Ecuador” por Chavez-Larrea et al., 2021.

Importancia

La disminucion de la produccion de leche y la actividad reproductiva, junto con la
pérdida de peso y la muerte del animal, son manifestaciones caracteristicas de la
Tripanosomosis bovina que tienen un gran impacto econémico en el sector pecuario

(Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014).

En Africa, esta enfermedad afecta a mamiferos domésticos y silvestres, en especial
al ganado, donde se presentan alrededor de 3 millones de muertes cada afio, a pesar del
uso de medicamentos tripanocidas (35 millones de dosis anuales), provocando pérdidas

econdmicas entre US$ 1.0 — 1.2 billones (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022).
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En América Latina, no se ha analizado a profundidad el impacto econémico de la
Tripanosomosis bovina en la actualidad, pero se ha reportado estudios en lugares como el
Pantanal en Brasil y en las zonas bolivianas aledafas a esta regién en 1995, donde se
estiman pérdidas de US$32,631 considerando factores como mortalidad, abortos, pérdida
de productividad y tratamiento de los bovinos afectados por la Tripanosomosis bovina (Seidl
et al., 1999). En Brasil, el costo de tratamiento con clorhidrato de isometamidium ronda los
US$ 37.80 anualmente por animal (Alves et al., 2008), sumado a la reduccion en la
produccion de leche (27%) y la disminucion del numero de prefiez (45%) se presentan

pérdidas considerables a causa de esta enfermedad (Gonzatti et al., 2014).

En Guayana Francesa, a causa de un brote de Tripanosomosis bovina en 1992, se
estiman pérdidas equivalentes al 3.3% en peso vivo del animal, perdiendo
aproximadamente 30.5€ por pérdida de peso y 3€ durante el tratamiento (Desquesnes,
2004).En Argentina se analizaron las consecuencias econdémicas derivadas de un brote de
Tripanosomosis bovina en 2020, donde se estimé una suma total de US$ 58,802.4
considerando factores como el descarte del animal, el tratamiento clinico (9.20%), abortos y

muerte (Abdala et al., 2020).

En Colombia se cree que existe un gran impacto econémico derivado de la
Tripanosomosis bovina, sin embargo, es dificil de extrapolar debido a que no se ha logrado
estimar la frecuencia con la que los episodios clinicos aparecen en diferentes zonas del pais
(E. Otte & Lobo, 1984). Indistintamente, se recomienda revisar la incidencia desde la
perspectiva del episodio clinico y desde el hato infectado asintomatico (Abuabara Pérez &

Otte, 1989).

Desde la primera perspectiva, se consideran factores como el descarte forzoso del
ganado, reduccion de la produccion en leche, gastos en medicamento y servicio veterinario
e incidencia de abortos o nacimientos de terneros muertos, teniendo asi una pérdida de

US$ 5,654 en 1978, mientras que, en 1988, un brote de la enfermedad en Cali, representé
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una pérdida de US$ 726.01 solamente en medicacidén, monto que no pudo ser recuperado
debido a la reduccién permanente de produccion de leche en las vacas afectadas
(Abuabara Pérez & Otte, 1989; M. J. Otte, 1991). Por otro lado, desde la perspectiva del
animal asintomatico, se tiene que algunos terneros con parasitemia y que no presentaban
signos clinicos tendian a ganar peso en una menor proporcion que los animales sanos,
ademas de no observar una recuperacion del peso “perdido” en fechas posteriores

(Abuabara Pérez & Otte, 1989; M. J. Otte, 1991).

En Ecuador, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) (2023a), en
2022 se registraron 3.9 millones de cabezas de ganado bovino distribuido en las tres
regiones del pais: Costa 38.5%, Sierra 53.0% y Amazonia 8.5%, con una produccion de
leche de 16.3%, 79.5% y 4.2% respectivamente. Especificamente, en la region Sierra, cada
vaca produce alrededor de 8.0 litros de leche al dia, mientras que en la Amazonia se

producen 5.3 litros de leche por vaca y en la region Costa 4.0 litros/vaca.

Segun la Corporacién Financiera Nacional B.P. (2023), hasta febrero de 2023 el
precio del litro de leche se mantuvo en US$ 0.41, considerando la produccion y la
distribucion del ganado bovino en las provincias del Ecuador, se estima que las ganancias
por venta de leche en la Costa son US$ 2.4 millones, en la Sierra US$ 6.7 y en la Amazonia
US$ 0.7 millones. La Tripanosomosis bovina podria causar grandes pérdidas econdmicas
en este sector y durante el faenamiento de los animales al propagarse por las distintas

provincias del Ecuador.

En la provincia de Esmeraldas, hasta 2022 se registraron 251,000 cabezas de
ganado (INEC, 2023b) y segun el estudio realizado por Caceres Sabay y Ramirez Iglesias
(2022), la seroprevalencia promedio de Tripanosomosis bovina causada por Trypanosoma
sp. es de 32.43%, por lo que se cree que alrededor de 81,399 bovinos estarian en riesgo de

sufrir esta enfermedad.
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De la misma manera, en Manabi, con un porcentaje promedio de 16.83% (Caceres
Sabay & Ramirez Iglesias, 2022) y una poblacién de 805,455 (INEC, 2023b),
aproximadamente 135,558 animales se encuentran en riesgo. En la provincia del Guayas,
se registraron 222,624 cabezas de ganado bovino (INEC, 2023b) y una seroprevalencia
promedio de 14.47% (Céaceres Sabay & Ramirez Iglesias, 2022), teniendo asi, un estimado

de 32,213 animales en potencial riesgo de contraer Tripanosomosis bovina.

Finalmente, en la provincia del Oro, se cree que, aproximadamente 24,754 cabezas
de ganado se encuentran en riesgo, considerando que existe una poblacion de 140,254
animales (INEC, 2023b) y una seroprevalencia promedio de 17.65% (Caceres Sabay &

Ramirez Iglesias, 2022).

Aspectos Clinicos

La Tripanosomosis es una enfermedad que afecta tanto a mamiferos como a
algunas aves. El término “Tripanosomosis” se deriva de la combinacion del agente causal
de la enfermedad, Trypanosoma sp., representado por “Tripanosom-", y el sufijo “-osis”,
usado frecuentemente para hacer referencia a las enfermedades. Para hablar de la
Tripanosomosis bovina, hay que tomar en cuenta dos aspectos: la infeccién por
Trypanosoma sp., que puede ser previa o actual, y la enfermedad asociada a Trypanosoma
sp., lo que implica una infeccién activa y la presencia de signos clinicos (Desquesnes,

Sazmand, et al., 2022).

Los animales no infectados son aquellos que no han tenido contacto alguno con
hemoparasitos del género Trypanosoma. En estos casos no se observan parasitos
circulantes, ni anticuerpos especificos, ni manifestaciones clinicas en el animal. Esto puede
verificarse mediante la deteccién de Inmunoglobulinas tipo G (IgG) usando antigenos
solubles derivados del lisado de células enteras en un ELISA. Por otro lado, en una

infeccién activa, los niveles de parasitemia oscilan entre valores altos y bajos, lo cual puede
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identificarse mediante técnicas parasitoldgicas y moleculares, asi mismo, el animal presenta
signos reconocibles, mismos que seran abordados mas adelante. Finalmente, las
infecciones causadas por Trypanosoma sp. pueden presentarse de dos formas:
sintomaticas y asintomaticas, esta ultima puede dificultar el diagndstico debido a la ausencia
de signos clinicos, ademas, los métodos seroldgicos empleados para analizar a los
animales pueden generar cierta ambigledad al determinar si se trata de una infeccion

previa o presente (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022).

En América Latina, la Tripanosomosis bovina generalmente se presenta de forma
cronica en el ganado (Gonzatti et al., 2014), donde Bos taurus es mas susceptible a la
enfermedad que Bos indicus, a diferencia de Africa, donde algunos ejemplares de Bos
taurus son tripanotolerantes. A pesar de ello, en Latinoamérica no se han reportado casos
del “sindrome hemorragico” caracteristico de las infecciones en el Este de Africa, de la
misma manera, no existen reportes de la formacion del “chancro de inoculacién” propio de

las infecciones africanas transmitidas por Glossina (Desquesnes, 2004).

