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RESUMEN

La babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas causada por
parasitos del género Babesia. El diagnostico convencional de la enfermedad es mediante
frotis sanguineo e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Estos métodos son subjetivos y el
namero de muestras que pueden procesar es limitado. Los inmunoensayos ligados a enzima
(ELISA) permiten procesar un gran nimero de muestras al mismo tiempo. Ademas, permiten
realizar un diagnostico objetivo y sensible. El objetivo de este trabajo fue el desarrollo y
estandarizacion de un ELISA indirecto, utilizando una proteina recombinante (CHPV1.9),
que contiene péptidos de Babesia bigemina. La proteina fue producida en un biorreactor,
expresada al inicio de la fase exponencial del cultivo y se colect la biomasa para su
purificacion. La purificacion de la CHPV1.9 se logrd usando cromatografia de afinidad,
utilizando urea para solubilizar los cuerpos de inclusion y liberar la proteina. La proteina fue
cuantificada por el método de Bradford y acoplada a una microplaca de 96 pozos. Se
ajustaron los parametros de concentracién de proteina recombinante, dilucién del suero,
dilucién del anticuerpo secundario y el tiempo de revelado para la estandarizacion del
ELISA. Se determin0 la sensibilidad diagnostica (DSe) y especificidad diagnéstica (DSp) de
la prueba utilizando sueros positivos y negativos a la enfermedad colectados de animales de
campo. El ELISA fue comparado con respecto a los resultados de esos mismos sueros
evaluados por la “prueba de oro”, la IFIl. Se obtuvo una alicuota de la proteina purificada con
una concentracion de 1003 pug/ml. EI ELISA estandarizado alcanz una DSe del 82.26%, una
DSp del 91.49% y un valor de kappa (k) de 0.724; esto al utilizar un punto de corte igual a la
media de los sueros negativos mas dos desviaciones estandar de estos. Se determind un
segundo punto de corte (0.4495) para la técnica utilizando curva receptor operador (ROC),
obteniendo una DSe de 88.71%, una DSp de 95.74% y un valor k de 0.834. La técnica
estandarizada cumple con lo establecido en el Manual de las Pruebas Diagnosticas y de las
Vacunas de los Animales Terrestres de la OIE, el siguiente paso es la validacion de la técnica

para que pueda ser utilizada para el diagndstico de la babesiosis bovina.

Palabras clave: babesiosis bovina, ELISA, proteina recombinante, diagndstico,

estandarizacion.



ABSTRACT

Bovine babesiosis is a tick-borne disease caused by parasites of the genus Babesia.
Conventional diagnosis of the disease is by blood smear and indirect immunofluorescence
(IF1). These methods are subjective and the number of samples that can process is limited.
Enzyme-linked immunoassays (ELISA) may allow more samples to be processed at the same
time. In addition to its improved sensitivity and objectivity in the diagnosis to be made. The
objective of this work was the development and standardization of an indirect ELISA, using
a recombinant protein (CHPV1.9), which contains Babesia bigemina peptides. The protein
was produced in a bioreactor, expressed at the beginning of the exponential phase of the
culture and the biomass was collected for future purification. Purification of CHPV1.9 was
achieved through affinity chromatography, using urea to solubilize the inclusion bodies and
release the protein. The protein was quantified by Bradford's method and coupled to a 96
well microplate. The parameters of recombinant protein concentration, serum dilution,
dilution of secondary antibody and revelation time were adjusted for the ELISA
standardization. The diagnostic sensitivity (DSe) and diagnostic specificity (DSp) of the test
was determined using positive and negative sera to the disease collected from field animals.
The ELISA developed in this work was compared to the results of those same sera evaluated
with the "gold standard"”, the IFI. An aliquot of the purified protein was obtained with a
concentration of 1003 pg/ml. The standardized ELISA achieved a DSe of 82.26%, a DSp of
91.49% and a kappa value (k) of 0.724; this by using a cut-off point of the mean of the
negative sera plus two standard deviations. A second cut-off point (0.4495) was determined
for the technique using a receptor-operator curve (ROC), at this cut-off point the ELISA
obtained a DSe of 88.71%, a DSp of 95.74% and a kappa value of 0.834. The standardized
technique complies with the recommendations of the OIE Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines of Terrestrial Animals, the next step is the validation of the technique so that it can

be used for the diagnosis of bovine babesiosis.

Key words: bovine babesiosis, ELISA, recombinant protein, diagnosis, standardization.
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1 INTRODUCCION
La babesiosis bovina es una enfermedad causada por protozoarios del género Babesia,
afecta a los eritrocitos y es transmitida por garrapatas. Las especies mas comunes en México
y que afectan al ganado bovino son B. bovis, B. bigemina. B. divergens se distribuye
principalmente en el continente europeo (Gohil et al., 2013).

En el pais, la poblacion total de bovinos es de 34.8 millones de cabezas de ganado,
siendo los estados con mas cabezas Veracruz con 4.3 millones, Jalisco con 3.2 millones y
Chiapas con 2.5 millones de cabezas de ganado. (SIAP-SADER, 2019).

1,300 millones de bovinos a nivel mundial estan en riesgo de padecer la babesiosis
bovina (Friedman & Yakubu, 2014) y se estiman pérdidas econdmicas anuales de hasta
10,000 millones de ddlares. En este valor se incluyen las pérdidas ocasionadas por la

anaplasmosis bovina (de Castro, 1997; Lew-Tabor & Rodriguez, 2015; Rojas et al., 2018).

La enfermedad ocasiona signos clinicos como fiebre mayor a 40°C, taquicardia,
hemoglobinuria, anemia hemolitica, tremores musculares, ictericia, deshidratacion,
debilidad, postracion y, en algunos casos, la muerte del animal. Los signos clinicos ocurren
entre los 8 y 18 dias después de la infestacion por garrapatas (Bock et al., 2004; Suarez &
Noh, 2011; Saad & Shuai, 2015; Almazéan et al., 2018).

Los animales afectados con Babesia bovis pueden desarrollar signos nerviosos; como
paralisis, convlusiones, ataxia, hiperestesia, y coma en los momentos antes de la muerte; esto
ocurre debido a que los eritrocitos infectados con el parasito se adhieren a los capilares
cerebrales (Suarez & Noh, 2011; Almazéan et al., 2018).

Los métodos de diagndstico convencionales para la babesiosis bovina son el frotis
sanguineo que se basa en la identificacion de los protozoarios con un microscopio y la prueba
de inmunoflourescencia indirecta (IFAT) que detecta la presencia de anticuerpos especificos
contra la Babesia en el suero de los animales (Mosqueda et al., 2012).

No obstante, estos métodos diagndsticos tienen desventajas, ya sea debido a lo
tardado del proceso y su baja sensibilidad; o por su dificultad para analizar un nimero grande

de muestras. Por su parte, los inmunoensayos ligados a enzima (ELISA) permiten analizar



un nimero grande de muestras al mismo tiempo y son mas sensibles que la IFAT (Mosqueda
etal., 2012; OIE, 2019).

Las proteinas recombinantes son una estrategia para obtener antigenos de los
patogenos sin la necesidad de cultivarlos (Overton, 2014). Escherichia coli es el organismo
mas utilizado a nivel mundial para la obtencion de estas proteinas, debido al amplio
conocimiento de su genoma y la facilidad que tiene para desarrollarse en cultivo (Gopal &
Kumar, 2013; Hayat et al., 2018).

El uso de proteinas recombinantes en el diagnostico facilita la obtencidn del material
bioldgico, ya que en la mayoria de los casos es necesario lograr la infeccion experimental de
los animales; ademas, tiende a disminuir el costo de produccion de los metodos de
diagnéstico (De la Coletta et al., 2019; Yizmaz et al., 2019).

La proteina quimérica CHPV1.9 fue desarrollada en el Laboratorio de Inmunologia 'y
Vacunas de la Universidad Autonoma de Querétaro. Estd conformada por péptidos
provenientes de proteinas necesarias para el ciclo de vida de Babesia bigemina (Hernandez-
Silva, 2018). Estos péptidos son reconocidos por sueros de bovinos naturalmente expuestos

a la babesiosis bovina.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y estandarizar una prueba de ELISA
indirecta (iELISA) basada en la CHPV1.9 (Chimeric Protein Version 19).



1. ANTECEDENTES

2.1 Definicion de la enfermedad

La babesiosis es una enfermedad de distribucion mundial, es causada por protozoarios
apicomplexos del género Babesia, y es transmitida por garrapatas de la familia Ixodidae a
una amplia variedad de hospedantes vertebrados (Vannier et al., 2015; Beugnet & Moreau,
2015; Gohil et al., 2013). De las enfermedades transmitidas por la sangre, la babesiosis es la
segunda mas comun en los animales y en la actualidad ha ganado interés al ser una zoonosis
potencial (Gohil et al., 2013).

A nivel mundial, la babesiosis bovina es causada por tres especies de Babesia: B.
bovis, B. bigemina y B. divergens, la distribucion de estas especies es dependiente de la
presencia de su vector (Friedman & Yakubu, 2014). B. bigemina y B. bovis son transmitidas
principalmente por garrapatas Rhipicephalus microplus y Rhipicephalus annulatus, esto en
regiones tropicales del mundo, como América, Australia, Africa y Asia. Por otra parte, B.
divergens es transmitida casi exclusivamente por Ixodes ricinus en el norte de Europa
(Almazan et al., 2018; Gohil et al., 2013). Esta enfermedad también es conocida como fiebre
de Texas, piroplasmosis, fiebre de garrapata o fiebre de agua roja, esta Ultima debido a la
hemoglobinuria que causa en los animales enfermos (Taylor et al., 2015; Vannier et al.,
2015).

El agente etioldgico fue descrito por primera vez por (Babes, 1888), quien encontrd
microorganismos redondeados dentro de los eritrocitos de bovino que padecian
hemoglobinuria (Figura 1). En ese momento, Babes considero a este microorganismo como
una bacteria, denomindndola Hematococcus bovis, en un futuro seria redefinida como
Babesia bovis (Mihalca et al., 2010).

A pesar de su descubrimiento, Babes no pudo ligar el microorganismo a la garrapata
y en el afio 1893 Smith y Kilborne describieron el agente de la fiebre de Texas, llamandolo
Pyrosoma bigeminum y ademas vincularon la enfermedad a la mordedura de garrapatas
Boophilus spp (Smith & Kilborne, 1893).



Figura 1. Primeros dibujos de Babesia spp publicados por Babes. Recuperado de Mihalca
et al., 2010. K:nucleo, b: células rojas, b1; células rojas con parasitos, e: parasitos libres en

division, g: matriz granular.

2.1.1 Taxonomia
La Babesia pertenece al filo Apicomplexa, que a su vez deriva del domino eucariota.
Estos organismos se diferencian por la presencia de un complejo apical y un citoesqueleto
diferente al resto de los eucariotas (Chauvin et al., 2019). Dentro del filo Apicomplexa se
encuentran protozoarios como Theileria, Plasmodium, Toxoplasma, Isospora Yy

Cryptosporidium.
La clasificacion del agente etioldgico es la siguiente:

Dominio: Eucariota (Mehlhorn et al., 1994)
Supergrupo: SAR
Reino: Alveolata
Filo: Apicomplexa (Levine, 1982)
Clase: Aconoidasida (Leuckart, 1879)
Orden: Piroplasmida (Homer et al., 2000)
Familia: Babesiidae

Género: Babesia



2.1.2 Morfologia
B. bovis y B. bigemina son parasitos en forma de pera. B. bovis tiene dimensiones de
2.0 um por 1.5 pm, mientras que B. bigemina presenta dimensiones de 4.5 um por 2.0 um,
cuando el paréasito se encuentra en su hospedante vertebrado (Babes, 1888; Smith & Kilborne,
1893).

Los paréasitos Apicomplexos como la Babesia poseen organelos especializados para
invadir y escapar las células del hospedante. De manera general, los estadios infectantes de
los parasitos poseen tres estructuras caracteristicas: las roptrias, los micronemas y los
granulos densos; estos ultimos denominados como cuerpos esféricos en Babesia spp
(Blackman & Bannister, 2001). En la Figura 2 se aprecian estas estructuras en un merozoito

de Babesia bigemina (Potgieter et al., 1977).

Figura 2. Merozoito de B. bigemina en microscopia electrénica. Se aprecian las roptrias (R),
un grupo de micronemas (MN), un cuerpo esférico (SB), el nucleo del parasito (N) y la
mitocondria (MI) (Poltgieter et al., 1977).

Las micronemas (Figura 3) son organelos asociados a la membrana del paréasito,
tienen una forma fusiforme y se presentan varias copias por cada parasito (Blackman &
Bannister, 2001). La proteina AMA-1 (antigeno apical de membrana 1) es secretada por las
micronemas y esta presente en B. bovis y B. bigemina. AMA-1 se encarga de la re-orientacion

de parasito para colocar la regién apical en contacto con el eritrocito (Mitchell et al., 2004).



Las roptrias (Figura 3) son facilmente identificables por microscopia electronica por
su forma de garrote. Generalmente cada parasito posee dos roptrias, las cuales varian de
tamafio con respecto al género del que se trate (Blackman & Bannister, 2001). Las roptrias
secretan proteinas que participan en los procesos de invasion celular de los parésitos
apicomplexos (Yokoyama et al., 2006). La proteina RAP-1 (proteina asociada a roptrias 1)
es altamente conservada en B. bovis y B. bigemina. La proteina se une a los eritrocitos y

permite la invasion celular (Mosqueda et al., 2002).

Los cuerpos esféricos (Figura 3) son vesiculas asociadas a la membrana de la region
apical del paréasito, poseen contenidos granulares en su interior y su numero varia entre
diferentes parésitos (Blackman & Bannister, 2001). Las proteinas de este organelo, conocidas
como proteinas de los cuerpos esféricos (SBP-1, SBP-2 y SBP-3) son liberadas en el espacio
entre el parasito y la membrana del eritrocito, lo cual permite la invasion del primero
(Yokohama et al., 2006).

El apicoplasto (Figura 3) es un organelo en los parasitos apicomplexos, es el
homologo al cloroplasto en las plantas. Este organelo posee su propio genoma y cuenta con
su propia maquinaria de expresion de proteinas. Las proteinas codificadas en el cloroplasto
intervienen en el metabolismo del parasito. Su origen se cree que deriva de un proceso

endosimbidtico con otra célula eucariota (Waller & McFadden, 2005; Brayton et al.,2007).

———

Figura 3. Representacion de un eritrocito de bovino parasitado con Babesia (Gohil et al.,
2010).



2.2 Ciclo de vida

El principal vector de B. bovis y B. bigemina son las garrapatas del género Rhipicephalus
(R. microplus y R. annulatus). B. bigemina puede ser transmitida por R. decoloratus y R.
evertsi. R. geigyi y algunas especies de Haemaphysalis son capaces de transmitir estas dos
especies de Babesia spp (OIE, 2018).

El protozoario Babesia ha desarrollado mecanismos para garantizar su supervivencia y
perpetuacion entre sus hospedantes, esto a través de la combinacion de una fase sexual (en el
vector) y una fase asexual (en el bovino). El ciclo de vida de Babesia sigue el desarrollo
comun del filo Apicomplexa, que incluye tres fases consecutivas: merogonia, gametogonia

y esporogonia (Jalovecka et al., 2019).

El ciclo de vida inicia cuando una garrapata infectada con Babesia se alimenta de
sangre de un bovino sano y a través de la saliva de la garrapata miles de esporozoitos son
inyectados al torrente sangineo del animal. Los parasitos infectan a los eritrocitos del bovino
en la sangre. El esporozoito se diferencia en una célula redonda llamada trofozoito, que
pierde los organelos del complejo apical, después se reproduce por fision binaria formando
dos células hijas, llamadas merozoitos. Los merozoitos se forman en pares dentro del
eritrocito y se produce su salida mediante lisis para invadir a un nuevo eritrocito; terminando
la fase de merogonia (Mosqueda et al., 2012; Gohil et al., 2013; Jalovecka et al., 2019).

