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RESUMEN

Por la baja eficiencia de los métodos directos de diagndstico de la tripanosomosis bovina, se evaluaron
tres extractos antigénicos provenientes de aislados Trypanosoma vivax del Guarico, su aplicacion en la
técnica de ELISA, con la determinacién de sensibilidad, especificidad, valor predictivo. Con un estudio
agropecoepidemioldgico en predios de ganado bovino doble propdsito en 05 estados de Venezuela,
para evaluar materiales antigénicos en diagnoéstico a campo. Con prevalencia de 37,7% a T.vivax y
seroprevalencia alta (Ac-ELISA: 88,65%; IFI: 88,80%), sin diferencia estadistica significativa entre
ambas (P<0,05). Valores de Hto < 30 225%, de Hb <10 y = 8,01 g/dL. El Ac-ELISA homodlogo con
extractos solubles citosolicos purificados fraccionados (ExSCPF) (20mg/ml), mostro: 95% sensibilidad y
96% especificidad, 97% concordancia 0,93 indice kappa. En la repetibilidad/reproducibilidad de los
ensayos, todos los valores presentaron coeficientes de variaciéon (CV) menores a 13%. En la
repetibilidad del ensayo, el CV presentd valores mucho menores (2,80 a 6,00%) que el 10% observado
en la reproducibilidad. En Ac-ELISA los puntos de corte variables (0,209 - 0,583) y mayores valores con
ExSCPF de T. vivax. Los tres extractos antigénicos mostraron en Ac-ELISA e IFl, altos grados de
sensibilidad y especificidad , asi el método de produccién de antigenos resulté eficiente para el
diagnéstico de Ac-anti-T. vivax. La Ac-ELISA desarrollada con ExSCPF 20mg/ml mostré robustez por
su repetibilidad/reproducibilidad y estandarizacién, menor gasto de proteina antigénica, otorgando valor
agregado para ser utilizada en la produccién de estuches en serie industrial. La alta prevalencia y
seroprevalencia, reafirman la condicion enzodtica de la tripanosomosis.

Palabras claves: Hemotropicos, Valores hematolégicos, ELISA-Ac, Estandarizacion,
Agroecoepidemiologia, Hemoparasitosis.

Abstract

Due to the low efficiency of the direct methods of diagnosis of bovine trypanosomosis, three antigenic
extracts from Trypanosoma vivax of Guarico isolates were evaluated, their application in the ELISA
technique, with the determination of sensitivity, specificity, and predictive value. With an
agropecoepidemiological study in double purpose cattle farms in 05 states of Venezuela, to evaluate
antigenic materials in field diagnosis. With prevalence of 37.7% to T. vivax and high seroprevalence (Ac-
ELISA: 88.65%; IFI: 88.80%), without significant statistical difference between both (P <0.05). Values of
Hto < 30 225%, Hb <10 and = 8.01 g/dL.The Ac-ELISA homolog with fractionated purified cytosolic
soluble extracts (ExSCPF) (20mg / ml), showed: 95% sensitivity and 96% specificity, 97% concordance
and 0.93 kappa index. In the repeatability/ reproducibility of the tests, all values showed variation
coefficients (CV) less than 13%. In the repeatability of the assay, the CV presented much lower values
(2.80 to 6.00%) than the 10% observed in the reproducibility. In Ac-ELISA the variable cut-off points
(0.209 - 0.583) and higher values with ExXSCPF of T. vivax. The three antigenic extracts showed in Ac-
ELISA and IFI, high degrees of sensitivity and specificity, thus the antigen production method was
efficient for the diagnosis of Ac-anti-T. vivax The Ac-ELISA developed with ExXSCPF 20mg/ml showed
robustness for its repeatability / reproducibility and standardization, lower expenditure of antigenic
protein, providing added value to be used in the production of industrial series cases. The high
prevalence and seroprevalence reaffirm the enzootic condition of trypanosomosis

Keywords: Haemotropics, Haematologic values, Ac- ELISA, Standardization, Agriecoepidemiology,
Haemoparasitosis.
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INTRODUCCION