Existen tres fases a lo largo de esta enfermedad, iniciando por la fase prepatente,
que inicia cuando el vector inocula al parasito en el hospedador y termina al detectar los
parasitos en la sangre de este; suele tener una duracion de 2 a 10 dias en los que no se

manifiesta ningun signo (Gonzatti et al., 2014).

La fase aguda de la infeccion inicia después de la aparicion de los parasitos en la
sangre del animal y puede extenderse hasta tres meses en los que el bovino manifiesta
signos clinicos como fiebre acompafada de una anemia progresiva como resultado de una
hemdlisis extravascular junto con una disminucién de la eritropoyesis y procesos
hemorragicos relacionados con trombocitopenia y disminucion de factores de coagulacion

(Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).
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Otros sintomas incluyen la pérdida de peso, emaciacion, lagrimeo, el desarrollo de
edemas sublinguales y submandibulares, descargas nasales, inflamacion de los ganglios
linfaticos preescapulares y prefemorales y reduccion en la produccion de leche y carne (Ver
Figura 5) (Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014). Estos vienen acompanados de una
interrupcion en la actividad reproductiva del animal debido a la inhibicion de la
espermatogénesis acompafnada de una degeneracion testicular y epididimal en el caso de
los machos y el aumento de abortos, lesiones genitales y la desregularizacion del ciclo

estral en las hembras (Gonzatti et al., 2014).

Finalmente, la fase cronica tiene lugar de dos a tres meses después de la infeccion.
Aqui los animales afectados logran recuperar sus parametros sanguineos normales luego
de haber sobrevivido a la infeccidn. Sin embargo, si el animal es sometido a algun tipo de
estrés, existe la posibilidad de que la parasitemia reaparezca, dando inicio nuevamente a la

sintomatologia caracteristica de la fase aguda (Gonzatti et al., 2014).

Figura 5.
Signos clinicos evidenciados en la fase cronica de la infeccidn por Trypanosoma vivax.

o, : . -
Nota. Adaptado de “Trypanosoma (Duttonella) vivax and Trypanosomosis in Latin America:
Secadera/Huequera/Cacho Hueco” por Ml Gonzatti et al., 2014, en S. Magez & M. Radwanska (Eds.),
Trypanosomes and Trypanosomiasis (pp. 273). Springer.
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Métodos de Diagnéstico

Diagnéstico Clinico

Durante el diagnéstico clinico se examina la sintomatologia caracteristica de la fase
cronica de la Tripanosomosis bovina junto con pruebas bioquimicas y un analisis
hematolégico (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022). Los signos clinicos pueden estar
acompanados de trastornos neurolégicos como agresividad, bruxismo, opistoétonos vy falta
de coordinacién motora; estos son provocados por la presencia de T. vivax en el tejido
nervioso y el fluido cerebroespinal del animal, lo que también puede causar degeneracion

de tejidos, inflamacion y reacciones autoinmunes (Fernandes Ferreira et al., 2022).

El analisis hematoldgico revela signos como la aparicién de anemia normocitica
normocrémica, leucocitosis, neutrofilia y trombocitopenia. Por otro lado, el analisis
bioquimico denota variaciones como la disminucion de la glicemia, triglicéridos y colesterol,
ademas del aumento de los niveles de fosfatasa alcalina, urea, creatinina, AST (Aspartato

Aminotransferasa) y ALT (Alanina Transaminasa) (Fernandes Ferreira et al., 2022).

Si bien el diagndstico clinico es sencillo y rapido, no es muy especifico, puesto que
los signos presentados por el animal pueden confundirse con otras enfermedades como la
leptospirosis bovina, leucosis bovina, neosporosis bovina e infecciones virales coexistentes.
Por ello es fundamental complementar este tipo de diagndstico con técnicas seroldgicas o

moleculares (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).

Diagnostico Parasitolégico

Es conocido como el Gold Standard para el diagnéstico de infecciones por T. vivax
(Fernandes Ferreira et al., 2022) y se empelan como método principal para la deteccion de

una infeccién activa en el animal, a pesar de ello, durante las primeras 3 semanas de
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infeccién, cualquier muestra analizada puede generar falsos negativos debido a la baja

parasitemia (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022).

El analisis por microscopia 6ptica de un frotis sanguineo fresco o de un frotis teiido
con Giemsa es el mas sencillo y econdmico, pero tiene muy baja sensibilidad en
comparacion con el resto de las técnicas (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022), aqui se
observa directamente la morfologia del parasito, especificamente identifica la presencia del

flagelo, nucleo y cinetoplasto (Ver Figura 6) (Gonzatti et al., 2014).

Otra técnica ampliamente reconocida es la Centrifugacion de Hematocrito (HCT) o
Técnica de Woo que permite la deteccidn del parasito de seis a diez dias post infeccién de
forma facil y a gran escala (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Woo, 1969), pero es poco
especifica, incluso llegando a ser poco sensible (50%) cuando la parasitemia en sangre se

encuentra entre 60-300 parasitos/mL (Fernandes Ferreira et al., 2022).

Finalmente, el Método de Murray o el Método de Capa Leucocitica (BCM), es el mas
sensible de todos y se deriva del HCT, aqui el tubo capilar es cortado antes de ingresar a la
centrifuga para extruir la capa leucocitaria en un portaobjetos para examinarse por
microscopia. Esta técnica tiene una baja repetibilidad y reproducibilidad debido a las
variaciones en el manejo por los técnicos de laboratorio y la delicadeza que requiere el
proceso de extrusion y goteo de la capa leucocitaria en el portaobjetos (Desquesnes,

Gonzatti, et al., 2022).
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Figura 6.
Anélisis por microscopia de un frotis sanguineo procedente de un animal infectado por T. vivax.

Nota. Adaptado de “Trypanosoma (Duttonella) vivax and Trypanosomosis in Latin America:
Secadera/Huequera/Cacho Hueco” por Ml Gonzatti et al., 2014, en S. Magez & M. Radwanska (Eds.),
Trypanosomes and Trypanosomiasis (pp. 264). Springer.

Métodos Moleculares

Estos métodos son capaces de identificar a los parasitos involucrados en una
infeccién activa, pues se enfocan en la deteccién de su ADN durante la fase crénica de la
enfermedad, durante la cual, la parasitemia es muy baja al igual que la generacion de

anticuerpos por parte del animal infectado (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022).

Se usan técnicas basadas en PCR (Polymerase Chain Reaction) como LAMP (Loop-
Mediated Isothermal Amplification), gPCR (Quatitative PCR), PCR anidada o PCR-ELISA
que, a pesar de ser altamente sensibles y especificas, pueden ser alteradas por factores
como la calidad de la muestra, el método de extraccion de ADN, el tipo de hospedador y los
Primers empleados (Fernandes Ferreira et al., 2022). Ademas, se encuentran limitados por
la parasitemia de las muestras, el tiempo que transcurre entre la obtenciéon de una muestra
y la revelacion de los resultados, acceso a el equipamiento y las capacidades de los

técnicos de laboratorio (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022).

Entre las técnicas mencionadas, la PCR cuantitativa (QPCR) se destaca debido a su

alta especificidad, sensibilidad, reproducibilidad, a su bajo riego de contaminaciéony a la
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capacidad que tiene para detectar la infeccién por T. vivax durante la fase prepatente,
donde el diagndstico parasitoldgico, inmunolégico y clinico se ven afectados (Fernandes

Ferreira et al., 2022).

Métodos Serolégicos o inmunolégicos

El diagndstico serolégico de Trypanosoma vivax inicia en 1976 con un IFAT (Indirect
Fluorescent Antibody Test o Ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta) realizado por Platt y
Adams (Fernandes Ferreira et al., 2022) luego de esto se propuso el uso de Western Blot,
Ensayos Inmunocromatograficos y ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o Ensayo
por Inmunoadsorcioén Ligado a Enzimas). Este ultimo, junto con el IFAT, es el método
serolégico mas usado debido a su alta sensibilidad y a la posibilidad de establecer la
distribucion e infecciones previas por este hemoparasito, sin embargo, es necesario
considerar que la especificidad puede reducirse debido a una posible reactivad cruzada con
otras infecciones bovinas, especialmente cuando se emplean extractos crudos de T. vivax

(Desquesnes, Sazmand, et al., 2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).

