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Los protozoos apicomplejos constituyen un grupo diverso de parasitos intracelulares obligados
gue han adquirido un notable protagonismo en la salud animal debido a su capacidad de afectar
tanto a especies domésticas de produccion como a poblaciones de animales silvestres. Su com-

plejo ciclo de vida, caracterizado por fases sexuales y asexuales que transcurren en diferentes
hospedadores, les confiere una notable plasticidad biolégica, evolutiva y adaptativa.

En el ambito de la produccién animal, agentes apicomplejos como Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Sarcocystis spp, Eimeria spp., Babesia spp. y Cryptosporidium spp. generan importantes
pérdidas econémicas por mortalidad, disminucion de la productividad y costos asociados a me-
didas de control y prevencion. Esta problematica adquiere especial relevancia en Argentina, pais
gue cuenta con uno de los stocks ganaderos mas grandes del mundo y una produccion avicola en
constante expansién. Tanto el ganado bovino, base de la economia agropecuaria nacional, como
las aves de corral, pilares de la seguridad alimentaria, son susceptibles a infecciones por apicom-
plejos que comprometen la eficiencia productiva, el bienestar animal y la calidad sanitaria de los
alimentos.

Asimismo, en la fauna silvestre estos protozoos no solo impactan en la conservacién de espe-
cies amenazadas, sino que también actuan como reservorios y amplificadores, contribuyendo a
la complejidad epidemioldgica de su transmision. La relevancia de estos parasitos trasciende el
campo veterinario, ya que varios de ellos son considerados zoondticos y representan un riesgo
para la salud publica.

En este contexto, el concepto de Una Salud adquiere centralidad al reconocer la interdependencia
entre la salud humana, animal y ambiental. El bienestar animal, a su vez, se convierte en un com-
ponente esencial, no solo desde una perspectiva ética, sino también como factor determinante en
la resistencia a enfermedades y en la sostenibilidad de los sistemas productivos agroganaderos.
Por dltimo, el cambio climatico emerge como una variable critica, capaz de modificar la distribu-
cion geogréfica de los hospedadores y vectores, alterar la epidemiologia de los apicomplejos y
generar nuevos desafios para su diagndstico y control.

Este texto busca ofrecer una aproximacion al conocimiento actual de los apicomplejos que afec-
tan alos animales de produccién y silvestres, resaltando su importancia bioldgica, epidemioldgica
y sanitaria. Asimismo, pretende motivar la reflexion sobre la necesidad de desarrollar estrategias
de vigilancia epidemioldgica, diagndstico y control que integren ciencia basica y aplicada, en un
marco que contemple la sostenibilidad, el bienestar animal y los principios de Una Salud, con-
tribuyendo asi a mitigar el impacto de estas infecciones en la salud animal, la biodiversidad y la
produccion agropecuaria.

Este material redine las disertaciones de cientificos expertos que brindaron sus conferencias en
el marco de las "Jornadas Nacionales de Protozoos Apicomplejos”, realizadas los dias 12y 13
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de junio de 2025 en el Edificio Américo Mendiburu de la EEA INTA Balcarce, con la participacion
del Institutito de Innovacién para la Produccion Agopecuaria y el Desarrollo Sostenible (IPADS,
INTA-CONICET) y la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Mar del Plata
(FCA, UNMdP), con el propésito de difundir y actualizar el conocimiento sobre estos parasitos de
gran impacto sanitario, productivo y ambiental.

Fernando Paolicchi Lucia Maria Campero Dadin Moore
Coordinador Investigadora CONICET IPADS Investigador CONICET IPADS
Programa Nacional de Salud Animal, INTA Profesor FCA UNMDP

Profesor FCA UNMDP
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A Caracterizacion epidemioldgica de los protozoos Apicomplejos

Infecciones por protozoos Germén Cantén. )
- - - - Instituto de Innovacion para la Produccion
Aplcomplejos en rumiantes Segun Agropecuaria y el Desarrollo Sostenible
IOS registros del SDVE de INTA (IPADS, INTA Balcarce-CONICET), Balcarce,
A tina.
Balcarce cggr]sgnl.r;}irman@inra.gob.ar

Los sistemas de produccion de rumiantes en Sudamérica han experimentado fluctuaciones en
los ultimos afos, especialmente en lo que respecta al stock ganadero (FAO, 2023). Aunque la po-
blacion bovina ha crecido en la region, en Argentina se ha mantenido relativamente estable. En
contraste, el stock ovino ha disminuido tanto a nivel regional como nacional (FAQ, 2023) (Figura 1).

Estas producciones poseen una relevancia socioecondmica significativa en Argentina, donde se
registran aproximadamente 50 millones de cabezas de ganado bovino, 14 millones de ovinos y
4 millones de caprinos (SENASA, 2025). El consumo anual per capita de carne bovina ronda los
50 kg, y en 2020 las exportaciones de carne generaron ingresos superiores a USD 2.718 millones
(Bolsa de Comercio de Rosario, 2021).

En cuanto a la industria lactea, Argentina produce mas de 11 mil millones de litros de leche liquida
por aflo, con un consumo per capita cercano a 185 litros anuales. Ademas, las exportaciones de
productos lacteos superan los USD 1.400 millones (OCLA, 2025). Geograficamente, el 45 % del
rodeo bovino nacional y el 91 % del ganado lechero se concentran en la ecorregion de la Pampa
Humeda (SENASA, 2021).

Uno de los principales desafios para los sistemas de produccion bovina, tanto de carne como de
leche, es mejorar la eficiencia reproductiva. Histdricamente, las tasas nacionales de destete se han
mantenido cercanas al 65 %, un valor similar al promedio regional, pero inferior al de otras areas
del mundo (USDA, 2019). En un mercado cada vez mas competitivo, serd necesario optimizar
estos indicadores para satisfacer a consumidores que demandan menores huellas ambientales y
mayor bienestar animal.

La produccion ovina, por su parte, se concentra en la region Patagonica, y en menor proporcion en
la region Pampeana, Mesopotamia y el noroeste argentino (SENASA, 2022).

El 45 % y el 91 % del stock de bovinos para carne y leche, respectivamente, se concentran en la
Pampa Humeda. Si bien el objetivo principal de estos sistemas es maximizar la produccion de
carney leche, las pérdidas reproductivas representan un desafio relevante en un contexto de cre-
ciente demanda internacional por sistemas sustentables, que incluyen indicadores ambientales y
de bienestar animal. Las caracteristicas de los sistemas extensivos dificultan la identificacion de
las causas de estas mermas, que suelen permanecer subdiagnosticadas (Cantén et al., 20223,
2022b; Dorsch et al., 2022).

Entre las etiologias asociadas a fallas reproductivas, los protozoos Apicomplejos son frecuente-
mente implicados, segun la casuistica del Servicio de Diagndstico Veterinario Especializado del
INTA Balcarce en la Region Central de Argentina, tanto en bovinos (Campero et al., 2003; Canton
et al., 2022b; Morrell et al.,, 2019) (Tabla 1, Figura 2), pequefios rumiantes (Della Rosa et al., 2021)
y cérvidos (Soler et al., 2021, 2022).

Neospora caninum se reconoce actualmente como una de las principales causas de abortos y
mortalidad perinatal en bovinos de carne y leche, confirmandose en el 13,5 % de los fetos analiza-
dos, con mayor frecuencia en rodeos lecheros (27,3 %) que en rodeos de carne (10,6 %) (p<0,01)
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(Pachiani et al., 2024). Ademas, se detecto infeccion en el 27,9 % del total de los fetos, con preva-
lencias superiores en rodeos lecheros (41,6 %) frente a los de carne (25,2 %) (p<0,01). El riesgo de
aborto en fetos infectados por N. caninum fue del 48,4 %, siendo mayor en rodeos lecheros (65,8
%) que en los de carne (42,2 %) (p<0,01) (Pachiani et al., 2024). Aunque la incidencia de neosporosis
es mas alta en rodeos lecheros, se observa una tendencia creciente en sistemas de carne (p<0,05),
posiblemente asociada a una mayor intensificacion del manejo (Cantén et al., 2022b) (Figura 3).
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Figura 1. Stock de rumiantes domésticos en Sudameérica y Argentina, en los Ultimos afios (FAQ, 2023).
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Figura 2. Fetos de rumiantes domésticos abortados por parasitos apicomplejos. (A) Feto ovino mo-
mificado y placenta, abortado por T. gondii en una majada para carne, de la provincia de Buenos Aires
(reproducido de Gual et al., 2018). g Feto ovino parcialmente momificado, abortado por N. caninum

en una majada para carne, de la provmcia de Buenos Aires (reproducido de Hecker et al. 2019). (C) Feto
bovino abortado por N. caninum en un rodeo para carne de la provincia de Buenos Aires (Servicio de

Diagndstico Veterinario Especializado, INTA Balcarce). (D) Feto caprino momificado, y placenta, aborta-

do por N. caninum en una granja comercial de la %ré)%/)mua de Buenos Aires (reprodu0|do de Soler et al.,
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Tabla 1. Principales etiologias diagnosticadas como causal de abortos bovinos en el Servicio de
Diagndstico Veterinario Especializado del INTA Balcarce (reproducido de Cantén et al., 2022b).

Causes Beef (%) Dairy (%) OR (95% IC) Total (%)
Determined 397 (41.8) 84 (39.2) 481 (41.4)
Infectious agents 327 (34.5) 74 (34.6) 401 (34.5)
Bacterial 221 (23.3) 30 (14.0) 251 (21.6)
Campylobacter fetus 99 (10.4)* 5(2.3)° 4.8 (1.9-12.1) 104 (8.9)
Leptospira spp. 46 (4.8)* 12 (5.6)* 0.8 (0.4-1.6) 58 (5.0)
Brucella abortus 55 (5.8)* 2 (0‘9)b 6.5 (1.5-26.9) 57 (4.9)
Other 21(2.2) 11 (5.1) 32(2.8)
Viral 27 (2.8) 6 (2.8) 33 (2.8)
BVDV 22 (2.3)° 5(2.3)° 0.9 (0.3-2.6) 27 (2.3)
BHV 5(0.5) 1(0.5) 6 (0.5)
Fungal 4(0.4) - 4(0.3)
Aspergillus fumigatus 3(0.3) - 3(0.2)
Penicillium spp. 1(0.1) - 1 (0.08)
Protozoal 71 (7.5) 37 (17.3) 108 (9.3)
Neospora caninum 66 (7.0)* 37 (17.3)* 0.3 (0.2-0.5) 103 (8.9)
Tritrichomonas foetus 5(0.5) - 5(0.4)
Multiple agents 4 (0.4) 1(0.5) 5(0.4)
C. fetus+N. caninum 1(0.1) - 1 (0.08)
C. fetus+BHV 1(0.1) - 1 (0.08)
Leptospira spp. + Salmonella spp. - 1 (0.5) 1 (0.08)
N. caninum+T. foetus 2(0.2) - 2(0.2)
Non-infectious agents 70 (7.3) 10 (4.7) 80 (6.8)
Congenital defect 21(2.2) 4(1.9) 25 (2.1
Dystocia 38 (4.0) 4(1.9) 42 (3.6)
Mummifications 3(0.3) 1(0.5) 4(0.3)
Sorghum spp. 7(7.3) - 7 (0.6)
Stenocarpella maydis 1(0.1) - 1 (0.08)
Twin - 1(0.5) 1 (0.08)
Undetermined 552 (58.2) 130 (60.7) 682 (58.6)
With histological lesions 375 (39.5) 87 (40.6) 462 (39.7)
No histological lesions 177 (18.7) 43 (20.1) 220 (18.9)
Total 949 (81.6) 214 (184) 1163 (100.00

aPDifferent superscript letters indicate statistical significance difference between beef and dairy systems
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Figura 3. Tendencia temporal de abortos por Neospora caninum en bovinos para carne y leche, de la
region central de Argentina (reproducido de Cantén et al., 2022b).

Si bien se ha documentado la presencia de Toxoplasma gondii (Moré et al., 2008) y Sarcocystis
spp. (Gjerde 2016, Moré et al., 2008, 2009) en bovinos de la region central de Argentina, no existen
confirmaciones de pérdidas reproductivas asociadas a estos agentes.

En pequefos rumiantes, T. gondii constituye una causa frecuente de abortos y mortalidad peri-
natal a nivel mundial y también ha sido detectada en sistemas de carne y tambos en esta region
(Apdstolo et al., 2025; Della Rosa et al., 2022; Gual et al., 2018; Urtizbiria et al., 2022). Asimismo, N.
caninum se ha identificado como causa de abortos y mortalidad perinatal ovina en la region (Della
Rosa et al., 2022; Hecker et al., 2019). Aunque hay evidencia de infecciones por Sarcocystis spp.
en ovinos y caprinos (Hecker et al., 2018, Steffen et al.,, 2025), hasta el momento no se han con-
firmado mermas reproductivas vinculadas a esta infeccion. Recientemente, se confirmd que N.
caninum causo un brote de abortos en ciervos colorados (Cervus elaphus) en un establecimiento
de la provincia de Buenos Aires (Soler et al., 2022).

Si bien hay altas seroprevalencias de N. caninum, T. gondii and Sarcocystis spp., en la poblacion
de bufalos de agua del noroeste argentino (Campero et al., 2007; Konrad et al., 2013; Moore et al.,
2014), no se han detectado a la fecha pérdidas reproductivas asociadas a infecciones por apicom-
plejos en esta especie.

Si bien se han constatado abortos por N. caninum'y T. gondii en rumiantes de la regién central, su
impacto en la salud animal, la salud publica y la economia del sector ganadero probablemente esté
subestimado. Esto se debe a limitaciones en la identificacion de las causas de aborto, dificultades
para obtener muestras de calidad, falta de acceso a laboratorios en areas remotas y restricciones
financieras que limitan la implementacién de programas de vigilancia de estas enfermedades.

El diagnostico de las pérdidas reproductivas en animales de produccion bajo sistemas extensivos
presenta una alta complejidad. Histéricamente, la mayoria de los estudios se ha enfocado en cau-
sas infecciosas o parasitarias. Sin embargo, el diagndstico diferencial deberia considerar también
etiologias no infecciosas, asi como factores asociados al manejo y condiciones ambientales. La
incorporacion de estos aspectos permitiria implementar estrategias de manejo orientadas a me-
jorar la eficiencia reproductiva de los sistemas ganaderos de Argentina.
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Resumen

La sarcocistiosis es una pardsitosis ampliamente distribuida que afecta a los camélidos
sudamericanos domésticos y silvestres, con alta prevalencia. Las especies Sarcocystis aucheniaey
Sarcocystis masoni generan sarcoquistes macroscopicos en musculo esqueléticoy microscopicos
en musculo cardiaco y esquelético, respectivamente. En general las infecciones son subclinicas,
pero las producidas por S. aucheniae representan un obstaculo para la comercializacion formal
de carne, debido a que la deteccion de quistes macroscopicos lleva al decomiso de las reses, con
implicancias econémicas y sanitarias. La falta de herramientas diagndsticas en animales vivos
dificulta su control. Recientes avances en biologia molecular abren nuevas perspectivas para el
desarrollo de pruebas diagndsticas, vacunas y estrategias de prevencion.

La sarcocistiosis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género Sarcocystis,
ampliamente distribuido en el mundo y capaz de infectar una gran variedad de animales, incluidos
mamiferos, aves y reptiles. Sarcocystis posee un ciclo de vida heteroxeno de tipo predador-presa,
que requiere dos hospedadores: un hospedador definitivo (carnivoro) y uno intermediario (herbivo-
ro u omnivoro). En el hospedador definitivo ocurren las etapas sexuales del parasito, mientras que
en el hospedador intermediario se desarrollan los sarcoquistes, estructuras tisulares donde ocurre
la multiplicacion asexual. La infeccidon comienza cuando el hospedador definitivo consume tejidos
u érganos infectados con sarcoquistes. En su intestino, los bradizoitos liberados invaden células
intestinales y dan origen a esporoquistes, que son eliminados con las heces. Estos esporoquistes
contienen esporozoitos, la forma infectante para el hospedador intermediario, los cuales se infec-
tan al ingerir agua o pastos contaminados. Los esporozoitos atraviesan la mucosa intestinal y al-
canzan la circulacion sanguinea, desde donde se diseminan a distintos érganos, en general fibras
musculares. Alli se forman los sarcoquistes, capsulas delimitadas por una pared membranosa
gue protege al parasito durante su desarrollo, y que pueden ser micro 0 macroscopicos segun la
especie (Decker-Franco et al., 2018a).

En los camélidos sudamericanos (CS), se han identificado dos especies de Sarcocystis: S.
aucheniae y S. masoni. La primera genera sarcoquistes macroscopicos, visibles a simple vista
en el musculo esquelético, mientras que la segunda produce microquistes en musculo cardiaco
y esquelético, los que son detectables solo mediante técnicas histoldgicas o moleculares (Wieser
et al., 2024a).

El primer reporte de sarcoquistes macroscopicos en CS data de 1913, en una llama en Australia
(Brumpt, 1913). Con el tiempo, estudios morfoldgicos y moleculares confirmaron que S. aucheniae
es responsable de estos macroquistes en llamas, alpacas, guanacos y vicufias (Carletti et al,
2013; More et al,, 2016; Regensburger et al., 2015; Wieser et al., 2024b). En cuanto a S. masoni,
previamente conocido como S. lamacanis, su identificacion se consolidd recientemente a partir de
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estudios de microscopia electronica y analisis de ADN y fue descripto hasta el momento en llamas
y alpacas (Moré et al., 2016; Wu et al., 2022).

Los sarcoquistes de S. aucheniae son globulares a alargados, pueden alcanzar varios milimetros
de longitud y contener hasta 20 millones de bradizoitos, encerrados en compartimentos sepa-
rados por tabiques internos (Carletti et al., 2013). Su pared presenta proyecciones ramificadas,
semejantes a coliflor, visibles por microscopia electrénica (Figura 1). En contraste, los sarcoquis-
tes de S. masoni son fusiformes, miden cerca de 800 x 95 um y su pared muestra proyecciones
digitiformes mas simples (Moré et al., 2016).

Figura 3. Sarcoquistes y bradizoitos de Sarcocystis aucheniae. (A) Trozo de carne de llama con sarco-
quistes macroscopicos; (B) Sarcoquistes de diferentes tamafios aislados de carne de llama; (C) Seccién
longitudinal de sarcoquiste tefiido con hematoxilina-eosina, donde se observan compartimentos peri-
féricos conteniendo bradizoitos; (D) Micrografia electrénica de barrido de sarcoquiste donde se observa
el aspecto de cerebro de la pared; (E) Micrografia electronica de barrido de bradizoitos contenidos en
un sarcoquiste; (F) Bradizoitos observados con microscopio éptico (1000X). (Carletti et al., 2013; Dec-
ker-Franco, 2018)
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Tanto para S. aucheniae como para S. masoni, el perro doméstico (Canis lupus familiaris) fue co-
rroborado como hospedador definitivo en experimentos de infecciones experimentales (Zacarias
et al,, 2013; Wu et al., 2022). Asimismo, recientemente, se comprobd en el caso de S. aucheniae,
el rol del perro doméstico como hospedador definitivo en condiciones naturales (Vargas Tacuri et
al., 2024). Sin embargo, dada la larga data de la relacion parasito-hospedador entre estos parasi-
tos con los canidos, es razonable asumir, que canidos silvestres, como el zorro andino (Lycalopex
culpaeus) o el zorro gris (Lycalopex gymnocercus), podrian ser también hospedadores definitivos
de S. aucheniae y S. masoni (Wieser et al., 2024a). Esta hipdtesis no se ha testeado experimental-
mente hasta el presente.