Los métodos serolégicos como el ensayo inmunoenzimatico indirecto con antigenos
derivados de T. evansi (T.evansi-Ac-ELISA) y la inmunofluorescencia indirecta (IFl)
parecieran ser los métodos que han proporcionado los mejores resultados. Sin
embargo, sus principales deficiencias son, no poder discriminar entre infecciones
recientes y pasadas y la T.evansi-Ac-ELISA no diferenciar entre reacciones cruzadas
con otros patdgenos con los que T. vivax comparte similitud antigénica como T.evansi
y T. theileri (Desquesnes, 1997, Morlais et al,. 2001). Se ha utilizado la compatibilidad
genética con T. evansi para justificar el uso de antigeno de este parasito en la
elaboracion de la Ac-ELISA para el diagnostico de T. vivax (Uzcanga et al. 2002), esto
genera inconvenientes en zonas donde la tripanosomosis por T. evansi también sea
endémica, y atribuir reacciones positivas observadas a la presencia de T. evansi en
bovinos con ausencia de T. vivax, condicion que fuera reportada por Toro et al.
(1980). El presente trabajo, realizado entre 2013 y 2015, tuvo como propdsito la
obtencidon de una base de datos actualizados sobre la caracterizacién epidemiologica
de la tripanosomosis bovina con el soporte diagnéstico de un estuche de ELISA
indirecto elaborado por el Laboratorio de Biotecnologia, Investigacion y Prestacion de
Servicios en Sanidad Animal (LABIPRESAN), Universidad Nacional Experimental de
los Llanos Centrales Rémulo Gallegos (UNERG), con procesos innovadores de
produccion de antigenos autéctonos especie-especificos de Trypanosoma vivax y
subsanar las principales deficiencias de los antigenos heterdlogos de T. evansi, por no
diferenciar entre reacciones cruzadas con otros patdogenos con los que T. vivax
comparte similitud antigénica como T. evansi y T. theileri (Desquesnes 1997, Morlais
et al., 2001; Osdrio et al., 2008).

MATERIALES Y METODOS

Zona Geografica y Fincas de Muestreo: El muestreo se realizd6 en 18 fincas,
distribuidas al azar, en dos estados del eje centro-llanero: seis fincas localizadas en
los Municipios San Sebastian de Los Reyes y Camatagua, del Sur del estado Aragua
y 12 fincas ubicadas en los Municipios Mellado, Miranda, Las Mercedes del Llano, San
José de Guaribe, Ribas y Santa Maria de Ipire del estado Guarico; zonas geograficas
y agroecoldgicas representativas de la Altiplanicie de los Llanos Centrales de
Venezuela.

Animales Experimentales: En Aragua, la muestra fue de 120 bovinos doble
propdsito, hembras y machos adultos y de otras edades. En Guarico, se analizaron
muestras de 527 bovinos doble propédsito, hembras y machos adultos y de otras
edades; los animales fueron distribuidos al azar.

Valores Hematicos: La determinacion de hematocrito (Hto) y Hemoglobina (Hgb) fue
por la técnica directa QBC Idexx®.

Diagnéstico Parasitologico: La prevalencia parasitologica y la cuantificacion de la
parasitemia por T. vivax y otros hemotrépicos se realizé con la técnica de QBC Idexx®
con lectura en microscopio de epi-fluorescencia y por frotis de capa blanca coloreado
con Giemsa al 10% en 200 campos microscopicos (Paris et al., 1982).

Diagnostico Serolégico: La obtencion de suero y plasma para la técnica de ELISA
indirecta homologa, fue realizada con productos especie-especificos de un aislado de
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campo de T. vivax, identificado el aislado por PCR y caracteres fenotipicos:
morfologia, biometria y nivel de parasitemia del parasito; valores hematicos de
hematocrito y hemoglobina y color de las mucosas en los bovinos muestreados. El
aislado ademas fue seleccionado en base a los valores de prevalencia y
seroprevalencia encontrados en el estado, a fin de caracterizar zonas de baja, media y
alta prevalencia (seroprevalencia) en el mayor numero de muestras posibles, en base
a estudios referenciales. Los 3 tipos de extractos probados fueron extractos crudos
totales (ExCT), extractos solubles citosdlicos purificados fraccionados (ExSCPF) y
extractos desnaturalizados (ExD). Los antigenos especie-especifico fueron
preparados por técnicas de aislamiento y concentracién de tripanosomas salivarios
mediante columnas de intercambio aniénico de DEAE-celulosa previamente
separados por gradiente de Percoll, se dispenso en alicuotas y se criopreservaron a -
70 °C hasta su utilizacion posterior. Esto con el fin de determinar seroprevalencia. La
prueba de referencia fue la IFI (Tamasaukas et al., 2010).

