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INTRODUCCION

La Tripanosomiasis Bovina (TB) es una enfermedad de distribucion mundial
ocasionada principalmente por el parasito Trypanosoma vivax (T. vivax). Fue descripta por
primera vez en Africa en el afio 1905 (Osoério y col., 2008) y a pesar de su origen en el
continente africano, se ha evidenciado la presencia de esta enfermedad en Sudamérica
(Cortez y col., 2006; Garcia y col., 2014). En Argentina, la deteccidén de T. vivax se produjo
por primera vez en la provincia de Formosa a finales del afio 2006 (Monzén y col., 2013). En
2017 y 2018, diferentes informes han declarado la presencia de dicho agente infeccioso en
numerosos establecimientos lecheros de las provincias de Formosa, Corrientes, Chaco,
Cérdoba y Santa Fe (SENASA, 2017; INTA, 2018).

La TB produce signos clinicos como fiebre intermitente, anemia, aborto, apatia,
anorexia, disminucion de la produccidon de leche, pérdida progresiva de peso y
ocasionalmente la muerte en el 50% de los animales no tratados (Osério et al., 2008).
Estudios realizados en el afio 2017 en bovinos de un establecimiento lechero ubicado en el
Departamento Castellanos (Santa Fe, Argentina) evidenciaron las pérdidas econémicas y
productivas relacionadas a esta enfermedad, provocando gastos de hasta 58.802,4 USD
considerando abortos, muertes, venta de animales improductivos y tratamiento especifico
(Abdala y col., 2020).

Un gran inconveniente de la enfermedad recae en su diagnéstico, que por defecto se
realiza por microscopia directa, siendo una técnica poco sensible. Actualmente existe el
servicio de PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa), el cual suele presentar elevados
costos, debido la necesidad de personal capacitado y equipamiento especifico. Es por esto
que el desarrollo de técnicas serolégicas como el ensayo de ELISA (Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) que detecten anticuerpos especificos contra el parasito,
serian una alternativa ideal para el diagnéstico de la TB. Esta técnica ofrece una gran
sensibilidad y especifidad, permitiendo discriminar correctamente entre presencia y ausencia
de la enfermedad en cualquier estadio, ademas, reduce los costos comparados con las
técnicas previamente mencionadas. Actualmente en Argentina no existe un diagndstico
serolégico comercial y accesible para detectar la enfermedad.

Por esta razon presentamos el desarrollo de un ELISA indirecto para la deteccion de
T. vivax. Ademas, analizamos la prevalencia en establecimientos lecheros provenientes de la
cuenca lechera de Argentina utilizando el ensayo serolégico obtenido.

Titulo del proyecto: Desarrollo de un kit para detectar anticuerpos anti Trypanosoma vivax destinado
a lograr el control de dicha infeccion en bovinos de produccion lechera.
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OBJETIVOS

Evaluar la capacidad diagnostica de antigenos de T. vivax en un ensayo de ELISA Indirecto y
determinar el porcentaje de positividad de muestras de bovinos en regiones con sospecha de
Tripanosomiasis Bovina.

METODOLOGIA

Clonado de proteinas de T. vivax seleccionadas como candidatos antigénicos.

El clonado estuvo a cargo del Dr. Diego Arias (IAL, CONICET, UNL) el cual se encarg6
de proporcionar dos proteinas obtenidas de forma recombinante (proteina A y proteina B) para
su posterior evaluacion mediante ELISA. Las proteinas se mencionan con nombres genéricos
debido a que se encuentran bajo propiedad intelectual.

Evaluacion de antigenos recombinantes de T. vivax a través de la determinacion de IgG
bovina.

Las proteinas recombinantes obtenidas (proteina A y proteina B) se evaluaron
mediante ensayos de ELISA indirectos. Con el objetivo de optimizar un ELISA indirecto para
la deteccidn de I1gG en bovinos, se sensibilizé una placa de ELISA teniendo en cuenta tres
condiciones: 1) proteina A; 2) proteina B; 3) mezcla de proteinas (proteina A + proteina B).
Como primera evaluacion se analizaron 40 sueros positivos y 10 sueros negativos
diagnosticados previamente mediante PCR. Se ensayaron diferentes concentraciones de
antigeno, diluciones de sueros y de anticuerpo conjugado para el analisis mediante ELISA.

Evaluacion de la capacidad diagndstica de los antigenos seleccionados.

Se evalud la capacidad diagnostica de los antigenos seleccionados. El panel de
evaluacion utilizado fue de 150 muestras de suero de bovinos infectados naturalmente con T.
vivax, y 30 muestras de sueros negativos. El valor de corte (cut off) se calcul6 como el
promedio de los valores de densidad éptica (DO) de los sueros de control negativo mas 3
desviaciones estandar. Para equilibrar la heterogeneidad de la técnica ELISA, todos los
valores de DO se normalizaron calculando el indice de densidad 6ptica del control negativo
(IDON), definido como IDON = DO muestra / corte. Asi mismo, las areas bajo las curvas ROC
(AUC) se emplearon para analizar los resultados inter ensayos y elegir el mejor candidato
para el diagnostico. Una vez finalizada la etapa anterior, se seleccionaron los antigenos de T.
vivax con la mayor capacidad de ser empleados en el diagnéstico de la TB.