Aungue la mayoria de los casos de sarcocistiosis en CS son subclinicos, se han documentado
unos pocos episodios clinicos severos, especialmente en alpacas. En Estados Unidos, una alpaca
prefiada presento letargo, temblores musculares y dificultad respiratoria, y fallecié poco después.
La necropsia reveld abundantes macroquistes en los musculos esqueléticos y una miositis
eosinofilica severa, probablemente asociada a la degeneracion de sarcoquistes de S. aucheniae
(LaPerle et al., 1999). Otro caso en Australia involucré a una alpaca con abscesos subcutaneos y
lesiones musculares extensas. Se observaron microquistes en musculo esquelético posiblemente
de S. masoni, pero no se identificd la especie de Sarcocystis involucrada (Gabor et al., 2010).
Infecciones experimentales con altas cargas de esporoquistes de S. masoni han inducido
sarcocistiosis aguda con anorexia, letargia, anemia vy, en algunos casos, la muerte (Chavez
et al., 2008). Estos estudios indican que el parasito puede ser altamente patdégeno bajo ciertas
condiciones, aunque en la naturaleza las infecciones parecen mantenerse bajo un umbral clinico.

El diagndstico de sarcocistiosis en CS representa un desafio. Actualmente, no existen pruebas
comerciales ni validadas para animales vivos, por lo que la deteccidn se realiza principalmente en
faena. La inspeccion visual permite identificar los macroquistes de S. aucheniae en musculos in-
tercostales, cervicales 0 maseteros, pero no es Util para detectar microquistes. Para estos ultimos,
pueden emplearse técnicas como digestion enzimatica, analisis histopatoldgico, 0 microscopia
electronica, todas ellas reservadas para estudios cientificos. La aplicacion rutinaria en frigorificos
es inviable por su complejidad (Wieser et al., 2024a).

En el &mbito molecular, se han desarrollado 2 protocolos de PCRs semianidadas especificas para
S. aucheniae, basadas en el gen 18S rRNA, que permitieron detectar ADN parasitario en sangre de
llamas vivas (Martin et al., 2016; Decker-Franco et al., 2018b). La segunda PCR desarrollada es 100
veces mas sensible que la primera y tiene un formato duplex, dado que se amplifica simultéanea-
mente un fragmento de ADN mitocondrial del CS hospedador, lo que sirve como control interno.
No se observo correlacion entre la positividad a esta PCR y la presencia de sarcoquistes macros-
copicos al momento del sacrificio (Decker-Franco et al., 2018b). Consistente con esta observa-
cion, un estudio longitudinal donde se analizé con esta PCR la sangre de 38 alpacas a lo largo de
10 meses, mostrd que, en los animales positivos, la parasitemia fue detectable sélo durante 1 0, a
lo sumo, 2 meses, para luego volverse indetectable durante el resto del ensayo (Neyra et al., 2025).
Estos resultados hacen suponer que la parasitemia seria mas baja que el limite de deteccion del
ensayo utilizado durante la mayor parte de la infeccion o bien que el parasito sélo circula en etapas
tempranas de la infeccién y que luego de enquistarse en los musculos no hay recirculacion en el
torrente sanguineo.

Ademas, se ha reportado la deteccion seroldgica del pardsito mediante IFAT (inmunofluorescencia
indirecta). En estudios realizados en Jujuy, Argentina, el 77 % de las llamas analizadas mostraron
seropositividad frente a bradizoitos de S. aucheniae, y un 92,5 % frente a bradizoitos de S. cruzi,
probablemente por reactividad cruzada con S. masoni (Moré et al., 2008). Por otra parte, se desa-
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rrollé un ELISA indirecto, basado en una fraccion proteica de 23 kDa de S. aucheniae que mostrd
seroprevalencias del 23 al 50 % segun el tipo de manejo (Romero et al,, 2017). La falta de un
gold standard complica la validacion de estas técnicas. Ademas, el uso de antigenos derivados de
sarcoquistes plantea desafios de reproducibilidad. Por eso, se esta explorando el uso para diag-
noéstico de antigenos recombinantes basados en proteinas inmunodominantes identificadas en
estudios transcriptémicos de S. aucheniae (Decker-Franco et al., 2020).

La sarcocistiosis de CS esta ampliamente distribuida, con alta prevalencia, en CS de Argentina,
Bolivia, Pert y Chile, asi como también se ha detectado en paises donde estos animales han sido
introducidos (Saeed et al., 2018).

El tipo de manejo es un factor determinante para la prevalencia de la infeccion. Llamas criadas en
sistemas controlados, sin contacto con perros, presentaron menores tasas de infeccion. En cam-
bio, animales criados por pastores trashumantes, sin control sanitario y en presencia de perros
pastores, mostraron alta seropositividad (Romero et al., 2017).

La edad también es un factor relevante. Se ha observado que animales mas viejos acumulan mas
sarcoquistes, probablemente debido a su exposicion prolongada al pardsito (Rooney et al., 2014).
Esta observacién sugiere que habria una continua ingestion de esporozoitos y reinfeccion por la
via sanguinea asi aumentando la carga de sarcoquistes en las llamas (Decker-Franco, 2018).

El interés por la carne de camélidos esta creciendo, impulsado por su excelente perfil nutricional,
caracterizado por un bajo contenido en colesterol y un alto contenido en proteinas (Popova et al.,
2021). Como resultado, la demanda de carne de llama y alpaca ha ido en aumento. El desarrollo
sostenible de la ganaderia de camélidos presenta importantes oportunidades y beneficios, espe-
cialmente para las comunidades del altiplano andino. También se ajusta a los intereses del merca-
do internacional, donde existe una creciente demanda de carnes magras procedentes de animales
gue tienen un menor impacto ambiental en comparacion con el ganado tradicional (Zarrin et al.,
2020). Ademas, experiencias de consumo y comercializacion de carne de guanaco en el sur de
Argentinay Chile se presentan como alternativas de aprovechamiento de la especie (Carmanchahi
et al., 2022). Sin embargo, la presencia de macroquistes en carne destinada al consumo humano
puede llevar a la condena total o parcial de la res, reduciendo el valor comercial del producto. Se
han estimado pérdidas de 300.000 USD en Peru debido a reses infectadas por S. aucheniae (Le-
guia, 1991). Esta situacion ha llevado a muchos productores a evitar los mataderos y faenar en
sus domicilios, vendiendo la carne de manera informal. Esto dificulta el control sanitario, afecta la
inocuidad alimentaria, y reduce las posibilidades de comercializacion formal, incluso en mercados
internacionales (Giuliano et al., 2023).

En regiones andinas, es comun la elaboracion de charqui (carne seca y salada) como método
ancestral de conservacion. Aunque este proceso puede inactivar la capacidad infectiva del parasi-
to, no elimina completamente sus toxinas, en particular la sarcocistina, una endotoxina peptidica
termo-sensible presente en S. aucheniae. Estudios experimentales demostraron que esta toxina
puede inducir gastroenteritis en animales de laboratorio si la carne no es cocida adecuadamente
(Godoy et al., 2007). Si bien no hay reportes en humanos de intoxicacion por consumo de carne de
CS infectada, la posibilidad de toxicidad alimentaria no puede descartarse por completo, especial-
mente si se consume carne cruda o insuficientemente cocida.

El estudio del transcriptoma de los estadios de S. aucheniae dentro del sarcoquiste ha revelado
informacién clave sobre la biologia del parasito. Se identificaron 24 proteinas predichas como
ancladas por puentes glicosilfosfatidilinositol a la membrana celular, con potencial uso como
marcadores diagndsticos y candidatos vacunales (Decker-Franco et al,, 2020). Otras proteinas
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identificadas estan relacionadas con la division celular, secrecion de organelas especializadas
(roptrias, micronemas y granulos densos) y movilidad del pardsito. También se detectaron
proteasas, enzimas respiratorias, y superoxido dismutasa. La presencia de esta Ultima enzima
en los estadios del sarcoquiste indica que el parasito realiza respiracion aerébica en este
microambiente, lo cual requiere difusion de oxigeno desde los capilares del hospedador (Wieser
etal., 2023).

Estos blancos moleculares identificados y parcialmente caracterizados ofrecen nuevas oportuni-
dades para desarrollar pruebas diagnoésticas sensibles, vacunas o terapias dirigidas, y mejorar el
entendimiento de la interaccion parasito-hospedador.

En conclusion, la sarcocistiosis en camélidos sudamericanos es una enfermedad ampliamente
extendida y aun poco controlada. Su impacto se manifiesta en multiples niveles: sanitario, pro-
ductivo, econémico y comercial. Si bien la mayoria de las infecciones cursan sin sintomas, su
presencia limita el aprovechamiento de una carne de alto valor nutricional y bajo impacto am-
biental, clave para el desarrollo sostenible de regiones altoandinas. Romper el ciclo del parasito
implica controlar el acceso de perros a carne cruda y mejorar las practicas de manejo. Al mismo
tiempo, el desarrollo de herramientas diagndsticas aplicables en animales vivos y estrategias de
control, como vacunas, requiere el apoyo a la investigacion basica y aplicada. De vital importancia
es comprender la biologia de S, aucheniae y S. masoni, y su interaccién con los CS, lo cual permi-
tira disefiar medidas mas eficaces para mitigar el impacto de esta enfermedad en los sistemas de
produccion y favorecer el desarrollo econdmico y sanitario de las poblaciones que dependen de
estos animales Unicos.
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“Ver o no ver, esa es la cuestion” es una adaptacion de la célebre frase de Hamlet.
Mientras Hamlet duda entre enfrentar la vida o rendirse ante la muerte, esta version
plantea si elegimos ignorar o asumir activamente la filogenia y la evolucion como parte del

conocimiento cientifico.

El orden Piroplasmida, que agrupa a los géneros Babesia, Cytauxzoon y Theileria, esta formado
por hemoprotozoos transmitidos por garrapatas que afectan a mamiferos y aves. Estos parasitos,
conocidos como piroplasmidos, representan una seria amenaza para los animales domésticos y
de granja, ya que sus infecciones suelen ser graves o incluso mortales. En el &mbito ganadero, los
piroplasmidos causan enfermedades de gran impacto econdmico, como la babesiosis bovina y
theileriosis tropical en rumiantes mayores, y babesiosis ovina y theileriosis maligna en rumiantes
menores. Ademas, limitan el comercio internacional de caballos debido a la piroplasmosis equina,
y afectan la salud de mascotas, causando babesiosis canina en perros y cytauxzoonosis felina en
gatos. Asimismo, un aspecto que preocupa cada vez mas es el aumento de casos de babesiosis
en humanos, hecho que resalta la importancia de estos parasitos no solo en el campo veterinario,
sino también en la salud publica. Mediante analisis moleculares, se han compilado un total de
57 especies de piroplasmidos que infectan a animales domésticos y de granja (Schnittger et al,,
2022). En esta revision abordaremos: (i) los hitos méas importantes en la historia evolutiva de los
piroplasmidos incluyendo una estimacion del marco temporal de su evolucion, el origen de las
estructuras celulares caracteristicas de los apicomplejos y su importancia como blancos terapéu-
ticos, asi como la evolucién de su estilo de vida intracelular; (i) los criterios taxondmicos clasicos
gue originalmente definieron a los géneros Babesia, Cytauxzoon y Theileria, y su relacién con los
linajes recientemente establecidos mediante filogenia molecular; (i) dos estudios de caso que
ilustran como la evolucion ha moldeado linajes y especies de Babesia y Theileria de relevancia
para la veterinaria actual.

Historia evolutiva de los piroplasmidos en el contexto
evolutivo de los Apicomplexa

Los piroplasmidos pertenecen al Phylum Apicomplexa y de acuerdo con las estimaciones del
reloj molecular, cuyo origen se infiere alrededor de 1100 Ma (millones de afios) atras, representan
un linaje de protozoos muy ancestral (Parfrey et al, 2011; Schnittger et al., 2012). Ademas de
las tipicas organelas de las células eucaridticas, los apicomplejos tienen una estructura celular
denominada complejo apical, el cual da nombre al grupo, situado en el extremo anterior de la célula
y compuesto por anillos polares, conoides, roptrias, micronemas y microtubulos subpeliculares.
El complejo apical juega un papel crucial en la adhesién, invasion, y supervivencia del parasito
dentro de la célula hospedadora. Por ello, las moléculas involucradas en estos procesos
representan candidatos inmunoterapéuticos. El analisis filogenético indica que los miembros del




Jornada nacional de protozoos apicomplejos | 2025

género Colpodella comparten un ancestro comun con los apicomplejos (Kuvardina et al., 2002).
Los colpodélidos son protozoos depredadores flagelados de vida libre (jno parasitaria!) que se
alimentan de algas unicelulares adhiriéndose a la célula presa y extrayendo su citoplasma a
través de estructuras especializadas, en un proceso denominado mizocitosis. Estas estructuras
se consideran homologa al complejo apical, que permiti¢ a los apicomplejos llevar un estilo de
vida parasitario mediante la invasion de la célula hospedadora. Por lo tanto, es probable que los
Apicomplexa se desarrollaran a partir de esta depredacion mizocitica hasta llegar al parasitismo
de localizacion epicelular, como aun muestran las gregarinas y Cryptosporidium, y finalmente
al parasitismo intracelular, como muestran los piroplasmidos, Plasmodium vy los coccidios
(Bartosova-Sojkova et al., 2015).

Otra estructura caracteristica de este grupo es el apicoplasto, remanente de un plastido
gue posee genoma circular. El descubrimiento de Chromera vela, un alga fotosintética con
apicoplasto, que representa el “"eslabon perdido” en la evolucion de los apicomplejos, permitid
entender como los apicomplejos habrian podido incorporar su apicoplasto (Moore et al., 2008).
Las evidencias muestran que el apicoplasto se originé de un proceso endosimbiético secundario
con un alga roja (Janouskovec et al., 2010). Algunos pocos linajes de Apicomplexa, como por
ejemplo Cryptosporidium, han perdido esta organela, pero en los piroplasmidos, coccidios (p. €j.
Toxoplasma) y Plasmodium, ésta tiene una funcién esencial. El genoma del apicoplasto codifica
enzimas para la sintesis de acidos grasos, isoprenoides, grupos hemo y hierro-azufre. Estas vias
biosintéticas representan blancos para el desarrollo de farmacos antiparasitarios.

Los microrganismos del Phylum Apicomplexa conforman un subgrupo de los Alveolata, esto es
porque poseen un complejo interno de membranas formado por alvéolos corticales, que son sa-
cos aplanados ubicados justo debajo de la membrana plasmatica. Este complejo proporciona la
estructura y el soporte necesario para que las proteinas motoras de actina-miosina generen la
fuerza que impulsa el movimiento, un proceso esencial para la invasion de las células hospedado-
ras (Rangachari et al., 1986; Gonzalez et al., 2009). La inhibicion de este movimiento, que requiere
energia en forma de ATP, también bloquea la capacidad de invasion (Wetzel et al., 2005). Por lo tan-
to, las moléculas involucradas en el mecanismo de movimiento y, en consecuencia, en la invasion,
representan también posibles blancos terapéuticos.

Taxonomia clasica y filogenia molecular de los piroplasmidos

Histéricamente la clasificacion taxondmica de los piroplasmidos ha estado basada en una com-
binacion de indicadores morfoldgicos, bioldgicos y evolutivos. Uno de los principales criterios ha
sido la morfologia intraeritrocitaria, que considera la forma del parasito (piriforme, redonda o anu-
lar), el tamafio relativo de sus estadios dentro del eritrocito y el nimero de piroplasmidos por célu-
la. Estas caracteristicas, tradicionalmente observadas mediante microscopia, han sido Utiles para
diferenciar especies de los géneros Babesia, Cytauxzoon y Theileria (Mehlhorn & Schein, 1984,
Schnittger et al., 2012). Sin embargo, estudios han demostrado que la forma y el tamafio de los
piropldsmidos pueden variar significativamente dentro de una misma especie, especialmente en
funcion del nivel de parasitemia (Homer et al.,, 2000). Aunque se considera tipico encontrar dos
piroplasmidos por eritrocito en Babesia, uno o dos en Theileria, y uno solo en Cytauxzoon, estos
valores no son absolutos y presentan variabilidad (Jalovecka et al., 2018).

Por ello, aungue estas caracteristicas morfoldgicas siguen siendo Utiles como orientacion diag-
néstica inicial, no son suficientes para una clasificacion taxondmica precisa. La identificacion de-
finitiva de género o especie requiere el uso de herramientas moleculares, como la reaccién de PCR
especifica y/o secuenciacion de genes marcadores.
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El segundo criterio clave en la clasificacion ha sido la presencia o ausencia de una fase tisu-
lar esquizogonica, es decir, la multiplicacion del parasito en células nucleadas del hospedador,
como leucocitos. Esta fase esta presente en Theileria sensu stricto (s.s.) y Cytauxzoon, pero esta
completamente ausente en Babesia (Meinkoth & Kocan, 2005; Mans et al., 2015). En el caso de
Theilleria s.s., los esquizontes se desarrollan tipicamente en linfocitos T o B, 0 en monocitos/ma-
crofagos, dependiendo de la especie. Cytauxzoon, por su parte, infecta principalmente macrofagos
mononucleares derivados del sistema fagocitico mononuclear (también conocido como sistema
reticulo-endotelial), que se encuentran en tejidos como pulmones, higado, bazo, ganglios linfaticos
y médula dsea (Snider et al., 2010).

Desde una perspectiva evolutiva, se ha observado una tendencia clara: a medida que la esquizo-
gonia se vuelve mas marcada y permite una mayor multiplicacion tisular del parasito (como ocurre
en Theileria y especialmente en Cytauxzoon), el nimero de piroplasmidos presentes en eritrocitos
disminuye en comparacion con Babesia s.s., que ha perdido esta fase tisular por completo. Esta
pérdida puede estar relacionada con una mayor multiplicacion intraeritrocitaria, aunque es mas
probable que se deba a una innovacion clave en el ciclo biolégico de Babesia s.s.: la capacidad de
transmision vertical.

Este dltimo criterio taxondmico se basa en la forma de transmision en el vector —la garrapata—,
y en particular, en la transmision transovarica. Este proceso, exclusivamente presente en Babesia
s.s., permite que el parasito infecte los ovarios de la garrapata y se transmita directamente a su
descendencia a través de los huevos, permitiendo su diseminacion a la siguiente generacién de
garrapatas sin depender de un hospedador vertebrado (Uilenberg, 2006; Ravindran et al., 2023). Es
ésta una estrategia Unica entre los hemoprotozoos, aunque también ha sido descrita en virus (vi-
rus de La Crosse y de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo) y en bacterias del género Rickettsia.