Dentro del torrente sanguineo, algunos merozoitos se desarrollan en “pre-
gametocitos”, los cuales son necesarios para infectar a la garrapata; este estadio solo puede
observarse mediante microscopia electronica (Chauvin et al., 2009; Jalovecka et al., 2016;
Jaloveckaetal., 2019). De acuerdo a Chauvin et al. (2009), la garrapata se infecta al consumir
sangre de un bovino infectado con babesiosis, la sangre se digiere en el intestino del vector
y y se liberan los parasitos a la luz del intestino medio; unicamente los pre-gametocitos son
capaces de sobrevivir y terminar su diferenciacion en gametocitos, estos Ultimos también son

conocidos como cuerpos radiados o Strahlenkorper.

En la luz del intestino de la garrapata se fusionan dos gametocitos, lo que forma un

cigoto. El cigoto desarrolla un organelo semejante a una pua que le permite infectar a las



células intestinales de la garrapata. El cigoto se divide mediante meiosis para formar quinetos
poliploides en las células intestinales. Los quinetos lisan las células del intestino y migran
por la hemolinfa para diseminarse en los tejidos de la garrapata (Chauvin et al., 2009;
Mosqueda et al., 2012; Jalovecka et al., 2019).

Algunos quinetos migran a los ovarios de las garrapatas hembra, donde infectan los
huevos, ocasionando una transmision transovarica y garantizando la persistencia del parasito
en la siguiente generacion de garrapatas. Cuando la garrapata ovoposita, las larvas se
encuentran infectadas con Babesia (Mosqueda et al., 2012; Jalovecka et al., 2019; Suarez et

al., 2019).En la Figura 4 se describe el ciclo de vida de Babesia spp.

La transmision en el hospedero vertebrado ocurre tras la mordedura de una garrapata,
B. bovis es transmitida por las larvas, mientras que B. bigemina es transmitida por las ninfas
y adultas (Suarez & Noh, 2011). Cuando esto ocurre, los quinetos migran a las glandulas
salivales de las garrapatas formando esporoblastos. Cada esporoblasto se diferencia en miles
de esporozoitos que seran transmitidos por la saliva de la larva, ninfa o adulta, cerrando asi

el ciclo de vida de Babesia spp (Mosqueda, et al., 2012; Suarez et al., 2019).

El proceso de invasion al eritrocito comienza cuando un parésito libre en el torrente
sanguineo identifica a un eritrocito a través de proteinas de membrana como MSA-1y MSA-
2 en B. bovis y GP-45 en B. bigemina (Suérez et al., 2019). Ademas, la interaccion del
parasito con el eritrocito se ve potenciada por diferencias en el potencial eléctrico de las

membranas celulares (Scudiero et al., 2018).

Depués de establecer contacto con el eritrocito, el parasito se re-orienta de manera
que la regidn apical entre en contacto directo con la célula roja. La adherencia de ambas
membranas celulares con alta afinidad se da a través de las proteinas del complejo apical del
parasito (Suarez et al., 2019). Tras lograr la invasién del eritrocito se forma una membrana
vacuolar parasitofora, la cual es rapidamente disuelta, lo que deja al parasito en contacto

directo con el citosol de la célula del hospedante (Gohil et al., 2010).



Ciclo de vida de Babesia spp

Figura 4. Ciclo de vida de Babesia spp. Modificado de Mosqueda et al.; (2012).
Los autores (Mosqueda et al., 2012) explican la figura de seguiente manera:

A) Esporozoitos invaden un eritrocito y se transforma en un trofozoito. B) Trofozoito en

forma de anillo. C) Mediante fision binaria, de cada trofozoito dos merozoitos son formados.



D) Los merozoitos se encuentran inicialmente unidos semejando un par de peras en un angulo
agudo. E) Los merozoitos maduros se separan antes de salir del eritrocito. F) Los merozoitos
son liberados del eritrocito. Algunos volveran a infectar eritrocitos para formar nuevos
trofozoitos, mientras que otros seran consumidos por una garrapata para continuar con su
ciclo de vida en el invertebrado. G) Estadios sexuales son liberados de los eritrocitos y se
transforman en gametocitos. H) Los gametocitos se diferencian en gametos hembras y
machos que forman un cigoto después de su fusion. 1) El cigoto se desarrolla en su forma
infectiva para ingresar a las células intestinales de la garrapata. J) Cuerpos de fision son
formados, los cuales se transforman después en quinetos moviles. K) Los quinetos destruyen
la célula intestinal, escapan a la hemolinfa y se esparcen en diferentes tejidos, incluyendo los
ovarios. L) En los ovarios, células embrionarias son infectadas por los quinetos (trasmision
transovarica). M) Cuando una garrapata ovoposita, los embriones ya se encuentran
infectados. N) Larvas suben al bovino para alimentarse, los quinetos migran a las glandulas
salivales de la garrapata y forman un esporoblasto. O) Miles de esporozoitos se liberan de un
solo esporoblasto. P) Larvas de garrapata se alimentan del bovino, liberando esporozoitos al

torrente sanguineo del animal.

2.3 Importancia y manejo de la enfermedad
2.3.1 Impacto econémico
La poblacion mundial de ganado bovino era de 1,729 millones de cabezas en el afio

2020, se estima que el 77% de estos animales estdn en peligro de la mordedura de la
garrapata. La babesiosis bovina es el segundo hemoparasito con mayor prevalencia a nivel
mundial y el cambio climéatico a favorecido su aparicion en nuevos nichos, debido a la
movilizacién de la garrapata. EI primer lugar lo ocupa Trypanosoma spp (Lohmeyer et al.,
2011; FAO, 2022; Jacab et al., 2020).

A finales del 2018, el inventario bovino en México fue de 35 millones de cabezas de
ganado, lo que lo ubico en el octavo lugar mundial en este aspecto. La mayor densidad
poblacional de animales se encuentra en los estados de Veracruz y Jalisco (SIAP-SADER,
2019).
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De acuerdo con las estimaciones de Rodriguez et al. (2017), el 80% de los bovinos
en México se encuentran en riesgo de mordedura por garrapatas Rhipicephalus microplus. El
impacto econdémico de la mordedura de esta garrapata se estima en 573.6 millones de délares
anuales. Este valor considera los costos de prevencion, tratamiento y la pérdida de la
produccién (Rodriguez et al., 2017).

Australia posee un inventario bovino similar a México, ambos produciendo 2.1
millones de toneladas anuales. En Australia la babesiosis bovina representara pérdidas de
204 millones de dodlares en la proxima década; dentro de este nimero se considera la
disminucion en la produccion de carne y leche, la muerte de los animales, la prevencion, el

tratamiento, la pérdida de fertilidad y la induccidon de abortos (Gohil et al., 2013).

El 62% de las pérdidas econdmicas atribuidas a la babesiosis son debido efectos
directos de la enfermedad, como lo son el descenso de la produccién, la muerte de los
animales y su tratamiento. El 38% restante corresponden a los costos involucrados en el
control de la enfermedad, el diagnostico, la contratacion de Meédicos Veterinarios y la

administracion de farmacos (Guglielmone et al., 1992).

2.3.2 Signos clinicos
La babesiosis bovina se manifiesta entre 8 y 14 después de la mordedura de
garrapatas. Los signos clinicos son fiebre, , depresion, debilidad, hemoglobinuria, ictericia,
anemia hemolitica, tremores musculares, taquipnea, abortos en la hembras gestantes y en
muchos casos, la muerte. La aparicion de estos signos ocurre entre 8 y 14 dias después de la

mordedura de una garrapata infectada (Saad & Shuai, 2015; Almazan et al., 2018).

B. bigemina es la especie méas prevalente a nivel mundial, las parasitemias alcanzan
entre el 10 y el 30%, y alcanza una mortalidad de 30% si los animales no reciben tratamiento.
Las causas de la muerte son choque hipovolémico, y/o falla renal, hepéatica o pulmonar. Los
animales que sobreviven a la enfermedad sin tratamiento sufren un periodo largo de

convalescencia (Esmaeilnejad et al., 2018; Jaimes et al., 2018; OIE, 2018).

Babesia bovis puede modificar la estructura de los eritrocitos, lo que permite su

adherencia a las células endoteliales en los capilares. Esta caracteristica ocasiona falla en el
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cerebro, higado y/o pulmén. Las infecciones con B. bovis son de curso agudo y usualmente
son fatales en el ganado susceptible (Brown et al., 2006; Sondgeroth et al., 2013). Se puede
presentar signos nerviosos, como ataxia y coma, junto con los signos normales en las

infecciones por Babesia spp (Suarez & Noh, 2011; Almazén et al., 2018).

2.3.3 Patogenia
El principal dafio que ocasionan los parésitos de Babesia spp es la destruccion de
eritrocitos ya que de cada eritrocito infectado se producen dos merozoitos que infectaran a
dos nuevas células rojas (Saleh, 2009). Ademas existe un efecto indirecto de hemalisis, esto
es dado por un aumento en la actividad fagocitica de monocitos periféricos sobre los
eritrocitos infectados (Court et al., 2001). Un animal que padece babesiosis produce
anticuerpos contra proteinas del parasito presentes en la membrana del eritrocito, lo que

induce hemolisis mediada por anticuerpos (Goes et al., 2007).

En un animal susceptible, los paréasitos se dividen sin control, lo que ocasiona un
descenso rapido en el Volumen Celular Aglomerado de los animales. La disminucion del
namero eritrocitos ocasiona hipoxia en los tejidos de los bovinos. La hemolisis es marcada
en infecciones causadas por B. bigemina, lo que ocasiona la presencia de hemoglobinuria,

dafo renal y esplenomegalia (Suarez et al., 2019).

Como se mencion0 anteriormente, B. bovis altera la estructura de los eritrocitos y
promueve su adherencia al endotelio (Gohil et al., 2010), lo que ocasiona una baja
parasitemia en sangre periférica y la formacion de estructuras semejantes a crestas en la
superficie de los eritrocitos infectados (Figura 5). Estas crestas interacttan con las células del

endotelio, lo que promueve su citoadherencia (Suérez et al., 2019).
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Babesia bigemina
Figura 5. Estructura de la superficie de eritrocitos infectados con B. bovis y B. bigemina
(Suérez et al., 2019). Microscopia de fuerza atomica. Los eritrocitos de infectados con B.

bovis presentan crestas formadas por antigenos VESAL, los cuales promueven la
citoadherencia al endotelio vascular.

A la necropsia se observan lesiones asociadas a hemolisis, como mucosas palidas,
esplenomegalia, ictericia y rifiones oscuros. Se puede encontrar edema pulmonar y ascitis,
junto con petequias en los érganos. En los hallazgos microscopicos se encuentran necrosis

hepatica, colestasis y hiperplasia de linea eritroide en la médula 6sea (Zachary, 2017).

2.3.4 Tratamiento
El dipropionato de imidocarb es capaz de eliminar en su totalidad a los paréasitos en
la sangre, esto durante la fase aguda de la enfermedad (Brown & Berger, 1970; Callow &
McGregor, 1970). El farmaco puede utilizarse de forma proflilactica, confiriendo proteccion

entre 3y 6 semanas después de su aplicacion (Vial & Gorenflot, 2006; Lehner et al., 2011).
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Es por esto que el imidocarb es uno de los dos farmacos de eleccion para el tratamiento de la
babesiosis (Lehner et al., 2011; Mosqueda et al., 2012).

El mecanismo de accion del imidocarb no esta definido. Se teoriza que interfiere en
la produccion de proteinas necesarias para el desarrollo del parasito durante su fase dentro

del eritrocito (Mosqueda et al., 2012).

Por otro lado, Lehner et al (2011) y Baneth, (2018) estipulan que el imidocarb se une
a los &cidos nucleicos de la Babesia ocasionando compactacion de la cromatina y la

subsecuente inhabilidad de reparacion y replicacion celular.

El otro farmaco usado recurrentemente para el tratamiento de la babesiosis es el
aceturato de diminaceno. Se menciona que el fArmaco interfiere en la sintesis del ADN del

parasito y los procesos de obtencidn de energia (Baneth, 2018; Tuvshintulga et al., 2019).

2.3.5 Control del vector
El uso de acaricidas en el ganado bovino es la estrategia de eleccion para disminuir
el impacto econémico directo ocasionado por las garrapatas y disminuyendo la incidencia de
las enfermedades transmitidas por garrapata como la babesiosis (Almazan et al., 2018).

Los acaricidas que fueron més utilizados son los organoclorados, organofosforados,
piretroides y el amitraz. Sin embargo, su uso indiscriminado ha ocasionado el surgimiento de
subpoblaciones de garrapatas resistentes a estos compuestos. Ademas los acaricidas afectan
a las poblaciones de insectos regionales y tienen un efecto residual en los productos del

bovino (carne y leche) (George et al., 2004; Domingos et al., 2013).

En 1981 surgieron en México las primeras subpoblaciones resistentes de garrapatas
debido al uso excesivo de organofosforados y organoclorados, estas cepas fueron llamadas
“Tempoal” y “Tuxpan” (Aguirre & Santamaria, 1986). En 1985 se aprobd el uso de amidinas
y piretroides para el control de garrapatas en México y para el afio de 1993 aparecieron cepas
resistentes a estos compuestos (“Mora, “Aldama”y “Coatzacoalcos”) (Ortiz et al., 1995). El
Amitraz ha sido utilizado en México desde el afio 1994, ocurriendo el primer caso de
resistencia a este componente ocho afios después, en el afio 2002 (Soberanes et al., 2002).
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La NOM-019-ZO0-1994 (Figura 6) “Campana Nacional contra la Garrapata
Boophilus spp” menciona los lineamientos para el control y eliminacidn de la garrapata del
territorio mexicano; en esta se detalla el uso correcto de acaricidas para la prevencion de
subpoblaciones resistentes. Los esfuerzos de esta campafia son positivos y el 30% del pais se
clasifica como zona libre de garrapata (Almazan et al., 2018; SENASICA, 2020).

SITUACION ACTUAL CAMPARNA NACIONAL PARA EL CONTROL
DE LA GARRAPATA Boophilus spp.

[ Erradicacion
Control
[ control’

/4 . GOBIERNO DE
() MEXICO | AGRICULTURA | (@7 SENASICA

Figura 6. Situacién actual de la campafia nacional para el control de la garrapata Boophilus
spp (Rhipicephalus spp). (SENASICA, 2020).

2.4 Epidemiologia de la enfermedad
La transmision de la babesiosis bovina requiere del cumplimiento de dos factores: la
presencia de larvas infectadas con el parasito, y la presencia de animales susceptibles a la
enfermedad. Estos factores pueden ser influenciados por la movilizacion de animales, la

15



estacionalidad de la poblacion de garrapatas y caracteristicas ambientales del lugar en

cuestion (Benavides et al., 2016).

Un determinante en la incidencia de la babesiosis bovina es la cantidad de garrapatas
presentes en el ambiente, si la mayoria de los animales son infectados con el parésito desde
temprana edad, esto permite una estabilidad enzodtica (Benavides, 1985). Esta estabilidad se
define como un estado en el que el vector, la enfermedad y el hospedante se encuentran en

estrecha relacion, en la cual los signos clinicos suelen no ocurrir (Bock et al., 2004).

Los signos clinicos de la enfermedad suelen desarrollarse en animales adultos, los
cuales no han tenido contacto con la Babesia. Los becerros son resistentes a la enfermedad
durante los primeros 9 meses de vida, esto es dado por su sistema inmune innato y los
anticuerpos de la madre via calostro, lo que solo ocurre bajo estabilidad enzodtica (Bock et
al., 2004; Zintl et al., 2005).