IFAT tiene una buena sensibilidad y no tiene reacciones cruzadas con Anaplasma
marginale, Babesia sp. y Theileria theileri, sin embargo, esta condicionado por la
interpretacién subjetiva, la disponibilidad de un microscopio sofisticado, el engorroso
proceso de obtencion de antigenos y las reacciones cruzadas que presenta con T. vivax, T.
congolense, T. brucei y T. evansi. Esta técnica suele usarse para realizar analisis
individuales como una alternativa al ELISA, pero normalmente no es aplicable en estudios a

gran escala (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).

La técnica de Western Blot se basa en la separacion de las proteinas del parasito
mediante electroforesis, seguido por su transferencia hacia una membrana de nitrocelulosa
para detectar a los anticuerpos que reaccionan con distintos antigenos del parasito. Si bien

es una técnica formidable, consume mucho tiempo y recursos, por lo que se ha limitado al
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area de la investigacion o se emplea en centros de referencia para el diagnostico

(Fernandes Ferreira et al., 2022).

En los ensayos inmunocromatograficos, las proteinas recombinantes toman
relevancia, pues su implementacién en estas pruebas aumenta su sensibilidad,
convirtiéndose en un método atractivo para el diagndstico facil y rapido de la
Tripanosomosis Bovina. Este método usa una repeticion en tdndem de antigenos
conservados de T. congolense, T. brucei y T. vivax, siendo efectivo para el diagndstico de la
enfermedad, pero no para la deteccién especifica del hemoparasito causante (Fernandes

Ferreira et al., 2022).

La aglutinacién es una técnica sencilla usada para el diagndstico de la
Tripanosomosis, especificamente, CATT es una prueba disefiada para la deteccion de T.
evansi, pero presenta reactividad cruzada con T. vivax, por lo que suele usarse para su
identificacion. Esta técnica emplea un antigeno de T. evansi producido en ratas (RoTat 1.2),
fijlado en una tarjeta plastica de color blanco que detecta la presencia inmunoglobulinas tipo

M (IgM), indicando una infeccidn reciente (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022).

ELISA (Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas)

El Ensayo por Inmunoadsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) se uso por primera vez
en 1977 por Luckins para la deteccion de anticuerpos en ganado infectado por especies del
género Trypanosoma (Luckins, 1977). A partir de ese momento, se han propuesto varios
protocolos para la deteccion de anticuerpos anti T. vivax usando un amplio abanico de
antigenos, mismos que pueden ser crudos, purificados o proteinas recombinantes, con una
sensibilidad y especificidad de 97.6% y 96.9%, respectivamente en el caso de antigenos

crudos (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).

El ELISA indirecto se presenta como una alternativa simple, efectiva y aplicable a

gran escala, que permite cuantificar la presencia de anticuerpos tanto en la fase aguda
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como en la fase cronica de la enfermedad (Gonzatti et al., 2014), permitiendo, ademas,

corroborar el estado de “no infectado” en un animal (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022).

Esta técnica presenta dificultades al momento de confirmar una infeccion activa en el
hospedador debido a la naturaleza del sistema inmune, pues la Inmunoglobulina 1gG
permanece en el sujeto 2 — 4 meses después de sanar, ya sea por cuenta propia o
mediante un tratamiento. Asi mismo, cabe la posibilidad de obtener resultados falsos
negativos cuando la infeccién tiene un foco extravascular. En estas circunstancias, el
parasito no entra en contacto con el sistema inmune y, en consecuencia, este no genera

anticuerpos (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022).

Aunque un ELISA que emplea antigenos crudos se presenta como una mejor
alternativa al uso de técnicas parasitoldgicas y moleculares (PCR), por su alta sensibilidad y
especificidad (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022), dependiendo del antigeno usado, esta
no permite discriminar entre infecciones causadas por T. vivax, T, equiperdum, T. cruzio T.
evansi (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022) y suele presentar reactividad cruzada con
Leishmania, Theileria sp, Babesia divergens o Anaplasma marginale, ademas, la
reproductibilidad de la prueba queda comprometida debido a las variaciones derivadas de
los ensayos “en casa”, lo que suele corregirse al emplear kits comerciales, donde el
protocolo esta estandarizado y los antigenos usados son producidos bajo condiciones

especificas (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).

Antigenos en el Diagnéstico de la Tripanosomosis bovina

Gracias a los avances en la biologia molecular y de la ingenieria genética, se han
desarrollado antigenos recombinantes basados en una unica molécula con una diversidad
de epitopos ilimitada, que permite detectar de forma especifica anticuerpos generados
contra una especie de Trypanosoma, en este caso, T. vivax (Desquesnes, Gonzatti, et al.,

2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).
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Se han usado distintas proteinas recombinantes como antigenos para la deteccion
de anticuerpos anti T. vivax mediante ELISA indirecto, como el estudio de Pillay y su equipo
de trabajo (2013), donde propusieron el uso de la proteina GM6, una proteina asociada al
flagelo de T. vivax, para el inmunodiagnéstico de la enfermedad causada por este

hemoparasito.

En Africa se uso6 la proteina recombinante TeGM6-4r que contiene 4 dominios
repetidos de la proteina GM6 de T. evansi, para la deteccion de T. vivax en el ganado
bovino, ovino y caprino con un rango de sensibilidad de 73.0 — 79.4% y especificidad de

87.5 — 89.9% (Nguyen et al., 2015).

En 2016, Uzcanga et al., usaron una glicoproteina de superficie de 64KDa
procedente de T. equiperdum, denominado p64 para la deteccion de anticuerpos anti T.
vivax. La seroconversion de animales infectados experimentalmente con T. vivax con una
sensibilidad de 71.6% y una especificidad de 98.8%, puso en evidencia la capacidad
antigénica de p64. Debido a que esta glicoproteina es propia de T. equiperdum, se espera

una reactividad cruzada con este parasito (Camargo et al., 2015; Uzcanga et al., 2016).

Eyssen et al., (2018) usaron el dominio catalitico de la catepsina tipo L cisteina
proteasa de T. vivax (rTviCATLcat), discriminando correctamente entre sueros de bovinos

sanos e infectados con una sensibilidad de 71.9% y especificidad de 86.0%.

Gomide Pinheiro et al., (2021), usaron una proteina altamente conservada en
tripanosomatidios, la proteina recombinante MyxoTLm de Leishmania mexicana, para la
deteccion de T. vivax en ganado bovino, discriminante correctamente entre animales sanos
e infectados, con valores altos de sensibilidad, especificidad y exactitud en comparacion con
los resultados obtenidos a partir de un antigeno crudo de T. evansi. Cabe destacar que esta
proteina recombinante tiene un porcentaje de similitud de 69% con su homdloga en T. vivax,

71% con T. evansi, 71% con T. brucei, y 72% con T. congolense (Gomide Pinheiro et al.,
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2021), por lo que se presume la posibilidad de una reactividad cruzada con estas especies

durante el diagnéstico.

Proteina Recombinante “Paraflagelar65KDa”

Trypanosoma vivax, al igual que varios tripanosomatideos, contienen un cuerpo
fibroso denominado varilla paraflagelar (Paraflagellar Rod - PFR), constituido de filamentos
discretos repartidos a lo largo del flagelo y unido al axonema flagelar, esta se encuentra en
todos los estadios del parasito y se asocia a las funciones de movimiento y adherencia al

hospedador (Maga & LeBowitz, n.d.; Michailowsky et al., 2003).