Validaciéon del Ac-ELISA homdéloga: La validacion del Ac-ELISA con los extractos
antigénicos de T. vivax se realizd por pruebas de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos con ensayos de repetibilidad/reproducibilidad, determinacién de eficiencia
y eficacia como principios de la estandarizacion de técnicas. La Ac-ELISA, fue
realizada en una serie de 15 ensayos, 5 réplicas para cada uno de los 3 extractos
antigénicos (ensayos), sobre diferentes placas y en diferentes dias, empleandose los
sueros controles fuertemente positivos (media del pool de los mayores valores de
D.0.), medianamente positivos (media de las D.O.), débiles positivos (media del pool
de los menores valores de D.O.) y negativos. El coeficiente de variacion intra y entre
ensayo fue determinado segun Tijssen (1993) y Jacobson (1998) aceptandose como
validos valores de coeficientes de variacion (CV) igual o menores al 10%. Los sueros
controles de referencia fueron donados por el CIRDES, Burkina Faso, Africa
Occidental.

Para la preparacion de sueros controles positivos y negativos, nacionales, se
realizaron infecciones experimentales con el aislado de T. vivax en condiciones
controladas, se obtuvieron sueros controles positivos titulados (débil, mediana vy
fuertemente positivos, Ac policlonales) y sueros negativos, mediante la técnica de
Inmunofluorescencia indirecta, ELISA y PCR, provenientes de animales positivos (con
parasitemia conocida, Ac policlonales) y negativos a las técnicas parasitolégicas
directas (por QBC, frotis coloreados de sangre completa, de capa blanca y PCR) e
indirectas (IFI, Ac-ELISA).

PCR: Para la PCR fue utilizado el Protocolo de PCR para deteccién de T. vivax
establecido por Bolivar (2013).

Analisis Estadisticos: Se realizaron pruebas estadisticas descriptivas, ANAVAR,
prueba de medias de Tukey y tablas de contingencia 2x2 para sensibilidad y
especificidad.

Se determind el porcentaje de concordancia con respecto a la prueba de referencia, lo
cual se obtuvo con el nimero de sueros cuyos resultados fueron coincidentes con los
de referencia en base a 100. Esto permitié calcular el Indice Kappa. (Tamasaukas,
1995).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de Extractos Antigénicos de T. vivax: El aislado se denomino
GUARICO/12/LABIPRESAN/001/T.vivax, acorde con lo establecido por Lumsden
(1977) y lo revisado por Cortez et al. (2006). Los extractos antigénicos crudos totales y
desnaturalizados, a las mismas concentraciones, resultaron con menores valores de
sensibilidad y especificidad, 95% y 90%, y 96% y 90%, respectivamente, por lo que no
fueron validados para Ac-ELISA en campo; seleccionandose los extractos solubles
citosdlicos purificados fraccionados, como fuente de antigenos, a las concentraciones

de 20ug y 40ug.

La concentracion de 20ug del extracto antigénico ExXSCPF del T. vivax no presentd
diferencias significativas con la de 40ug, por lo que la primera de ellas (20ug) resulté
ser la cantidad de proteina antigénica especie-especifica de T.vivax recomendada
economizandose reactivos para el desarrollo de la técnica de ELISA, ya que para la
Ac ELISA heterdloga con T. evansi se requiere de 40ug/ml hasta 150ug/ml de material
antigénico en diversos protocolos.