Los animales que sobreviven al primer contacto con la enfermedad no eliminan por
completo los parasitos en la circulacion sanguinea, convirtiéndose en animales
persistentemente infectados con bajos niveles de parasitemia (Saad et al., 2015). Este
mecanismo garantiza la permanencia de la enfermedad, la inmunidad de los animales y
aumenta la probabilidad de las Babesias para alcanzar al vector invertebrado (Suarez et al.,
2019).

La persistencia de B. bovis puede presentarse a lo largo de toda la vida del animal
(Goff et al., 2008), por el contrario, la persistencia de B. bigemina es de hasta 22 meses en el
bovino (Mahoney et al., 1973). Estos animales persistentemente enfermos pueden presentar
signos clinicos, esto debido al estrés, inmunosupresion y/o por co-infeccién con otros

parasitos (Suarez et al., 2019).

2.4.1 Distribucion
La garrapata es necesaria para lograr la transmisién y el establecimiento de la
babesiosis bovina en una poblacion susceptible, por lo que la distribucién de la enfermedad

es dependiente de la presencia o no de Rhipicephalus spp (Barré & Uilenberg, 2010).
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La enfermedad se disemina en regiones tropicales y subtropicales, las cuales son
comunes con su vector. La enfermedad puede diseminarse bajo dos situaciones: la
introduccion de un animal infectado o persistentemente infectado a un area libre de Babesia,
pero con presencia del vector, o por la movilizacion del vector a través de cambios climaticos
(Almazén et al., 2018).

El estudio de Romero-Salas et al., (2016) revel6 una seroprevalencia de la
enfermedad de 98% para B bovis y de 100% para B. bigemina. Esto fue en estado de

Veracruz, México, la cual es una zona endémica de la garrapata y la Babesia.

2.5 Métodos de diagndstico para la babesiosis bovina

2.5.1 Frotis sanguineo

Es un método sencillo y econdmico, consiste en la obtencion de sangre bovina junto
con un anticoagulante. Se coloca una gota de la sangre obtenida sobre un extremo de una
laminilla, después con otra laminilla se desliza hacia atras la gota, se hace contacto y se
dispersa a lo ancho por capilaridad, para después en un movimiento rapido hacia adelante se
extiende la sangre (Cowell et al., 2009). El frotis sanguineo es secado al aire, se fija durante
10-60 segundos en metanol absoluto y por ltimo se tifie durante 15-30 minutos con colorante
Giemsa al 10% (OIE, 2018). La sensibilidad y especificidad de esta técnica dependen de la
experiencia del examinador, sobre todo para la diferenciacion entre B. bovis y B. bigemina.

El uso de frotis gruesos aumenta la sensibilidad de este método (Lempereur et al., 2017).

De acuerdo con la OIE., (2018) los frotis gruesos para la deteccion de Babesia spp.
se realizan colocando una gota de sangre de 50ul y extendiéndola de forma convencional. El
frotis se seca al aire y se fija con calor a 80 °C durante 5 minutos, la tincion se realiza con
Giemsa al 10%. Con esta técnica se lisan los eritrocitos y aumenta la sensibilidad, aunque

dificulta la diferenciacion entre especies.

Las fases intraeritrocitarias son observadas bajo el objetivo 100x con aceite de
inmersion como solucién de montaje. Los merozoitos de B. bovis miden 1.5-2 um de
diametro, mientras que los de B. bigemina 2.5-3.5 um de didmetro (Morzaria et al., 1992;
Mosqueda et al., 2012).
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2.5.2 Inmunofluorescencia indirecta
Esta técnica detecta anticuerpos especificos contra el parasito. La IFI se basa en el
reconocimiento de la Babesia fija en una laminilla por anticuerpos en el suero de los animales
sospechosos; los resultados arrojados por este método son subjetivos y no pueden ser
cuantificados (OIE, 2018). Un resultado positivo indica que el animal ya estuvo expuesto
previamente a la enfermedad, pero no necesariamente que se encuentre enfermo en ese

momento.

Para la IFI, se requiere de antigeno que consiste en eritrocitos infectados con cada una
de las especies. Se recomienda una parasitemia entre 2% y 5%, en sangre periférica, la cual
después de ser extraida con anticoagulante, es lavada para eliminar las proteinas de la sangre,
las células blancas y preservar unicamente los eritrocitos. Con la sangre se realizan frotis
sanguineos delgados, se fijan con acetona fria y después se incuban sueros de animales
sospechosos durante 30 minutos. Posteriormente se afiade un anticuerpo anti bovino marcado
con un flourocromo. Este fluorocromo emite una sefial luminosa al ser excitado con un haz
de luz de una deteminada longitud de onda. Es necesario el uso de un microscopio de

fluorescencia para emitir un resultado (OIE, 2018).

Los anticuerpos de bovino contra B. bigemina tienen reaccion cruzada con B. bovis
(Goodger, 1971). La inmnofluorescencia indirecta permite detectar animales
persistentemente infectados o portadores de la enfermedad. Es utilizada para estudios
epidemioldgicos y como herramienta para permitir el flujo de animales a zonas libres de
babesiosis (OIE, 2018).

Las desventajas que presenta este método son: la necesidad de obtener antigeno para
los frotis, requiere de personal capacitado para leer esta prueba y de un microscopio de

fluorescencia (Mosqueda et al., 2012).

2.5.3 Fijacion del complemento
En esta técnica se identifican anticuerpos especificos contra el antigeno de interés.
Los sueros de los animales se calientan a 56 °C, con la finalidad de destruir la proteinas del

complemento. Posteriormente a la muestra se le agrega antigeno y proteinas del complemento
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cuantificadas. Finalmente se agrega un sistema hemolitico, el cual se compone de eritrocitos
de otra especie y anticuerpos especificos contra las proteinas del eritrocito. En los sueros
positivos las proteinas del complemento se unen al complejo antigeno-anticuerpo y, por lo
tanto, estas proteinas no pueden unirse al complejo eritrocito-anticuerpo. Esto ocasiona la
precipitacion de los eritrocitos y se aglutinan (Todorovic et al., 1971).

La fijacion del complemento es capaz de reconocer anticuerpos especificos contra
Babesia spp durante los primeros 84 dias post-infeccién. A partir de este momento la
deteccion comienza a disminuir, alcanzando a detectar solamente el 60% de los positivos al
dia 98 después de la infeccion (Kuttler et al., 1977).

Esta técnica se usa en algunas regiones para permitir la movilizacion de animales a
otros paises. Es probable que la fijacion del complemento no identifique a todos los
individuos enfermos como tales, esto ocasionado a una baja sensibilidad. La obtencién del
antigeno para la prueba es a través de la infeccion experimental de animales, por lo que
existen consideraciones éticas para la utilizacion de la fijacion del complemento como
método de diagnostico (OIE, 2018).

2.5.4 Inmunoensayo ligado a enzima (ELISA)

Esta técnica se basa en la reaccion antigeno-anticuerpo la cual genera un cambio de
color. Esto permite determinar la presencia de anticuerpos especificos en el suero de los
animales (Aydin, 2015). La prueba de ELISA fue descrita inicialmente por Engvall y
Perlmann en 1971, para la identificacion de inmunoglobulinas de conejo. Permite la
identificacion de proteinas como citocinas, hormonas, fosfoproteinas, moléculas

recombinantes y anticuerpos (Hornbeck, 2015).

La técnica se basa en la union de un antigeno con un anticuerpo especifico. El
antigeno es inmobilizado en una microplaca, el cual es reconocido con un anticuerpo
primario presente en la muestra sospechosa. Finalmente se utiliza un anticuerpo secundario
acoplado a una enzima, y se formara un complejo antigeno-anticuerpo si la muestra
sospechosa posee anticuerpos especificos. La enzima acoplada al anticuerpo secundario

genera un cambio de color en relacion a la concentracion de anticuerpos especificos en la
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muestra, esto al adicionarse un cromogeno especifico de la enzima y un catalizador de la

reaccion quimica (Shah & Maghsoudlou, 2016).

Es necesario bloquear con proteina inespecifica (como las proteinas de la leche) los
espacios vacios de la placa entre las moléculas de los antigenos para evitar la union
inespecifica de anticuerpos; de igual forma es primordial realizar lavados entre cada uno de
los pasos para evitar la interferencia de antigenos y anticuerpos con uniones de baja afinidad
(Aydin, 2015).

El ELISA directa (Figura 7, panel A) fue desarrollada en 1971 por Engvall &
Perlmann. Consiste en cubrir directamente la placa con la muestra, que puede ser un antigeno
o0 un anticuerpo. Después se agrega un anticuerpo acoplado a una enzima, la placa es incubada
y lavada para eliminar antigenos o anticuerpos que no se unieron. El tltimo paso consiste en
agregar el sustrato de la enzima para producir una sefial a través del cambio de color (Aydin,
2015).

En el ELISA indirecta (Figura 7, panel B) un antigeno o anticuerpo es inmovilizado
en laplacay se adiciona la muestra, que es un anticuerpo de interés. Después de la incubacion
y los lavados correspondientes se agrega un anticuerpo secundario, que estd acoplado a una
enzima. Al igual que en el ELISA directa, se agrega un sustrato para la enzima y se mide el
cambio de color (Shah & Maghsoudlou, 2016). Este tipo de ensayo es muy Util para la
deteccion de anticuerpos ya sea en sobrenadantes de cultivo de hibridomas o en el suero
(Hornbeck, 2015).

En 1977, Kato et al., desarrollaron una metodologia alternativa para la deteccion de
antigenos, la cual fue llamada ELISA tipo sandwich (Figura 7, panel C). En este método se
cubre la placa con un anticuerpo de captura. Después se adiciona la muestra, la cual contiene
el antigeno de interés, se incuba y se realizan lavados para eliminar los antigenos no unidos.
Finalmente se agrega el anticuerpo secundario acoplado a una enzima, se agrega el sustrato
especifico y se mide el cambio de coloracion ocasionado por la unién antigeno-anticuerpo

(Hornbeck, 2015). Se considera que este método es 2-5 veces mas sensible que otros tipos de
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ELISA, debido a que el antigeno se une especificamente a dos anticuerpos en lugar de sélo

uno (Aydin, 2015).

En el inmunoensayo ligado a enzimas competitivo (Figura 7, panel D) se utiliza para
la deteccion de antigenos. Tal como su nombre lo indica, utiliza un proceso de union
competitivo. En esta técnica es necesario incubar un anticuerpo primario purificado con la
muestra de interés, formandose una union antigeno anticuerpo. La muestra es incubada en
una placa de ELISA, en la cual previamente se sensibiliz6 con el antigeno. La cantidad de
antigeno en la muetra representa el grado de anticuerpos libres que se uniran a la placa de
ELISA, de esta manera, un menor cambio de coloracién significa una mayor concentracion

de antigeno en la muestra (Shad & Maghsoudlou, 2016).
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En la Figura 7 se describen los distintos formatos de ELISA (Shad & Maghsoudlou, 2016).

Figura 7. Tipos de inmunoensayo ligado a enzima (ELISA). Traducido y modificado de:
Shad & Maghsoudlou, 2016. Panel A. ELISA directa. Panel B. ELISA indirecta. Panel C.
ELISA tipo sandwich. Panel D. ELISA competitiva.
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2.6 Proteinas recombinantes
2.6.1 Metodos de expresion y purificacion
Una proteina recombinante es aquella que es sintetizada en una célula diferente a la
de su origen, esto dado por la modificacion o recombinacion del material genético que la
codifica. Es necesario el uso de proteinas recombinantes ya que la gran mayoria de estas

moléculas no pueden ser sintetizadas de manera quimica (Overton, 2014).

Escherichia coli es el organismo méas empleado para la produccion de proteinas
recombinantes, ya que es facil de cultivar, tiene un ciclo celular corto y puede ser facilmente
manipulada genéticamente (Gopal & Kumar, 2013; Hayat et al., 2018). La utilizacion del
organismo se debe principalmente al basto conocimiento de su genoma y de la regulacién de
expresion de sus genes (Ferrer-Miralles et al., 2015; Rosano et al., 2019).

A pesar de que los modelos procariontes, como lo es E. coli, permiten la expresion de
muchas proteinas a un bajo costo, estos no pueden realizar modificaciones post-
traduccionales y tienden a plegar las proteinas de manera diferente (Ferrer-Miralles et al.,
2015). Estas caracteristicas son vitales cuando la proteina de interés quiere ser utilizada como
un homologo de una estructura presente en otro organismo, como en mamiferos o aves
(Overton, 2014).

Cuando se requiere una proteina con funcién homologa se recomienda el uso de un
modelo eucarionte, como lo son las levaduras, células de insecto o células de mamifero (He
et al., 2014). El problema con estos modelos es que requieren medios de cultivos mas
especificos, tienen ritmos de crecimiento lentos y tienen un menor rendimiento de proteina,

esto en comparacion con un modelo procarionte (Ferrer-Miralles et al., 2015).

Para obtener una proteina recombinante es necesario utilizar un vector de expresion,
el cual poseera el gen que codifica la proteina de interés. Para lograr agregar ADN extra a la
bacteria es necesario desestabilizar la membrana de la célula receptora para que el material

genético ingrese a la célula (Aune & Aachmann, 2010).

Hanahan., (1983) describié una metodologia para agregar ADN extracromosomal a

E. coli. El proceso consiste en realizar una disolucion de las bacterias receptoras con el
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material genético a insertar, después se realizan choques térmicos (42 °C) lo que permite la
entrada del ADN a la bacteria. Neumann et al., (1982) desarrollaron un procedimiento para
ingresar ADN extracromosomal a las células mediante la aplicacion de corrientes eléctricas.
Estas corrientes generan poros en las membranas plasmaticas y permiten la entrada del
material genético.

El vector de expresion es un plasmido con ADN circular, el cual posee un gen esencial
para la supervivencia de la bacteria. Las bacterias no transformadas no poseen este gen y por
lo tanto mueren al ser cultivadas. EI gen de interés debe poseer un inductor, para que la
proteina sea expresada ante un estimulo especifico y tener un control de la produccion
(Overton, 2014).

La purificacion de la proteina es necesaria ya que en el medio se encuentran otras
proteinas de la bacteria que no son deseadas, agregado a la presencia de los ingredientes de
los medios de cultivos. Cada proteina producida debe tener su propia metodologia de

purificacion (Ferrer-Miralles et al., 2014).

Antes de iniciar la purificacidn debe lisarse la célula que contiene la proteina en su
citosol, generalmente suele realizarse mediante choques térmicos que desestabilizan la
membrana, o bien mediante sonicaciéon (Wingfield, 2015). Se puede agregar un péptido sefial
en el extremo amino terminal de la proteina, este péptido dirige a la proteina recién traducida
al espacio periplasmico de la bacteria. Esto evita la contaminacion con las proteinas en el

citoplasma de la bacteria y puede purificarse mediante procesos osméticos (Overton, 2014).

Algunas proteinas recombinantes son almacenadas en cuerpos de inclusion dentro de
la célula, esto representa una ventaja en términos de pureza ya que en estos cuerpos de
inclusion se encuentra solamente la proteina de interés. Los cuerpos de inclusion se forman
debido a una sobreexpresion de una proteina, la cual no es plegada correctamente y se
aglomera en el citoplasma de la célula. Los cuerpos de inclusién no poseen una membrana
que los delimite del resto del contenido celular, son precipitados de la proteina de interés
(Williams et al., 1982; Kane & Hartley., 1988; Overton, 2014).
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La desventaja de la formacién de cuerpos de inclusién es que dentro de ellos se
encuentran grandes cantidades de proteina de interés plegada de manera incorrecta (Ferrer-
Miralles et al., 2014). Es necesario desnaturalizar la proteina después de purificarla, esto
suele realizarse con altas concentraciones de urea. Finalmente, la proteina se vuelve a

replegar tras reducir las concentraciones de urea (Singh & Panda, 2005).