Tavares Marques (2013) realiz6 un estudio protedmico en Western Blot 2D, donde
identifica 12 proteinas de T. vivax con potencial antigénico, de las cuales, cinco podrian ser
aplicables para el diagnéstico especie-especifico de la Tripanosomosis bovina. De las cinco
proteinas, dos son Paraflagelares (PFR1 y PFR2) y tres son de choque térmico (HSPGO,
HSP70 y HSP83.). La que causa mayor interés es la proteina Paraflagelar PFR1, cuyo
modelo tridimensional se observa en la Figura 7. Esta tiene un peso molecular de 69.66
KDa, un punto isoeléctrico (pl) de 5.84, carece de regiones transmembranales y posee

regiones antigénicas en: 347-385, 448-475 y 478-502 (Ver Figura 8).

La proteina recombinante “Paraflagelar65KDa” se inspira en la estructura de la
proteina PFR1 de T. vivax debido a que las secuencias aminoacidicas de sus regiones
antigénicas son diferentes a las de T. evansi y T. brucei, ademas, en la zona céntrica de la
proteina existen regiones con aminoacidos variables que fueron considerados antigénicos

segun el programa bioinformatico Antheprot (Tavares Marques et al., 2013).

Garcia (2005), realizé un estudio donde se senala que una proteina
inmunodominante de 65 KDa fue reconocida por los anticuerpos de un ovino infectado

experimentalmente con T. vivax y se presume que se trata de la PFR1, por lo cual se
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sugiere evaluar el potencial antigénico de la proteina y su posible uso como herramienta de

diagnostico de la Tripanosomosis bovina provocada por T. vivax.

Figura 7.
Modelo tridimensional de la proteina recombinante "Paraflagelar65KDa".

Nota. Adaptado de “Estudio de las proteinas inmunogénicas de Trypanosoma vivax” por Tavares Marques et al.,
2013, (pp- 121).

Figura 8.
Secuencia aminoacidica de la proteina recombinante "Paraflagelar65KDa".

>TVMIRANOY C30
1 MSAKEVGTVDPADQQQPAVPEVTIDITLEAARKQKIHNLELKTACLSNEEYVQDLHVSTWS
6l ETQROKLOTAHEKAHE LLAAVEGGTEKWSLTEAYDIRKLMRVCGLELSVRELY KPEDKPQF
121 MEIVALKKTLNELKQHHNKTRTVSFTGTIDNATAKLEKTIEDELRRSQLDASEMAQY PWVANM

181 LENVEDCMNVTVVQTALLGNEEQIKLQLEATKKASDIRNVATADGEMATAREEQYYTIKAQL

241 LEHLYELYADKFRIIGQTEDENKQFSKITHEVQKKSFQEAAATKDAKRRLKQRCEDDLKSL

301 HDTIQKADLEDAEAMKRFASQKEKSERFIHENLDKQDE AWRRTQELERVIOQRIGTERFEE

361 YKRRIEENDREEKRKYEYQQOFIDVCGQHKKLLELSVYNCDLALRCMGMLEEIMAEGCSAT
421 KSRHDKTCEELASLSLQVHQEYLEAFRRLYKTLGQLVYKKEKRLEEIDRNIRTTHIQLEF

451 ATETFDPNAKQHSDREKELYELRAQVEEE LEMLEDEMAQALEMF GPTEDALNQAGIEFYH

541 PAEEVEDGHNMNRRSKMVE YRAHLAKQEEVKIAAEREELKRSKMLOSQOHRGRTVQQIT

Nota. En negritas y con una linea negra sobrepuesta, se observan las regiones antigénicas de la proteina.
Adaptado de “Estudio de las proteinas inmunogénicas de Trypanosoma vivax” por Tavares Marques et al., 2013,

(pp. 121).
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C. Materiales y Métodos

Participantes

El presente trabajo de titulacion fue elaborado por la seforita Jenniffer Alejandra
Aguirre Quezada, estudiante de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, con la tutoria de
Armando Reyna Bello PhD., Docente — Investigador de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE sede Santo Domingo de los Tsachilas y con el apoyo del Ing. Fausto

Bedoya, Técnico — Docente del Laboratorio de Biologia Molecular de la misma institucion.

Zona de Estudio

El presente trabajo de titulacion se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular de
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo de los Tsachilas,
ubicado en el Kildmetro 24 de la Via Santo Domingo — Quevedo, en la Hacienda Zoila Luz

(Latitud 0°24'45.2" S y Longitud 79°18'34.1" O).

Duracion de la Investigacion

El presente trabajo de titulacion se realizé en el periodo comprendido entre los

meses de enero y agosto del afio 2023.

Unidades de Estudio

Alo largo del presente trabajo de titulacion se emplearon 421 sueros de bovinos.
Durante la estandarizacion y la elaboracién de la cinética de anticuerpos, se emplearon 34
sueros de bovinos macho de la raza Bos taurus, de los cuales: 20 corresponden al animal
denominado como “10 — Donante”, mismo que fue infectado experimentalmente con una
cepa nativa de T. vivax proporcionada por el laboratorio de Biotecnologia Animal de la

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE (Matriz — Sangolqui); y 14 sueros corresponden
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al animal “11 — Control Positivo”, que fue inoculado con una muestra de sangre del donante

con una concentracion de un milléon de tripanosomas por cada 200 L.

Asi mismo, para establecer el punto de corte, la sensibilidad y especificidad de la
prueba, se analizaron 387 sueros de poblaciones con distinta prevalencia de la enfermedad:

Pichincha (141), Pedernales (100), Orellana (98), Tena (19), IASA (21) y Bélgica (8).

Reactivos Especificos

Proteina recombinante “Paraflagelar65kDa” proporcionada por el laboratorio de

Biotecnologia Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE (Matriz — Sangolqui).

Reactivos Requeridos

Buffer Carbonato — Bicarbonato (CBC): Na,COs3 [0.2M] + NaHCO3 [0.2M].

Cloruro de Sodio (NaCl) al 9%.

Buffer Fosfato Salino (PBS) 1x

Detergente Monolaurato de Poliocietileno—20-sorbitan (Tween20).

Anti-IgG Bovino Conjugado con Peroxidasa (Sigma)

Sustrato: Comprimidos de Diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD) 5mg.

Buffer Citrato: pH 5.0. Acido Citrico [0.05M] + Fosfato Disédico [0.05M].

Peréxido de Hidrogeno (H202) al 30%.

Equipos Requeridos

Lector de ELISA (Multiscan PLUS, Thermo ELECTRON CORPORATION).

Incubadora (UVP Incubator, Analytik Jena US).
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Refrigerador.

Balanza Analitica (Entris™, Sartorius).

Agitador tipo Vortex (Vortex-Genie™ 2, Scientific Industries SI™).

Pipeta multicanal (Pipet-Lite L8-300XLS+, capacidad de 20 — 300 pL, RAININ).

Estandarizacion del ELISA Indirecto

Se empled el protocolo descrito en el Compendio de Protocolos Estandar de
Diagnostico para Tripanosomosis Animal de Origen Africano de la Organizacion Mundial de
la Sanidad Animal (OMSA) (Desquesnes et al., 2017) y el protocolo propuesto por Reyna-
Bello et al., (2006), con algunas modificaciones (Ver Figura 9), mismas que son descritas a

continuacion.

Sensibilizacién de la Placa

Se usé la proteina “Paraflagelar65kDa” como antigeno, para lo cual fue diluida en
Buffer CBC a diferentes concentraciones (Ver Tabla 1). Se colocaron 100 uL por pocillo en
una placa de poliestireno transparente de 96 pocillos de fondo plano (MicroWell™ Nunc-
Immuno™), a continuacion, se cubrio la placa con Parafilm y se incub6 a 4°C durante toda
la noche. Al finalizar la incubacion se descarto el contenido de la placa mediante inversion y,

de manera inmediata, se inicié el paso de bloqueo.

Bloqueo de la Placa

Se prepard una solucion al 5% p/v de leche semidescremada en polvo y PBS 1x.
Luego se colocaron 200 pL de esta solucion en cada pocillo de la placa. Posteriormente, se
cubrié la placa con Parafilm y se incubé a 37°C durante una hora. Al finalizar la incubacion
se descarto el contenido de la placa mediante inversion y se realizaron los respectivos

lavados.
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Lavados de Placa

Se preparé el Buffer de Lavado partiendo de una solucion de Cloruro de Sodio
(NaCl) al 9% p/v a la que se le adicioné Tween20 (1 yL/mL). Los lavados se realizaron
colocando 200 pL de Buffer de Lavado en cada pocillo después de cada paso con distintas
repeticiones: sin lavados luego de la sensibilizacion, 3 lavados luego del bloqueo, 5 lavados

luego de la adicion del anticuerpo primario y 5 lavados luego de la adicion del conjugado.