La eficacia del Ac ELISA homdlogo (antigenos de T.vivax) con ExXSCPF a 20ug fue del
99%, en tanto con ExSCPF a 40ug fue menor (96,5%). En tanto en estudios de IFI con
T. vivax y Ac-ELISA con antigeno de T. evansi las diferencias son significativas, dada
la especificidad de especie del material antigénico, que contrasta con la reactividad
cruzada enunciada por algunos autores que valoran el uso de Ac-ELISA heterélogo
solo con la ventaja de ésta ultima, fundamentalmente debido a la mayor facilidad para
la expansion y purificacion de los parasitos durante la preparacion de los antigenos.
Ventaja que se superaria con T. vivax manteniendo los extractos antigénicos especie-
especificos en alicuotas en criopreservacion, para lo cual se requieren estudios de
evaluacion de la viabilidad de dicho material a lo largo del tiempo.

Ademas que la concentracion de material antigénico para la Ac-ELISA en este caso
de productos especie-especificos de T. vivax (20ug/ml) es menor que el utilizado en
los protocolos de Ac-ELISA con T. evansi que requieren al menos de 40ug de material
antigénico para cada pocillo de la microplaca. Los menores valores de prevalencia
serologica observada con el extracto antigénico ExSCPF del T. vivax en algunas
fincas, se explica por la convivencia en esos predios con poblaciones de chiguires y
ovinos, especies que son reservorios de T. evansi, de alli que, el Ac ELISA heterdlogo
estaria dando resultados falsos positivos a T. vivax por la reactividad cruzada que
expresa aquel sistema.En cuanto a la repetibilidad/reproducibilidad de los ensayos, se
observo que todos los valores presentaron coeficientes de variacién igual o menor al
13% establecido como estandar valido.

Asi mismo, en la repetibilidad del ensayo (intra-ensayo) el coeficiente de variacion
presentd valores mucho menores (2,80 a 6,00%) que los observados en la
reproducibilidad del ensayo (entre ensayos) cuyo valor maximo fue de 10%. En el
proceso de validacion se determinaron los siguientes valores: Indice de validez:
proporcion correcta de aciertos, definen la proporcidon de individuos clasificados
correctamente, siendo de 96,5% para Ac-ELISA y 99,3% para IFI.
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El indice de Youden: cercanos a 1, mayor en IFl que en ELISA, aunque ambos
resultados son eficientes, visto que cuanto mas cercano a 1, mejor desempefio de la
prueba diagnédstica que se esta evaluando, sin relacionar la S y E de ambas pruebas.

Y el de Verosimilitud: indicador de riesgo relativo, reflejaron buen desempefio de los
ensayos, mucho mayor la positiva en IFI (64,01) que en Ac-ELISA (24,48)
en ambas técnicas, es evidente que se desprende el complemento la respuesta a la
pregunta ¢jcuantas veces mas probable es que la prueba sea negativa en los positivos
que en los no positivos? Una buena prueba debe tener una RV- cercana a 0 y una
RV+ alta (no es posible especificar un limite superior para la RV+).

La razon de verosimilitud combina la informacion que proviene de la sensibilidad y la
especificidad y es definida como la razén entre la probabilidad de un resultado de una
prueba en sujetos enfermos o infectados o positivos y la probabilidad del mismo
resultado en sujetos no enfermos o no infectados o no positivos.

Valores de Absorbancia (D.O.) de las réplicas por tipo de extracto antigénico de
T. vivax Se observan los valores encontrados de densidades opticas en los 15
ensayos (5 réplicas / 3 ensayos) de cada extracto antigénico de T. vivax evaluado,
obteniéndose puntos de corte variables, con valor minimo de 0,209 (ExD) y maximo
de 0,583 (ExSCPF).

En el presente trabajo el punto de corte se determind como la media mas 2
desviaciones estandar de 3 controles negativos, visto que los sueros controles débil y
fuertemente positivos y los controles negativos, provienen de animales experimentales
y de campo, probados por IFl, cuyas muestras fueron caracterizados a través de
meétodos parasitolégicos directos (Woo, frotis delgado de capa blanca, coloreados con

Giemsa al 10% y QBC®) y serolégicos (IFl y ELISA indirecto).