Se pueden agregar residuos de histidina al extremo amino o carboxilo terminal de la
proteina de interés, esto es conocido como marcaje de afinidad. Los residuos de histidina
permiten que la proteina interactie con iones metalicos como el niquel o el cobre,

garantizando asi su purificacion (Cheung et al., 2012).

2.6.2  Aplicacion en metodos de diagnostico
La produccion de proteinas recombinantes que se derivan de organismos patdgenos
puede ser Util para el desarrollo de pruebas diagndsticas basadas en serologia (Yilmaz et al.,
2019). Permite tener una proteina de un patégeno sin la necesidad de cultivar dicho
organismo (Yizmaz et al., 2019; Dela Coletta et al., 2019).

Las proteinas recombinantes pueden basarse enteramente en el material genético de
una sola proteina de un organismo (Liu et al., 2011), también pueden basarse en multiples
proteinas, tomando los fragmentos antigénicos de cada uno y formar una proteina no

existente de manera natural (Ribeiro et al., 2019).

La utilizacion de una proteina quimérica multiepitdpica para el diagndstico puede
aumentar la sensibilidad de la prueba, al aumentar la probabilidad de que un epitopo sea

reconocido por el suero del individuo infectado (Dai et al., 2012).

Galdino et al. (2016), desarrollaron una proteina recombinante multiepitdpica para el
diagnostico del virus de la hepatitis C en humanos. Al adaptar la proteina a una técnica de
ELISA discrimind correctamente a todas las pruebas (27 sueros). Gao & Zhao (2019)
desarrollaron una proteina recombinante con 11 epitopos de células B provenientes de 6
proteinas diferentes de Mycobacterium tuberculosis. Al adaptar la proteina a un

inmunoensayo ligado a enzimas indirecto los autores obtuvieron una sensibilidad de 90%,
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una especificidad del 93.33%, un valor predictivo positivo de 93.1% Yy un valor predictivo
negativo de 90.32%.

2.7 Desarrollo de pruebas diagndsticas

El primer paso para el desarrollo de una prueba diagndstica es establecer con claridad

el proposito y la aplicacion del método. Los propositos mas frecuentes son:

1.

S

Demostrar la ausencia de infeccion en una poblacion definida.
a) Poblacion libre de la enfermedad.
b) Restablecimiento de ausencia de la enfermedad tras un brote.
Certificar la ausencia de la enfermedad en animales individuales o en productos
derivados de los mismos.
Apoyar a la erradicacion de la enfermedad.
Confirmar el diagnostico de casos clinicos.
Estimar la prevalencia de la enfermedad en una poblacion.
Determinar el estado inmunitario de animales individuales o poblaciones.
(OIE, 2018)

En el Cuadro 1 se menciona la importancia de estas variables en las pruebas

diagndsticas de acuerdo con el propdsito que se requiere. Los nameros en el cuadro

corresponden a los propdsitos descritos arriba.
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Cuadro 1. Factores que influyen en la idoneidad de pruebas diagndsticas para la deteccion
de anticuerpos.

Factores que influyen en la idoneidad de la
. prueba
Caracteristicas de la prueba 1
2 3 4 5 6
a b
Sensibilidad diagnostica +++ | | A | A | + +
Especificidad diagnostica + + + + | |+ |
Valor predictivo positivo + + + + +++ + +++
Valor predictivo negativo +++ | A | A | | |+ +
Capacidad de procesado de muestras
_ ) + +++ | ++ + - ++ ++
por unidad de tiempo
Tiempo necesario para obtener los
+ + + + | +++ - +
resultados
Garantia de calidad +4++ | 4 | | | | |
Reproducibilidad +++ | -+ | | A | | |
Repetibilidad +++ | -+ | | A | | |

Simbolos: +++ = esencial; + =menos importante; - = no importante
(OIE, 2018)

Se define como sensibilidad diagnoéstica a la capacidad de la prueba para denominar
a un individuo enfermo como tal. La especificidad diagndstica es la proporcion de individuos
sanos que son clasificados como tal por la prueba diagndstica. El valor predictivo positivo
(VPP) es la probabilidad que tiene un individuo enfermo para ser clasificado como tal por la
prueba diagndstica. El valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad de que un
individuo sano sea denotado como tal por la prueba. La reproducibilidad es la capacidad de
una técnica diagndstica para reflejar resultados similares cuando dos diferentes personas
aplican el método (Thrusfield & Christley, 2018). La repetibilidad es una caracteristica
deseable para las pruebas diagnosticas, es la precision de resultados cuando la prueba es

realizada multiples veces bajo las mismas condiciones (Everitt, 1995).
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En la Figura 8 se describe de manera general las fases necesarias para el desarrollo y

validacion de una prueba diagndstica para los animales terrestres.

| Consideraciones preliminares
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desarrollo de la propdsito deseado de —> ' del g’s‘?udio ¥ ¢
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Figura 8. Fases del desarrollo y validacién de una prueba diagndstica (OIE, 2018).

2.7.1 Estandarizacion la prueba.

Es necesario obtener pruebas de control para iniciar la estandarizacion de pruebas
diagnosticas basadas en anticuerpos. De acuerdo con el Manual de las Pruebas de
Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres es necesario obtener sueros de

referencia, los cuales son otorgados por laboratorios aprobados por la OIE. En caso de no
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existir o no estar disponible dichas muestras, se puede usar una que haya sido clasificada
como positiva 0 negativa mediante al menos dos métodos diagnosticos. Se recomienda

utilizar una muestra positiva y una muestra negativa (OIE, 2018).

Los sueros de referencia son para obtener el intervalo de funcionamiento de la prueba
diagnéstica, indicando los limites superiores e inferiores. En este intervalo la prueba
demuestra precision y exactitud idéneas. La exactitud es la obtencion de un valor analizado
préximo al valor real de la muestra. La precision es el grado de dispersién obtenido en una

muestra después de realizar el mismo método multiples veces (OIE, 2018).

En la estandarizacidn se evalGan cada uno de los parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos de la prueba, con la finalidad de adaptarse al objetivo deseado. En los parametros
bioldgicos se considera la matriz en la que se contiene la muestra, incluyendo la presencia de
analitos diferentes que pudiesen interferir con el resultado, como lo son las enzimas o las
proteinas del suero. Dentro de los pardametros bioldgicos se incluyen la dilucién de la muestra
problema y, en el caso de la prueba de ELISA, la dilucién del anticuerpo secundario (OIE,
2018).

Los parametros fisicos son relacionados con las caracteristicas de los tiempos de
incubacién en la prueba. Finalmente, los parametros quimicos se refieren al ajuste de todos

los reactivos utilizados, donde se indique la pureza y el pH de estos (OIE, 2018).
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1. HIPOTESIS
Se puede estandarizar un inmunoensayo ligado a enzima indirecto basado en la

proteina CHPV1.9 para el diagnostico de Babesia bovis y Babesia bigemina.
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IV.  OBJETIVOS

4.1 Obijetivo general

Desarrollar y estandarizar un Inmunoensayo Ligado a Enzima (ELISA) indirecto
basado en la proteina CHPV1.9 para el diagnostico de la babesiosis bovina causada por

Babesia bovis y Babesia bigemina.

4.2 Objetivos especificos

1. Identificar el porcentaje de identidad de los péptidos de la CHPV 1.9 con respecto a
las proteinas de B. bovis.

Obtener, purificar y cuantificar la proteina quimérica recombinante.

Desarrollar la prueba de ELISA indirecta.

Estandarizar la prueba de ELISA indirecta.

o A~

Determinar sensibilidad y especificidad analitica de los sueros positivos a B. bovis y

B. bigemina.
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V. METODOLOGIA

El proyecto desarrollado en esta tesis fue revisado por el Comité de Bioética de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro y cuenta con el folio de
aprobacion 78FCN2020.
5.1 Analisis bioinformatico de la CHPV 1.9

Se realiz6 un alineamiento de cada uno de los péptidos de la proteina recombinante
en busca de identidad con las proteinas reportadas en B.bovis. El andlisis fue realizado con
la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center of
Biotechnology Information) (Altschul, 1990).

En cada uno de los alineamientos se busco el porcentaje de identidad del péptido de
la proteina correspondiente de la CHPV1.9 con esa misma proteina en B. bovis, considerando
el valor E de cada alineamiento. Finalmente, también se reporto si existe algin porcentaje de
identidad con otras Babesias que afecten a los bovinos, asi como otros patégenos que afecten

a la especie.

A los péptidos alineados en B. bovis se les realizd una prediccion de epitopos B
mediante ABCpred (Saha & Raghava, 2006), Bcepred con sus algoritmos disponibles
((Parker et al., 1986; Karplus & Schulz, 1985; Pellequer et al., 1993; Emini et al., 1985;
Kolaskar & Tongaonkar, 1990; Janin & Wodak, 1978; Ponnuswamy et al., 1980) y por
Bepipred (Jespersen et al., 2017). Esta prediccion se realizd para corroborar que estos

péptidos similares a los de la CHPV1.9 son reconocidos por anticuerpos de forma natural.

Por dltimo, las secuencias de B. bigemina y de B. bovis fueron alineadas para
identificar la cantidad maxima de aminoacidos idénticos continuos. Se identificaron los

espacios donde el amino&cido es diferente.
5.2 Expresién de la CHPV 1.9

La proteina recombinante utilizada en este proyecto, denominada CHPV1.9 fue
desarrollada previamente por el Dr. Diego Josimar Hernandez Silva como proyecto de

doctorado. La proteina se encuentra en espera de patente.
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Se descongeld una clona de Escherichia coli transformada con el gen chpvl.9, se
tomaron 25 pl y se incub6 en 200 ml de caldo LB adicionado con 100ug/ de ampicilina a 37
°C durante 16 horas, esto para obtener un preinoculo de la bacteria. Al terminar este periodo
de tiempo se determiné la densidad dptica (600nm) para garantizar un crecimiento 6ptimo

del preinéculo.

El preindculo fue adicionado a un biorreactor BIOSTAT-A en un volumen de 4L de
caldo LB adicionado con 100ug/ml de ampicilina. Las condiciones del cultivo se
mantuvieron constantes a 37°C, pH 6.8 y ua saturacion de oxigeno del 40%. Se realizaron
lecturas de la densidad Optica del cultivo antes de agregar el preinoculo y cada 30 minutos
hasta alcanzar la fase exponencial en el crecimiento. Se tomaron muestras de 15 ml de cultivo
las cuales fueron centrifugadas a 15,000g durante 15 minutos con la finalidad de obtener el

sedimento y analizarlo por electroforesis en un gel de acrilamida al 12%.

Se indujo la expresion del gen quimérico adicionando L-arabinosa a una
concentracion final de 0.2%. Se permitio la expresion de la proteina recombinante durante 4
horas y cada 30 minutos se realizd la medicion de la densidad optica del cultivo. De igual
forma, se colectaron 15 ml cada 15 minutos para obtener un pellet y analizarlo por un gel de
SDS-PAGE.

Al terminar el cultivo bacteriano, el medio de cultivo se centrifugd a 10,000g durante
2 minutos a 4 °C, esto para obtener la biomasa. Se obtuvieron alicuotas de biomasa de 200

ml de medio de cultivo las cuales se congelaron a -20°C para su futura purificacion.
5.3 Lisis de la biomasa de cultivo

Las alicuotas fueron resuspendidas en tampén de lisis (Tampédn lisis: 50 mM Tris-
HCI, 100 mM NaCl, 5 mM Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free, pH 7.5). La lisis de la
biomasa fue lograda mediante disrupcion por ultrasonido en hielo, esto a 80% de amplitud
durante 5 minutos en pulsos de 10 segundos. Posteriormente las muestras se congelaron
durante 30 segundos en nitrégeno liquido y se calentaron a 37°C hasta su descongelacion. El

proceso de disrupcion por ultrasonido y congelacion se realizd 5 veces.
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La muestra lisada fue centrifugada y el sedimento fue lavado tres veces con tampon
de lisis con 0.5% de Triton X-100, el sedimento se incubo en agitacion durante 30 minutos a
4°C. Después la muestra fue centrifugada y lavada con 3ml de agua inyectable, este proceso

se repitio tres veces.

Se resuspendi6 la muestra en 5ml de agua grado biologia molecular con ADNsas
(10ug/ml) y se incub6 durante 30 minutos a 4°C. Se realizaron 3 ciclos de centrifugacion y

lavados con agua inyectable.
5.4 Purificacion de la CHPV1.9

La proteina fue purificada con un equipo de cromatografia liquida (FPLC por sus
siglas en inglés). La biomasa lisada fue solubilizada en tampon B (8M urea, 0.5M cloruro de
sodio, 20mM tris base, 12mM imidazol, pH 8.3) y filtrada por una membrana de

polietersulfona (PES por sus siglas en inglés) de 0.22um.

La muestra fue cargada al equipo (Akta pure, Cytiva) y se realiz6 una cromatografia
de afinidad (IMAC por sus siglas en inglés). Se utilizé una columna con afinidad a cola de
histidinas (HisTrap™ FF 5ml, Cytiva) con volumen total de 5ml. El equilibrio de la columna

se realiz6 con 5 volimenes de tampdn B, después la muestra fue aplicada a la columna.

Se realiz6 el lavado de la columna para eliminar las proteinas con baja afinidad por
la columna de niquel. Esto fue logrado con 5 volimenes de tampon C (6M urea, 0.5M cloruro
de sodio, 20mM tris base, 30mM Imidazol, pH 8.3). Se colectaron 80ml de las proteinas que

no se unieron a la columna.

La elusion de la proteina se realizd con 10 volumenes de tampdn D (4M urea, 0.5M
cloruro de sodio, 20mM tris base, 150mM imidazol, pH 8.3). Se colectaron 5 fracciones de

5ml de la elusion de la proteina.

Las fracciones obtenidas de la IMAC fueron analizadas en geles de acrilamida al 12%

y cuantificadas por el método de Bradford.
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Figura 9. Diagrama del procedimiento de la obtencion de la proteina CHPV1.9

5.5 Caracterizacion de los sueros positivos y negativos a Babesia spp

Antes de iniciar el proceso de estandarizacion del ELISA, se corroboro el estatus
positivo/negativo de los sueros a utilizar. Se consideraron animales utilizados en
experimentos anteriores en el Laboratorio de Inmunologia y Vacunas (LINVAS) de la
Universidad Auténoma de Querétaro. Estos animales fueron inmunizados y posteriormente
desafiados a Babesia spp. Como controles negativos se utilizaron los controles negativos de
dichos experimentos y como sueros positivos se usaron los mismos controles 20 dias después

del desafio con B. bigemina.

Se caracteriz6 un segundo lote de sueros negativos, provenientes de animales de una

zona libre de garrapatas, en el estado de Durango.
5.5.1Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Para la prueba de inmunofluorescencia indirecta se tomé como base lo establecido en
el Manual de Pruebas de Diagndstico y Vacunas para los Animales Terrestres (OIE, 2022),

capitulo 3.4.2. El antigeno utilizado provino de animales experimentalmente infectados (con
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parasitemia del 21%) y tratados para B. bovis o B. bigemina. La dilucion del anticuerpo
primario utilizada fue de 1:80 y del anticuerpo secundario en 1:400. Las laminillas se

observaron en un microscopio de fluorescencia para emitir el resultado.
5.6 Estandarizacion del inmunoensayo ligado a enzimas indirecto

Se sensibilizé una microplaca de ELISA (Costar 3590) con dilucion decrecientes de
proteina recombinante en las columnas de la placa (10, 5y 2.5 pg/ml, etc.) hasta alcanzar
una concentracion minima de 0.009 pg/ml. El antigeno fue preparado en tampon de
carbonatos pH 9.6, se adicionaron 100ul por pozo y se dejé incubar a 4 °C durante toda la

noche. Se realizaron 3 lavados con tampdn de fosfatos Tween-20 al 0.5 % pH 7.4 (PBST).