Adicion del Anticuerpo Primario

Se emplearon cuatro sueros procedentes de bovinos infectados experimentalmente
con T. vivax, de estos: A" y B* son positivos a la infeccion y Cy D" son previos a la
infeccién. Estos sueros se diluyeron en PBS-T (1 mL de Tween20 por cada Litro de PBS) a
diferentes concentraciones (Ver Tabla 1) y se colocaron 100 pL de la dilucién en su
respectivo pocillo, luego se cubrié la placa con Parafilm y se incubé a 37°C durante una
hora. Al finalizar la incubacién se descart6 el contenido de la placa por inversion y se

realizaron los lavados correspondientes.

Adicién del Conjugado

El conjugado fue diluido en PBS-T a distintas concentraciones (Ver Tabla 1) y se
colocaron 100 uL de la dilucién en su respectivo pocillo, posteriormente se cubrio la placa
con Parafilm y se incub6 a 37°C durante una hora. Al finalizar la incubacion se descarto el

contenido de la placa por inversion y se realizaron los lavados correspondientes.

Adicion del Sustrato

En 9 mL de agua destilada se diluyé un comprimido de OPD de 5 mg, luego, se
anadio 1 mL de Buffer Citrato y 10 pL de Perdxido de Hidrégeno (H202) al 30%.
Inmediatamente se colocaron 100 pL de la solucién en los pocillos correspondientes y se

incubd de 10 a 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.
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Lectura de Densidades Opticas

Se registré la densidad 6ptica de la placa a los 10 y 30 minutos después de la

adicion del sustrato a una longitud de onda de 405 y 450 nm en el lector de ELISA.

Tabla 1.
Tabla resumen de las variaciones en el proceso de estandarizacion del ELISA.
o
g Dilucién de los Dilucién del
S Dilucién del Antigeno Lectura
o sueros conjugado
z
1/50
1 Hg/mL 10 y 30 minutos a 450
1 1/100 1/2000
2 ug/mlL nm-
1/200
1/100
0.5 pg/mL 1/1000 10 y 30 minutos a 450
2 1/200
1 pg/mL 1/2000 nm.
1/400
1/50 1/500
10 y 30 minutos a 450
3 1 ug/mL 1/100 1/1000
nm.
1/200 1/2000
1/100 1/1000
10 y 30 minutos a 405
4 1 yg/mL 1/200 1/10000
y 450 nm.
1/400 1/40000
1 Hg/mL 1/100 1/1000 10 y 30 minutos a 405
5
2 pg/mL 1/200 1/4000 y 450 nm.

Nota. Autoria propia.
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Figura 9.
Esquema del proceso de estandarizacion del ELISA Indirecto.

@Sensibilizacién @ Incubacion

100 pL de

'PgrgﬂagelarGSl;Da" noche. \
diluido por pocillo.

@ Lavado @ lngubacién

5

3 veces con 37°C por una 100 pL de Leche
“Buffer de hora. semidescremada
’ Lavado'. 5% p/v.

@ Ac. Primario @ lnpubacién @ Lavado

\\\_ , onn:‘uuum - l ‘ -
100 pL de suero | 37°C por una S veces con
diluido por hora. "Buffer de
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Establecimiento del Punto de Corte

Con las concentraciones y los parametros estandarizados, se analizaron 21 sueros
procedentes de una zona libre de T. vivax, especificamente del ganado bovino de las
instalaciones del IASA en Sangolqui. Una vez obtenidas las densidades 6pticas se calcul6
la media y la desviacién estandar y se encontré el punto de corte empleando la siguiente

ecuacion:

Punto de Corte = X + 30 (1)

Donde:

X: Media o Promedio.

o: Desviacion estandar.

Cinética de Anticuerpos

Con las concentraciones y los parametros estandarizados, se analizaron los sueros
de dos animales infectados experimentalmente con T. vivax. Especificamente, se emplearon
los sueros del animal “10 — Donante” y del animal “11 — Control Positivo”, que fueron

tomados desde el dia cero hasta los dias 49 y 46 post infeccion, respectivamente.

Analisis Poblacional

Con el punto de corte establecido y la prueba estandarizada, se analizaron 366
sueros procedentes de poblaciones libres de Trypanosoma y con prevalencia de esta

enfermedad, con el fin de discriminar entre animales sanos e infectados con T. vivax.

Sensibilidad y Especificidad de la Prueba

Se compararon los resultados obtenidos durante el analisis poblacional realizado con

el ELISA Indirecto estandarizado y la informacion presente en la base de datos de la
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seroteca del IASA, especificamente, los diagndsticos obtenidos por PCR con el objetivo de
calcular la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo

negativo (VPN) de la prueba estandarizada, utilizando las siguientes formulas:

e
§= VP+FN (2)
_ VN
T VN+FP (3)
vpp = 22 (4)
VP+FP
VPN = 2~ (5)
VN+FN
Donde:
S: Sensibilidad

E: Especificidad

VPP: Valor Predictivo Positivo

VPN: Valor Predictivo Negativo

VP: Verdaderos Positivos

VN: Verdaderos Negativos

FP: Falsos Positivos

FN: Falsos Negativos

Analisis Funcional

Se seleccionaron las condiciones Optimas para el ELISA indirecto con base a los

mejores resultados derivados del analisis de la Razén Positivos/Negativos de cada ensayo.
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D. Resultados

Estandarizacion del Elisa Indirecto

Al analizar la Razon Positivos/Negativos de cada ensayo (Ver Tabla 2) se establecio
que las condiciones 6ptimas para la deteccion de T. vivax mediante un ELISA Indirecto
usando la proteina recombinante “Paraflagelar65kDa” como antigeno, fueron: concentracion
de antigeno de 2 ug/mL, dilucion de suero 1/200, dilucién de conjugado 1/4000, 30 minutos

de incubacion con el sustrato y lectura de absorbancia a 405 nm (Ver Tabla 3).

Tabla 2.

Mejores valores de la razén Positivos/Negativos obtenidos durante la estandarizacion.
S Condiciones .
'S Razén
g iy :
&’ Antigeno  Sueros Conjugado Sustrato Lectura Positivos/Negativos
1 1 ug/mL 1/200 1/2000 30 min 450 nm 1.6989 UA
2 1 ug/mL 1/400 1/2000 30 min 450 nm 1.4332 UA
3 1 ug/mL 1/200 1/2000 30 min 450 nm 1.1711 UA
4 1 ug/mL 1/400 1/10000 30 min 450 nm 2.0289 UA
5 2 yg/mL 1/200 1/4000 30 min 405 nm 3.4668 UA

Nota. Autoria propia.

Tabla 3. Condiciones éptimas del ELISA indirecto estandarizado.
Condiciones éptimas del ELISA indirecto estandarizado.

Antigeno Sueros Conjugado Sustrato Lectura

2 pg/mL 1/200 1/4000 30 min 405 nm

Nota. Autoria propia.
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Establecimiento del Punto de Corte

Se examinaron 21 sueros procedentes del ganado bovino de las instalaciones del
IASA en Sangolqui — Ecuador (Ver Anexo B). Como se observa en la Figura 11, los sueros
presentaron una densidad 6ptica comprendida entre 0.200 y 0.500 UA. Utilizando estos
resultados y la Ecuacion 1, se determiné que el punto de corte del ELISA Indirecto

estandarizado se encuentra en 0.575 UA.