PCR: De las corridas electroforéticas se demostraron las bandas de 210 pares de
bases, esperadas por los cebadores utilizados, correspondientes a los materiales de
T. vivax, en base a sus controles positivos y negativos, respecto a especies con
distancia filogenética muy separadas entre si, a saber, T.brucei, T. congolense
savannah y T. congolense forest de origen africano, aislados de animales infectados
en forma experimental y controlada. (Figura 1).

Valores Hematicos: En las fincas de Aragua, el valor del Hto fue de 37,7% y Hgb de
12,6%. La amplitud del rango en los valores de Hto y Hgb en cada rebafio, fue debido
a la variabilidad de grupo racial en los animales, el estado fisiologico y la condicién
corporal y de peso; por lo que el rango minimo de hematocrito a partir del cual se
considera anémico un animal, se debi6 definir para cada rebano.

Evaluando la asociacion entre la condicion corporal y color de las mucosas con los
valores hematicos y presencia de hemotropicos se obtuvo que el 64,4% de los
bovinos con condicién corporal < 3 mostraron presencia de al menos un tipo de
hemotrépico (T. vivax, A. marginale y/lo Babesia spp.), lo cual no es concluyente por
cuanto la condicién corporal también depende de otros factores como la nutricién y el
estado fisiolégico del animal. Para la determinacién del punto de corte y establecer el
valor de anemia, se realizé el analisis de la distribucion de frecuencias, el cual di6
como resultado que los animales con Hto igual o menor a 30% fue clasificado como
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Figura 1. Corrida electroforética en gel de agarosa con control de antigenos especie-especificos de T.
vivax contrastados con T. brucei, T. congolense forest, T. congolense savannah, controles positivos y
negativos a T.vivax

Nota 1: ExCR=extracto crudo total; ExD= extracto desnaturalizado; ExSCPF(20) = Extracto soluble citosdlico purificado
fraccionado a concentraciéon de 20ng, ExXSCPF (40)= Extracto soluble citosdlico purificado fraccionado a concentracion de 40p
g; Neg=Negativo; Post= Positivo. Nota 2: Arreglo del gel por carril: Marcador de Peso molecular 1 Kbp, T. congolense débil +,
T. brucei fuerte +, T. congolense forest fuerte +, Control Negativo, T. congolense forest débil +, T. congolense savannah débil

+, Control Negativo, T. congolense savannah fuerte +, Muestras de extractos antigénicos T. vivax ExXSCPF 20ug, ExCT 20ug y
ExD 20pg, Control Negativo, Control Positivo T. vivax, Marcador de Peso molecular 1 Kbp.

anémico. Un total de 302 animales presentaron valores de Hto< 30 225%. Agudo et al.
(2009) reportaron valores de Hto de 31,48% asociado significativamente con el color de
la conjuntiva (P<0,05).

El 35,82% con valores menores o iguales a 10 g/dl de hemoglobina. Sin asociacion
significativa entre prevalencia de T. vivax y valores aceptables de hematocrito.

Diagnéstico Parasitologico: En Aragua, se obtuvo una Parasitemia de T.vivax 5%,
Anaplasma marginale 12%, B. bigemina 1,3% y B. bovis 1,2% y una Prevalencia de T.
vivax 37,7%, Anaplasma marginale 66,6%, B. bigemina 22,2% y B. bovis 13,3%. En
relacion a A. marginale, es comun observar una prevalencia superior al 50% en
rebanos bovinos del occidente del pais en extendidos sanguineos tefiidos por métodos
convencionales (Tamasaukas et al. (2000) reportado en dos fincas bovinas Doble
Propdsito en el Municipio de Santa Rita de Manapire del estado Guarico, infecciones
concurrentes con otros hemotropicos, asi en la finca A: activas por A. marginale de
90,0% (CBC), 85% (FSC), por Babesia spp. (CBC) de 75,0%, 65% para B. bigemina 'y
15% para B. bovis (FSC), en la B, las activas por A.marginale fueron de 65,5% (CBC),
55,5% (FSC); para Babesia spp. de 45,5% (CBC), para B. bigemina de 28% (FSC);
para B. bovis fue de 35% (FSC). La prevalencia en Guarico fue de 25,62% (intervalo de
confianza al 95% entre 21,89% - 29,34%), en tanto Agudo et al. (2009) reportaron la
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prevalencia de T. vivax con valores de 0,83 % en fincas del Apure, 8,47 % en Aragua,
16,66 % en Barinas, 17,5% en Cojedes y 24,03 % en Guarico, con diferencias
significativas (P <0,05).