El bloqueo de la placa se realiz6 con leche descremada al 5%, adicionando 200l por
pozo e incubando a 37 °C durante una hora. Se realizaron 3 lavados con PBST y se desecho

el contenido de los pozos.

Se diluyen los sueros controles a concentraciones decrecientes en las filas de la placa
(1:50, 1:100, 1:200, etc), esto hasta alcanzar una dilucion de 1:3200. Se agregaron 100 pl por
pozo y se incubd a 37 °C durante una hora. Se realizaron 3 lavados con PBST y se desechd

el contenido de los pozos.

De anticuerpo secundario se utilizé un anti-lgG de bovino hecho en cabra (Jackson
Immunoresearch) a dilucion de 1:2000, a razon de 100 ul por pozo. Se incub6 a 37 °C durante

una hora y se realizaron 3 lavados con PBST.

Para el revelado de la placa se utilizaron 100 ul por pozo de solucidn reveladora (0.1
M de citrato de sodio, 0.1 M de acido citrico, 4 pl de peréxido de hidrégeno). La reaccion
fue detenida con 100 ul por pozo de H.SO4 0.1M a distintos tiempos (10, 20, 30 y 40

minutos). La placa fue leida en un lector de placas con una absorbancia de 492 nm.

Se realizaron en total 10 placas con estas condiciones, 5 utilizando el control positivo
y las otras 5 utilizando el control negativo, utilizando un esquema tal y como se muestra en

la Figura 11.

35



| a1 2 ]3] a5 | 6 |l 7 [ 8] 9 | 10| 1| 12]

10pg/ml Spg/ml 2.5ug/ml - 1.25pg/ml  0.625pg/ml 0.312ug/ml 0.156pg/ml 0.078ug/ml 0.039ug/ml 0.019ug/ml 0.009ug/ml  Opg/ml

1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50
10pg/ml Spg/ml 2.5ug/ml  1.25pg/ml  0.625pg/ml 0.312ug/ml 0.156pg/ml 0.078pg/ml 0.039ug/ml 0.019ug/ml 0.009pg/ml  Opg/ml
1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100

10pg/ml Spg/ml 2.5pg/ml 1.25pg/ml  0.625pg/ml 0.312pg/ml 0.156pg/ml 0.178pg/ml 0.039pg/ml 0.019ug/ml 0.009ug/ml  Opg/ml

1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
10pg/ml Spg/ml 2.5ug/ml  1.25pg/ml  0.625pg/ml 0.312ug/ml 0.156pg/ml 0.078pg/ml 0.039ug/ml 0.019ug/ml 0.009pg/ml  Opg/ml
1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 1:400

10pg/ml Spg/ml 2.5pg/ml 1.25pg/ml  0.625pg/ml 0.312pg/ml 0.156pg/ml 0.078pg/ml 0.039pg/ml 0.019pg/ml 0.009ug/ml  Opg/ml
1:800 1:800 1:800 1:800 1:800 1:800 1:800 1:800 1:800 1:800 1:300 1:300

10pg/ml Spg/mi 2.5pg/ml 1.25pg/ml  0.625pg/ml 0.312pg/ml 0.156pg/ml 0.078pg/ml 0.039ug/ml 0.019ug/ml 0.009ug/ml  Opg/ml
1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600

10pg/ml Spg/ml 2.5ug/ml 1.25ug/ml  0.625pg/ml 0.312pg/ml 0.156pg/ml 0.078ug/ml 0.039ug/ml 0.019ug/ml 0.009ug/ml  Opg/ml
1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200 1:3200

10pg/ml Spg/ml 2.5pg/ml 1.25pg/ml  0.625pg/ml 0.312pg/ml 0.156pg/ml 0.078pg/ml 0.039ug/ml 0.01%9ug/ml 0.009ug/ml  Opg/mi
Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero Sin suero

Figura 10. Diagrama de la estandarizacion del iELISA (Concentracion de proteina y dilucion

de anticuerpo primario).

Una vez determinada la concentraciéon de la CHPV1.9, la dilucién del anticuerpo
primario y el tiempo de revelado se realiz6 un nuevo experimento, esta vez usando 9 réplicas

de cada uno de los sueros por placa.
5.6.1 Determinacién de la robustez de la prueba.

Una vez estandarizada la técnica, se modificaron la concentracion de leche durante el
bloqueo, la utilizacion de otra marca de microplaca, el lote de anticuerpo secundario y la
utilizacion de HsSO4 2N como solucidn de paro. Las condiciones de la técnica se mantuvieron

constantes durante cada prueba.

Al utilizar HsSO4 2N como solucion de paro, la absorbancia de la placa se ley6 a

490nm de longitud de onda.
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5.6.2 Andlisis estadistico de datos.
Software utilizado

Los datos de las placas fueron leidos a través del programa MPM 6 y los datos fueron
analizados con el programa GraphPad Prism 8.0 y con SPSS. Se calcul6 el punto de corte de

cada placa considerando los controles negativos, el cual se expresé de la siguiente manera:
PC=x+ 30

Donde, x es la media de los valores del control negativo obtenidos en la placay o es

la desviacion estdndar del suero del control negativo de referencia.

De esta manera se consideraron a todos los sueros por debajo de este punto de corte
como negativos a la presencia de anticuerpos contra B. bovis y B. bigemina. Se determind el
parametro como 6ptimo en donde la diferencia de absorbancias entre los sueros negativos y

positivos fue significativa. Como segundo criterio se determin0 la magnitud de esta

diferencia.

4 N\ 4 N\ 4 N\
Sensibilizado de la Adicion del Incubacién de la
placa con CHPV1.9 anticuerpo secundario placa y lavados

\ J/ \ J/ \ J/

4 \ 4 \ 4 \
Incubar durante toda Incubar de la placa y

la noche lavados Revelado del ensayo
. J . J . J
4 \ 4 \ 4 \
. Lectura de
Adicion del :
Lavado de la placa . L absorbancia del
anticuerpo primario ensayo
. J . J . J
4 \ 4 \ 4 \

Analisis de datos y
Bloqueo de la placa Lavado de la placa célculo de punto de
corte

Figura 11. Diagrama de flujo de la estandarizacién del iELISA.
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5.7. Determinar sensibilidad y especificidad analitica de los sueros con anticuerpos contra B.

bovis y B. bigemina.

La determinacion de la sensibilidad analitica se realiz0 a través de diluciones seriadas
de los sueros controles, hasta determinar el punto en el que los sueros positivos y negativos

no tuvieran diferencias significativas.

Tras la estandarizacion de la técnica se realizaron varios ensayos con sueros de bovino
que forman parte del inventario del Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud

Animal (CENAPA). Estos sueros fueron previamente evaluados por IFI en el Centro.

Los resultados obtenidos en la iIELISA basada en la proteina CHPV1.9 se compararon
con los resultados dentro del propio CENAPA realizando un cuadro de 2x2. Con este cuadro

se obtuvo la sensibilidad y especificidad diagnostica, valor predictivo positivo y negativo.

Se determinaron dos tipos de corte: el primero utilizando los controles negativos y la
formula PC = x + 30. El segundo punto de corte propuesto se determino utilizando una
curva receptor-operador (ROC, por sus siglas en inglés) y las absorbancias medias obtenidas
de cada uno de los sueros problemas analizados.

Los valores de sensibilidad diagndstica, especificidad diagndstica, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo fueron calculados utilizando el programa EPIDAT 3.1,

de la Organizacion Panamericana de la Salud.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Analisis bioinformatico de la CHPV1.9
Tras el alineamiento de cada uno de los péptidos que conforman a la CHPV1.9 se
identifica que 8 de los 21 péptidos poseen un porcentaje de identidad con su respectiva
proteina de B. bigemina. Los porcentajes de identidad abarcan desde el 65 hasta el 89% de la

secuencia (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultado de los alineamientos de los péptidos de la CHPV1.9.

Proteina | Péptido | Porcentaje de identidad Prediccion de epitopos B
RAP 1 70.59; 68.75 ABCpred; Bcepred; Bepipred
RAP 2 Sin alineamientos
RAP 3 Sin alineamientos
RAP 4 Sin alineamientos
RAP 5 Sin alineamientos
HAP 1 65.2 ABCpred; Bcepred; Bepipred
HAP 2 88.9 ABCpred; Bepipred
SBP 1 Sin alineamientos
SBP 2 Sin alineamientos
SBP 3 Sin alineamientos
SBP 4 Sin alineamientos
RON 1 87.5* ABCpred; Bcepred; Bepipred
RON 2 82.61* ABCpred, Bepipred
MIC 1 Sin alineamientos
MIC 2 Sin alineamientos
MIC 3 Sin alineamientos
AMA 1 68.4 * ABCpred; Bcepred; Bepipred
AMA 2 Sin alineamiento
AMA 3 80 ABCpred; Bepipred
AMA 4 Sin alineamiento*

AMA 5 88.24* ABCpred; Bcepred; Bepipred

De los péptidos con porcentaje de identidad entre B. bigemina y B. bovis, solo los
péptidos 1 de HAP-2, el péptido 2 de RON-2 y el péptido 3 de AMA-1 fueron predichos
como epitopos B por ABCpred y Bepipred. Los otros 5 péptidos con identidad fueron
predichos como epitopos B por los tres programas utilizados. Las herramientas de
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bioinforméatica han permitido el desarrollo de nuevos productos, como lo son vacunas y
métodos de diagndstico. En algunos casos, estas herramientas han permitido mejorar algunas
caracteristicas de estos productos, como lo son la sensibilidad y especificidad en el caso de
pruebas diagndsticas (Wang et al.,2014; Ranjbar et al., 2019).

Las herramientas bioinformaticas ayudan a la prediccion de epitopos
inmunodominantes, ademas de la evaluacion de la antigenicidad de estos. Con esta

informacidn puede generarse una proteina quimérica (Dai et al., 2012; Wang et al., 2014).

Se han utilizado proteinas quiméricas para la deteccién de anticuerpos especificos
contra Toxoplasma gondii. Los anticuerpos especificos en los sueros fueron capaces de unirse
a diferentes antigenos quiméricos utilizados por separado (Ferra et al., 2015; Holec-Gasior
etal., 2019).

El péptido 1 de RON-2 comparte el 87.5% de identidad con B. divergens y B.
orientalis. El péptido 2 de RON-2 comparte el 91.3% de identidad con B. orientalis y el
86.96% con B. divergens. El péptido 1 de AMA-1 comparte el 73.68% de identidad con B.
divergens. El péptido 4 de AMA-1 comparte el 63.16% de identidad con B. divergens. El
péptido 5 de AMA-1 comparte el 88.24% de identidad con B. orientalis.

Realizando andlisis filogenéticos usando el gen 18S de RNA ribosomal, se han
identificado 6 linajes diferentes de Babesia spp. Las babesias que afectan a los bovinos (B.
bovis, B. bigemina y B. divergens) fueron clasificadas en el linaje seis. No obstante, B. bovis
y B. bigemina se clasificaron en diferentes clados del arbol filogenético, lo que indica una
divergencia entre ambas especies (Criado-Fornelio et al., 2003; Schnittger et al., 2020). Esto
explica la baja cantidad de péptidos con identidad entre ambas especies. Los péptidos con
identidad pueden tratarse de regiones conservadas de las proteinas, necesarias para su

funcion.

En el cuadro 3 se representan los aminoacidos idénticos continuos al alinear las
secuencias de péptidos reportadas en B. bovis con su homdloga de la CHPV1.9 proveniente

de B. bigemina. En color azul se sefiala la longitud del péptido en la CHPV1.9, en verde la
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localizacion de un aminoacido idéntico en ambas secuencias y en rojo en donde el

aminodcido es diferente en ambas secuencias.

Cuadro 3. Aminoacidos idénticos entre la CHPV1.9 y las secuencias reportadas en B. bovis.

Péptido 1 HAP

_NEER NN B R

Péptido 2 HAP

“SR" i

Péptido 1 AMA

"SR SN

Péptido 3 AMA

R NN

Péptido 5 AMA

"R R BRR"RR"

Péptido 1 RAP

u "S5 am w51

Péptido 1 RON

11 CENERE

Péptido 2 RON

58

Como se puede apreciar hay diferencias entre el nimero de identidades continuas

entre cada péptido. EI maximo de aminoacidos continuos fue de 11 y el minimo de solo 1.

La region variable de los anticuerpos reconoce entre 15-20 aminoacidos en su sitio de
unién a antigeno (Weis & Carnahan, 2017; Punt et al., 2020), no obstante, entre 4-8 residuos
son los encargados de establecer una unién entre el antigeno y el anticuerpo (Weis &
Carnagan, 2017). Los anticuerpos producidos durante una infeccion natural con B. bovis
pueden identificar a la CHPV1.9, ya que los péptidos de la proteina recombinante comparten
identidad con las proteinas de B. bovis. Ademaés, las proteinas con identidad son

inmunogénicas en el bovino.
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6.2 Obtencidn, purificacion y cuantificacion de la proteina quimérica recombinante.

6.2.1 Obtencion de la CHPV1.9

Se realizaron 3 corridas diferentes en el biorreactor. La primera corrida fue realizada
en un volumen total de 2.5L, el preindculo alcanz6 una densidad Optica de 1.74 y se agregaron
30ml del mismo al inicio del cultivo. La induccidn se realiz6 a las 2 horas después del inicio
del cultivo y se indujo la produccion de la CHPV1.9 durante 3 horas antes de colectar la

biomasa (Figura 12).

Corrida #1

1.5 .
-~ Cultivo

Induccién

Figura 12. Corrida 1 de CHPV1.9.

La segunda corrida se realiz6 en un volumen de 4.5L, la densidad Optica del
preindculo fue de 1.5y se agregaron 90ml del mismo al inicio del cultivo. La induccion de
la produccion de la proteina recombinante ocurrié 2 horas y 20 minutos después del inicio
del cultivo, después de esto se dejo fermentar el cultivo por 3 horas y finalmente se recolectd

la biomasa (Figura 13).
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Figura 13. Corrida 2 de CHPV1.9.

En la corrida nimero 3 del biorreactor se utilizaron 4.5L de medio de cultivo. El
preinoculo alcanzé una densidad Optica de 1.55, se agregaron 80ml de este al inicio del
cultivo. La induccion para la produccion de la proteina recombinante ocurrio 2 horas después

del inicio del cultivo. Posterior a eso, el cultivo fermentd por 3 horas méas antes de recolectar

la biomasa (Figura 14).

1.5

| L
© > O A A D O
R SR AP L A SN
NN GINGEN

T T
\}
Q.
N

1
QO
5

UGN

NZENGEN:

Tiempo

Corrida #3

Induccién

I
v

Figura 14. Corrida 3 de CHPV1.9.

43

-&- Cultivo

-~ Cultivo



La dltima corrida del biorreactor se realiz6 en 4.5L de cultivo. La absorbancia del
preindculo alcanz6 1.708 y se agregaron 50ml al tanque del equipo. La induccién con L-
arabinosa 0.2% se inicio tras 2 horas y 15 minutos de cultivo. Se permitidé expresar la

CHPV1.9 durante 3 horas antes de colectar la biomasa (Figural5).