Diagnéstico de Tripanosomiasis Bovina.

Con los resultados obtenidos, se llevd a cabo el diagnostico de la TB mediante ELISA
Indirecto en las condiciones optimas seleccionadas anteriormente, utilizando 216 sueros
provenientes de 10 establecimientos lecheros de las provincias de Santa Fe y Cérdoba entre
los afos 2019 y 2021.

RESULTADOS

Evaluacion de antigenos recombinantes de T. vivax a través de la determinacion de IgG
bovina.

En la Figura 1 se observan los resultados obtenidos empleando las tres condiciones
mencionadas anteriormente en la etapa de Sensibilizacion. 1) proteina A; 2) proteina B; 3)
mezcla de proteinas (proteina A + proteina B). A partir de la mezcla de proteinas es posible
identificar y discriminar correctamente entre muestras positivas y negativas a la infeccién por
T. vivax, teniendo como referencia los resultados obtenidos mediante PCR.
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Evaluacidon de la capacidad diagnéstica de los antigenos seleccionados.

Para evaluar la capacidad diagnostica de los antigenos seleccionados, se analizaron
los siguientes parametros para cada caso: Sensibilidad (S), Especificidad (E) y Area bajo la
curva (AUC).

Tabla 1. Evaluacion de la capacidad diagnostica de las proteinas

Sensibilidad (S) 95%CI Especificidad (E) 95%CI
A 77.48% 70.0-83.9 93.75% 79.2-99.2
B 42.71% 327532 93.75% 79.2.99.2
A+B 92.05% 865958 100% 89.1-100.0

Los resultados obtenidos para el ensayo de ELISA descripto anteriormente muestran
que, utilizando la mezcla de proteinas (proteina A + proteina B) se obtuvo una S y E
notablemente alta: 92.05% y 100% respectivamente, y un AUC de 0.9824 (Figura 2). Mientras
que, utilizando la proteina A, se obtuvo una S y E del 77.48% y 93.75% respectivamente
(Tabla 1), y un Area bajo la curva (AUC) de 0.9112 (Figura 3). Por otra parte, con la proteina
B se obtuvieron valores de Sy E de 42.71% y 93.75%, y un AUC de 0.7992 (Figura 4).
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Figura 1. Panel de Evaluacién de sueros positivos y negativos para cada condicion;
Figura 2. Curva ROC mezcla A+B; Figura 3. Curva ROC proteina A,

Figura 4. Curva ROC proteina B.

Diagnéstico de la Tripanosomiasis Bovina

Se procedioé a ampliar el panel de sueros para llevar a cabo el diagnéstico de la TB y
evaluar la prevalencia de la enfermedad, empleando la mezcla de proteinas por su mayor
capacidad diagnostica.

En la Tabla 2 se indica la seroprevalencia de la enfermedad para cada establecimiento
lechero evaluado. Ademas, se informa la prevalencia total, la cual alcanz6 el 57,87%, lo que
indica una amplia distribucién del Trypanosoma vivax en establecimientos lecheros del centro
de nuestro pais.
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Tabla 2. Andlisis de prevalencia de la enfermedad para cada establecimiento lechero y prevalencia
total.
Provincia | FEstabl lechero | Muestras de suero | Muestras positivas Seroprevalencia
Col. Silva 20 16 80.00%
Peirone 5 3 60.00%
Est. Crucellas 44 28 61.63%
Gandolfo 10 5 50.00%
Santa Fe Lingua 21 12 57.41%
Agropol 38 16 42.11%
Soler 44 20 45.46%
Serafin 10 8 80.00%
Boscatin 15 9 60.00%
Cérdoba La paquita 9 8 88.89%

CONCLUSIONES

v En este trabajo desarrollamos un ensayo serolégico con capacidad de diagnosticar bovinos
infectados con Trypanosoma vivax, agente causal de la Tripanosomiasis bovina en nuestra
region.

v' Se determind que la mezcla de las proteinas evaluadas en el ELISA indirecto presento la
mejor capacidad diagnostica, con valores Sensibilidad y Especificidad notablemente altos.

v El analisis de infecciones con T. vivax en establecimientos lecheros de nuestra region,
arrojé una prevalencia del 57,87%, indicando una elevada tasa porcentual de casos de TB
en el centro de nuestro pais.

v Finalmente, el ensayo desarrollado presenta un gran potencial para ser implementado en
la industria veterinaria para el diagnéstico de rutina de la tripanosomiasis bovina y asi lograr
una rapida y correcta deteccion de la enfermedad.
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