Por el contrario, Theileria y Cytauxzoon carecen de esta capacidad y dependen exclusivamen-
te de la transmision transestadial, en la cual el parasito sobrevive en la garrapata a lo largo de
sus mudas (de larva a ninfa, o de ninfa a adulto), pero no se transmite a través de los huevos. Si
bien existen especies de Babesia que utilizan Unicamente la transmision transestadial, éstas se
agrupan dentro de Babesia sensu lato (s.l.), diferencidndose asi de las especies con transmision
transovarica (Babesia s.s.).

En conjunto, estos tres criterios —morfologia intraeritrocitaria, presencia de esquizogonia tisular y
modo de transmision en el vector— han sido fundamentales para establecer los limites entre los
géneros de piroplasmidos. No obstante, los avances en biologia molecular y filogenia estan de-
safiando y puliendo constantemente esta clasificacion, revelando una diversidad evolutiva mucho
mas compleja de lo que se creia anteriormente.

Estudios de filogenia molecular basados en secuencias del gen ARN ribosomal 18S han permitido
identificar seis clados distintos de los piroplasmidos (Schnittger et al., 2012). Estos clados estan
compuestos por al menos 57 especies de piroplasmidos que infectan animales domésticos y de
produccion (Schnittger et al., 2022). Estos resultados han sido confirmados y refinados mediante
otros enfoques, como el analisis gendmico comparativo y la filogenia de genes y genomas mito-
condriales (Schreeg et al., 2016; Mufioz-Gémez et al., 2019).

Los arboles filogenéticos resultantes revelan patrones taxondmicos sorprendentes: las Babesia
s.l. de los Clados | y Il infectan principalmente a perros y gatos, respectivamente. Por su parte,
Cytauxzoon spp., parasitos que infectan gatos, se agrupan en un clado independiente (Clado [l1).
Theileria equi, que infecta a équidos, se ubica en el Clado IV y ha sido clasificada como Theileria s.I.
para distinguirla de Theileria s.s., representada por especies como T. parva 'y T. annulata (Clado V),
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gue infectan rumiantes. En el Clado VI se agrupan las Babesia s.s., las cuales presentan un rango
de hospedadores mucho mas amplio, incluyendo bovinos, ovinos, equinos, felinos y caninos. Aun,
se han descrito al menos cuatro clados adicionales, ellos integran exclusivamente piroplasmidos
gue infectan animales silvestres como rinocerontes, marsupiales, monotremados y aves, y, por lo
tanto, no se abordaran en este estudio (Jalovecka et al., 2018).

Uno de los grandes aportes de la filogenia molecular ha sido la confirmacion de los cuatro grupos
principales de piroplasmidos, tradicionalmente definidos por criterios morfolégicos y biolégicos:
Babesia s.s., Theileria, Cytauxzoon, y Babesia s.I. Ademas, esta herramienta ha permitido distinguir
entre linajes estrechamente relacionados que no pueden separarse mediante taxonomia clasica,
como los Babesia s.l. de los Clados | 'y Il (Kjemtrup et al., 2006; Conrad et al., 2006; Schnittger et
al., 2012, 2022).

Un avance particularmente relevante ha sido la diferenciacién inequivoca entre Theileria s.s., ubi-
cados en Clado V —que comprende especies que infectan a los rumiantes— y Theileria s.l., que
se coloca en Clado IV, representada por T. equi en équidos (Schnittger et al., 2012, 2022).Mientras
gue en la taxonomia tradicional ambas eran consideradas parte del mismo género Theileria, los
analisis filogenéticos han demostrado que estos linajes tienen una evolucion separada (Mehlhorn
& Schein, 1998; Kappmeyer et al., 2012;).

Ademas, estudios bioinformaticos han evidenciado que los genomas y proteomas de Babesia s.s.
(p. )., B. bovis y B. bigemina) del Clado VI son mas similares a los de Theileria s.s. (Clado V) que a
los de otras especies clasificadas como Babesia s.l., como B. microti (Clado 1), lo que refuerza la
necesidad de una reevaluacion taxondmica (Cornillot et al., 2012; Ascencio et al., 2018; Gallenti et
al., 2021; Poklepovich et al., 2023). Sin embargo, la filogenia molecular actual muestra que los tres
clados de Babesia (Clado |, Il y VI) no comparten un ancestro comun inmediato, o que convierte
al género Babesia en un grupo parafilético. En cambio, Clados IV y V de Theileria forman grupos
hermanos que son filogenéticamente diferenciables vy, por lo tanto, deben denominarse géneros
distintos. Estas observaciones respaldan la necesidad de una revision integral de la taxonomia de
los piroplasmidos, que permita alinear la clasificacion formal con la evidencia evolutiva y molecu-
lar disponible. En este contexto, la taxonomia debe aspirar a reflejar con precision las relaciones
evolutivas reales, o que no solo mejora la clasificacion en si misma, sino que también facilita pre-
dicciones bioldgicas y la comunicacion cientifica.

Evolucion adaptativa en linajes de Babesia y Theileria de
importancia veterinaria

Un hallazgo especialmente notable es que las especies del grupo Babesia s.s. del Clado VI son los
Unicos piroplasmidos que han logrado infectar con éxito todas las principales especies de anima-
les de granja y de compafiia. Eso se debe a la innovacion evolutiva de la transmision transovarica
anteriormente mencionada, que ha transformado radicalmente la estrategia de supervivencia de
este grupo. Esta nueva caracteristica ha facilitado el cambio de hospedador a otras especies de
vertebrados, permitiendo asi la diversificacion de este linaje filogenético de piroplasmidos. En con-
secuencia, las especies de Babesia s.s. muestran una radiacion evolutiva junto con los diversos
grupos de mamiferos y aves alrededor del mundo, mientras que los piroplasmidos de los Clados |
a V estan confinados a un cierto grupo de mamiferos y distribucion geografica (Fig. 1).
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Figura 1. Filogenia molecular de los piroplasmidos que infectan animales de granja y de compafiia. Se
muestran los piroplasmidos agrupados en los Clado | a VI'y los grupos de animales infectados por cada
clado. Los nimeros indican el valor bootstrap. s.s., sensu stricto, s.l., sensu lato; modificado segiin Sch-

nittger et al., (2022)

Un caso ilustrativo lo encontramos en los piroplasmidos que infectan a los caballos: Theileria equi
(Theileria s.s., Clado V), que se transmite de manera transestadial, y Babesia caballi, (Babesia s.s.,
Clado VI) que se transmite de forma transovarica. En el ciclo de T. equi, las larvas de garrapata de-
ben alimentarse previamente de un caballo infectado para adquirir el parasito y poder transmitirlo
en estadios posteriores, lo que implica que la persistencia del parasito depende de la estabilizacion
de un estado de portador crénico en el hospedador equino como reservorio del parasito. Por el
contrario, B. caballi, al transmitirse de forma transovarica, se perpetia directamente en la descen-
dencia de la garrapata una vez que ésta se infecta, sin necesidad de alimentarse nuevamente de
un hospedador infectado. En este caso, la garrapata actlia como reservorio.

Ademas, una garrapata puede poner entre 3.000 y 7.000 huevos dependiendo de la especie y
las condiciones ambientales. La transmision transovarica permite infectar estos huevos, lo cual
representa una fase de proliferacion adicional de las especies que pertenecen a las Babesia s.s.
Notablemente, estas especies presentan una division secundaria de los kinetos, ausente en Thei-
leria s.s., lo cual es una adaptacion evolutiva para asegurar una alta eficiencia de infeccién de los
huevos. En conjunto, estas adaptaciones sugieren que la transmision transovarica facilita consi-
derablemente el cambio de hospedador, lo que explicaria su frecuente aparicién en piroplasmidos
del Clado VI, y su ausencia en los Clados Ill, IV y V, asi como su escasa ocurrencia en los Clados |
y Il (Schnittger et al., 2022).




Jornada nacional de protozoos apicomplejos | 2025

Un analisis minucioso del arbol filogenético inferido revela informacion sorprendente sobre otros
patrones evolutivos que presentan los diferentes linajes de piroplasmidos. Contrariamente a lo es-
perado, la diversificacion de las especies de parasitos parece estar dominada por la coespeciacion
hospedador-parasito (regla de Fahrenholz) en la mayoria de los linajes (Clado | a V) y sélo en el
linaje de Babesia s.s. (Clado VI), se observan frecuentes cambios del hospedador vertebrado como
se ha demostrado anteriormente. Siguiendo la diversificacion de los grupos de piroplasmidos con
sus hospedadores vertebrados en el arbol, se plantea la hipotesis de que los carnivoros (Clado |, I
y ) podrian haber sido los primeros hospedadores vertebrados de los piropldsmidos, antes que
los rumiantes (Clado V) y équidos (Clado IV). Esta propuesta se alinea con los tiempos de diver-
gencia evolutiva de sus respectivas familias: los Canidos surgieron hace aproximadamente 40 Ma
y los Félidos hace unos 25 Ma, mientras que los Bévidos (incluidos los bovinos) aparecieron mas
tarde, hace alrededor de 20 Ma (los bovinos modernos = 13 Ma); los caprinos (ovejas y cabras),
hace = 9 Ma; y el caballo moderno (Equus), hace tan solo = 5 Ma (Hassanin et al., 2012; Jalovecka
et al., 2019; Schnittger et al., 2022).

Dentro del grupo de parasitos del género Thelleria, hay un conjunto de especies que ha desarrolla-
do una capacidad verdaderamente singular: transformar células inmunitarias de los animales que
infectan. Especies como T. annulata, T. lestoquardi, T. parva y T. taurotragi —todas pertenecientes
al llamado Clado V— pueden invadir leucocitos, desarrollarse como esquizontes dentro de ellos, y
sincronizar su divisién con la de las células del hospedador. El resultado es una proliferacion des-
controlada de estas células transformadas, que se diseminan por el cuerpo del animal de forma
muy similar a las células cancerigenas. Este comportamiento no sélo es inusual, sino que también
esta estrechamente asociado a una alta patogenicidad y tasas elevadas de mortalidad en el gana-
do infectado, lo que convierte a estas Theileria en patdgenos de gran relevancia veterinaria (Mans
etal., 2011; Tajeri et al,, 2021). En contraste, otras especies del mismo género, como T. orientalis, T.
mutansy T. velifera, no poseen esta capacidad transformadora y generan enfermedades de menor
relevancia.

Desde un punto de vista evolutivo, los estudios filogenéticos han revelado que esta habilidad para
transformar células no ha evolucionado multiples veces, sino que surgi¢ una sola vez en el ances-
tro comun mas reciente de este grupo monofilético de Theileria, aproximadamente entre 14y 16
Ma atras (Fig. 2; Hassanin et al., 2012; Pienaar et al., 2018; Jalovecka et al., 2019). Este hallazgo
permite establecer una conexion directa entre la evolucion del parasito y la de sus hospedadores
vertebrados. Por ejemplo, T. taurotragi infecta a grandes antilopes africanos como el eland, kudu
y nyala, que aparecieron en Africa hace unos 15 Ma. Posteriormente, T. parva se especializé en el
bufalo africano, cuyo linaje también evoluciond en Africa hace unos 8 Ma. Con el tiempo, ancestros
de los bufalos migraron hacia Asia, donde dieron origen al bufalo de agua, hospedador actual de T.
annulata. Mas recientemente aun, una poblacion ancestral de T annulata dio el salto hacia las ove-
jas, presentes en el Cercano Oriente y Asia, dando lugar a la especie T. lestoquardi. Este cambio de
hospedador, del bufalo a la oveja, se ve reforzado por el hecho de que ambas especies (T. annulata
y T. lestoquardi) comparten el mismo vector, la garrapata Hyalomma anatolicum.

La capacidad de transformar células del hospedador vertebrado es una innovacion evolutiva Unica
entre los pardsitos eucariotas —solo comparable con ciertos virus y bacterias— y refuerza de ma-
nera inequivoca la idea de una coevolucion entre las Theileria transformadoras y sus hospedado-
res. Este fendmeno evidencia de qué manera actla la evolucion coespecifica parasito-hospedador
dentro de este fascinante grupo de organismos.
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Figura 2. Comparacion de la filogenia molecular de los piropldsmidos transformantes y sus hospeda-

dores vertebrados. Coespeciacion entre Theileria y sus hospedadores de la familia Bovinae, con indica-

cion de su distribucion geografica. Las flechas indican los hitos evolutivos con la distancia en millones
de aflos (Ma).
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Tabla 1. Caracteristicas de la taxonomia clasica y su relacion con la filogenia molecular
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Resumen

La coccidiosis es una enfermedad causada por parasitos apicomplejos de la subclase Coccidia,
entre los que se encuentran protozoarios del género Eimeria. Es de relevancia para los distintos
sistemas productivos, y en particular para la avicultura. Si bien es una enfermedad controlada,
suele ser una amenaza y generar brotes cuando fallan las medidas de control. Estas incluyen el
adecuado manejo de los animales y establecimientos, el tratamiento farmacolégico y la vacuna-
cion; esta Ultima solo disponible para la produccién avicola industrial. Las drogas anticoccidiales
se usan muy ampliamente y tienen como principal desventaja que, de no ser aplicadas correc-
tamente, generan resistencia, disminuyendo su efectividad e impactando tanto en el ambiente
como en la inocuidad de los alimentos. Ademas, su uso estéa siendo limitado en distintas partes
del mundo e incluso prohibido.

Los métodos de diagndstico tradicionales, si bien son fundamentales, son técnicas laboriosas que
no diferencian la totalidad de las especies de Eimeria. En particular, la identificacion de las especies
gue causan coccidiosis aviar es importante dado que poseen distinta patogenicidad y, por lo tanto,
el impacto productivo y mortandad asociada varia segun la especie involucrada, asi como también
la susceptibilidad a los distintos anticoccidiales. Ademas, son inmunoespecificas. El surgimiento
de nuevas variantes genéticas, subdiagnosticadas, vuelve ineficiente los tratamientos inmunopro-
filacticos.

Con el objetivo de abordar algunos de estos desafios para las especies de Eimeria infectantes
de Gallus gallus, proponemos un abordaje integral que incluye en primera medida la utilizacion
de técnicas moleculares para un diagndéstico mas especifico, el relevamiento epidemiolégico y el
estado del arte de la coccidiosis aviar en distintos sistemas de produccion para poder desarrollar
estrategias de control adecuadas. En segunda medida proponemos el desarrollo de nuevas herra-
mientas de control como la busqueda de alternativas naturales innovadoras y de candidatos vacu-
nales para el desarrollo de vacunas recombinantes en el contexto de la transicion hacia modelos
mas sustentables y que se enmarquen en el concepto de Una Salud.

Palabras clave: Coccidiosis, pollos, gallinas, diagndstico, biologia molecular, Una Salud, proteinas
superficiales, GPI, vacunas recombinantes, compuestos naturales

Introduccion

La coccidiosis es una enfermedad causada por parasitos apicomplejos de la subclase Coccidia,
entre los que se encuentran protozoarios del género Eimeria. Es de relevancia para los distintos
sistemas productivos, y en particular para la avicultura. El impacto econdmico global fue recal-
culado en el afio 2021 siendo aproximadamente de €12 billones o US $14,5 billones®™. Si bien es
una enfermedad controlada, suele ser una amenaza y generar brotes cuando fallan las medidas
de control.
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El ciclo de vida de Eimeria sp. es monoxénico. Al igual que otros apicomplejos su ciclo es complejo.
Se transmite por via fecal- oral a través de los ooquistes que se excretan y diseminan de forma no
esporulada (no infectiva), pero en el ambiente se produce la esporulacién, y se desarrollan en su
interior 4 esporocistos que contienen 2 esporozoitos cada uno. Cuando los ooquistes esporulados
son ingeridos por las aves a través del alimento y/o agua contaminada, los esporozoitos se liberan
(exquistacién). Se inicia asi el ciclo asexual (esquizogonia), que continda con la reproduccion se-
xual (gametogonia) y finaliza con la formacion de ooquistes no esporulados. Estos son excretados
con las heces reiniciando el ciclo (Figura 1,%). Los ooquistes persisten en el ambiente por largos
periodos®.

Se conocen siete especies de Eimeria que infectan a la especie Gallus gallus, cada una de las
cuales coloniza distintos sitios del intestino. Dependiendo de la patogenicidad de la especie in-
volucrada, la carga parasitaria y el estado inmunoldgico de las aves, las infecciones pueden ser
subclinicas o clinicas. Recientemente, se han identificado tres nuevas variantes genéticas, sub-
diagnosticadas, y que escapan a la inmunoprofilaxis®,

Los métodos de diagndstico tradicionales, si bien son fundamentales, son técnicas laboriosas que
no diferencian la totalidad de las especies de Eimeria. En particular, su identificacion certera es
importante ya que el impacto productivo, la mortandad asociada y la susceptibilidad a los distintos
anticoccidiales varia segun la especie involucrada.

Esta enfermedad, al igual que otras, es controlada con buenas medidas de manejo de las aves y
granjas, con anticoccidiales de sintesis quimica o antibiéticos (como por ejemplo de la familia de
los iondforos, las sulfonamidas y triacinas), y/o vacunacion viva®. La aplicacion de medicamentos
anticoccidiales conlleva a la aparicion de cepas resistentes de Eimeria spp., disminuyendo su efec-
tividad® e impactando tanto en el ambiente como en la inocuidad de los alimentos("®. Ademas,
estan bajo presién a nivel mundial, dada la influencia social por el consumo de alimentos libres de
quimicos y mas saludables. En Argentina, la regulaciéon (N°1119/2018) emitida por el SENASA ha
restringido el uso de anticoccidiales quimicos. Por su parte, las vacunas vivas con cepas salvajes
pueden tener problemas de seguridad para las aves, lo que afecta la productividad®. Dado que
para adquirir una proteccidon completa las aves deben inmunizarse con todas las especies su fa-
bricacion es exigente, estricta y costosa(’. Las vacunas atenuadas poseen un indice reproductivo
mas bajo, lo que aumenta los costos de su produccion. Ademas, en distintas partes de mundo se
estd cuestionando el uso de animales para la produccion de vacunas(?.

Hasta el momento no hay en el mercado una vacuna de nueva generacion®@. Las vacunas recom-
binantes ofrecen una alternativa atractiva y rentable. El primer paso hacia este objetivo se basa
en la identificacion de antigenos inmunoprotectores y conservados. Las proteinas de superficie
ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) son particularmente prometedoras como candidatas va-
cunales, y se ha demostrado su inmunogenicidad en parasitos apicomplejos relacionados como
Babesia bovis'" y Cryptosporidium parvum®? asi como también en Eimeria sp.(3'4.