Corrida #4
2.0 .
-o- Cultivo
1.5
=
o0&
a % 1.0
d Induccién
0.5+ ]
0.0

Figura 15. Corrida 4 de CHPV1.9

El cultivo de E. coli para la produccion de proteinas recombinantes es el mayormente
utilizado por el alto rendimiento obtenido en cultivos liquidos. Una estrategia comun es la
obtencion de la mayor cantidad de biomasa posible, lo que abarata el costo de produccién de

proteinas heterologas (Shiloach & Fass, 2005).

Se han tratado de establecer formulas matematicas para predecir el comportamiento
de los cultivos bacterianos (Monod, 1949). No obstante, es complicado mantener los medios
de cultivo con una concentracién de nutrientes constante, por lo que la aplicacion de un
modelo matematico no es viable (Ziegler, et al., 2021). Dentro de un cultivo bacteriano, las
bacterias se adaptan constantemente a la disminucion de nutrientes disponibles y modifican
su tasa de crecimiento, la capacidad de adaptacion se ve afectada principalmente por el
transporte de nutrientes, permeabilidad de la membrana y la concentracion de glucosa en el

medio (Ferenci, 1999).
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A pesar de estos factores, en las corridas del biorreactor se observan curvas de
crecimiento similares (Figuras 12-15). Esto se debe a que todas las corridas provienen de un
mismo lote de E. coli transformada, con caracteristicas idénticas entre ellas. La diferencia
entre las curvas radica en la cantidad de pre-indculo agregado a cada corrida del biorreactor,
la concentracion de bacterias entre cada una es diferente y estas consumen los nutrientes a

distintas velocidades, derivado de esta concentracion.

Como alternativa para mejorar el rendimiento de biomasa de cultivo y estandarizar el
crecimiento bacteriano, se han implementado estrategias como la produccion en lote y en
dialisis (Shiloach & Fass, 2005). La produccion en lote consiste en la adicion lenta de la
glucosa (o el carbohidrato de eleccion para el medio de cultivo) para mantener una misma
concentracion durante todo el cultivo, el cual debe ser estandarizado por cada lote de
bacterias (Shiloach & Bauer, 1975; Matsui et al., 1989; Korz et al., 1995; Horn et al., 1996).
El cultivo en dialisis consiste en la movilizacion de nutrientes a traves de una membrana
semi-permeable, lo que ocasiona un equilibrio y mantiene una misma concentracion en el
medio (Gallup & Gerhardt, 1963; Nakano et al., 1997; Portner & Markl, 1998).

En la figura 16 se aprecian los resultados de la separacion de proteinas por
electroforesis en gel de acrilamida al 12% de los sedimentos obtenidos durante una corrida
del biorreactor. Se aprecia una banda de talla aproximada a los 50kDa a partir de los 30
minutos post-induccion. En el sedimento antes de inducir no se aprecia esta banda, lo que

significa que la CHPV1.9 fue expresada en el momento deseado del cultivo.
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Figura 16. Gel de acrilamida de la expresion de la CHPV1.9. 0 min: cultivo antes de agregar
el inductor. 30-150 min: cultivo durante la expresion de la CHPV1.9. Se observa una banda
de talla aproximada a los 50 kDa en el cultivo después de agregar el inductor. La banda
corresponde a la talla predicha de la CHPV1.9

Cuando una proteina recombinante no se pliega correctamente después de ser
expresada se almacena en cuerpos de inclusion, lo que requiere de una futura lisis de la
biomasa y la purificacion de esta (Singh & Panda, 2005). Para poder purificar la proteina
dentro de los cuerpos de inclusion, es necesario desnaturalizar por completo las proteinas El
proceso de replegamiento es dependiente de la proteina de la que se trate, este paso es de
vital importancia si se quiere mantener la funcién bioldgica de la proteina recombinante
(Singh & Panda; Overton, 2014).

La CHPV1.9 se expresa en cuerpos de inclusion dentro de E. coli, es por este motivo
de la eleccién de los tampones para la purificacion por afinidad. No se realizd el

replegamiento de la proteina ya que por naturaleza la CHPV1.9 estd compuesta por péptidos
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que son identificados de manera individual y una estructura terciaria de la proteina podria

ocultar algunos epitopos dentro de la CHPV1.9.

Para evitar la formacién de los cuerpos de inclusion se puede optimizar la
concentracion del inductor que permite la expresion de la proteina recombinante (Baneyx &
Mujacic, 2004; Overton, 2014). Otra estrategia es la optimizacién de la temperatura de
cultivo durante la induccién (Sorensen & Mortensen, 2005). Algunos autores (Amrein et al.,
1995; Nishihara et al., 1998; Kim et al., 2013) recomiendan la co-expresién de proteinas
chaperonas junto a la proteina recombinante, de forma que se mejore el plegamiento de la

proteina.

Los parametros mencionados arriba deben de ser optimizados para el cultivo y
expresion de la CHPV1.9, con la finalidad de obtener una proteina soluble y evitar la

utilizacion de urea para solubilizar los cuerpos de inclusién.
6.2.2 Purificacion de la CHPV1.9

Se recuperaron los cromatogramas de las purificaciones en el equipo, con la finalidad
de comparar las corridas entre ellas. La Figura 17 muestra la primera purificacion de la
CHPV1.9. El cromatograma representa la lectura a una densidad dptica de 280nm de longitud
de onda en el eje de las ordenadas y los volimenes de columna (VC=5ml) aplicados durante

la purificacion en el eje de las abscisas.
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Figura 17. Cromatograma de purificacion de CHPV1.9. Se observa un aumento en la

absorbancia a partir de la elusion 13, indicando la liberacion de la CHPV1.9 de la columna.

Durante la aplicacién de la muestra (2VC) se aprecia un incremento de la absorbancia
en el cromatograma, que representa a las proteinas de E. coli que no se unieron a la columna
de afinidad. Los VC 3y 4 (10-20ml de flujo en la purificacion) corresponden al lavado de la
columna para eliminar a las proteinas con baja afinidad a las perlas de niquel. Por ultimo, a
partir del VC 5 se observan las absorbancias correspondientes a la elusion de la proteina. Se
aprecia que a partir de la Elusién 14 (tras pasar 2 VC de tamp6n de elusion por la columna)

hay un pico en la absorbancia, que corresponde a la elusién de la CHPV1.9 de la columna.
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Figura 18. Resumen de las purificaciones de la CHPV1.9. Se aprecia un patron similar en la
elusion de la CHPV1.9 en diferentes purificaciones. La curva de elusion es similar, con un

pico al inicio que después disminuye.

En la Figura 18 se presentan los cromatogramas de las distintas purificaciones de la
CHPV1.9. Se aprecia el mismo patron en el lavado de la columna. En las elusiones aparece
el mismo patron, con la diferencia en la elusién en la que comienza a aparecer la CHPV1.9.

En los geles de acrilamida (Figura 19) se observa principalmente una banda de talla
molecular de 50 kDa, la cual corresponde a la talla predicha de la CHPV1.9. No obstante,
algunas proteinas con histidinas provenientes de E. coli fueron co-purificadas con la proteina

de interés.

49



Boo EB EM E3 EX E7 EX

kDa Bo F EI0 Ell EI2 E3 EM_EIS El6 Boo FI7 EIS EI9 EN EI ER

— N g o D | 10a IS ] AT
16 o 1 —
116 | S 16 o
66, .-
" b ' :! “| "
150/ 0 L0 .." |
30 == = M |
350/ 88 10 |
e e R e |
50 g o = 5 |
) 50 8 50 i
] |
. 184 B8 e !
1t g e us S

— — — — .

Figura 19. Geles de acrilamida con la CHPV1.9 purificada por IMAC. Se observa una banda
de talla aproximada a los 50 kDa a partir de la elusion 14 durante la purificacién de la
CHPV1.9. Concuerda con los resultados obtenidos en el cromatograma. Figura A. Bco:
sobrenadante de cultivo. F: proteinas de sobrepaso en la columna. E10-11: Elusiones. Figura
B. E17-22: elusiones. Figura C. E23-28: Elusiones.

La histidina es el aminoéacido con mayor afinidad a iones metalicos, como el cobre,
niquel, cobalto o zinc (Janson & Rydén, 1998). En menor grado, los residuos de triptéfano y
cisteina interaccionan con estos iones metalicos (Porath et al., 1975). Los grupos funcionales

con mayor afinidad a los iones de niquel son el imidazol y el indol (Arnold, 1991).

Las co-purificaciones obtenidas durante la cromatografia de afinidad pudieran
deberse a proteinas de E. coli con residuos de histidina, triptéfano y/o cisteina, las cuales
interaccionan con los iones de niquel de la columna. Estas interacciones no deseadas son de

menor afinidad que las de la CHPV1.9 con su cola de histidinas.

Las proteinas en una cromatografia de afinidad son eluidas con imidazol. La
concentracion de imidazol requerida para liberar una proteina de la columna es dependiente

de la interaccion de la proteina con los iones de la columna (Terpe. 2003).

Las co-purificaciones de la cromatografia pueden ser eliminadas utilizando una

mayor concentracion de imidazol en el tampon de equilibrio, para evitar la interaccion de
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proteinas de baja afinidad con la columna. De igual forma, se pueden eliminar optimizando

la concentracion de imidazol a la cual la CHPV1.9 es eluida de la columna.

La adicion de una cola de histidina puede provocar la expresion de las proteinas
recombinantes de forma insoluble, promoviendo la formacion de cuerpos de inclusién (Bird
et al., 2002; Woestenenk et al., 2004). La cola de histidinas presente en la CHPV1.9 podria
ser uno de los factores que promueven la formacion de cuerpos de inclusion durante la

expresion de la proteina recombinante.
6.2.3 Cuantificacion de la CHPV1.9.

El coeficiente de correlacion de la curva estandar fue de 96.4%, por lo que el resultado

es fiable (Bradford, 1976) (Figura 20).

La muestra tuvo una absorbancia de 0.8688, al sustituir en la férmula se obtuvo una

concentracion 1003 pg/ml.

c fracién = 0.8688 — 0.484
oncentracion = 03837
Concentraciéon = 1003 )
ml

Curva de Bradford

1.5+ y =0.3837x + 0.484
R2 = 0.9649
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Figura 20. Cuantificacién de la CHPV1.9.
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6.3 Caracterizacién de los sueros positivos y negativos a Babesia spp.

Se evaluaron distintos sueros de bovinos por inmunofluorescencia indirecta (IFI).
Dichos sueros corresponden al repertorio de muestras del Laboratorio de Inmunologia y
Vacunas (LINVAS). De estos sueros, se utilizaron en la estandarizacion de la técnica
muestras del mismo animal, con nimero de identificacion 8028. Este animal pertenecid a un
experimento para evaluar la proteina CHPV1.9 como candidato vacunal. EI animal 8028
pertenece al grupo control de tal experimento. Se utilizo el suero preinmune de este animal
como control negativo y el suero post-desafio con B. bigemina como control positivo. Se
selecciond este animal tras realizarse el diagnostico del parésito a través de IFI. También se
seleccioné como control negativo a un animal proveniente de una zona libre de garrapatas,

del estado de Durango, el cual result6 negativo por IFI (Figura 21).

Figura 21. Caracterizacion de sueros contra Babesia spp. Panel A. Animal 8028, suero
post-desafio. Panel B. Animal 8028 suero pre-inmune. Panel C. Animal 0560, Durango.

Aumento 100x.
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También se utilizaron en la estandarizacion sueros positivos a B. bigemina y B. bovis
(sueros separados) derivados de infecciones experimentales. Los sueros fueron donados por

el Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal (CENAPA).

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es el método de diagndstico serélogico mas
comun para la babesiosis bovina y es el recomendado por la OIE (Beugnet & Moreau, 2015;
Vannier et al., 2015; OIE, 2018).

6.4 Estandarizacién del inmunoensayo ligado a enzima indirecto

Se compararon los resultados de las placas de acuerdo con la Figura 10 (pagina 36)
para determinar el tiempo éptimo de revelado, concentracion de la CHPV1.9 y la dilucion

del anticuerpo primario.

En la figura 22 se observan los resultados obtenidos a diferentes tiempos de revelado
de la placa. El tiempo éptimo de revelado fue a los 30 minutos, ya que la absorbancia sigue

aumentando hasta este tiempo.

El desarrollo de color en un analisis colorimétrico es dependiente de la prueba, por lo
que no existe un valor estandar para todas los ELISA’s (Crowther, 2004; Hnasko, 2015).
Jaramillo-Ortiz et al., (2018) establecieron una lectura de 20-30 minutos para su iELISA con
proteina recombinante, mientras que Praud et al., (2012) establecieron la lectura después de
15 minutos. El-Sayed et al., (2019) realizaron la lectura de su iELISA a los 60 minutos de

desarrollo de color, esto al usar ABTS como sustrato de la técnica.
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Figura 22. Determinacion del tiempo de revelado de la técnica.

En la figura 23 se presentan los resultados de comparar las diferentes diluciones de
suero a los 30 minutos de revelado. La diferencia entre positivos y negativos al usar una
dilucién 1:50 no fue significativa (p=0.0767). La diferencia al usar la dilucién 1:100 tampoco
fue significativa (p=0.0515). La diferencia al utilizar una dilucion de 1:200 no fue
significativa (p=0.0122). Al usar una dilucion de 1:400 no hay diferencias significativas entre
positivos y negativos (p=0.0133). A partir de la dilucién 1:1600 aumenta el valor de p
(p=0.1814), por lo que no se analiza el resto de las diluciones. Se selecciona la dilucién de
suero de 1:400 al ser la que presenta menos variabilidad y el valor de p es muy cercano al

0.01. La dilucidn 1:100 es sugerente a ser utilizada en la técnica.

Dilucion seriada del suero
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Figura 23. Determinacion de la dilucion del anticuerpo primario en la técnica.
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La iELISA desarrollada por Vijaykumar et al., (2021) para el diagndstico de Babesia
gibsoni en perros utiliza una dilucion del suero de 1:200, punto en donde los controles
obtuvieron diferencias mayores. Jaramillo-Ortiz et al., (2018) determind una dilucion del

suero de 1:50, esto después de pre-adsorber las muestras con lisado de E. coli.

Al utilizar proteinas recombinantes de Brucella canis para el diagnostico de
brucelosis en humanos y perros se utiliza una dilucion del suero de 1:500. La dilucién de los

sueros problema fue realizada con tampdn de blogueo (Sanchez-Jiménez et al., 2020).

Otras ELISA’s desarrolladas para la identificacion de animales expuestos a B.
bigemina y B. bovis utilizan una dilucion del suero de 1:100 (El-Sayed et al., 2019;
Santamaria et al., 2020).

En la figura 24 se representan los resultados de la comparacion entre concentraciones
de la CHPV1.9 en la placa. Esto utilizando el anticuerpo primario 1:400 y un tiempo de
revelado de 30 minutos. La diferencia entre medias del control positivo y negativo utilizando
la CHPV1.9 en 10ug/ml no fue significativa (p=0.0656). Al utilizar una concentracion de
5ug/ml existen diferencias significativas entre las medias (p=0.0012). Al comparar una
concentracion de 2.5ug/ml no hay diferencias significativas entre el control positivo y el
negativo (p=0.0219). A partir de 1.25ug/ml de CHPV1.9 el valor de p ya no es significativo

(p=0.3036), por lo que no son evaluadas el resto de las concentraciones.

Dilucion seriada de la CHPV1.9

® Positivos
0.4 i § { m  Negativos
g 0.3
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Concentracién CHPV1.9

Figura 24. Determinacion de la concentracion de CHPV1.9 en la técnica.
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Durante el proceso de estandarizacion de una técnica de ELISA, se recomienda una
dilucion inicial del antigeno de 100ug/ml para los antigenos parcialmente purificados. Esta
dilucion inicial se modifica a 10pg/ml cuando se utilizan muestras mejor purificadas
(Hnasko, 2015).