Diagnéstico Serolégico: En Aragua, el valor promedio de seroprevalencia por Ac-
ELISA fue 95,5%, con sensibilidad del 90% y especificidad del 92%, concordancia del
97% e indice kappa de 0,93, en base a 100 sueros de referencia (50 + y 50 -). En
Guarico, la seroprevalencia general promedio fue de 88,65%, con diferencias
significativas entre municipios, con un intervalo de confianza al 95% entre 85,95% -
91,36%. Los mayores valores en los Municipios Francisco de Miranda (95,96%) y Las
Mercedes del Llano (92,5%) y el menor en Santa Maria de Ipire (72,91%). El valor de
la seroprevalencia por Ac-ELISA fue mayor que los obtenidos con otros protocolos
que utilizan antigenos de T. evansi. Agudo et al. (2009), reportan que, la distribucion
porcentual promedio por finca fue de 85,76%, utilizando Ac-ELISA heterélogo con
antigenos de T. evansi. En el presente estudio, el sistema Ac-ELISA homdlogo
empleado, con extractos solubles purificados especie-especificos de T. vivax bajo el
proceso de produccion de calidad fue eficiente, mostrando sensibilidad del 95% y
especificidad del 96%, concordancia del 97% e indice kappa de 0,95 en base a 200
sueros de referencia (100 + y 100 -), similares valores a los encontrados por
Tamasaukas et al. (2010), quienes determinaron seroprevalencia de T. vivax por IF|
en 88,8% y por Ac-ELISA de 95,5%, con sensibilidad del 96% y especificidad del 97%,
concordancia del 97% e indice kappa de 0,93 en base a 90 sueros de referencia (45 +
y 45 -) utilizando un extracto especie-especifico de T. vivax como fuente de antigeno
para su adsorcion en la placa de ELISA.

En otros estados Apure, Tachira, Barinas, Mérida y Sur del Lago de Maracaibo se han
presentado problemas de hemotropicos en bovinos, con valores entre 20,8 al 57,8%
de animales con Trypanosoma detectados a través de examenes serolégicos (Bolivar
et al., 2006). En Monagas en bovinos cebu y mestizos Bos taurus x Bos indicus, se
observé una seroprevalencia de T. vivax por el orden del 50,5% con una elevada tasa
de ataque de la infeccion de 51% (Garcia et al., 2008).

Para tripanosomosis Alfaro et al. (1994) encontraron valores de seroreactores a T.
vivax por IFl, de 25% y 50%, sugiriendo una mayor susceptibilidad de los animales
adultos para contraer la enfermedad, afectando de manera similar a machos y
hembras en una explotacion. (Toro et al, 1989; Rey, 2004).

CONCLUSIONES

La prevalencia de Trypanosoma vivax por encima del 20% denota una situacion
endémica de importancia sanitaria y mas cuando se muestra en frotis sanguineos. El
extracto antigénico ExSCPF del T. vivax a una concentracion de 20mg resulto
eficiente para detectar en campo el 92% de la prevalencia serolégica de la
tripanosomosis por Ac ELISA homdloga; lo cual es una ventaja ya que es menor la
cantidad de antigeno necesario que la requerida para los Ac ELISA heterdlogos (40-
150pg). La innovacion en la produccion de los extractos solubles purificados
fraccionados, antigénicos especie-especifico de T. vivax mostré en el sistema Ac-
ELISA altos grados de sensibilidad, especificidad y eficacia por lo que la técnica de
produccion resultd eficiente para el diagnéstico de anticuerpos anti-T. vivax, siendo el
primer trabajo en el continente americano con un proceso de validacion en laboratorio
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y en campo a fin de elaborar estuches de ELISA indirecto para escalamiento con un
protocolo de estandarizacién robusto. Se demostrd la presencia de la tetralogia
hemotrépica con los 4 hemotropicos concomitantes.
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