Con el objetivo de generar soluciones en el contexto de la transicion hacia modelos mas susten-
tables, que mejoren la productividad y que se enmarquen en el concepto de Una Salud la linea de
investigacion en coccidiosis del IP-IPVET propone un abordaje integral que incluye: la utilizacién
de técnicas moleculares para un diagnostico mas especifico y el desarrollo de herramientas para
la identificacion de las nuevas especies; el relevamiento epidemiolégico y el estado del arte de la
coccidiosis aviar en distintos sistemas de produccion; y el desarrollo de nuevas estrategias de
control como la busqueda de alternativas naturales innovadoras y de candidatos vacunales para
la generacién de vacunas recombinantes.
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Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Eimeria spp. en aves®. Los ooquistes esporulados son ingeridos
a través del alimento o agua contaminada con (paso 1) y se liberan los esporozoitos contenidos en los
4 esporoquistes de los ooquistes en el tracto gastrointestinal (paso 2). Estos invaden las células epite-
liales intestinales en diferentes localizaciones segun la especie (paso 3), y se desarrollan en la vacuola
parasitéfora donde experimentan esquizogonia (paso 4), formando trofozoitos que se transforman en
esquizontes inmaduros y maduros. Tras dos a cuatro ciclos de esquizogonia (paso 5), los merozoitos

invaden nuevas células y ocurre la gametogonia (paso 6) que da lugar a macro y microgametos, los que
luego de la fecundacion forma el cigoto que origina al coquiste no esporulado (paso 7) y se excreta con
las heces. En el ambiente se produce la esporogonia y se reinicia el ciclo vital. A, By C son micrografias
de parasitos exquistados (ooquistes, esporocistos y esporozoitos, respectivamente). Aumento de 400
X. Los esquizontes, macrogametos y ooquistes inmaduros y maduros son micrografias de secciones

histoldgicas de intestinos de aves infectadas experimentalmente, teflidas con hematoxilina y eosina.
Aumento de 1000 X.

Metodologia
Diagnostico de coccidiosis aviar tradicional y molecular

Se realiz6 el recuento de ooquistes por gramo de materia fecal (OPG) en cdmara de McMaster, se
realizaron los raspajes seriados de la mucosa intestinal con observacion microscopica y se asig-
naron los puntajes de las lesiones segun la escala de Johnson & Reid.
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Se implementaron dos PCR-multiples la identificacion certera y en simultaneo de 7 especies(',
previamente se hizo la puesta a punto de la ruptura de ooquistes® para la extraccion de ADN
usando el kit de Wizard (Promega), se establecié el limite de deteccién analitico y especificidad y
se generaron controles positivos por medio del clonado en pGEM ®-T (Promega) de las 7 regiones
SCAR especificas de cada especie(. Los productos de PCR se visualizaron bajo luz UV en geles
de agarosa tefiidos con Sybr Safe (ThermoFisher Scientific) en un Gel Doc Go Gel Imaging System
(Biorad).

Infeccion in vivo

Se utilizé la linea de pollos de engorde Campero-INTA para establecer el modelo de infeccion(®,
que incluyd la evaluacién de distintas dosis infectivas de Eimeria sp. de un aislamiento local. Se
evaluaron los pardmetros de infeccion y productivos, y se calculd el indice de productividad (IP).

Por ultimo, se ensayé un enfoque sustentable, alternativo a los anticoccidiales, utilizando el mo-
delo de infeccién desarrollado y se evaluaron parametros de infeccién y productivos, y se calcu-
16 el indice anticoccidial (ACI). Se realizé un analisis de metagendmica mediante secuenciacion
masiva de Ultima generacion (NGT) mediante la plataforma Illumina (kit COVIDseq adaptado 2 x
150 bp lecturas en NovaSeq 6000) a partir del ADN extraido con el kit ADN PuriPrep-Suelo (INBIO
HIGHWAY) del biopreparado y cuantificado en nanofotémetro P-Class P330 (Implen). Todos los
experimentos con animales fueron aprobados por el CICUAE (27/2023y 21/2024)09),

Propagacion de Eimeria sp.

El grupo de Coccidiosis del IP-IPVET mantiene tanto cepas de referencia como aislamientos loca-
les en pollos de engorde mediante protocolos establecidos y aprobado por el CICUAE (POE AV1).

Bioensayos in vitro

Se desarrollaron ensayos en placas para la fase exdgena (Fex) donde se mide el % de disminucion
de la esporulacion y los ooquistes locales de E. tenella y E. acervulina remanentes luego de incu-
barlos con compuestos naturales y con extractos metandlicos y etandlicos nativos. Se evaluaron
5 concentraciones tanto de los compuestos como de los diluyentes. Todos los ensayos se reali-
zaron por triplicado bioldgicos.

Identificacion de candidatos vacunales

Se aplicé una estrategia de vacunologia reversa utilizando herramientas bioinformaticas aplicadas
anteriormente a otros patdgenos relacionados('? combinadas con herramientas de inteligencia
artificial (NetPanMHC y NetGPI) para la prediccion de atributos inmunolégicos y de anclaje a GP,
respectivamente. Para la validacion experimental se realizd un analisis de polimorfismo mediante
PCR de los genes candidatos a partir de aislamientos de ADN de Eimeria sp. locales extraidos con
Wizard (Promega) seguidos de NGT y analisis de secuencias. La transcripcion génica de estadios
infectivos de dos de las especies de Eimeria mas frecuentes se hizo mediante RT-PCR, a partir de
ARN extraido con Trizol ® de ooquistes esporulados y esporozoitos exquistados in vitro de E. tene-
llay E. acervulina. Para el analisis de las secuencias se usaron las herramientas nucleotide-BLAST
del NCBI, Clustal omega del EBI, y el programa MEGA 11.
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Resultados y discusion
Prevalencia y frecuencia de Eimeria sp.

Se realiz6 un relevamiento de 88 granjas avicolas de pequefia escala con acceso a mercados lo-
cales en las regiones periurbanas del Area Metropolitana de Buenos Aires; la Provincia de Buenos
Aires; la Region Metropolitana de Santiago de Chile; y la Region del Libertador General Bernardo
O'Higgins, Chile, regiones ubicadas geograficamente entre las mismas latitudes en ambos paises
(Fig. 2A). Mediante el diagndstico tradicional se observaron ooquistes de Eimeria sp. (Fig. 2B) y se
establecid una elevada prevalencia del 85,1%, reafirmando el caracter endémico de la enferme-
dad. Se hallé un 50% de casos asintomaticos. Mediante biologia molecular se lograron identificar
las siete especies de Eimeria infectes de pollos y gallinas. Las mas prevalentes fueron: E. mitis
(70,3%), E. acervulina (62,2%), E. tenella (59,5%), y E. maxima (43,2%) sequida de E. praecox (32,4%),
E. necatrix (18,9%), and E. brunetti (5,4%) (Fig. 2C). En el 80% de los casos se hallaron mezclas de
2,3y 4 especies y en el 20% una sola especie, especialmente en gallinas ponedoras de avanzada
edad. Estos resultados, ponen de manifiesto la importancia de la implementacion de las herra-
mientas moleculares como complemento del diagndstico tradicional para identificar las especies
de Eimeria, especialmente en casos asintomaticos.
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Figura 2. Granjas relevadas y diagndstico de coccidiosis aviar?. A. Geolocalizacion de granjas periur-
banas de Argentina y Chile. B. Ooquises esporulados (flecha) y no esporulados (punta de flecha) de
Eimeria sp. Aumento total 400 X. C. Distribucion de Eimeria sp. identificadas por biologia molecular en
granjas de carne (MP) y de huevos (EP).

Modelo de infeccion experimental

Se indujo un coccidiosis moderada con lesiones de bajo puntaje, observandose acortamiento de
vellosidades intestinales en el duodeno en todos los grupos, y disminucion de la relacion largo
de vellosidades y profundidad de las criptas (VL/CD) conforme aumenta la dosis. Se observé un
detrimento de los pardmetros productivos como ganancia de peso (GP) y conversion alimenticia
(CA), y en consecuencia una disminucion en el IP, siendo peor para el grupo experimental de alta
dosis (7,99) y menor para el de baja dosis (16,83). De esta manera se establecié como dptima la
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dosis intermedia para la evaluacién de un modelo alternativo a los anticoccidiales que utilizé una
combinacion de practicas de bienestar animal y un biopreparado agregado a la alimentacion. Este
grupo experimental mostré un ACI alto (180,6) que es considerado de eficacia alta. Se observd
recuperacion de las vellosidades intestinales, y una disminucion marcada de la excrecion de oo-
quistes que se mantuvo hasta el final del ensayo. Los parametros productivos de todo el ciclo
experimental piloto mostraron una mejora del 15% de la CA'y un 24% en el IP. En el biopreparado
se identificaron bacterias acido lacticas, probidticas, que explicarian la mejora de los paréametros
de infeccion y productivos (18).

Actividad anticoccidial in vitro de extractos vegetales nativos y compuestos naturales

De un total de 6 extractos metandlicos y etandlicos nativos, y 6 compuestos naturales ensayados
en 5 concentraciones cada uno se hallé 1 extracto nativo y dos compuestos naturales con alto
grado de inhibicion de los aislamientos locales de E. tenella 'y E. acervulina en la Fex. También se
observd que un compuesto disminuye significativamente la cantidad de ooquistes remanentes
luego del tratamiento. Estos resultados constituyen los primeros indicios de la factibilidad de las
técnicas in vitro para el screening de compuestos con actividad anticoccidial para su futura com-
probacion en el modelo de infeccién in vivo, disminuyendo el nimero de animales experimentales
necesarios para la validacién como anticoccidiales.

Identificacion de candidatos vacunales

Se predijeron un total de 15 genes que codifican posibles proteinas con anclaje GPI en la especie E.
acervulina y 89 en E. tenella a partir de los proteomas de ambas especies depositados en la base
de datos del NCBI. De estas, se seleccionaron tres y cinco, respectivamente, para el analisis de
polimorfismo. En ellos se halld una alta conservacién génica, donde etsag4 y ethyp mostraron una
identidad del 100% entre las secuencias argentinas y las de referencia. En contraposicion, el gen
etsag] presentd dos polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en los aislamientos argentinos.
El analisis de filogenia reveld que podrian ser mutaciones locales dado que esta secuencia agrupa
en una rama aparte del resto de las secuencias argentinas, las que a su vez agrupan en una rama
separada del resto de las secuencias de India, Corea y China?.

Luego se analizo la expresion de estos genes en etapas clave del pardsito por RT-PCR vy se hallo
transcripcion tanto en ooquistes esporulados como en esporozoitos de E. tenella 'y E. acervulina,
con la excepcion de un gen que solo se expresé en ooquistes esporulados de E. acervulina. En la
actualidad se esta realizando la expresion de las proteinas recombinantes, se expreso y purificd
con éxito una forma soluble de la proteina EtSAGT en la bacteria Escherichia coli. Este es un paso
inicial crucial para evaluar su potencial de reconocimiento inmune. La relevancia de estos hallaz-
gos radica en que la alta conservacion de los candidatos etsag4 y ethyp sugiere que podrian ser
componentes de vacunas universales, mientras que la presencia de SNPs en etsag1 abre la posi-
bilidad de disefiar vacunas para nuestra region.

Conclusion

El trabajo multidisciplinario realizado hasta el momento condujo a resultados valiosos sobre la
coccidiosis aviar, aportando las primeras aproximaciones sobre la caracterizacion de las granjas
de pequefia escala en Argentina y Chile y proporcionando informacion sobre prevalencia y diversi-
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dad de especies de Eimeria circulantes en dos paises sudamericanos. El conocimiento adquirido
es Util para introducir mejoras de higiene y manejo que no solo reduciran la propagacion ambiental
del parasito, sino que también disminuiran el uso de las drogas anticoccidiales que impactan en el
ambiente, en los animales y en la salud humana. Asimismo, se esta trabajando en el desarrollo de
nuevas herramientas que permitan identificar las 3 nuevas especies, lo cual contribuira al conoci-
miento epidemioldgico global.

En relacion al segundo objetivo que engloba la generacion de nuevas herramientas de control se
logré establecer el modelo de infeccion in vivo en donde demostramos que la induccién de una
infeccion leve a moderada con las especies de Eimeria locales causa una disminucion en los pa-
rametros productivos en una linea de produccion propia de pollos de crecimiento lento, Campe-
ro-INTA, lo que se reflejé en un menor IP en comparacion con el grupo control no desafiado. Este
primer paso permitio evaluar un biopreparado agregado a la alimentacién en un ensayo piloto que
podria ser altamente efectivo para controlar esta enfermedad parasitaria prevalente y mejorar los
parametros productivos y, en consecuencia, disminuir el impacto econdmico de la coccidiosis en
las granjas. Este enfoque también podria ofrecer ventajas ambientales, mejorar el confort animal
y minimizar el impacto ambiental de los medicamentos anticoccidiales actualmente utilizados.
El analisis metagendmico realizado en el biopreparado demostré que los principales microorga-
nismos son bacterias probidticas acido-lacticas, sentando una base sélida para futuros estudios
sobre aplicaciones probioticas.

Por otra parte, si bien la confirmacion de la activad anticoccidial de un compuesto requiere la vali-
dacion in vivo, el desarrollo de un bioensayo ofrece la posibilidad de evaluar distintos componen-
tes in vitro, evitando el uso innecesario de animales de experimentacion.

Por ultimo, el enfoque de vacunologia reversa demuestra el valor de combinar la bioinformati-
ca con ensayos experimentales para identificar antigenos que permitan el desarrollo de vacunas
aviares de nueva generacion. El siguiente paso a corto plazo es evaluar el reconocimiento inmu-
nolégico de la proteina EtSAGT con sueros de pollos infectados. A mas largo plazo se espera ca-
racterizar los candidatos hipotéticos hallados, asi como también explorar nuevas plataformas de
expresion y desarrollar una vacuna costo-efectiva contra la coccidiosis aviar.

En conclusion, la linea de Coccidiosis del IP-IPVET logrd alcanzar el objetivo general de abordar
esta enfermedad de manera integral para generar informacién sobre la coccidiosis a nivel local
con implicancias en la region y en el mundo, logrando establecer vinculaciones con el medio pro-
ductivo y colaboraciones tanto con investigadores/as de la Argentina como del extranjero, sen-
tando una base sélida para su continuidad y fortalecimiento. Este enfoque multidisciplinario y
colaborativo no solo ha generado valiosos conocimientos cientificos, sino que también ha sentado
las bases para el desarrollo de nuevas tecnologias que contribuiran a la sustentabilidad de la pro-
duccién avicola y a la salud global, en el marco del concepto de Una Salud.
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B Diagnostico de los protozoos Apicomplejos
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Neospora caninum y Toxoplasma gondii son protozoos intracelulares del Phylum Apicomplexa,
familia Sarcocystidae importantes en la salud animal y en la salud publica.

Toxoplasma gondii afecta a mamiferos y aves, y se encuentra distribuido mundialmente. Tiene
un ciclo evolutivo indirecto facultativo; los félidos son los hospedadores definitivos y numerosas
especies de mamiferos y aves son los hospedadores intermediarios. En los pequefios rumiantes
puede ser causa de aborto o muerte perinatal, causando pérdidas econémicas. En los cerdos pue-
de ocasionar natimortos y en caninos puede generar signos neuromusculares, debiendo diferen-
ciarse de neosporosis. La toxoplasmosis es una importante zoonosis, pudiendo causar lesiones
oculares de intensidad variable y alteraciones cerebrales graves en neonatos cuando la infeccion
ocurre durante el embarazo, y toxoplasmosis ocular o encefalitis especialmente en individuos in-
munocomprometidos (Dubey, 2022).

Neospora caninum ha sido reconocido como una importante causa de abortos en bovinos en
distintos paises del mundo y de signos neuromusculares en perros. Afecta a muchas especies de
mamiferos, entre ellas perros, bovinos, caprinos, ovinos, asi como a animales silvestres. En 1998
se comprobd en forma experimental, que el perro podia actuar como hospedador definitivo de N.
caninum (McAllister y col.,, 1998). En 2001 se describié en Argentina el primer aislamiento de N.
caninum a partir de ooquistes hallados en heces de un perro naturalmente infectado (Basso y col.,
2001). Los hospedadores definitivos pueden ser también otros canidos silvestres como coyotes,
dingos y lobos grises. Si bien se han detectado anticuerpos en distintas especies de zorros, no se
han identificado ooquistes en la materia fecal, por lo que su rol como hospedador definitivo en la
epidemiologia de la neosporosis aln no se conoce.

Las formas infectantes de T. gondii y N. caninum son los taquizoitos, los quistes (bradizojtos) pre-
sentes en los tejidos de los hospedadores intermediarios y los ooquistes maduros (esporozoitos)
gue se encuentran en la materia fecal de los félidos y canidos respectivamente.

En 1989 se iniciaron estudios de toxoplasmosis en el Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA)
de la, Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (FCV-UNLP) a tra-
vés de un convenio de Cooperacion entre la FCV-UNLP y la Universidades de Tokyo y de Obihiro,
auspiciado por la agencia Internacional de Cooperacién de Japdn (JICA). Inicialmente se orienta-
ron a la deteccion de anticuerpos anti T. gondii. Posteriormente se obtuvieron los primeros aisla-
mientos en el pais de este protozoo, a partir de diafragma de cerdos de frigorifico, los que se con-
servan hasta la actualidad. Hasta ese momento solo habia antecedentes de estudios serolégicos
en algunas provincias como Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe. Posteriormente entre 2005 al 2008,
se realizaron aislamientos a partir de especies silvestres en cautiverio provenientes del Zooldgico
de la ciudad de La Plata que desarrollaron toxoplasmosis aguda, entre ellas, de mono Saimiri, can-
guro rojo, canguro gris, wallaby y suricata. En el periodo 2009-2010, como parte de un proyecto de
cooperacion bilateral con Alemania (DAAD-MICyT), se realizaron muestreos a partir de gallinas de
traspatio que son buenas centinelas de la contaminacion ambiental por T. gondii. Ademas, se ob-
tuvieron aislamientos de otras especies de produccion como cabras (2000) y conejos (2011) y se
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detectd ADN y genotipifico el parasito a partir de tejidos de un perro con signos neurolégicos y de
roedores sinantropicos, como asi también de ooquistes provenientes de gatos domésticos (2010-
2013-2014). En el afio 2012, en colaboracion con el Hospital Aleman de Buenos Aires se realizo el
primer aislamiento y caracterizacion molecular de un caso de toxoplasmosis congénita humana a
partir de la placenta. Se continua trabajando hasta la actualidad y se han obtenido hasta la fecha
11 aislamientos a partir de casos humanos (Bernstein y col., 2018).

En 1995 se realizo la primera determinacion de la presencia de N. caninum en rodeos lecheros en
el pais, a través de la deteccion de anticuerpos mediante una prueba de inmunofluorescencia indi-
recta (IF1) utilizando un kit comercial importado (Venturiniy col.,, 1998) y en el afio 1998 se detectd
la presencia del parasito en un feto bovino mediante Inmunohistoquimica (Campero y col., 1998).