Punto de Corte = X + 30 (1)

Punto de Corte = 0.381 + 3(0.065)

0.575

Punto de Corte

Figura 10.
Punto de corte del ELISA Indirecto estandarizado.
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Nota. Autoria propia.
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Cinética de Anticuerpos

Al analizar la evolucion de la infeccion experimental en los bovinos “10 — Donante” y
“11 — Control Positivo” desde el dia cero (dia de la infeccidn) hasta los dias 46 y 49 post
infeccioén, respectivamente (Ver Figura 10), se pudo constatar que el ELISA Indirecto
estandarizado demostré su capacidad para detectar la seroconversion después de la
infeccién, siendo visible en el dia 10 para el Donante y en el dia 14 para el Control Positivo.
Para determinar con precisién el momento de seroconversion se empleé el punto de corte

obtenido con anterioridad (0.575 UA) (Ver Figura 11).

Figura 11.
Cinética de anticuerpos de animales infectados experimentalmente con Trypanosoma vivax.

CINETICA DE ANTICUERPOS DE ANIMALES INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON T. VIVAX
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0,400
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0 10 20 30 40 50

TIEMPO DESDE LA INFECCION

Nota. Autoria propia.

Analisis Poblacional

Se evalud un total de 366 sueros de poblaciones con distintos niveles de prevalencia
de T. vivax. Tal como se muestra en la Figura 12 y la Tabla 3, se encontré que la poblacion

de Tena presenta la mayor prevalencia de este hemoparasito, con un porcentaje de 63,19%,
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en comparacion al resto de las poblaciones estudiadas. Por otro lado, al analizar los sueros

de una poblacion procedente de Bélgica, todos los resultados fueron negativos.

Figura 12.
Analisis de poblaciones con distintos niveles de prevalencia de Trypanosoma vivax.
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Nota. La regidn marcada de violeta representa el umbral de corte general de la prueba. Autoria propia.

Tabla 4.
Porcentaje de prevalencia de Trypanosoma vivax en las poblaciones analizadas.

Poblaciéon Total Positivos Negativos Prevalencia
Pichincha 141 29 112 20.57 %
Pedernales 100 8 92 8.00 %
Orellana 98 33 65 33.67 %
Tena 19 12 7 63.16 %
Bélgica 8 0 8 00.00 %

Nota. Autoria propia.



Sensibilidad y Especificidad de la Prueba

Al comparar los resultados obtenidos durante el analisis poblacional con

la

informacion disponible en la base de datos de la seroteca del IASA, se establecio la
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sensibilidad y especificidad de la prueba de cada poblacion (Ver Tablas 5 — 8) y de forma

global (Ver Tabla 9). Obteniendo en general una Sensibilidad de 5.26%, Especifi

cidad

de76.65%, Valor predictivo Positivo de 1.21% y Valor Predictivo Negativo de 93.66%.

Tabla 5.
Caracteristicas del ELISA estandarizado en la poblacién de Pichincha.
PCR
Pichincha
Positivos Negativos Total
Positivos 0 29 29
ELISA Negativos 0 112 112
Total 0 141 141
Sensibilidad 0.00%
Especificidad 79.43%
Valor Predictivo Positivo 0.00%
Valor Predictivo Negativo 100%
Nota. Autoria propia.
Tabla 6.
Caracteristicas del ELISA estandarizado en la poblacion de Pedernales.
PCR
Pedernales
Positivos Negativos Total
Positivos 0 8 8
ELISA Negativos 10 82 92
Total 10 90 100
Sensibilidad 0.00%
Especificidad 91.11%
Valor Predictivo Positivo 0.00%
Valor Predictivo Negativo 89.13%

Nota. Autoria propia.



Tabla 7.
Caracteristicas del ELISA estandarizado en la poblacion de Orellana.

PCR
Orellana
Positivos Negativos Total
Positivos 0 33 33
ELISA Negativos 4 61 65
Total 4 94 98
Sensibilidad 0.00%
Especificidad 64.89%
Valor Predictivo Positivo 0.00%
Valor Predictivo Negativo 95.91%
Nota. Autoria propia.
Tabla 8.
Caracteristicas del ELISA estandarizado en la poblacién de Tena.
PCR
Tena
Positivos Negativos Total
Positivos 1 11 12
ELISA Negativos 4 3 7
Total 5 14 19
Sensibilidad 20.00%
Especificidad 21.42%
Valor Predictivo Positivo 8.33%
Valor Predictivo Negativo 42.85%
Nota. Autoria propia.
Tabla 9.
Caracteristicas generales del ELISA estandarizado.
PCR
Global
Positivos Negativos Total
Positivos 1 81 82
ELISA Negativos 18 266 284
Total 19 347 366
Sensibilidad 5.26%
Especificidad 76.65%
Valor Predictivo Positivo 1.21%
Valor Predictivo Negativo 93.66%

Nota. Autoria propia.
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E. Discusion

Estandarizacion del ELISA Indirecto y Establecimiento del Punto de Corte

En el presente estudio se estandarizd un ELISA para el diagndstico de la
Tripanosomosis bovina causada por Trypanosoma vivax usando la proteina recombinante
“Paraflagelar65KDa”, cuyas condiciones 6ptimas fueron: concentraciéon de antigeno de 2
pg/mL, dilucién de suero 1/200, dilucion de conjugado 1/4000, 30 minutos de incubacion

con el sustrato y lectura de absorbancia a 405 nm.

A partir de estas condiciones, se establecié el punto de corte en 0.575 DO lo cual
posibilitd la discriminacién entre sueros positivos y negativos. Para esto se analizaron 21
sueros del IASA en la ciudad de Sangolqui, una zona considerada “Libre de Trypanosoma
spp.”. Segun la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OMSA) (2022), se considera a una zona como libre de Trypanosoma spp.
cuando no se han reportado casos durante los ultimos dos anos, lo que concuerda con la
bibliografia, puesto que hasta la fecha no se ha reportado ningun caso de Tripanosomosis
bovina en la ciudad de Sangolqui. Ademas, los sueros usados fueron analizados

previamente por PCR, confirmando la ausencia de este parasito en esta zona.

Ademas de esto, otro factor que considerar al evaluar esta poblacion, es la presencia
del vector en la regién de estudio, en América esta enfermedad es transmitida
mecanicamente por los Tabanidos y por Stomoxys spp. Estos organismos habitan en
territorios con un alto indice de humedad y regiones regular o estacionalmente inundadas
por agua dulce o salobre, especialmente en diversas regiones ubicadas al norte y al sur del
Rio Amazonas, debido a que las zonas acuaticas son esenciales para el desarrollo
temprano de estos vectores (Baldacchino et al., 2014; Foil & Hogsette, 1994). En este
contexto, se tiene que en Sangolqui existe un promedio de precipitaciones anuales de 1,000

mm lo que se considera bajo, en comparacion con regiones amazonicas como Orellana o
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Napo, donde las precipitaciones anuales oscilan entre los 2,000 — 7,000 mm (GADPO,
2020) y 4,000 mm (Ron, 2014), respectivamente, y donde ya se ha evidenciado la presencia

de estos vectores (Jumbo Valencia & Reyna Bello, 2021).

Cinética de Anticuerpos

En la Figura 10 se observa que dos bovinos infectados experimentalmente con T.
vivax seroconvirtieron a los 10 y 14 postinfeccion. Esto concuerda con lo postulado por
Desquesnes, Gonzatti, et al. (2022), quienes indican que, mediante la técnica de ELISA, la
seroconversion positiva se presenta en un rango de 10 a 20 dias luego de la infeccion.
Durante ese periodo, los linfocitos B virgenes se activan por el estimulo del antigeno, se
diferencian a células plamaticas y secretan anticuerpos especificos para la deteccion de
este antigeno, los cuales se mantienen elevados mientras persista el estimulo del antigeno
(Abbas et al., 2009), alcanzando concentraciones de IgG en sangre de 1,700 — 1,500 mg/dlI,
mientras que la IgM llega a una concertacién de 250 — 400 mg/dl en la sangre del bovino

(Tizard, 2009).

Analisis Poblacional

Como se observa en la Figura 12 y en los Anexos A — D, al analizar la
seroprevalencia en diversas poblaciones el punto de corte presenta variaciones, esto se
debe a que, al ser un ELISA casero, se realiza un punto de corte en cada ensayo,
comprometiendo la reproducibilidad de este tipo de ELISAs (Desquesnes, Gonzatti, et al.,

2022; Fernandes Ferreira et al., 2022).