La concentracion de proteina varia entre diversos autores, desde 2mg/ml hasta los
0.2pg/ml (Samartino et al., 1999; Jaramillo-Ortiz et al., 2018; El-Sayed et al., 2019;
Santamaria et al., 2020; Vijaykumar et al., 2021).

Los parametros fundamentales de la técnica se establecieron en una concentracion de
CHPV1.9 de 5ug/ml, una dilucion del anticuerpo primario de 1:400 y el tiempo de revelado
a 30 minutos. Bajo estas condiciones, la diferencia de medias entre el control positivo y

negativo es significante (p=0.0001).

Se realizé un iELISA utilizando los sueros de animales provenientes de zonas libres
de garrapata (0560, 0546 y 0554), el control positivo a B. bigemina donado por el CENAPA,
el resto de los sueros post-desafio del proyecto de C. Figueroa de los 2019 y dos sueros
hiperinmunes a B. bovis de un experimento del LINVAS en el 2019 (Cepa Veracruz y Cepa
Chiapas).

En la figura 25 se presentan los resultados obtenidos al evaluar los animales de la
zona libre de garrapatas y el suero positivo a B. bigemina otorgado por el CENAPA. Las
absorbancias medias de los sueros provenientes de zona libre de garrapatas son
significativamente diferentes (p=0.0001) al control negativo obtenido del animal 8028 pre-
inmunizacion. Al comparar el control negativo con el suero de referencia del CENAPA, hay

diferencia significativa (p=0.002) entre los valores de las medias.
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Figura 25. Seleccidn de nuevos controles negativos para la técnica.

Con base a los resultados obtenidos y a ligera sefial positiva obtenida en el suero del
animal 8028 pre-inmunizacion (Figura 20) se decide cambiar los controles negativos. Se

seleccionaron los sueros 0560 y 0546 como nuevos controles negativos.

Las muestras de referencia son los reactivos que se utilizan durante la fase de
desarrollo de una prueba diagnoéstica, estas son utilizadas como controles dentro de los
experimentos. Se debe seleccionar correctamente estas muestras de referencia, ya que lo
recomendable es que sean utilizadas durante el proceso de estandarizacién, validacion y

cuando la técnica inicie su fase comercial (OIE, 2018).

En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos en la IELISA tras utilizar los
sueros del experimento de C. Figueroa y de los sueros hiperinmunes a B. bovis, ambos con
fecha del 20109.
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Figura 26. Seleccién de nuevos controles positivos para la técnica.

Se observa que los sueros 9292 y 4750 sobrepasan los valores del control positivo
(8028+), con valores de p iguales a <0.001. Los sueros hiperinmunes a B. bovis son
significativamente diferentes a los controles negativos (0560 y 0546), el suero identificado
como Cepa Veracruz tuvo un valor de p<0.0001 y el suero Cepa Chiapas tuvo un valor de
p<0.001. Con base a estos resultados, se selecciono al suero 9292 como control positivo y al

suero 8028 post-desafio como control medianamente positivo.

Cuando no se puede obtener una muestra de referencia bien caracterizada, se
recomienda utilizar un conjunto de muestras que se encuentren dentro del funcionamiento de
la técnica. Estas muestras deben estar compuestas por una altamente positiva, una

medianamente positiva y una muestra negativa (OIE, 2018).
6.4.1 Robustez del iIELISA basada en la CHPV1.9

En la figura 27 se presentan los resultados de una iELISA al utilizar leche descremada
al 5y 10% como soluciones de bloqueo. Hay diferencias significativas entre las medias de
los controles negativos para 5 y 10% de leche descremada (p=0.009). Existen diferencias

significativas entre los controles negativos al utilizar 5 y 10% de leche descremada
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(p=0.0017). A pesar de las diferencias significativas entre grupos, ambas concentraciones de
leche permiten clasificar correctamente a los controles, el valor de p para 5y 10% fue de
<0.001 para ambos grupos. Una mayor concentracion de leche descremada en la solucion de

bloqueo no afecta a los resultados del iIELISA.

La concentracion de leche descremada para el bloqueo de la placa es un parametro
con menor variabilidad entre publicaciones. Se ha reportado la utilizacion de leche al 5%
como solucion de blogueo (Sanchez-Jiménez et al., 2020; Vijaykumar et al., 2021). Otros
autores han utilizado leche descremada al 3% como solucién de bloqueo (El-Sayed et al.,
2019; Santamaria et al., 2020).

Solucion de bloqueo
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0.4+ . .
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Figura 27. Resultados del IELISA a diferentes concentraciones de leche descremada.

Para la comparacion de anticuerpos secundarios, se utilizaron dos anticuerpos
antibovino acoplados a peroxidasa de rabano de la marca Jackson Immunoresearch. El
primero fue un anti-lgG H+L y el segundo un anti-lIgG FC, ambos anticuerpos se usaron en
dilucién 1:2000.

De acuerdo con la OIE (2018) se debe evaluar la utilizacion de diferentes lotes de
anticuerpos secundarios, para determinar si la técnica acepta la utilizacién de diversos

reactivos o solamente una clase de estos.
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En la figura 28 se representan los resultados de la comparacién entre ambos
anticuerpos. Para los controles positivos, no existe una diferencia significativa entre los
valores medios (p=0.2047). Para los controles negativos si existe una diferencia significativa
entre los valores medios (p<0.0001), los valores medios obtenidos con el anticuerpo anti-1gG
FC son menores a los del H+L. Por lo tanto, se recomienda el uso del anticuerpo FC, por

tener absorbancias menores.
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Figura 28. Comparacion de anticuerpos secundarios.

Se compararon los tiempos de revelado a 30 minutos, se detuvo la reaccion con acido
sulfarico 2N y se leyé un ELISA indirecta a 492nm de longitud de onda. El otro ELISA
indirecta fue leida a 450nm de longitud de onda después de 30 minutos de reaccion (Figura
29). Al leer a 492nm se obtienen absorbancias mayores en comparacion a leer a 450nm. La
diferencia de medias entre los controles negativos y positivos es significante, con un valor de
p<0.001 para ambas absorbancias. Por motivos practicos de la técnica, se detuvo la reaccion

en cada placa posterior.

Debido a que los ELISA son ensayos enzimaticos, es recomendable agregar una
solucion de paro para estandarizar el tiempo de reaccion y los resultados. La solucién de paro
a elegir debe ser de acuerdo con la enzima con la que trabaje el ensayo. De forma general,
suelen utilizarse soluciones acidas que ademas de detener la reaccion, permiten la estabilidad
del color, lo que facilita las lecturas. En el caso del OPD, al agregar solucion de paro las

absorbancias netas suelen duplicarse (Hosseini et al., 2018).
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Figura 29. Comparacion de tipo de lectura de la técnica.

Para terminar la estandarizacién de la técnica, se realiz6 un experimento con todas las
condiciones establecidas (5pg/ml de CHPV1.9, diluciéon del suero 1:400, anticuerpo
secundario anti-IgG H+L en dilucion 1:2000, tiempo de revelado de 30 minutos y adicion de
HsSO4 2N como solucion de paro) usando solamente los sueros controles en 6 réplicas. En la
figura 30 se observan los resultados obtenidos en este ensayo. Las absorbancias obtenidas
del suero control positivo 9292 y 8028 son significativamente diferentes a las absorbancias

de los sueros control negativo 0546 y 0560 (p<0.0001).
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Figura 30. Absorbancias obtenidas de los controles utilizados en la IELISA basada en la CHPV1.9.
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6.5 Determinacién de la sensibilidad analitica de la técnica.

La figura 31 muestra los resultados obtenidos en la dilucion seriada de los sueros controles
positivos y negativos a Babesia spp. A partir de la dilucion del suero 1:6400 no hay diferencias
significativas entre los controles positivos y negativos (p= 0.2877). Los valores de p para la diferencia
entre medias fueron de p<0.0001 para la dilucion 1:100, p=0.0003 para 1:200, p=0.017 para 1:400,
p=0.0016 para 1:800, p=0.0022 para 1:1600, p=0.0033 para 1:3200 y p=0.4275 para la dilucién del
suero de 1:128000.
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Figura 31. Limite de deteccion de la técnica utilizando sueros de bovino controles.
Se observa que el mejor valor de p y mayor diferencia entre los sueros se encontrd en la dilucion
del suero 1:100, por lo que se decide realizar un ajuste en la técnica y se usa el suero en esta dilucion a

partir de ese momento.

La sensibilidad analitica suele definirse mediante la dilucion seriada de las muestras controles
en la técnica, hasta la extincion de la sefial de una muestra fuertemente positiva. A la sensibilidad
analitica también se le conoce como limite inferior de deteccion (OIE, 2018). Las pruebas de deteccion
de anticuerpos tienen diferentes limites de deteccion, esto es inherente de la metodologia utilizada y el

fundamento de la técnica (Nielsen et al., 1996).
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El intervalo de funcionamiento de la técnica es otro pardmetro que determina el rango de
concentraciones (o diluciones) del analito en las cuales el analito refleja una exactitud y precision
aceptables, ademas de determinar los limites superiores e inferiores de deteccion de la técnica. El
intervalo de funcionamiento de la técnica se calcula realizando diluciones seriadas de los controles hasta

que no existan diferencias entre una muestra positiva y una muestra negativa (OIE, 2018).

6.5.1 Determinacion de la sensibilidad, especificidad diagndstica y punto de corte de la técnica.

Se analizaron un total de 109 sueros de bovinos previamente caracterizados por IFl en el Centro
Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal (CENAPA). De estos sueros 17 animales
fueron positivos a B. bigemina, 12 positivos a B. bovis, 33 animales positivos a ambas especies y 47

sueros negativos a Babesia spp.

En los cuadros 4-7 se observan los resultados obtenidos en los inmunoensayos de diagndstico
con los sueros. Se determino el punto de corte como el promedio de los sueros negativos mas 2
desviaciones estandar. Ademas, para ser clasificado como positivo o negativo por la iIELISA, el mismo
suero debi0 arrojar el mismo resultado dos veces de tres experimentos que se realizaron. En cada uno

de los cuadros mostrados se presentan los mismos resultados de los sueros negativos.

Cuadro 4. Comparacion del iELISA basada en la CHPV1.9 contra la IFI. Repertorio del CENAPA,

Babesia bigemina.

Inmunofluorescencia
indirecta
< Positivo Negativo TOTAL
=1 Ppositivo 11 4 15
= | Negativo 6 43 49
TOTAL 17 47 64
Sensibilidad diagndstica 0.64
Especificidad diagnoéstica 0.91
Valor predictivo positivo 0.73
Valor predictivo negativo 0.87
Prevalencia 0.26
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Cuadro 5. Comparacion del iELISA basada en la CHPV1.9 contra la IFI. Repertorio del CENAPA,

Babesia bovis.
Inmunofluorescencia
indirecta
< Positivo Negativo TOTAL
=1 Ppositivo 10 4 14
= Negativo 2 43 45
TOTAL 12 47 59
Sensibilidad diagndstica 0.83
Especificidad diagnoéstica 0.91
Valor predictivo positivo 0.71
Valor predictivo negativo 0.96
Prevalencia 0.20

Cuadro 6. Comparacién del iELISA basada en la CHPV1.9 contra la IFI. Repertorio del CENAPA,

Babesia spp. (animales co-infectados).

Inmunofluorescencia
indirecta
< Positivo Negativo TOTAL
=1 Ppositivo 30 4 34
= | Negativo 3 43 46
TOTAL 33 47 80
Sensibilidad diagndstica 0.90
Especificidad diagnodstica 0.91
Valor predictivo positivo 0.88
Valor predictivo negativo 0.93
Prevalencia 0.41

Al comparar todos los sueros positivos y negativos a Babesia spp que fueron analizados
previamente por IFI en el CENAPA, se obtuvo una sensibilidad diagndstica de 82.26%, una

especificidad diagndstica de 91.49%. La iIELISA arrojo 11 falsos negativos (de los 62 sueros positivos
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evaluados) y solamente 4 falsos positivos (de los 47 sueros negativos evaluados). En el cuadro 7 se

representan los resultados finales del compendio de sueros del CENAPA.

Cuadro 7. Comparacion del iELISA basada en la CHPV1.9 contra la IFI. Repertorio del CENAPA,
Babesia spp. (totales).

Inmunofluorescencia
indirecta
< Positivo Negativo TOTAL

= | Ppositivo 51 4 55
= | Negativo 11 43 54
TOTAL 62 47 109
Sensibilidad diagndstica 0.82
Especificidad diagnostica 0.91
Valor predictivo positivo 0.93
Valor predictivo negativo 0.80
Prevalencia 0.57

Al realizar el anélisis kappa de Cohen a los resultados obtenidos se obtuvo un valor de k=0.724.
De acuerdo con lo establecido por Landis & Koch (1977), es una prueba con un grado de concordancia

bueno.

El Manual de las Pruebas de Diagnostico y de las VVacunas para los Animales Terrestres., (2018)
recomienda la utilizacion de un intervalo de confianza del 95% para la determinacion del punto de corte
(también conocido como valor umbral). El punto de corte se utiliza cuando las técnicas arrojan valores

continuos Yy es necesario dicotomizar un resultado (positivo/negativo).

La iELISA basada en una proteina recombinantes de Jaramillo et al., (2018) tuvo una
sensibilidad diagndstica de 95.9%, una sensibilidad diagndstica de 94.3% y un valor de kappa
de 0.76. Estos valores se obtuvieron al analizar 375 muestras, de las cuales hubo 2 falsos
negativos y 18 falsos positivos. Los resultados de su técnica los reflejan en porcentaje de
positividad, donde su punto de corte fue >35%.
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Sanchez-Jiménez et al., (2020) obtuvieron una sensibilidad diagndstica de 98%, una
especificidad diagndstica de 73% y un valor de kappa de 0.696, esto al utilizar sueros de
humano. Los resultados se obtuvieron de una iELISA utilizando una combinacion de proteina

recombinantes, analizaron 91 muestras humanas.

Al evaluar la misma técnica utilizando sueros de caninos contra la enfermedad,
obtuvieron una sensibilidad diagnostica de 75% y una especificidad diagnéstica de 64%, esto

al analizar 237 muestras (Sanchez-Jiménez et al., 2020).

Se obtuvo una sensibilidad diagndstica de 91.7% y una especificidad diagndstica de
95.2% en una iELISA para el diagnostico de Brucella ovis. Se determin6 un punto de corte

en 45%, al analizar una poblacion de 4,599 animales (Praud et al., 2012).

La iELISA de diagndstico de El-Sayed et al., (2019) basada en un coctel de antigenos
recombinantes de Babesia spp mostré una sensibilidad diagnostica de 96.19%, una
especificidad diagnoéstica de 96.82% y un valor de kappa de 0.73 al compararlo con el

estandar de oro, la IFI.
6.5.2 Determinacion del punto de corte mediante curva ROC.

Al realizar una curva ROC con el promedio de las absorbancias obtenidas de los sueros
del CENAPA, se determin6 un punto de corte a 0.4495. Este punto fue seleccionado ya que
fue donde hubo un mejor balance entre los falsos positivos y falsos negativos. En la figura
35 se observan los resultados de la curva ROC, donde la flecha indica el punto de corte

propuesto.
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Figura 32. Curva para determinar punto de corte basado en la media de los sueros de referencia del
CENAPA.

El area bajo la curva obtenido fue de 0.95, lo que rechaza la hipdtesis nula de que la iIELISA
basada en la CHPVL1.9 clasifica a los animales al azar. En la figura 36 se aprecian los valores

individuales de cada uno de los sueros analizados.
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Figura 33. Absorbancias medias de los sueros analizados.
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Las curvas receptor-operador (ROC, por sus siglas en inglés) es una estimacion independiente
al célculo de la sensibilidad y especificidad diagnostica. Evalla la exactitud de la técnica cuando se
obtienen resultados continuos, los valores que arroja una curva ROC, o bien, denominada area bajo la
curva (AUC por sus siglas en inglés). Estos valores van desde el 0.5 (prueba initil o estimacion al azar)
y del 1.0 (prueba perfecta, concordancia perfecta) (OIE, 2018).