En un principio, para determinar la presencia de ambos protozoos, se utilizaron métodos de diag-
noéstico directos basados en la observacion de muestras de tejidos en fresco, estudios histopa-
tolégicos y técnicas inmunohistoquimicas. Sin embargo, esta Ultima, desde un punto de vista
practico, ha sido sustituida en la actualidad por el uso de la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que permite un resultado preciso y menos laborioso.

La prueba de PCR para el diagndéstico de T. gondii se puede realizar amplificando segmentos de
ADN utilizando el par de cebadores B22/B23 para el gen B1 y los pares TOX4-TOX5, TOX5-TOX8
(Howe y col., 1997). Mediante nPCR-RFLP en la actualidad se utilizan entre 9y 11 marcadores para
identificar los diferentes clonotipos utilizando como marcadores los loci SAG2, SAG3, BTUB, GRAG,
€22-8, L358, PK1, ¢c29-2 y Apico (Su y col., 2010), permitiendo diferenciar genotipos clonales y no
clonales.

Los aislamientos de T. gondii descriptos en Europa y USA son predominantemente clonales |, Il o
Il y en Africa, Asia, Centro y Sudamérica se describen mayormente genotipos no clonales o atipi-
cos, siendo variable la virulencia de los mismos, situacién que ha orientado varias lineas de inves-
tigacion en el LAINPA, tendientes a determinar el comportamiento bioldgico de los aislamientos
locales. En el afio 2012 se realizo la primera caracterizacion molecular de T. gondii aislado de una
placenta humana y posteriormente se obtuvieron aislamientos con genotipos atipicos (2014-ac-
tualidad). El método de aislamiento por bioensayo en modelo de ratén y la caracterizacion mole-
cular por nPCR-RFLP con 11 marcadores, han permitido identificar en el LAINPA 20 aislamientos
y 8 muestras de ADN de T. gondii obtenidos de muestras de animales domésticos (gallinas de
traspatio, cabra, cerdos de frigorifico, gatos, perro, conejo), de zooldgico (mono, canguros, surica-
ta) y de roedores sinantrépicos. Ademas, se han obtenido, 11 aislamientos humanos provenientes
de casos de toxoplasmosis congénita. Todas las muestras mencionadas, caracterizadas molecu-
larmente, son coincidentes con 22 genotipos. El relevamiento seroldgico en las especies mencio-
nadas, especialmente gallinas de traspatio, de diferentes regiones geograficas ha permitido de-
terminar indirectamente el grado de contaminacién ambiental y, como consecuencia, el riesgo de
contaminacion para los seres humanos. La diversidad de genotipos compartidos entre animales y
humanos demuestra la circulacion de los mismos entre especies (Bernstein y col., 2018).

La técnica de aislamiento no se incluye normalmente en la rutina del diagndstico de N. caninum
debido a su dificultad y poca probabilidad de éxito. El uso de animales de laboratorio inmunosupri-
midos ya sea mediante el suministro de corticoides (i.e. meriones) o de cepas de ratones genéti-
camente modificadas, como los ratones knockout para INF gamma aumentan sustancialmente la
probabilidad de replicacion parasitaria y por ende, de aislamiento (Dubey y col., 2017).

Los aislamientos de N. caninum en el mundo son limitados. En Argentina hasta la fecha son 4:
a partir de ooquistes detectados en materia fecal de un perro naturalmente infectado, denomi-
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nada NC-6 Argentina (Basso y col.,, 2001), de érganos de un cervato NC- Axis proveniente de un
zooldgico y 2 de origen bovino. Estos ultimos se obtuvieron a partir de tejido nervioso de un ter-
nero asintomatico congénitamente infectado con N. caninum de un tambo, que fue denominado
NC-Argentina LP1 y de un feto de 6 meses de gestacion, obtenido de una necropsia, proveniente
de un rodeo de carne, denominado NC-Argentina LP2 (Campero y col., 2023).

Con respecto a la cepa NC-6 Argentina, en 2014 se realizé la comparacion in vitro de la virulencia
entre cuatro cepas obtenidas de ooquistes, como la NC-6 Argentina, y otras dos cepas obtenidas
a partir de tejidos de perros con signos neurolégicos. Las cepas obtenidas de ooquiste demos-
traron una moderada virulencia mientras que las obtenidas de tejidos fueron altamente virulentas
demostrando la importancia de la capacidad de invasion y proliferacion de las diferentes cepas de
este protozoo en la virulencia de los aislamientos caninos. (Dellarupe y col., 2014).

En 2018, Campero y col.,, identificaron molecularmente N. caninum a partir de un feto proveniente
de una cabra Anglo Nubian seropositiva, pudiendo determinar su perfil genético mediante el uso
de microsatélites (Campero y col., 2023). En todos los casos la caracterizacion molecular de N.
caninum fue realizada mediante microsatélites.

En cuanto a la deteccion de anticuerpos, para lo que se utilizan métodos indirectos, a lo largo de
estos afos, las distintas posibilidades de los laboratorios de diagndstico han condicionado el uso
de pruebas seroldgicas comerciales importadas y propiciado el desarrollo de pruebas in-house.

La sensibilidad y especificidad de estas pruebas varia entre otros factores, de acuerdo a las carac-
teristicas del antigeno utilizado. En algunas de ellas el antigeno consiste en taquizoitos enteros,
por lo que los epitopos superficiales son los que estan expuestos; en otras pruebas se utilizan
taquizoitos fragmentados por diferentes métodos, en los cuales estan mayormente expuestos los
epitopos citoplasmaticos. Para el diagndstico en especies domésticas de compafiia como perros
y gatos se ha difundido el uso de la prueba de IFl, con taquizoitos completos fijados a un portaob-
jeto, como antigeno. Es importante tener en cuenta que como conjugado, se debe utilizar anti-in-
munoglobulina anti-especie especifica (anti- gato, anti-oveja, anti-cabra, anti-bovino, anti-perro,
etc.). Las pruebas de ELISA también permiten la deteccion de IgG e IgM, siendo tan sensibles
como la IFI. Las pruebas de ELISA indirecto sélo pueden utilizarse para la deteccion de anticuerpos
en la especie indicada en las instrucciones del laboratorio productor, debido a que el conjugado es
especifico. Las pruebas de aglutinacion directa, utilizadas en toxoplasmosis, se basan en el uso
de taquizoitos completos inactivados generalmente con formol, que se enfrentan con el suero
problema en distintas diluciones. En las de aglutinacién indirecta, las fracciones antigénicas de
los taquizoitos son adsorbidas a particulas utilizadas como soporte (gldbulos rojos, particulas
de latex). Si bien pueden utilizarse para estudios de prevalencia seroldgica, no son aconsejables
para el diagndstico y seguimiento seroldgico ya que, por sus caracteristicas, no detectan estados
iniciales de la infeccién. Si bien existen en el mercado nacional pruebas que han sido desarrolla-
das para el diagndstico en humanos, es importante enfatizar que las mismas no deberian usarse
en animales sin una validacion previa. En el diagndstico de casos clinicos en caninos, la IFl sigue
siendo la herramienta mas utilizada para el diagnéstico de ambos protozoos (Venturiniy col.,2024)

En 2015 se publicaron los resultados de la evaluacion de un ELISA in-house para el diagnéstico se-
rolégico de la neosporosis bovina que utilizé como antigeno la proteina peso molecular relativo de
38 kDa de N. caninum. Para su validacion se utilizé un panel de sueros negativos y positivos para
2 pruebas (Immunoblot e IFl) que constituyeron el estandar relativo de comparacién, demostran-
do dicho ELISA una excelente concordancia (Campero y col.,, 2015). En 2018 se realizd un ensayo
interlaboratorial que incluyé la participacion de laboratorios de Argentina (4), Brasil (1), Espafia (1),
Méjico (1) y Pertd (1). Este estudio permitié comparar las pruebas seroldgicas mas comidnmente
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utilizadas (IFI, ELISA comercial, ELISA in house) en bovinos para la serologia de N. caninum (Cam-
peroy col., 2017).

Frente a la variabilidad de los costos de los kits importados, el desarrollo local de pruebas diag-
noésticas a partir de metodologias in-house que permitan ser producidas en escala en un esfuerzo
conjunto publico-privado, sigue siendo un desafio pendiente, que requiere evaluar costos y bene-
ficios en funcion de la situacién epidemiolégica de estas enfermedades. Asimismo, es clave avan-
zar en la validacion de pruebas entre laboratorios, con el fin de obtener resultados comparables en
cuanto a diagndstico y prevalencia, adaptandose a los recursos y capacidades disponibles
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La neosporosis es una enfermedad infecciosa causada por el protozoo apicomplexa Neospora
caninum que afecta a diferentes especies de animales domésticos y silvestres. En bovinos se ma-
nifiesta por la ocurrencia de abortos y esporadicamente por paralisis locomotriz en terneros recién
nacidos (Dubey et al., 2007). En pequefios rumiantes, la neosporosis también ha sido identificada
como causa de abortos (Barr et al., 1992; Dubey et al., 2007). La enfermedad tiene un curso crénico
y la infeccion puede persistir durante toda la vida del animal (Dubey & Lindsay, 1996).

Neospora caninum se distribuye a nivel mundial y la enfermedad causa graves pérdidas econé-
micas a la industria ganadera (Reichel et al., 2013). Actualmente no existe ningun tratamiento
quimioterapéutico eficaz ni vacuna para su prevencion. El conocimiento de la seroprevalencia per-
mite disefar estrategias de manejo para el control eficaz de la neosporosis (Rimayante et al., 2025;
Guido et al., 2016).

Se han desarrollado diversas pruebas para la deteccion de anticuerpos contra N. caninum. La in-
munofluorescencia indirecta (IF1) fue la primera prueba seroldgica estandarizada para el diagnds-
tico de la neosporosis y ha sido considerada durante muchos afios la técnica de referencia, a pesar
de ser laboriosa vy la interpretacion de sus resultados subjetiva. Actualmente se comercializan
diversos enzimoinmunoanalisis (ELISA) que permiten reemplazar a la IFl en estudios epidemiol6-
gicos a gran escala. La mayoria de ellos son indirectos y estan basados en lisados de taquizoitos
purificados (Alvarez-Garcia et al., 2013), lo que favoreceria la sensibilidad de la prueba por la pre-
sentacion simultanea de multiples antigenos. Sin embargo, algunos de estos antigenos podrian
ser reconocidos por anticuerpos inducidos por otros miembros de la familia Sarcocystidae (Gon-
dim et al., 2017), lo que afectaria la especificidad de la prueba. El uso de antigenos recombinantes
permite el desarrollo de ELISAs mas especificos, faciles de producir y estandarizar.

En Argentina, los laboratorios de diagndstico utilizan kits de ELISA comerciales importados, si-
guiendo las indicaciones de los fabricantes. Los resultados de estos kits podrian no reflejar la
situacion precisa de la enfermedad en esta regién porque los puntos de corte sugeridos fueron
obtenidos en otros contextos epidemioldgicos (Campero et al., 2021). Los trabajos que han com-
parado diferentes kits de diagndstico comerciales concluyeron que se deberian realizar reajustes
del punto de corte de las pruebas con el fin de maximizar los valores de sensibilidad y especifici-
dad diagndsticas (SeD y EsD) para cada region (Bjorkman et al., 2004; Alvarez-Garcia et al., 2013).

En el laboratorio de Inmunologia y Parasitologia Veterinaria de la EEA-Rafaela primero se desa-
rrollé y validé un ELISA de competicion (ELISAc) basado en el lisado de taquizoitos y el anticuerpo
monoclonal (AcM) Neo5F8 (ELISActq). Posteriormente, al identificarse que la proteina reconocida
por el AcM Neo5F8 era el antigeno principal de superficie SAGT, se desarrolld y validé un ELISAc
basado en el antigeno recombinante SAGT y el mismo AcM Neo5F8 (ELISAcsact).
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ELISACtaq Y ELISACsac

Anticuerpo monoclonal Neo5F8. Este anticuerpo fue seleccionado de un panel de AcM generados
por inoculacion de ratones BALB/c con antigeno solubilizado de la cepa NC1 siguiendo un pro-
tocolo convencional (Valentini et al.,, 2016). Para su produccion, el hibridoma productor del AcM
Neo5F8 fue cultivado en botellas F225 en medio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Gibco, EE.
UU.) suplementado con un 10 % (v/v) de suero fetal bovino (SFB, Gibco, EE. UU.), gentamicina 50
pg/mL y L-glutamato al 1 % en una incubadora humidificada con un 5 % de CO2 a 37°C. Cuando
se formo una monocapa, las células se recogieron en tubos de 50 mL, se lavaron dos veces con
PBS y se cultivaron en botellas F225 con el mismo medio sin SFB. El AcM Neo5F8 se purificd
del sobrenadante de cultivo obtenido luego de 7 dias de incubacion, en una columna de proteina
G-Sepharose (General Electric, EE. UU.). El AcM purificado se conjugd con peroxidasa siguiendo el
protocolo de Nakane y Kawaoi (1974), se fracciond en alicuotas y se conservé a -20°C hasta su
uso.

Antigeno basado en el lisado de taquizoitos. Los taquizoitos de la cepa NC1 de N. caninum se
mantuvieron in vitro mediante pasajes continuos en cultivo de células VERO. Cuando el 80 % de las
células estuvieron infectadas, se cosecharon y se pasaron dos veces por una aguja hipodérmica
calibre G-25 para liberar los taquizoitos, los que finalmente se purificaron de los detritos celulares
por un gradiente de Percoll (Rodriguez et al., 1986). El antigeno solubilizado se obtuvo luego de la
lisis de los taquizoitos mediante sonicacion en frio, usando dos series de 3 ciclos de 20 s (Sonica-
dor Virsonic 300, Virtis) y centrifugacion a 20.000 xg. El antigeno fue titulado frente a un suero de
referencia, fraccionado en alicuotas y mantenido a -20°C.

Antigeno basado en la proteina SAG1 recombinante. Una variante truncada de la proteina SAGT
(tSAGT, residuos 22-303) fue expresada y purificada de la fraccion soluble de un lisado de Esche-
richia coli. Brevemente, las bacterias E. coli BL21(DE3) pLysS transformadas con el vector pET9b-
tSAGT-H6 fueron cultivadas en 500 mL de medio de cultivo Luria-Bertani (LB) suplementado con
50 pg/mL kanamicina y 34 pg/mL cloranfenicol hasta alcanzar una DOsoonm = 1. La expresion de la
proteina se indujo con 1 % de lactosa a 37°C durante 3 h, con agitacion (200 rpm). Al cabo de ese
tiempo las bacterias se colectaron por centrifugacion (6.000 xg, 15 min, 4 °C) y luego de la lisis
celular por presion (20.000 psi, Emulsiflex B15; Avestin, Canada), la proteina tSAG1 se purificé por
afinidad en una columna de NTA-Ni?* (Novoa et al, 2020a).

Validacion de los ELISAc

La validacion del ELISActq y del ELISAcsast en bovinos se realizo utilizando una seroteca de mues-
tras proveniente de un estudio longitudinal realizado en un rodeo lechero de la provincia de Cérdo-
ba, con antecedentes de abortos por N. caninum y baja tasa de reposicion (Echaide et al., 2002).
Las vacas fueron muestreadas durante 3 afios y las muestras de los animales que resultaron
consistentemente positivas o negativas por IFl en todos los muestreos fueron utilizadas para el
ensayo de validacion. Para pequefios rumiantes la validacion del ELISAcsas1 se realizd con mues-
tras de suero de cabras y ovejas provenientes de las provincias de Santa Fe y Entre Rios, clasifica-
das como infectadas o no infectadas por N. caninum cuando los resultados por IFl e immunoblot
(IB) fueron concordantemente positivos o negativos. Los puntos de corte, SeD y EsD, obtenidos
para los dos ELISAc, mediante el andlisis de curvas ROC (MedCalc Statistical Software, Bélgica)
para cada especie analizada se muestran en la tabla TA. La concordancia entre pruebas para las
diferentes especies fue evaluada y categorizada a través del indice kappa de Cohen mediante el
programa MedCalc.
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Tabla 1. Validacion de los ELISAc. A) Punto de corte, sensibilidad diagndstica (SeD) y especificidad
diagnostica (EsD) del ELISAc.qen bovinos y del ELISAcsae: €n bovinos y pequefios rumiantes. B) Evalua-
cion a campo del ELISAcq en bovinos y del ELISAcsas1 €n bovinos, caprinos, ovinos y ciervos.

A) Ensayos de Validacion

B) Ensayos de evaluacion a campo

Muestras (n) Punto de corte SeD (%) EsD (%)
Animales  Positivas  Negativas (% Inhibicion) (95% Cl) (95% ClI)
ELISACr;  Bovinos 212 185 > 25 (9394%8 7 (9692?'999 9
%[ |SACss1  BOVINOS 314 546 > 29 (9698?'89 7 (96947_'999 0
Caprinos/ 100 98,6
*ELISACsse1 “oVinos 80 142 >36 (954-100)  (95,0-99,8)

Concordancia % (Indice kappa)

Animales  Muestras IFI ELISACymro ELISACq IB
'ELISAcr,,  Bovinos 352 84,0(0,66) 96,5(0,927) -- ND
2ELISAcspser Bovinos 352 95,1 (0,88) 90,6 (0,78) 93,7 (0,86) ND
SELISACspg1  Caprinos 1149 96,5(0,85) ND ND ND
SELISACspsr Ovinos 385 97,4 (0,90) ND ND ND
87,8 (0,76)? ND ND 98,3 (0,97)?
‘ELISACsag1  Ciervos 115
89.6 (0.79)° ND ND 100 (1.00)°

ND: no determinada

Valentini et al., 2016; °Novoa et al., 2020a; *Novoa et al., 2020b; “Novoa et al., 2023. 2Punto de corte > 29 %I; ®Punto de

corte =32 %l.

Evaluacion a campo

El rendimiento del ELISACtq y del ELISAcsast en bovinos se evalué mediante el andlisis de 352
muestras de suero de vacas de cria provenientes de 16 rodeos ubicados en la provincia de Santa
Fe. Los resultados se compararon con los obtenidos por IFl y un ELISA comercial (VMRD; ELI-
SAwro) (Valentini et al., 2016; Novoa et al.,, 2020a). El rendimiento del ELISAcsae1 en ovinos y ca-
prinos fue evaluado mediante el analisis de muestras de suero de 1149 cabras de 143 rebafios y
de 385 ovejas de 40 rebafios ubicados en las provincias de Santa Fe y Entre Rios, por ELISAcsac1 €
IFI (Novoa et al., 2020b). La evaluacion del ELISAcsae1 en muestras de ciervos rojos provenientes
de una granja comercial ubicada en la provincia de Buenos Aires que habia sufrido un brote de
abortos por N. caninum dos afios atras, se realizé mediante la evaluacion de 115 muestras de
suero por ELISAcsae, IFI e IB, utilizando como punto de corte el obtenido para bovinos (= 29 %l) y
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el calculado considerando al IB como técnica de referencia (= 32 %) (Novoa et al., 2023). La con-
cordanciay el indice kappa entre las distintas técnicas, calculadas mediante el programa MedCal,
son mostrados en la tabla 1B.