Al estudiar los sueros procedentes de la provincia de Pichincha, se obtuvo una
seroprevalencia del 20.57%. Esta cifra contrasta significativamente con la prevalencia
observada en el trabajo realizado por Osorio AAazco y Ron Roman (2022), que registré un
0.39% a nivel de hato bovino mediante la técnica de Woo. Esta técnica permite establecer la

presencia del parasito en la sangre del animal entre 6 — 10 dias luego de haber sido
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infectado y arroja resultados negativos luego del tratamiento del animal (Woo, 1969). En
contraparte, ELISA es capaz de detectar la presencia de anticuerpos en circulacion,
corroborando el contacto entre el parasito y el hospedador, incluso luego del tratamiento
(Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022). Esto puede explicar la inconsistencia de los
resultados. Aunado a esto, justamente en ese rebafio, ocurrié un brote de babesia (Chavez-
Larrea, Cholota-Iza, et al., 2021) y el tratamiento contra agentes hemotropicos, puede haber

minimizado los positivos por PCR.

En la provincia de Manabi, especificamente en Pedernales, la prevalencia obtenida
fue del 8.0%, una cifra cercana al valor obtenido por Caceres Sabay y Ramirez Iglesias
(2022), que fue de 16.83% encontrandose 17 casos positivos en los 101 sueros analizados
mediante ELISAI. Es importante considerar que en este estudio se empled un extracto de
antigeno clarificado de un aislado venezolano de T. equiperdum (TeAp-N/D1) (Hinojosa
Castillo & Ramirez Iglesias, 2021), por lo que se presume que los bovinos analizados

pudieron haberse infectado de otro tripanosomatideos ajenos a T. vivax.

Este antigeno también fue usado en los estudios supervisados por Ramirez Iglesias,
que fueron realizados por Maldonado Cardona (2022) e Hinojosa Castillo (2021) sobre la
seroprevalencia en las provincias de Napo y Orellana, donde obtuvo una seroprevalencia de
6.82% — 42.86% y 8.43% — 22.22%, respectivamente. Contrastando con los resultados
obtenidos en el presente trabajo de titulacién, donde se obtuvo una seroprevalencia de
63.16% para la ciudad de Tena en la Provincia de Napo y 33.67% en la provincia de
Orellana. Una vez mas, se atribuyen estas inconsistencias a los diferentes antigenos

usados durante el analisis.

Finalmente, al estudiar los sueros de una poblacion bovina de Bélgica, se obtuvo
una prevalencia del 0.0%, esta informacién concuerda con la bibliografia, puesto que el
Reino de Bélgica se localiza al norte de Europa Central, limitando con Paises bajos,

Alemania, Luxemburgo y Francia (Chelminsky et al., 2020) y con base a los lineamientos
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establecidos por la OIE de la Organizacion Mundial de la Salud Animal (2022), se considera

este territorio como una zona libre de Trypanosoma spp.

Sensibilidad y Especificidad

Al comparar los resultados obtenidos mediante el ELISA Indirecto estandarizado, con
la informacion presente en la base de datos de la seroteca del IASA, especificamente los
diagnésticos obtenidos por PCR, se encontré que los datos disponibles en la seroteca no
cumplen con las necesidades de este estudio debido a que gran parte de los sueros
analizados mediante ELISA no fueron analizados previamente por PCR (Ver Anexos E - |),
razon por la cual, se encontraron inconsistencias al momento de determinar la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del ELISA. Estas pueden

atribuirse a diversos factores.

La sensibilidad es la capacidad de la prueba clasificar correctamente como positivo a
un individuo infectado, mientras que la especificidad, es la capacidad de la prueba de arrojar
resultados negativos para individuos sanos. Asi mismo, el valor predictivo positivo o VPP es
la cuantificacion porcentual de los individuos positivos que realmente tienen la enfermedad,
contrario al valor predictivo negativo (VPN), que representa el porcentaje de individuos
negativos que no estan enfermos (Parikh et al., 2008). Estos valores estan directamente
relacionados. Por lo tanto, cuando se obtiene una sensibilidad baja (0.00%), esto se traduce
en un valor predictivo positivo (VPP) igualmente bajo (0.00%). De manera similar, si la
especificidad es alta (79.43%), el valor predictivo negativo (VPN) sera también alto (100%)

(Ver Tabla 5).

Como se observa en las Tablas 5, 6 y 7, en poblaciones como Pichincha, Pedernales
y Orellana se obtuvo una sensibilidad y un Valor Predictivo Positivo de 0.00%, debido a que
los resultados positivos obtenidos mediante el ELISAi estandarizado no coincidian con los

obtenidos por PCR. Segun Desquesnes, Sazmand, et al. (2022), la deteccion de
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anticuerpos mediante pruebas serolégicas permite que el investigador corrobore el contacto
entre el parasito y el animal, mas no necesariamente establece una infeccion activa puesto
que la Inmunoglobulina IgG se genera en los primeros 10 — 20 dias y permanece en el
cuerpo del bovino de 2 a 3 meses después de haber superado la infeccién. Por lo tanto, es
posible que el ELISAI este detectando anticuerpos derivados de infecciones anteriores en
lugar de reconocer la presencia activa del parasito en el momento del analisis, explicando la
ausencia de resultados positivos obtenidos por PCR, lo que reduce la sensibilidad y el VPP

de la prueba a cero.

Por otro lado, en las Tablas 6, 7 y 8, se observa que algunos de los sueros
catalogados como negativos por el ELISAI estandarizado, resultan positivos al analizarse
por PCR, estos valores, llamados falsos negativos (Parikh et al., 2008), pueden justificarse
al considerar el periodo de la infeccion durante el cual se tomd la muestra. Las pruebas que
detectan la presencia de IgG sefalan una infeccién establecida, es decir, una infeccién que
ocurrio en el pasado o esta en curso. Por otro lado, las pruebas parasitologicas y
moleculares detectan la presencia del parasito en la sangre del animal o una infeccion
activa (Desquesnes, Sazmand, et al., 2022). Por lo tanto, si el animal se encuentra en
etapas tempranas de la infeccién (10 a 20 dias) (Desquesnes, Gonzatti, et al., 2022), es
posible detectar la presencia del parasito, pero los anticuerpos no estaran presentes en la

circulacion sanguinea.

Cabe recalcar, que existen animales infectados pero que no presentan sintomas
visibles, lo que se conoce como infeccion asintomatica (Desquesnes, Sazmand, et al.,
2022). Estos, al ser analizados por métodos seroldgicos, parasitolégicos y moleculares,
pueden arrojar resultados positivos a pesar de haber sido diagnosticados como negativos

mediante el andlisis clinico.

La sensibilidad global de la prueba fue de 5.26% que, segun Desquesnes y

Sazmand (2022) y Fernandes Ferreira (2022) se considera un valor sumamente bajo,
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debido a que los ELISAs usados para el diagnéstico de la Tripanosomosis bovina causada
por T. vivax tienen una sensibilidad de 95 — 98%. Si bien esto puede justificarse por los
factores mencionados anteriormente, existe una variable adicional a considerar, que es la

pureza de la proteina.

Las proteinas recombinantes estan disefiadas para tener una cola de Histidina al
final de su estructura, lo que facilita el proceso de purificacion mediante sustratos con
afinidad a esta molécula. La co-purificacion de proteinas nativas de Escherichia coli junto
con la proteina recombinante de interés es algo comun. Algunas proteinas de E. coli tienen
un alto contenido de histidina, lo que puede afectar el proceso de purificacion. Un ejemplo
es la Glucosamina-6-fosfato sintasa (GImS), una proteina de 67KDa con varias regiones
ricas en histidina en su superficie, lo que le permite unirse a resinas quelantes de metales
que se utilizan con frecuencia en la purificacion de proteinas recombinantes (Bolanos-

Garcia & Davies, 2006).