La linea en la figura 36 indica el punto de corte (0.4495) de la técnica. En este punto, laiELISA
basada en la CHPV1.9 arroj6 7 falsos negativos (de los 62 sueros positivos analizados) y Unicamente 2
falsos positivos (de los 47 sueros negativos evaluados). Los sueros que fueron clasificados como falsos
negativos se indican con una estrella negra en la figura 36, mientras que los falsos positivos se indican

COMo una cruza negra en la misma figura.

Utilizando un punto de corte de 0.4495 en la IELISA basada en la CHPV1.9 se obtuvo una
sensibilidad diagndstica de 88.71%, una especificidad diagnostica de 95.74%, un valor predictivo
positivo de 96.49% y un valor predictivo negativo del 86.54%. En el cuadro 8 se representan los

resultados del cuadro 2x2 utilizando un punto de corte fijo (0.4495).

Cuadro 8. Cuadro de 2x2 tras establecer el punto de corte de la técnica mediante curva ROC.

Inmunofluorescencia
indirecta
< Positivo Negativo TOTAL

= | Ppositivo 55 2 57
= | Negativo 7 45 52
TOTAL 62 47 109
Sensibilidad diagndstica 0.89
Especificidad diagnoéstica 0.96
Valor predictivo positivo 0.96

Valor predictivo negativo 0.87
Prevalencia 0.57
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La prueba de kappa de Cohen para este cuadro arrojo un valor de k=0.834, de acuerdo con
Landis & Koch (1977) la técnica tiene una concordancia con la prueba de oro en el rango de muy bueno,
el mas alto de su clasificacion.

La iELISA desarrollada por Vijaykumar et al., (2021) determin un punto de corte de 0.296,
esto al utilizar una curva ROC. En este punto la sensibilidad diagndstica de la técnica alcanzé un 86.4%,
una especificidad diagndstica de 93.1% y un area bajo la curva de 0.932. Estos valores los obtuvieron
tras analizar 287 muestras por laiELISA.

Santamaria et al., (2020) desarrollaron una iIELISA para identificar animales expuestos a
Babesia bigemina utilizando proteinas recombinantes. Determinaron el punto de corte (0.183) a través
de una curva ROC y en ese punto obtuvieron una sensibilidad diagnostica de 89.9%, una especificidad

diagndstica de 86.5%, un area bajo la curva de 0.932 y un valor de kappa de 0.52.

Se ha utilizado la curva ROC para determinar el punto de corte para una IELISA para la
deteccion de animales expuestos a brucelosis bovina. En el trabajo de Samartino et al., (1999) se obtuvo

una sensibilidad diagndstica de 94.4%, una especificidad diagndstica de 98.6% y un area bajo la curva
de 0.980.
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VII.  CONCLUSION
Las enfermedades transmitidas por garrapatas son un tema de actualidad que impacta
economicamente a las zonas tropicales del mundo. En Meéxico no hay reportes a nivel
nacional de la situacién de la enfermedad, lo que conlleva un riesgo para las zonas sin brotes,

debido a la movilizacion de la garrapata.

El cambio climatico ha promovido el cambio de nicho ecoldgico de las garrapatas,
aumentando la probabilidad de que se establezca una poblacion en nuevas zonas. Esto
representa un riesgo importante, ya que un brote de la enfermedad desencadenaria una gran

cantidad de signos clinicos en los animales y la muerte de estos.

La proteina CHPV1.9 tiene un porcentaje de identidad del 38.09% con respecto a los
péptidos homologos en B. bovis. Los porcentajes de identidad individuales de cada péptido
abarcan desde el 65% hasta el 89%, con un maximo de 11 aminoacidos consecutivos

idénticos.

La CHPV1.9 pudo ser acoplada a un ELISA indirecto, a pesar de ser desarrollada
originalmente como un candidato vacunal. Es capaz de ser reconocida por sueros de animales

infectados experimentalmente con babesiosis bovina.

La técnica desarrollada se ajusta a los objetivos 2 (certificar la ausencia de la
enfermedad en animales individuales antes de su movilizacion), 3 (apoyar a la erradicacion
de la enfermedad) y al objetivo 5 (estimar la prevalencia de la enfermedad en una poblacion.
Esto basandose en el Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los

Animales Terrestres de la OIE.

Se lograron ajustar los parametros fundamentales de la técnica (dilucion de la
proteina, dilucién del suero, dilucion del anticuerpo secundario y el tiempo de revelado) para
diferenciar entre un animal con anticuerpos especificos contra Babesia spp. y uno sin estos

anticuerpos.

Se determing el limite inferior de deteccion (sensibilidad analitica) cuando la dilucion
del suero fue de 1:6400. En este punto, la técnica no clasifica correctamente a los sueros

utilizados como controles. No se logro establecer la especificidad analitica por falta de sueros
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de referencia positivos a otras enfermedades transmitidas por garrapatas que afectan a

bovinos.

El iELISA basado en la proteina CHPV1.9 obtuvo una sensibilidad diagnéstica del
89%, una especificidad diagndstica del 96% y un valor de kappa de 0.83. Esto significa que
la técnica es capaz de identificar correctamente animales con anticuerpos contra Babesia spp.
No obstante, no hay diferencias entre los animales infectados solamente a una especie de
Babesia spp. la técnica es incapaz de diferenciar animales con anticuerpos contra B. bovis de

animales con anticuerpos contra B. bigemina.

La CHPV1.9 puede ser producida a gran escala y el rendimiento de la proteina es alto,
en promedio un lote de 4L de cultivo bacteriano es suficiente para realizar 1000 placas de

ELISA en promedio.

La purificacion de la proteina es un area de oportunidad para mejorar, una proteina
mejor purificada podria significar un menor ruido de fondo y una mejor especificidad de la

técnica.

Las técnicas basadas en la deteccion de anticuerpos permiten identificar animales que
han entrado en contacto con una enfermedad. De esta manera se puede controlar la dispersion

de esta, siempre y cuando los animales puedan fungir como reservorios.

Es necesario la basqueda de tecnologias para mantener la CHPV1.9 fuera de su fase
liquida, con la finalidad de aumentar su vida de anaquel y que no sea indispensable la cadena

fria.

El siguiente paso es la validacion de la técnica, que requiere la implementacion de la
técnica mediante terceros. Esto con la finalidad de que esta técnica pueda ser usada para el

diagnostico de la babesiosis bovina de manera oficial en el pais.
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IX. APENDICES

9.1 Reactivos

e Acetona 4 I. Marca Jalmek. NUmero de catalogo 67-64-1.

e Acido citrico (C¢HgO7) anhidro 500g. Marca Meyer. Nimero de catalogo72-92-
9.

e Acido sulfarico 1 I. Marca J. T. Baker. N(imero de catalogo 9681-02.

e Agua destilada 20 I. Marca Ecopura.

e Agua esteéril para uso inyectable 1000mL. Marca PISA Farmacéutica.

e Alcohol etilico 20 I. Marca Ecopura. Numero de catdlogo 64-17-15.

e Anticuerpo de cabra acoplado a Alexa flGor 488 anti IgG (H+L) de bovino. Marca
Jackson Immunoresearch. Caodigo 101-545-003.

e Anticuerpo de cabra acoplado a peroxidasa de rabano anti IgG H+L de bovino.
Marca Jackson Immunoresearch- Codigo 101-035-003.

e Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 500 g. Polvo. Marca J.T. Baker. NUmero de
catalogo 3506-01.

e Carbonato de sodio monohidratado (Na.COs*H20), cristal 500g. Marca J. T.
Baker. NUmero de catadlogo 3598-01.

e Citrato de sodio dihidrato, granular 500g. Marca J. T. Baker. Nimero de catalogo
3646-01.

e Cloruro de potasio (KCI) 500g. Marca Research Organics. Nimero de catalogo
0714P.

e Cloruro de sodio (NaCl), cristal 2.5kg. Marca J. T. Baker. Nimero de catalogo
3624-05.

e Curva estandar de albumina sérica bovina. Marca BioRad. Numero de catalogo
500-0207.

e DAPI 50 mg. Marca Sigma-Aldrich. Numero de catalogo 28718-90-3.

e Fosfato de potasio monobasico (KH2PO,;) 500g. Marca Research Organics.

Numero de catalogo 0712P.
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Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO.) 500g. Marca Jalmek. Numero de
catalogo 7558-79-4.

Glicerina 11. Marca Jalmek. Namero de catdlogo G0925-13.

Inhibidor de proteasas, tabletas. Marca Roche. Numero de catalogo 11836170001.
Leche descremada 500g. Marca Difco. Namero de referencia 232100.
Orto-fenilendiamina (OPD) 5 g. Marca Sigma. Numero de catalogo P23938.
Peréxido de hidrégeno (H202) 30% 1I. Marca J. T. Baker. Nimero de catalogo
7722-84-1.

Polioxietileno-20 (Tween-20) 500ml. Marca Biotech. Numero de catalogo 9005-
64-5.

Reactivo de Bradford 500ml. Marca Sigma. NUmero de catalogo B6916.

9.2 Material

o Filtros para jeringa de 28 mm con membrana de 0.22 um. Marca Corning. Numero
de producto 4312109.

e Jeringa de 50 ml sin aguja. Marca Terumo. NUmero de producto SS*50.

e Microplaca de 96 pozos de alta union 3590. Marca Costar. Numero de producto COR-
3590.

e Microplaca de 96 pozos sin afinidad de union. Marca Greiner. Namero de catalogo
89131-676.

e Pipeta 0.5-2 pl omniPette. Marca Cleaver Scientific. Numero de catalogo CV10.

e Pipeta 100-1000 pl omniPette. Marca Cleaver Scientific. Numero de catalogo
CV1000.

e Pipeta 20-200 ul omniPette. Marca Cleaver Scientific. NUmero de catdlogo CV200.

e Pipeta 2-20 pl omniPette. Marca Cleaver Scientific. NUmero de catdlogo CV20.

e Pipeta de 8 canales Finnpipette F1 volumen 10-100 ul. Marca Thermo Scientific.
Numero de catalogo 46S1020.

e Pipeta de 8 canales Finnpipette F1 volumen 30-300 ul. Marca Thermo Scientific.
Numero de catalogo 4661030.
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e Pipeta serologica estéril. Paquete individual. Marca NEST. Numero de catalogo
327001.

e Pipeta seroldgica estéril. Paquete individual. Marca NEST. Numero de catalogo
328001.

e Pipeteador automatico MaxPette. Marca Tomos.
e Tubos conicos para centrifuga 15 ml. Bolsa. Numero de catalogo 601052.

e Tubos conicos para centrifuga 50 ml. Bolsa. NUmero de catalogo 602052.
9.3 Equipo

e Agitador orbital de sobremesa MaxQ4450. Marca Thermo Scientific. Modelo
SHKA4450.

e Balanza analitica 0.1 mg- 220 g AX224. Marca Sartorius Mecatronics. Serio M-Pact.

e Bafio Maria. Marca Anova Inc. Modelo 6W.

e Campana de flujo laminar. Marca ESCO Global. Modelo AC2-3S9.

e Centrifuga multifuncion refrigerada CR3i. Marca Thermo Electron Corporation.
NUmero de catdlogo 11175774.

e Lector de microplacas iMark. Marca Bio-Rad. Namero de serie 13600.

e Mezclador VX-200. Marca Labnet. Namero de catalogo S0200.

e Microcentrifuga de alta velocidad LSE. Marca Corning. Nimero de catalogo 6765-
HS.

e Microscopio de fluorescencia DM2500. Marca Leica. NUmero de serie 123456-
062011

e Potenciometro. Marca Hanna Instruments. Modelo HI 2211.

e Ultra congelador -70 °C Revco. Marca Thermo Scientific.

93



9.4 Soluciones

Amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.6 100 ml

Na>COs3 0.318¢g
NaHCOs 0.586 ¢
Agua destilada Cbp 1000 ml

*Almacenar a 4 °C

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.4 1000 mL
NacCl 80¢
KCI 0.2g
NazHPO4 149
KH2POq4 0.2g
Agua destilada Cbp 1000 ml

Amortiguador salino de fosfatos Tween 20 (PBS-Tween) pH 7.4 1000 ml

NaCl 8.04¢

KCI 0.2g

Na;HPO,4 144

KH2PO4 029

Tween 20 0.5ml
Agua destilada Cbp 1000 mi

Anticuerpo secundario ELISA 1:2000 10mL

Anti 1gG (FC) bovino

5ul

PBS-Tween 20

9.995 pl
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Solucion reveladora ELISA 10 mL
Acido citrico 0.1 M 5ml
Citrato de sodio 0.1 M 5ml
Peroxido de hidrogeno 4 ul
OPD 4 mg

Anticuerpo secundario IFI 1:400 1mL

Anticuerpo de cabra Alexa 488 | 2.5 pl

DAPI 100 pg/mL

10 pul

PBS-Tween 20

987.5 pl

Glicerina fosfatada 10 mL

Glicerina

5ml

PBS pH 7.4

5ml
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9.5 Procedimiento del iELISA basada en la CHPV1.9

© © N o

12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.

Diluir la CHPV1.9 a concentracién de 5 pg/ ml usando tampdn de carbonatos.
Preparar 500 ul de suero de bovino en dilucion 1:500 con tampon de carbonatos, este
es el control del conjugado.

Sensibilizar una placa de ELISA con 100 ul/pozo de la dilucién de la CHPV1.9.
Agregar 100 ul del control de conjugado en el pozo H12.

Incubar la placa a 4 °C durante toda la noche.

Desechar el contenido de la placa en la tarja. Agregar 200 ul/pozo de PBS-Tween y
agitar durante 2 minutos.

Desechar el contenido y retirar el exceso de liquido sobre una gasa.

Realizar los pasos 5 y 6 tres veces para lavar la placa.

Agregar 200 pl/pozo de leche descremada al 5% en PBS-Tween.

Incubar a 37 °C durante 1 hora.

. Repetir los pasos 5-7 para lavar la placa.
11.

Diluir los sueros controles y problema en 1:100 utilizando leche descremada al 1%
en PBS-Tween.

Agregar 100 ul/pozo de los sueros por triplicado. Los cuatro controles se agregan en
la fila G y H por triplicado.

Incubar la placa a 37 °C durante 1 hora.

Realizar 3 lavados a la placa como se describe en los pasos 5-7.

Preparar el anticuerpo secundario a dilucién 1:2000 en PBS-Tween (la dilucion del
anticuerpo secundario depende del lote).

Agregar 100 pl/pozo del anticuerpo secundario a toda la placa.

Incubar a 37 °C durante 1 hora.

Realizar el lavado de la placa de acuerdo con los pasos 5-7.

Preparar la solucion de revelado como se describe en la seccion de soluciones (se

prepara al momento).
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20.

21.
22.
23.
24.

25.

Agregar 100 pl/pozo de la solucién de revelado a toda la placa. Comenzar a tomar el
tiempo de revelado al momento de agregar la solucion en la primera columna de la
placa.

Revelar la placa durante 30 minutos en la oscuridad.

Agregar 100 pl/pozo de solucion de paro para detener la reaccion.

Leer la absorbancia a 490 nm de longitud de onda en un lector de placas de ELISA.
Determinar el punto de corte de la técnica como el promedio de los sueros negativos
mas 3 desviaciones estandar del mismo. Todos los sueros con absorbancias mayores
a este valor se les considera como sueros positivos.

Desechar el contenido de la placa en un frasco ambar.
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