El ELISACtwq Y el ELISAcsast han sido validados en Argentina y sus rendimientos han sido evaluados
para 4 especies animales de diferentes dreas geograficas y distintas condiciones epidemioldgicas.
La SeD y EsD obtenidas para los ELISAc en las distintas especies, fueron superiores al 96,5%, lo
que refleja el alto rendimiento de ambas versiones para estudios epidemioldgicos (Tabla 1A). La
concordancia de los resultados entre ELISACtq Y ELISAcsast encontrada en la evaluacion a campo
(Tabla 1B), fue calificada como "muy buena” (k = 0,86), indicando que la utilizaciéon de una sola
proteina como antigeno en el ELISAcsas1 no iria en detrimento de la sensibilidad. El uso de SAGT re-
combinante evitaria posibles reacciones cruzadas con parasitos apicomplexa relacionados como
Toxoplasma gondi y Sarcocistis cruzy (Novoa et al., 2020a). Una de las grandes ventajas de los
ELISAc validados es que pueden ser usados para detectar anticuerpos contra N. caninum en di-
ferentes hospedadores, dado que no se necesitan anticuerpos conjugados especificos para cada
especie. Asi, estos ELISAc son Utiles para realizar estudios seroepidemioldgicos integrales de la
neosporosis a gran escala, permitiendo evaluar tanto a hospedadores intermediarios como defini-
tivos. Ademas, el ELISAcsact tiene el beneficio de que su produccién no depende del mantenimien-
to de cultivos celulares, por lo que es mas facil escalar su produccion y obtener lotes de antigeno
homogéneos para la produccion de kits de ELISA comercializables. Previo a su distribucion seria
primordial evaluar el rendimiento de la prueba en un estudio interlaboratorios.
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Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que alterna entre una fase sexual, exclusi-
va de felinos, y una fase asexual que ocurre en hospedadores intermediarios, incluidos humanos,
aves y mamiferos. La infeccion se produce principalmente por la ingestién de ooquistes contami-
nantes o quistes tisulares en carne cruda. Durante la infeccion aguda, los taquizoitos se multipli-
can répidamente mediante endodiogenia, un proceso sincronico que duplica el nimero de parasi-
tos por vacuola parasitéfora (PV) en intervalos de entre 5y 9 horas (Radke y col., 2001). Esta tasa
de replicacion elevada estaria generando estrés replicativo en el ADN, que puede llevar al colapso
de horquillas de replicacién y la formacion de roturas de doble cadena (DSB), desencadenando la
activacion de mecanismos de reparacion como la recombinacion homologa (HRR) y la union de
extremos no homadlogos (NHEJ).

El parasito conserva multiples componentes de estas vias de reparacion, pero alin no se compren-
den completamente sus mecanismos. A diferencia de otros organismos, T. gondii parece carecer
de proteinas que regulan la eleccién entre HRR y NHEJ (Fenoy y col. 2016). La HRR se limita a la
fase S tardia del ciclo celular, lo que refleja la necesidad de secuencias homdlogas como molde de
reparacion. RAD51 es una proteina clave en HRR que forma filamentos helicoidales sobre ADN de
cadena simple, facilitando la busqueda de la region homadloga. Ademas, participa en mecanismos
de reparacion no candénicos, como el cambio de molde durante la replicacion y la formacion de
hibridos RNA:DNA (Thomas y col. 2023).

En este trabajo se caracterizd a TJRAD5S1T (RAD5S1 de T. gondii) y se evalud su funcion en el ciclo li-
tico del parasito, combinando aproximaciones genéticas (knockdown inducible) y farmacoldgicas
(inhibidor B02). Se generd una linea mutante (RAD5THA-AID) que permite inducir la degradacion
de TgRAD51 mediante auxina (Brown y col. 2018). Esta linea fue desarrollada en un fondo genético
RHAKUS8O, que carece de la via NHEJ, permitiendo asi estudiar HRR de forma aislada (Figura 1).

Se demostrd que TgRAD51 forma focos nucleares incluso sin estimulo genotéxico, sugiriendo
que la replicacion per se genera suficiente estrés para activar HRR o proteccion gendmica (Figura
1A). La supresion inducida de TgRAD51 no resultd letal, pero provocé alteraciones importantes en
la replicacion: pérdida de sincronia en la endodiogenia, arresto en fases G1 o S del ciclo celular,
y vacuolas con numeros atipicos de taquizoitos (3, 5, 6 0 7). Estos hallazgos fueron confirmados
mediante inmunofluorescencia con anticuerpos anti-acTubulin y anti-TgPCNAT1, que marcan cé-
lulas hijas 'y la progresion del ciclo celular, respectivamente.

La observacion de focos de RAD51 bajo condiciones de cultivo estandar en T. gondii coincide
con lo observado en células tumorales humanas altamente replicativas. Esta evidencia sugiere
que el alto ritmo de replicacion de los taquizoitos genera estrés replicativo endégeno. Ademas,
se destaca que la ausencia de focos en taquizoitos extracelulares no replicativos refuerza esta
hipotesis. Se comparan los efectos de la pérdida de RAD51 en T. gondii con otros organismos,
como Leishmania major, Schizosaccharomyces pombe y ratones, donde la deficiencia en RAD51
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Figura 1. Generacion de la linea celular
A de T. gondii RAD5THA-AID. La linea celu-
TgRADS1"*40 lar parental RHAku80:Tir1 se utilizd para
generar una linea celular de T. gondii que
expresa TgRAD51 fusionada al dominio
degron inducible por auxina (AID) mas
tres motivos de hemaglutinina (HA). La
proteina expresada por la linea celular
RAD5THA-AID se denominé TgRAD51.
A. Monocapas de hTERT se infectaron
con RAD5THA-AID y se analizaron me-
diante microscopia de epifluorescencia
utilizando anticuerpos anti-HA (verde) y
4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Los
focos de TgRAD51 son claramente visi-
bles en el nucleo de T. gondii. PV: vacuola
parasitéfora. Las flechas blancas mues-
tran ejemplos de focos de TJRAD51. Host
cell: célula hospedera. B. Western blot de
taquizoitos extraidos de cultivos hTERT
infectados con RAD5THA-AID en presen-
B C cia de DMSO o &cido indol-3-acético (AIA
TgRADSTAR - [auxina]) 500 M durante 4 h. Se utiliz6 an-
HSPe ticuerpo anti-HA para detectar TgRAD5].
Se utilizé anticuerpo anti-SAGT1 (antigeno
de superficie 1) como control de carga. Se
observa la desaparicion de TgRAD51 en
presencia de AIA después de 4 h. C. Anali-
sis de microscopia de epifluorescencia de
taquizoitos intracelulares tratados como
en (B). Se utilizaron anticuerpos DAPI y
anti-HA y anti-T. gondii Hsp90 (TgHSP90,
citosdlico). Se observa la desaparicion de
los focos de TgRAD51 después de 4 h en
presencia de IAA.
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afecta la proliferacién pero no necesariamente la viabilidad inmediata, sugiriendo una funcion
conservada en la evolucion de los eucariotas.

Para complementar los ensayos genéticos, se utilizd el inhibidor B02, previamente identificado
como un modulador de RAD51 en humanos y en Plasmodium falciparum (Vydyam y col. 2019). A
través de andlisis de homologia, se confirmd que TgRAD51 y PfRAD51 comparten alta similitud,
a diferencia de la versidon humana, lo cual explica la selectividad del compuesto. BO2 mostrd un
efecto dosis-dependiente sobre la replicacion de T. gondii, con un IC50 de 4.8 uM, sin afectar sig-
nificativamente a células humanas hTERT (CC50 ~50 pM). A concentraciones de 15 UM, se logré
inhibicion total del crecimiento parasitario.

El tratamiento con B02 produjo efectos similares al knockdown de TgRAD51: vacuolas con nu-
meros anémalos de parasitos, pérdida de sincronia y detencién en la fase S-late, lo cual fue con-
firmado por citometria de flujo. En esta etapa del ciclo celular es donde se activa principalmente
la HRR, lo que respalda el mecanismo de accion de B02. Curiosamente, BO2 también promovio
la formacion de estructuras compatibles con quistes conteniendo bradizoitos en condiciones de
cultivo estandar, sin necesidad de estimulos externos como el cambio de pH. Esta diferenciacion
fue evaluada mediante tincion con Dolichos biflorus-aglutinina (DBL) y andlisis de la localizacion
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subcelular de TgHsp90, asi como pérdida de la marca de TgSag1. En particular, se observé que
en presencia de 5 pM de B02, el 41,7% de las estructuras DBL+ eran DBL+/SAG1—, indicativas de
quistes maduros. En concentraciones mas altas, como 10 uM, la mayoria de los parasitos morian,
pero se detectaron pequefos quistes con 1 0 2 células, lo que sugiere que BO2 induce el inicio de la
diferenciacién pero que la detencion en fase S impide su culminacion adecuada. Estos hallazgos
sugieren que el pardsito es capaz de monitorear su ciclo celular y responder con diferenciacion
frente al estrés replicativo.

La combinacion de B02 con el agente genotdxico camptotecina (CPT), que genera DSBs y acti-
va HRR, mostrd un efecto sinérgico sobre la inhibicidon del crecimiento parasitario. En cambio, la
combinacion con hidroxiurea (HU) a bajas concentraciones (0.1 mM) no potencid el efecto de B02,
posiblemente por no inducir suficiente dafio replicativo en esas condiciones. HU es conocido por
inducir arresto en G1 y generar especies reactivas de oxigeno a altas concentraciones, lo cual po-
dria interferir con los mecanismos esperados. Es posible que una dosis mayor de HU hubiese sido
mas efectiva para activar la HRR y potenciar el efecto de BO2.

Finalmente, se refuerza el valor de RAD51 como blanco terapéutico selectivo. La IC50 de B02
para RAD51 humano (27.4 uM) es considerablemente mayor que la observada para T. gondiiy P
falciparum, lo que sugiere un margen terapéutico favorable. Dado que los tratamientos actuales
no eliminan las formas crénicas ni previenen la formacion de quistes, un farmaco que combine
accion antiproliferativa con induccion de diferenciacion, o que se complemente con genotoxicos
como CPT, podria representar una nueva estrategia terapéutica contra la toxoplasmosis.
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Figura 2. Resumen de los resultados obtenidos. La recombinasa TJRAD51 actuaria como una protectora
de la inestabilidad genémica que se genera en el taquizoito replicativo. La eficiencia en la respuesta al
dafio de ADN (DDR por sus siglas en inglés) permite atravesar la fase replicativa de manera exitosa. Cual-
quier alteracion de TJRAD5T que afecte sus niveles de expresion (KD) o su actividad (B02) no permite
una correcta DDR llevando al arresto de los taquizoitos en fase S, pérdida de sincronizacion (VP con 3
taquizoitos) o incluso a la muerte o la diferenciacion a quiste.
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Las conclusiones de este trabajo se resumen en la Figura 2. Se pudo demostrar que TgRAD51
es crucial para la correcta replicacion de taquizoitos en T. gondii, incluso en ausencia de agentes
genotodxicos. La inhibicion genética o farmacoldgica de esta proteina induce estrés replicativo,
desincronizacion del ciclo celular y diferenciacion parcial hacia bradizoitos. B02, como inhibidor
selectivo de RAD51, muestra efectos potentes sobre el crecimiento del parasito y puede ser me-
jorado mediante combinacion con agentes genotoéxicos. Estos hallazgos posicionan a TgRAD5T
como un blanco terapéutico prometedor para el desarrollo de nuevas terapias contra la toxoplas-
mosis, especialmente orientadas a formas resistentes o crénicas de la enfermedad.

Para mas detalles ver (Saldarriaga Cartagena AM y col. 2025).
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Los protozoarios Babesia bovis y Babesia bigemina, y la bacteria Anaplasma marginale, son pa-
tdégenos transmitidos por garrapatas que infectan a los eritrocitos bovinos, causando el sindrome
conocido como Complejo Tristeza Bovina (CTB), el cual es responsable de importantes pérdidas
economicas en la region del NOA y NEA. El diagndstico del CTB se realiza por frotis sanguineo, el
cual requiere la remision de la muestra a laboratorios con profesionales especializados. Por estos
motivos resulta importante contar con un test sencillo, répido y con posibilidad de ser usado al
pie del animal. Ademas, la prueba debe contar con una sensibilidad ajustada a los casos agudos
ya que el test no debe detectar como positivos animales inmunizados con las cepas atenuadas
usadas como vacuna, ni animales crénicos sin signologia clinica. Nuestro laboratorio ha desarro-
llado el kit HEMO-LAMP, la cual permite la amplificacion molecular isotérmica y especifica del
ADN de B. bovis, B. bigemina y A. marginale. El resultado del test se evidencia a simple vista con
el cambio de color de la reaccion y la misma puede ser realizada en un termobloque portatil que
puede ser conectado a la bateria de un vehiculo. Ademas, ideamos un método simplificado de
extraccion de ADN gendmico que permite procesar la muestra de sangre sin necesidad de equi-
pamiento sofisticado. El desempefio del kit HEMO-LAMP se evalué en muestras provenientes del
NEA de casos agudos y crénicos para los 3 patdgenos. Los resultados mostraron que cada reac-
cion HEMO-LAMP es capaz de detectar entre el 94,5-100% de los casos agudos de A. marginale,
B. bovis, y B. bigemina con una especificidad entre el 92,1-97,7%. La concordancia con la gPCR
en los casos agudos fue excelente con un indice Kappa entre 0.91-0.93 segun el patégeno lo que
confirma que el kit HEMO-LAMP es apropiado para la deteccion de los casos agudos y su pronto
tratamiento, confirmando asimismo la prestacion para cuyo fin fueron disefiadas las 3 pruebas de
deteccion molecular. De acuerdo a lo esperado, el test mostrd bajos niveles de sensibilidad (7,5-
52,8%) en muestras de animales cronicos, pero con buenos porcentajes de especificidad entre el
81,8-92%.

En conclusion, el kit HEMO-LAMP posee todas las caracteristicas deseables para la deteccion de
brotes del CTB con la ventaja de un equipamiento adaptado al uso en el campo. El método simple
de extraccion de ADN vy la facilidad de lectura de la reaccion molecular permitira su implementa-
cion futura para innovar en el diagnéstico a campo del CTB.
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La neosporosis es una patologia infecciosa de prevalencia mundial causada por Neospora ca-
ninum, un parasito apicomplejo, cuyo ciclo de vida incluye como hospedadores definitivos a cani-
dos y como intermediarios a distintos mamiferos, tanto salvajes como domésticos, entre los que
se encuentran los rumiantes!. La transmision de la enfermedad se da principalmente mediante la
infeccion transplacentaria de madre a feto; sin embargo, la transmision horizontal de N. caninum
también ha sido documentada en numerosas oportunidades, y es considerada una via imprescin-
dible para el mantenimiento de la enfermedad®. Aunque la neosporosis se presenta en rumiantes
de manera subclinica cuando se ha establecido créonicamente, es en la prefiez donde adquiere
relevancia, puesto que sea por la primo-infeccion con N.caninum o la recrudescencia de la enfer-
medad (ambas consideradas fase aguda), la neosporosis es reconocida como la principal causa
de origen infeccioso de abortos en el ganado bovino tanto en nuestro pais®, como en el mundo®.
Asimismo, cada vez son mas los estudios que demuestran su rol como agente etiolégico de diver-
sas fallas reproductivas también en ovinos y caprinos®®. En cuanto a su importancia econémica,
las pérdidas anuales asociadas a la neosporosis, solo en bovinos, representan alrededor de 2 bi-
llones de ddlares a nivel mundial, habiéndose estimado que en nuestro pais cada aborto bovino
genera una pérdida de alrededor de USS 1415 en explotaciones lecheras (tambos) y de USS 440
para los rodeos de cria (produccién carnica).

Se han sugerido varias estrategias para controlar la neosporosis; sin embargo, la vacunacion pare-
ce ser la mas recomendable. En este sentido, se han probado diferentes enfoques, como vacunas
vivas atenuadas, vacunas inactivadas, vacunas a subunidades (nativas y recombinantes) y vacu-
nas basadas en acidos nucleicos, tanto en modelos murinos como en rumiantes®'%, Ademas, se
han evaluado como candidatos vacunales una plétora de moléculas antigénicas de N. caninum
involucradas en la adhesion e invasion de la célula hospedadora, incluyendo antigenos de superfi-
cie celular (SAG, SRS), micronemas (MIC) y proteinas de granulos densos (GRA), entre otraglrevisad
en1011 Entre ellas, NcSAGT ha demostrado ser una proteina altamente inmunogénica en diferentes
modelos animales'2131418_Sj bien se han logrado avances significativos, ninguna de las vacunas
evaluadas hasta el momento ha demostrado prevenir completamente la transmision vertical en
el ganado. En este escenario, donde la infeccién y la enfermedad de los animales solo podrian
evitarse parcialmente mediante la vacunacion, una estrategia integrada basada en la combina-
cién de tratamientos profilacticos y medidas de manejo podria resultar la mejor alternatival's7.
De hecho, el diagndstico seroldgico desempefia un rol crucial en el momento de la identificacion
de los animales infectados para aplicar las medidas apropiadas®. Sin embargo, la vacunacion
puede complicar la vigilancia seroldgica si la respuesta de anticuerpos generada por la vacuna es
indistinguible de la inducida por la infeccidn. Esta desventaja puede superarse con el empleo de
vacunas "DIVA"y sus tests acompafiantes. En medicina veterinaria, la palabra “DIVA" es empleada
como acrénimo de "differentiation of infected from vaccinated animals” (del inglés diferenciacion
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de animales infectados de vacunados). Las vacunas DIVA se consideran positivas si poseen al
menos un antigeno mas que el patdgeno wild type, mientras que son consideradas "negativas” si
carecen al menos de un antigeno presente en el patégeno wild type. En ambos casos, los anticuer-
pos secretados por los animales vacunados seran diferentes de los de los animales infectados,
lo que permitira su distincion seroldgica. Este enfoque vacunal resulta muy prometedor para el
disefio de estrategias integradas de control de enfermedades, como es el caso de la neosporosis
bovina. Es asi que, en una investigacion previa de nuestro grupo de trabajo, desarrollamos un
candidato vacunal recombinante de tipo DIVA dual (con caracteristicas DIVA positiva y negativa),
compuesto por el antigeno principal de superficie de Neospora caninum (rNcSAGT) y conteniendo
como adyuvante/proteina marcadora a la proteina de choque térmico de 81 kDa de Arabidopsis
thaliana (rAtHsp81.2). Esta vacuna fue capaz de otorgar proteccion parcial contra la neosporosis
e incrementar el tiempo de supervivencia de las crias correspondientes a las madres vacunadas e
infectadas en un modelo murino de neosporosis congénital'?,

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos en primer término investigar en vaqui-
llonas la seguridad, la inmunogenicidad y el caracter de tipo DIVA dual conferido por la admi-
nistracion de distintas dosis de la vacuna recombinante compuesta por rNcSAGT y como adyu-
vante/proteina marcadora rAtHsp81.2. Para ello, vaquillonas Angus de 22 meses de edad, libres
de neosporosis y toxoplasmosis y con una adecuada condicion corporal, se distribuyeron en los
grupos experimentales A-F y se inmunizaron por via subcutéanea en el cuello con 2 dosis de las
formulaciones vacunales (30 dias de diferencia entre ellas) de la siguiente manera: A (n = 4): 50 ug
rNcSAGT + 150 pg rAtHsp81.2; B (n = 4): 200 pg rNcSAGT + 600 pg rAtHsp81.2; C (n = 4): 500 ug
rNcSAGT + 1500 pg rAtHsp81.2; D (n = 3): 150 ug rAtHsp81.2; E (n = 3): 1500 ug rAtHsp81.2y F (n
= 3) 2 ml de PBS estéril. Se tomaron muestras de sangre (10 ml) sin heparina de la vena yugular
para las determinaciones seroldgicas a los 0, 30, 45, 60 y 90 dias postinmunizacion (d.p.i.), a partir
de las cuales se obtuvo suero. Asimismo, se obtuvieron muestras de sangre con heparina para de-
terminar la respuesta celular en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) a los 60 d.p.i.