Dado su peso molecular, GImS se asemeja mucho a la proteina utilizada en este
ensayo, "Paraflagelar65KDa" o PFR1 (69.66KDa) (Tavares Marques et al., 2013). Por lo
tanto, podria haber ocurrido una co-purificacion de GImS junto con PFR1, y este posible
error podria haber pasado desapercibido debido a sus tamafos similares. Ademas, debido a
sus tamafos comparables, la purificacion podria haber capturado exclusivamente a GImS,
lo que haria que el ELISA estandarizado detectara anticuerpos anti-E. coli en lugar de

anticuerpos anti-T. vivax.

Finalmente, la especificidad general de la prueba se ubicé en 76.65%, un valor que
podria considerarse relativamente bajo en comparacion con los valores comunmente
obtenidos en otros estudios, que se ubican alrededor del 95% (Desquesnes, Sazmand, et
al., 2022; Fernandes Ferreira et al., 2022). A pesar de este resultado, es importante

destacar que la prueba ha demostrado su capacidad para identificar con certeza a los
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animales libres de infeccion ya que, de 366 animales analizados, 266 resultaron ser

verdaderos negativos, reflejandose en el valor predictivo negativo (93.66%).
Importancia del Estudio

Este trabajo de titulacion constituye la tercera fase de una investigacion mas amplia.
La etapa inicial abordada por Tavares Marques (2013) se centro en la protedmica, a través
de la cual se identificaron cinco proteinas de interés con posible aplicacion en el diagndstico
de la Tripanosomosis bovina originada por T. vivax. Entre estas candidatas, destaca la

PFR1 como la mas prometedora.

En una etapa posterior, en su propia tesis, Bedoya Paez (2022) llevé a cabo la
clonacion, expresion y purificacion de la proteina PFR1 y, mediante el empleo de un suero
bovino positivo a T. vivax en analisis de Western Blot. Ademas, evalué su potencial
antigénico mediante la técnica de Western Blot, utilizando suero bovino positivo para T.
vivax como reactivo. Los resultados de estas investigaciones resaltan la viabilidad de la
proteina PFR1 como un candidato destacado para ser sometido a evaluaciones posteriores

como un método diagndstico.

Finalmente, en la presente tesis, se llevo a cabo una evaluacion del potencial de la
PFR1 como antigeno para la deteccién de T. vivax, arrojando resultados favorables. No
obstante, se requieren ulteriores estudios para validar con certeza la confiabilidad de la

prueba.

La Tripanosomosis bovina acarrea significativas pérdidas econémicas en el ambito
ganadero, derivadas de sus expresiones clinicas que incluyen fiebre, anemia, pérdida de
peso, disminucion en la produccién lechera y deterioro de la actividad reproductiva en los
animales (Gonzatti et al., 2014). En consecuencia, esta enfermedad ha causado pérdidas

de magnitud billonaria en Africa y millonaria en Latinoamérica. En paises como Argentina,
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Brasil, Bolivia y Colombia, ya se han registrado pérdidas considerables (Desquesnes,

Sazmand, et al., 2022; Fetene et al., 2021).

Aunque en Ecuador no se han documentado informes al respecto, es importante
sefalar que el pais alberga 3.9 millones de cabezas de ganado, dispersas a lo largo de su
territorio (INEC, 2023a), y que se encuentran en riesgo de contraer Tripanosomosis bovina
si no se implementan medidas efectivas para controlar esta enfermedad, como el

diagnéstico temprano y el tratamiento adecuado.

El diagndstico especie-especifico de la Tripanosomosis bovina, es sumamente
importante, ya que los tratamientos disponibles para esta enfermedad muestran variaciones
en su efectividad segun el tripanosomatidio que infecte al animal. Por ejemplo, el Suramin
es eficaz contra T. brucei y T. evansi, pero carece de eficacia contra T. congolensey T.
vivax. Ademas, es importante tener en cuenta que este farmaco puede generar irritacion en
el lugar de la infeccién y manifestar toxicidad en dosis especificas (Uilenberg, 1998). Por
ende, también es necesario considerar las posibles implicaciones para la salud del animal al

emplear determinados tratamientos.

Por otro lado, el Diminazeno exhibe una alta efectividad contra T. congolense y T.
vivax, pero no impacta en T. evansiy T. brucei. De manera similar, el bromuro de etidio ha
sido empleado con éxito en el tratamiento de la Tripanosomosis causada por T. congolense,
mientras que su eficacia varia para T. vivax y T. brucei, demostrando ser menos efectivo en
ciertas concentraciones. Cabe destacar que se ha documentado la apariciéon de resistencia
a ciertas drogas en algunos tripanosomas, como T. evansi, que ha desarrollado resistencia

al Metil Sulfato de Quinapyramine (Uilenberg, 1998).

En este contexto es importante tomar en cuenta la respuesta de cada especie de
tripanosomatidio frente a los agentes terapéuticos mencionados, enfatizando la necesidad

de un método de diagndstico especifico y preciso para la Tripanosomosis bovina,
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permitiendo la seleccidon del tratamiento mas apropiado, evitando causar dafo innecesario
al animal, disminuyendo la posibilidad de la resistencia a estas drogas y reduciendo las

posibles pérdidas econémicas.
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F. Conclusiones

En el presente estudio se estandarizé un ELISA indirecto utilizando la proteina
recombinante Paraflagelar65KDa como antigeno, con el propdsito de diagnosticar la

Tripanosomosis bovina causada por T. vivax.

Una vez completada la estandarizacién, se determinaron las condiciones 6ptimas
para el ensayo. La concentracion 6ptima de antigeno se establecié en 2 ug/mL, mientras
que las diluciones adecuadas para el suero y el conjugado fueron 1/200 y 1/4000,
respectivamente. Para revelar los resultados, la placa se incubé con OPD durante 30

minutos, para finalizar con la lectura de la absorbancia a 405 nm.

Para validar la fiabilidad del ELISA estandarizado, se realizé una cinética de
anticuerpos, que implico el analisis de 34 sueros bovinos procedentes de infecciones
experimentales, demostrando la capacidad de la prueba para detectar la seroconversion en
animales infectados y, en consecuencia, la presencia de anticuerpos generados como

respuesta a la infeccion por T. vivax.

Asi mismo, se evaluaron 366 sueros pertenecientes a las poblaciones: Pichincha,
Pedernales, Orellana, Tena y Bélgica, con el fin de determinar la seroprevalencia de la
Tripanosomosis bovina en estas regiones, misma que fue de 20.57%, 8.00%, 33.67%,
63.16% y 0.00%, respectivamente, demostrando que el ELISA estandarizado es capaz de

diferenciar de manera efectiva entre animales sanos e infectados.

El estudio resalta la importancia de desarrollar métodos de diagndstico capaces de
identificar de manera especifica las diferentes especies de Trypanosoma spp. Esto juega un
papel fundamental en la mitigacién de las pérdidas econdmicas al permitir la
implementacion de tratamientos precisos y adecuados para los animales afectados, al
tiempo que disminuye la probabilidad de que los parasitos desarrollen resistencia a los

medicamentos.
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G. Recomendaciones

Con base a los resultados obtenidos durante el presente estudio, se recomienda
emplear la proteina recombinante Paraflagelar65KDa como antigeno, tanto en futuras
investigaciones como en la deteccion rutinaria de la Tripanosomosis bovina causada por T.

vivax.

Para tener una imagen completa del estado de la enfermedad en los animales, se
recomienda realizar analisis parasitolégicos y moleculares en conjunto con el analisis
seroldgico en poblaciones con alta prevalencia, a fin de tener una imagen epidemioldgica

completa del rebaiio.

Con la finalidad de validar completamente el ensayo de ELISA utilizando
Paraflagelar65KDa, se debe contrastar los resultados de PCR con el ELISA, en una
poblacién que posea una prevalencia superior al 30% por PCR, donde no se esté seguro de
la no existencia de tratamiento, de modo que facilite la determinacién de la sensibilidad,
especificidad, Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) de la

prueba diagndstica.

En ensayos futuros se recomienda abordar la deteccioén de IgM en las muestras
serolégicas. Esta inmunoglobulina se produce en etapas tempranas de la infeccion y tiene
un corto tiempo de vida (1 — 3 meses) por lo que permitira la deteccion de infecciones

activas.
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