Mediante este primer ensayo experimental pudimos determinar que la inmunizacion de las hem-
bras con las diferentes dosis de vacuna (grupos A-C) o adyuvante (grupos D-E) demostro ser se-
gura y no modifico el valor de los biomarcadores séricos de funcion metabdlica evaluados (GOT/
ASP, GPT/ALT, UREA, glucosa y proteinas totales), ni a los 60 ni a los 90 d.p.i., al comparar dichos
marcadores con los obtenidos de las vaquillonas control (p>0,05 grupos A-E vs. grupo F, ambos
dias evaluados, ANOVA de dos vias seguido del Test de Tukey). La cinética y la magnitud de la
respuesta inmune tanto humoral como celular resultaron dosis-dependientes. En este sentido,
todos los animales que recibieron la vacuna (grupos A-C) mostraron titulos anti-rNcSAG1 desde
los 30 d.p.i. (titulos >200) y alcanzaron su valor maximo a los 60 d.p.i. (titulos >1500)- Sin embargo,
el grupo que recibid la menor dosis vacunal (grupo A) mostré los menores titulos de anticuerpos
en cada punto temporal, siendo indetectables a los 90 d.p.i., a diferencia de los animales que re-
cibieron las dosis media (grupo B) y alta (grupos C), los cuales exhibieron IgGt anti-rNcSAG hasta
el final del experimento. El perfil de la respuesta de isotipos de anticuerpos fue evaluado mediante
la determinacion de IgG1 (asociada a una respuesta de tipo T helper 2) e 1gG2 (asociada a una
respuesta de tipo T helper 1, proinflamatoria) a lo largo del experimento. Coincidentemente con
la respuesta de IgGt, encontramos que el dia 60 d.p.i. se obtuvieron los mayores titulos de ambos
isotipos de anticuerpos. Sin embargo, si bien todas las vaquillonas que recibieron la vacuna secre-
taron IgG1 anti-rNcSAG1, solo aquellas que recibieron la mayor dosis de la formulacion vacunal
(grupo C) mostraron anticuerpos 1gG2 anti-rNcSAGT.

Posteriormente se determinaron los niveles de IFN-y en sobrenadantes de cultivos de CMSP ob-
tenidos a partir de las muestras de sangre de los animales de los distintos grupos a los 60 d.p.i.,
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luego de la estimulacion con rNcSAGT. Aunque las muestras de todos los animales mostraron
niveles detectables de esta citoquina, al analizar diferencias entre grupos, sélo aquellas CMSP
provenientes de las vaquillonas que habian recibido la mayor dosis de la vacuna mostraron niveles
de IFN-v significativamente mayores que las del grupo control (grupo C estimulado con rNcSAG1
vs. grupo F estimulado con rNcSAGT; p < 0.0001 evaluada por ANOVA de dos vias seguido por Test
de Tukey).

Por otro lado, todos los animales inmunizados mostraron secrecion de anticuerpos IgGt anti-
rAtHsp81.2 a lo largo del ensayo, lo que nos permiti¢ evaluar la capacidad DIVA de la vacuna en
bovinos. Para ello, se realizé la evaluacion de los sueros de los animales inmunizados y de animales
infectados con N. caninum por medio de dos enfoques de ELISA indirectos diferentes, uno basado
en rAtHsp81.2 (test DIVA positivo) y otro basado en la proteina de granulo denso 7 recombinante
(rNcGRAY), antigeno presente en N. caninum no incluido en la vacuna (test DIVA negativo). Ambos
tests lograron distinguir muestras séricas provenientes de vaquillonas vacunadas de aquellas
provenientes de vaquillonas infectadas.

Estos resultados nos permitieron concluir que la dosis mas alta de la vacuna resulté la mas ade-
cuada (ver Resumen Grafico A), y nos animaron a evaluar su eficacia protectora en vaquillonas
gestantes infectadas. Para llevar a cabo esta segunda etapa del proyecto, 25 vaquillonas Angus
provenientes de la reserva 8 del INTA Balcarce (libres de neosporosis y toxoplasmosis) fueron se-
leccionadas para realizar el ensayo de inmunizacion, prefiez y desafio. Se definieron los siguientes
grupos experimentales: VACUNA: 500 ug de rNcSAGT + 1500 g rAtHsp81.2 (n=13); CONTROL:
1500 pg de rAtHsp81.2 (n=12). Se aplicaron 2 dosis de la vacuna de manera subcutanea en el cue-
llo de los animales, previas al servicio en los dias 0 y 30 postinmunizacion (d.p.i.). Aquellas hem-
bras que resultaron prefiadas (n=5y n=8, respectivamente) continuaron en el ensayo y recibieron
un refuerzo a los 90 dias de prefiez (150 d.p.i.). La infeccidn de los animales de los grupos VACU-
NA 'y CONTROL se realizé 30 dias después de la Ultima inmunizacion (180 d.p.i.). Las vaquillonas
prefiadas e infectadas fueron sacrificadas el dia 230 d.p.i. (150 dias de prefiez). Se colectaron
placentasy fetos de cada hembra. Adicionalmente, se tomaron muestras de sueros de 8 hembras
sanas, no vacunadas y prefiadas (grupo Naive-150 dias de prefiez) pertenecientes al rodeo para
evaluar algunos marcadores bioquimicos y compararlos con los de las hembras a las que se les
realizo el desafio.

Los resultados de este ensayo demostraron que la vacuna resultoé segura en hembras prefiadas,
ya que los biomarcadores evaluados (GOT/ASP, GPT/ALT, UREA, glucosa y proteinas totales) no
mostraron diferencias entre los grupos CONTROL y VACUNA, y tampoco al comparar los grupos
al inicio y final del experimento (evaluado por ANOVA de dos vias seguido por el test de Tukey,
p>0,05). Por otro lado, las hembras del grupo VACUNA presentaron IgGt anti-rNcSAG1 crecientes
a partir del dia 30 d.p.i., los cuales disminuyeron a los 90 d.p.i. para volver a incrementarse luego
del refuerzo (evaluado a los 170 d.p.i., 20 dias luego del refuerzo), alcanzando su titulo maximo de
manera posterior al desafio con el pardsito. Por su parte, los animales del grupo CONTROL, como
era de esperarse, solo presentaron IgGt anti-rNcSAGT luego del desafio con el pardsito; sin em-
bargo, estos fueron significativamente menores que los obtenidos en el grupo VACUNA (p<0,05;
evaluado por ANOVA de dos vias seguido del Test de Bonferroni). En cuanto a los isotipos IgG1
e 1gG2, a evaluarlos de manera previa al desafio, se observé que las hembras del grupo VACUNA
presentaron anticuerpos anti-rNcSAG1 tanto IgG1 como IgG2 a partir de 30 d.p.i, pero mientras
que los niveles de IgG2 se incrementaron significativamente luego del desafio con el parasito, los
niveles de IgG1 disminuyeron, sugiriendo una respuesta de tipo Th1. En el caso de los animales
CONTROL, solo presentaron 1gG2 anti-rNcSAGT luego del desafio, pero el titulo de los mismos fue
significativamente menor que el encontrado en el grupo VACUNA (p>0,001; evaluado por ANOVA
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de dos vias seguido del Test de Bonferroni). Estos resultados nuevamente muestran que la formu-
lacién vacunal evoca un perfil predominantemente tipo Th.

Respecto de los niveles de IgGt anti-rAtHsp81.2, asociados a la capacidad DIVA positiva de la va-
cuna, mostraron un patron similar a los de IgGt anti-rNcSAGT en el grupo VACUNA, pero en este
caso se observo para ambos grupos (CONTROL y VACUNA), tal como era de esperarse, ya que
todos los animales recibieron el adyuvante. Es asi que se observo un incremento de IgGt a partir
de los 30 d.p.i., para disminuir de manera previa el refuerzo e incrementarse nuevamente hasta el
final del ensayo (230 d.p.i. sin diferencias significativas entre los grupos).

Teniendo en cuenta que la progesterona es la hormona protagonista en el mantenimiento de la
prefiez y que sus niveles pueden verse afectados por la respuesta generada por vacunacion y/o la
infeccion con N. caninum, decidimos determinar sus niveles séricos al momento de la eutanasia
de los animales (230 d.p.i) para compararlos con los obtenidos de muestras séricas de animales
sanos de la misma etapa gestacional (vaquillonas Naive). Las vaquillonas infectadas, hayan sido o
no inmunizadas (grupos VACUNA y CONTROL, respectivamente), mostraron niveles significativa-
mente menores de progesterona sérica que los obtenidos para las vaquillonas Naive (p<0,01; Test
de ANOVA de una via sequido de Test de Tukey). Sin embargo, ninguna de las hembras presentd
abortos al momento de la eutanasia. También fueron evaluados los niveles séricos de haptoglo-
bina (proteina asociada a procesos proinflamatorios), la cual mostré concentraciones significati-
vamente mayores en vaquillonas del grupo VACUNA que en las de los grupos CONTROL o Nalve
(VACUNA vs Naive o CONTROL, p<0,05; Test de ANOVA de una via seguido de Test de Tukey). Con
el fin de determinar si la vacuna evitaba, al menos parcialmente, la transmision vertical del para-
sito, evaluamos la presencia de ADN gendmico (ADNg) de N. caninum tanto en carinculas como
en cotiledones de los animales CONTROL y VACUNA mediante qPCR. Se detectd la presencia
del parasito en el 100% de las cardnculas del grupo CONTROL, pero solo en el 20% de las de los
animales del grupo VACUNA. En cuanto a los cotiledones, solo el 20% de los animales CONTROL
presentaron ADNg de parasito, mientras que no se detectd su presencia en los provenientes de
animales VACUNA. Por otro lado, mediante una evaluacion preliminar de 2 secciones del SNC de
fetos (corteza y cerebelo) mediante gPCR se demostré la presencia de ADNg del parasito en 66%
de las muestras CONTROL y en el 50% de las muestras VACUNA, sin obtener diferencias que per-
mitieran demostrar un efecto protectivo de la vacuna contra la infeccién, hasta el momento.

Por otro lado, la evaluacion histopatolégica de los fetos demostré que todos los tejidos evaluados
poseian lesiones tipicas de la patologia. Sin embargo, la vacunacion (grupo VACUNA) se encontrd
asociada a lesiones de menor severidad que en los animales CONTROL en el SNC. Actualmente
nos encontramos evaluando cuantitativamente estos parametros en SNC de los fetos.

En resumen, los resultados obtenidos en el ensayo de inmunizacion, prefiez y desafio sugieren
que la formulacion vacunal propuesta es segura, incluso al ser aplicada durante la gestacion, y es
capaz de inducir una importante respuesta humoral predominantemente de tipo Th1, la cual se
intensifica tras la infeccién. Asimismo, hemos corroborado el caracter DIVA dual de la vacuna, ya
que mediante los tests de ELISA acompafiantes basados en rAtHsp81.2 o en INcGRA7, pudimos
distinguir animales infectados de vacunados. A pesar de ser una respuesta de tipo proinflamatoria,
acompafiada de niveles elevados de haptoglobina y una significativa disminucion en los niveles
de progesterona sérica, ni la vacunacion ni la infeccidon experimental afectaron la viabilidad de
los fetos, al menos hasta el momento de la eutanasia (ver Resumen Gréfico B). Sin embargo, la
vacuna solo logro evitar parcialmente la transmision vertical y los efectos deletéreos de la neos-
porosis congénita en bovinos, o que nos invita una vez mas a revisar nuestros criterios acerca de
que efectividad estamos dispuestos a aceptar en una vacuna contra la neosporosis bovina, dada
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la gran dificultad en lograr una vacuna que sea biolégicamente segura, econdmicamente viable y
completamente efectiva.
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Introduccion

La toxoplasmosis es una zoonosis parasitaria causada por Toxoplasma gondii, un protozoario
intracelular obligado con distribucién mundial que afecta a todos los animales de sangre caliente,
incluidos los seres humanos. En la mayoria de los individuos inmunocompetentes la infeccion cur-
sa de manera asintomatica, pero en pacientes inmunocomprometidos o en infecciones congéni-
tas puede causar cuadros clinicos graves, que involucran el sistema nervioso central y la vision'?,

En la produccion animal, particularmente en pequefios rumiantes, la infeccion con T. gondii cons-
tituye un problema sanitario de gran impacto econémico. En ovinos y caprinos, la toxoplasmosis
es una de las causas mas frecuentes de abortos, mortinatos y nacimientos de corderos débiles,
con pérdidas reproductivas que pueden oscilar entre 1y 20 % segun la prevalencia regional®*. Se
ha estimado que la enfermedad es responsable de entre el 1y el 2 % de las pérdidas neonatales
ovinas en paises europeos como el Reino Unido® mientras que en Argentina la seroprevalencia en
majadas ronda el 10 %°.

El impacto de T. gondii trasciende el ambito productivo, ya que representa una amenaza a la salud
publica. El consumo de carne cruda o insuficientemente cocida de ovinos y caprinos infectados
constituye una de las principales vias de transmision de toxoplasmosis humana’. Se calcula que
el costo econdmico global asociado a la toxoplasmosis alimentaria asciende a mas de 3400 millo-
nes de ddlares anuales, principalmente por gastos de atencion médicay pérdida de productividad?®.
En este contexto, controlar la infeccion en animales de produccion tiene beneficios duales: reduce
las pérdidas econdmicas y minimiza la transmision zoondtica, en linea con el enfoque One Health
(FAO/WHO, 2014).

Las herramientas disponibles para el control de la toxoplasmosis ovina son limitadas. A la fecha,
la Unica vacuna licenciada para uso veterinario es una cepa atenuada de T. gondii (cepa S48),
utilizada en algunos paises europeos, pero con restricciones de bioseguridad y logistica®. Las va-
cunas vivas, si bien eficaces, requieren sistemas costosos de produccién, cadena de frio y manejo
especializado, lo que dificulta su implementacion a gran escala. Por otro lado, las vacunas recom-
binantes y de subunidades ofrecen ventajas en seguridad y estabilidad, aunque suelen inducir
respuestas inmunes menos robustas. En paralelo, la mejora de métodos diagndsticos, particular-
mente basados en antigenos recombinantes, representa una estrategia esencial para el monitoreo
de la infeccidon en majadas y la identificacion de animales en riesgo.

En este marco, dos lineas de investigacion recientes se enfocan en: i) el desarrollo de vacunas
basadas en antigenos de T. gondii fusionados a proteinas Hsp90 de plantas como adyuvantes,
evaluadas en corderos'®, y ii) la caracterizacion de la respuesta humoral ovina frente a antigenos
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recombinantes especificos (Gra4-Gra7, Gra8, Rop2, CST9 y BCLA), con énfasis en su cinética y
valor diagnéstico (manuscrito en preparacién). Ambos enfoques complementarios aportan infor-
macion relevante sobre inmunogenicidad, correlatos de proteccion y potencial de aplicacion en
programas de control.

Materiales y Métodos
Ensayo de vacunacion con SAG1-Hsp90

Se utilizaron corderos Texel seronegativos de 3 meses, asignados a cuatro grupos: Control (PBS),
Vehiculo (hojas no infiltradas), Vacuna Recombinante (proteina SAGTHC fusionada a NbHsp90.3
producida en E. coli) y Vacuna Vegetal (extractos de Nicotiana benthamiana infiltradas con
AtHsp81.2-SAGTwc). Los animales recibieron tres dosis a intervalos de 15 dias, por via subcutanea
(recombinante) u oral (vacuna vegetal) (Fig. TA). A los 113 dias postinmunizacion fueron desafia-
dos con taquizoitos de la cepa RH. Se evaluaron respuestas humorales (IgG anti-SAG1), celulares
(IFN-y, IL-12, IL-4, IP-10), asi como lesiones histopatoldgicas cerebrales y carga parasitaria (PCR,
microscopia).

Ensayo de infeccion experimental y cinética humoral

En un segundo estudio, 18 corderos seronegativos fueron inoculados subcutaneamente con di-
ferentes dosis (5x10° 0 5x107) de dos cepas: RH (virulenta, poco quistogénica) y Me49 (menos vi-
rulenta, altamente quistogénica). Se monitorearon parametros clinicos (temperatura), respuestas
humorales frente a antigenos recombinantes (rGra4Gra7, rGra8, rRop2, rCST9, rBCLA) mediante
ELISA, y se realizaron necropsias a los 60 dias post-infeccion para evaluar lesiones cerebrales y
presencia de quistes. Se incorporaron ademas sueros de campo de ovinos naturalmente infecta-
dos para validar la utilidad diagndstica de los antigenos.

Resultados
Vacunacion con SAGTHC-Hsp90 en corderos
Respuesta humoral:

» La vacuna recombinante (NbHsp90.3-SAGTHC) generd un aumento significativo de IgG
anti-SAG1 (~4 veces respecto a controles) (Fig. 1B).

» La vacuna vegetal no indujo un aumento claro pre-desafio, aunque post-infeccion ambos
grupos vacunados mostraron mayor reactividad que controles.

Respuesta celular.

» Solo la vacuna vegetal indujo un incremento significativo de IFN-y tras el desafio (~3 veces
mas que controles).

» También se observaron aumentos en IP-10, asociado a la activacion de linfocitos T
especificos.

» No hubo diferencias significativas en IL-12 e IL-4.
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Proteccion clinica e histopatoldgica:

» Ambos esquemas vacunales redujeron ~80 % las lesiones cerebrales comparado con
controles.

» La presencia de quistes fue escasa y heterogénea; se detectaron en algunos animales, sin
correlacion clara con la vacunacion.

Marcadores seroldgicos:
» Se empled la proteina quimérica rGra4-Gra7 como marcador de infeccién aguda.

» Los titulos fueron méas elevados en grupos control y vehiculo que en los vacunados,
indicando menor replicacion parasitaria.

Cinética de la respuesta humoral frente a antigenos recombinantes
Cinética de anticuerpos:

» rGra4Gra7 y rGra8: reconocidos tempranamente (desde dia 15 post-infeccion), actuando
como marcadores de fase aguda (Fig. 1C).

» rBCLA, rRop2 y rCST9: respuestas mas tardias (desde dia 30), asociadas a fase crénica y
presencia de quistes (Fig. 10).

Variabilidad cepa/dosis:
» La cepa RH indujo respuestas mas rapidas, pero con caida abrupta al dia 60.

» La cepa Me49 generd respuestas mas sostenidas, con mayor presencia de quistes en
cerebro.

» El nivel de inoculacion tuvo poca influencia en la cinética global.

Correlacion con lesiones cerebrales:

» Animales con lesiones mas severas tendieron a mostrar menor reactividad a rGra4Gra’?,
sugiriendo un posible rol protector.

» Anticuerpos frente a rBCLA y rCST9 se asociaron a mayor carga de quistes y dafio tisular.

Sueros de campo:

» En ovinos naturalmente infectados, rGra4Gra7 y rGra8 mostraron la mejor performance
diagndstica, superando a ELISAs basados en lisado total.

» La combinacion rGra4Gra7+rGra8 alcanzd una sensibilidad del 86 %.
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Figura 1. Respuesta inmunitaria en corderos frente a Toxoplasma gondii. (A) Plan de inmunizacién y protocolo
de desafio. Vacuna Recombinante (RV): corderos inmunizados por via subcutdnea con la proteina recombinante
NbHsp390-SAGTHC purificada de E. coli; Vacuna Vegetal (PV): corderos inmunizados por via oral con hojas frescas in-
filtradas con AtHsp81.2-SAGTHC; Grupo Control: corderos inmunizados por via oral con tampoén PBS; Grupo Vehiculo:
corderos inmunizados por via oral con hojas frescas no infiltradas. Todos los animales recibieron tres dosis separadas
por 14 dias. Se tomaron muestras de sangre para monitorear la cinética de anticuerpos especificos. A los 113 dias
post-inmunizacion, todos los corderos fueron desafiados por via subcuténea con 5 x 10° taquizoitos de la cepa RH de
T. gondii. En el dfa 196, los animales fueron sacrificados y se obtuvieron muestras de sangre y tejidos. (B) Cinética de
anticuerpos IgG frente a rSAG1 purificado de E. coli en sueros de los grupos Control, Vehiculo, Vacuna Recombinante
(RV) y Vacuna Vegetal (PV). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba
de comparaciones multiples de Tukey. *p < 0,05. La linea negra horizontal indica el valor de corte. El gréfico es repre-
sentativo de dos experimentos independientes con resultados similares. (C) Perfil de la respuesta humoral frente a
antigenos individuales. La reactividad de IgG contra rGra4Gra7, rGra8, rROP2, rBCLA y rCST9 fue evaluada mediante
ELISA a lo largo del curso de la infeccidn. Los valores de densidad dptica (OD) se normalizaron respecto a las lecturas
correspondientes al dia 0 y se expresaron como OD relativa (rOD). La linea roja representa la media de OD en el dia 0
mas una desviacion estandar.
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Discusion

Ambos estudios aportan evidencia complementaria sobre la inmunidad ovina frente a T. gondii.
Por un lado, el ensayo de vacunacion demostré que tanto la plataforma recombinante como la
vegetal, al fusionar el antigeno SAG1xc con isoformas de Hsp90 de plantas, confieren inmunidad
parcial protectora, reflejada en la reduccion de lesiones cerebrales y en la modulacion de
marcadores serolégicos. Un hallazgo notable es la capacidad del extracto vegetal de inducir una
respuesta celular robusta (IFN-y, IP-10), clave en el control del pardsito, lo que resalta el valor
de los adyuvantes derivados de plantas. Por otro lado, el estudio sobre cinética humoral mostré
gue distintos antigenos recombinantes tienen comportamientos diferenciados segun la fase
de infeccion: Gra4Gra7 y Gra8 se asocian con infecciéon aguda, mientras que BCLA y CST9 se
relacionan con cronicidad y lesiones. Esto aporta herramientas diagndsticas valiosas para la
identificacion de animales infectados en campo y para el monitoreo de eficacia vacunal.

La integracion de resultados permite destacar varias conclusiones:

P

¥

Los antigenos derivados de proteinas de superficie (SAG1) y de granulos densos (Gra4/
Gra7, Gra8) son altamente inmunogénicos y relevantes tanto en diagndstico como en va-
cunacion.

P

¥

La utilizacion de chaperonas vegetales como Hsp90 no sélo mejora la expresion antigénica,
sino que también potencia la inmunogenicidad, actuando como adyuvantes naturales.

»

¥

La correlacion entre titulos de anticuerpos y severidad de lesiones no siempre es lineal; sin
embargo, ciertos perfiles (alta respuesta anti-Gra4Gra7) podrian asociarse a mejor control
de la infeccion.

P

¥

Las diferencias observadas entre cepas y modelos experimentales resaltan la necesidad
de validar estos hallazgos en condiciones de campo, con infecciones por ooquistes y en
diferentes razas de ovinos.

P

v

En conjunto, estos estudios abren la puerta a un abordaje integral de la toxoplasmaosis ovi-
na, combinando estrategias preventivas (vacunacién) con herramientas diagndsticas pre-
cisas (antigenos recombinantes) para mejorar la sanidad animal y reducir la transmision
zoondtica.

Conclusiones

La toxoplasmosis ovina constituye un desafio sanitario, productivo y de salud publica que deman-
da soluciones innovadoras. La vacunacion con SAGTHC-Hsp30 en corderos confiere proteccion
parcial, reduciendo significativamente las lesiones cerebrales tras el desafio experimental. Los
antigenos recombinantes rGra4Gra7 y rGra8 se perfilan como marcadores sensibles de infeccion
aguda, mientras que rBCLA y rCST9 se asocian a fases cronicas y a patologia cerebral. La combi-
nacion de antigenos en ensayos serolégicos mejora la capacidad diagndstica, superando a prue-
bas convencionales basadas en lisados totales. La integracién de plataformas vacunales seguras
con herramientas diagndsticas especificas representa una estrategia prometedora para el control
de la toxoplasmosis en ovinos, con beneficios directos sobre la produccion y la salud publica.
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La babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas y causada por parasitos pro-
tozoarios intraeritrociticos pertenecientes al género Babesia, y constituye un problema sanitario
para la produccion ganadera tanto en Argentina como a nivel global. Se estima que mas de la mi-
tad de los 1200 millones de bovinos del mundo corren riesgo de infeccién por habitar en regiones
tropicales y subtropicales del mundo donde esta enfermedad es enzodtica. De las especies que
pueden infectar bovinos, Babesia bovis y Babesia bigemina son las mas ampliamente distribuidas
y son transmitidas por la garrapata comun del ganado, Rhipicephalus microplus.

Nuestro grupo de trabajo, siempre en colaboracién con los colegas de las EEAs Mercedes (Co-
rrientes) y Rafaela (Santa Fe), hemos desarrollado a lo largo de mas de 20 afios una amplia gama
de herramientas moleculares que nos han permitido abordar la problematica las enfermedades
transmitidas por garrapata desde diferentes angulos, con el objetivo de contribuir tanto a la gene-
racion de potenciales soluciones como a la formacion de jovenes investigadores en el area de la
Parasitologia Molecular.

En tal sentido, en esta presentacion recorreremos los resultados y las perspectivas de tres lineas
de trabajo. En primer lugar, discutiremos el rol de las Proteinas de Tipo Perforina (Perforin-like
Proteins, PLPs) en el mecanismo de egreso de Babesia bovis desde el eritrocito y las estrategias
disponibles para caracterizar funcionalidad y generar parasitos genéticamente modificados, como
posibles alternativas de atenuacién de cepas vacunales. Por otra parte, expondremos los resulta-
dos del estudio molecular de la cepa vacunal de Babesia bigemina de la EEA-Mercedes. Por Ulti-
mo, discutiremos la potencialidad de los nanoanticuerpos para el disefio de ensayos de deteccién
seroldgica para la evaluacion del equilibrio enzodtico y la evaluacion de la eficacia del uso de las
vacunas actualmente en uso.
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Después de 3 décadas de haberse identificado a Neospora caninum como agente causal de abor-
tos en ganado bovino en Argentina (Venturini y col, 1995; Campero y col., 1998), se conocen al-
gunos detalles sobre el parasito Neospora caninum y sus modos de transmision, cominmente
conocidos como transmision horizontal y transmision vertical. Desafortunadamente, los detalles
entre ambos suelen confundirse. La transmisién horizontal significa que el parasito se transmite
entre canidos y ganado. El término transmision vertical indica que la infeccion se ha transmitido
de la vaca a su descendencia por via transplacentaria. Pero la transmision transplacentaria puede
ocurrir al menos de 2 maneras distintas: 1°) después de la recrudescencia de organismos laten-
tes en una vaca infectada (transmision vertical enddgena); y, 2°) por ingesta de ooquistes que
contaminan las fuentes de comida o agua (transmision vertical exdgena) (McAllister, 2016). Sin
embargo, otros casos de transmision vertical dependen de la incidencia histérica de transmision
horizontal que puede haber ocurrido en vacas por primera vez una o mas generaciones atras (va-
cas cero “0"). Desde esta perspectiva, resulta evidente que la transmision vertical y la horizontal
estan inexorablemente vinculadas (Figura 1). Esta conexion dificulta el control de la neosporosis
al intentar bloguear un método de transmision e ignorar el otro. Por otro lado, los perros se infec-
tan con N. caninum al ingerir tejidos de ganado infectado, incluyendo placentas. El ganado puede
infectarse al ingerir los ooquistes microscopicos eliminados en las heces de los perros recién
infectados. Los ooquistes pueden sobrevivir en el suelo y el agua durante largos periodos hasta
ser ingeridos, mucho después de que las heces se hayan descompuesto y los ooquistes se hayan
esparcido dentro del polvo y el agua (McAllister, 2016).

Frecuente se afirma que la neosporosis se puede controlar mediante el descarte de las vaqui-
llonas infectadas. Si bien este método de control puede ser Util, es muy costoso y el veterinario
debe comprender los riesgos de recomendarlo como Unica forma de control. También se ha reco-
mienda que los tambos deben eliminar a los perros, pero podrian considerarse algunos matices
importantes que ayudarian a desarrollar consejos razonablemente mas practicos. Finalmente, es
posible reducir los riesgos la transmision de N. caninum entre perros y ganado sin tener que reco-
mendar la eliminacién de todos los perros (McAllister, 2016).

Antes de la existencia de la agricultura, N. caninum circulaba entre ungulados y canidos pero son
escasos los informes de enfermedades debido a la neosporosis en animales silvestres en la na-
turaleza. Antes de la domesticacion, el ganado y los canidos solo interactuaban ocasionalmente
siendo muy baja carga animal y nunca convivian como en los campos de cria y tambos actuales.
Aunque el organismo ha desarrollado una relacion mas comensal en el entorno natural, la neos-
porosis doméstica es una de las causas mas frecuentes de abortos bovinos a nivel mundial, in-
cluyendo la Argentina (Campero y col., 2023). A veces también puede causar mortalidad neonatal
o el nacimiento de un ternero debilitado con incapacidad de mamar o ponerse de pie (Micheloud
y col., 2015).

La evidencia experimental disponible indica que las infecciones por N. caninum adquiridas por la
ingestion de ooquistes por vacas durante la prefiez no pueden atravesar la placenta durante el pri-
mer trimestre. A diferencia del primer trimestre, la mayoria de los fetos se infectan si la vaca se ex-




Jornada nacional de protozoos apicomplejos | 2025

“.. .. H 35gal:;s

Do B - NN

Algunas no abortan
pero transmiten

Transmision vertical endégena (Endemia)

” 8-12% abortos

Figura 1. Neosporosis epidémica y endémica asociadas a transmision vertical exdgena y endégenas

pone a ooquistes en el tercer trimestre, pero generalmente sin dafiar al feto, que ya cuenta con un
sistema inmunitario bien desarrollado. En el segundo trimestre, parece haber un periodo durante el
cual la exposicion materna a ooquistes puede, en ocasiones, causar transmision transplacentaria
al feto, que, si se infecta, no puede defenderse adecuadamente y corre el riesgo de morir o resultar
herido. Esto es muy similar a lo que ocurre con la toxoplasmosis en mujeres prefiadas y ovejas.

Los datos experimentales especificos son los siguientes:

» Vacas prefiadas fueron expuestas a ooquistes experimentalmente en tres investigaciones
realizadas en dos paises.

» Ninguno de los 10 fetos se infectd con la exposicion a ooquistes de vacas en el dia 70 de |a
prefiez.

» Envacas expuestas a ooquistes entre los dias 120 y 130 de gestacion, sélo 4 de 19 fetos se
infectaron, pero cabe destacar que de los cuatro fetos infectados, dos fueron abortados y
uno fue mortinato.

» Adiferencia de épocas anteriores, la exposicion de las vacas a los ooquistes después del dia
160 causo infecciones en 7 de 9 fetos, pero los 7 infectados se nacieron vivos y aparente-
mente sanos.

En el ganado criado en régimen extensivo, el riesgo de que un gran numero de vacas se infecten
simultaneamente con N. caninum es minimo, ya que no pueden pastar todas en la misma peque-
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fia parcela de pasto que podria estar contaminada con heces caninas infectadas. Generalmente,
s6lo un animal a la vez puede infectarse por el pastoreo. Ademas, cuando una hembra se infecta,
puede que no esté adulta, o que no esté prefiada en ese momento o que no se encuentre en una
etapa de gestacion susceptible a provocar un aborto. Por lo tanto, en estas condiciones, el riesgo
de un brote de aborto a gran escala es bajo.

Comparemos eso con la alimentacion del ganado lechero. Con las practicas lecheras modernas,
no hay suficiente espacio para que todas las vacas pasten, y sus necesidades nutricionales son
tan grandes que no pueden obtener suficiente energia ni proteina solo del pasto. Por lo tanto, el
pastoreo se ha reemplazado por el suministro de raciones mixtas. Debido a la necesidad de alma-
cenar los alimentos y luego mezclar los ingredientes de la racion, la contaminacion de cualquier
pequefa porcion de alimento puede ahora distribuirse facilmente y contaminar un gran volumen
de alimento que luego se administra a grupos de vacas. A menudo, las vacas en tambos se dividen
en grupos segun su etapa de lactancia, lo que significa que cualquier grupo de vacas puede estar
aproximadamente en la misma etapa de gestacion. En estas condiciones, existe un gran riesgo
de infecciones a gran escala, y si las vacas se encuentran en una etapa de gestacion susceptible,
esto puede provocar brotes de aborto. Otro punto de vulnerabilidad, para ambos tipos vacas para
carne y vacas para leche, es la contaminacion de pequefios estanques de agua superficial, en los
que los ooquistes de las heces pueden ser arrastrados por la lluvia.

Si bien podemos recomendar sistemas de manejo para reducir la incidencia de neosporosis, se
debe advertir a los ganaderos que actualmente no existen medidas de control que garanticen la
no reaparicion de un problema de neosporosis en ningun hato lechero o de carne. Incluso con un
buen manejo del ganado lechero, el parasito puede infectar a los animales de diversas formas, a
través de perros domésticos, la compra de alimentos que ya pueden estar contaminados, o el uso
de agua contaminada, mientras que los animales de pastoreo siempre tendran la posibilidad de
infectarse individualmente al azar. Por lo tanto, no podemos afirmar con certeza que los niveles de
infeccion se puedan eliminar o mantener bajos Unicamente mediante el manejo.

Todo alimento “a granel" o embolsado esta disponible para los roedores. Por lo tanto, también
atrae a perros y otros depredadores. Ademas, en muchas granjas, a los perros les gusta dormir
sobre el heno y otras pilas de alimento, y defecar sobre ellas, la cual se mezcla con las raciones del
ganado. Se utiliza maquinaria pesada para cargar y mezclar el alimento y crear raciones mixtas,
gue pueden contener ooquistes de N. caninum y otros patégenos (por ejemplo: Leptospira spp. 0
Salmonella spp.).

En los rebafios lecheros, asi como en los bovinos para carne alimentados con piensos mixtos, los
procedimientos de manejo deben apuntar a reducir el riesgo y la magnitud de la transmisién de
neosporosis mediante la contaminacion de los alimentos. El objetivo principal, entonces, es evitar
la contaminacion de los alimentos almacenados antes de incorporarlos a las raciones mixtas. En
otras palabras, no se debe permitir el acceso de perros ni otros canidos a los alimentos almacena-
dos. Esto se puede lograr protegiendo los alimentos almacenados dentro de edificios, contenedo-
res o cercas cerradas a las que no puedan acceder los perros.

Muchos tambos modernos son grandes empresas y, por lo tanto, necesitan realizar inversiones
adecuadas para proteger sus alimentos y la salud de sus vacas. Se sugiere la utilizacion de bue-
nas cercas y tranqueras automaticas que faciliten la entrega de alimentos mediante remolques
de tractores y el uso diario de maquinaria pesada. Tambos pequefios pueden resguardar pilas de
alimentos mediante cercas eléctricas portatiles, establos, tolvas para granos y silos verticales. A
las vacas lecheras se les debe proporcionar agua en abrevaderos elevados para evitar la contami-
nacion fecal y, siempre que sea posible, evitar el uso de pequefios estanques superficiales. En el
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caso de rebafios para carne, evitar los estanques es menos viable, ya que pueden ser una fuente
de contaminacion.

En los tambos que ya presentan problemas de abortos endémicos debido a la neosporosis, el
uso de estos métodos para prevenir la contaminacion de las raciones mixtas y el agua deberia
resultar en una reduccion gradual del nivel de infeccion. Sin embargo, si la mayoria de los abortos
se deben a transmision vertical enddgena, se pueden afiadir otros procedimientos de control mas
répidos, como la identificacion seroldgica de las vacas infectadas combinada con el uso de semen
de carne (Lagomarsino y col,, 2019) y semen sexado. De este modo, todas las crias de las vacas
infectadas pueden utilizarse para la produccion de carne y ninguna quedara como vaquillona de
reemplazo. El uso de semen sexado en vacas seronegativas puede asegurar la produccion de un
numero adecuado de vaquillonas sanas para mantener el tamafio del rebafio lechero en el futu-
ro. Por lo tanto, en lugar de utilizar semen de carne de todas las vacas seropositivas, también se
puede considerar la seleccion y retencion de vaquillonas seronegativas, independientemente del
estado serologico de las madres. Las terneras pueden someterse a pruebas serolégicas a los 6
meses de edad, tras la pérdida de anticuerpos maternos.

Finalmente, los fetos y las placentas deberan ser recolectadas y eliminadas en un digestor o al
menos, deberia garantizarse que no sean ingeridos por los perros. Asimismo, los perros deberan
ser alimentados con raciones balaceadas comerciales y deberan dormir lejos del heno u otros
alimentos para vacas.
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contra parasitos apicomplexa.

Los parasitos del género Apicomplexa son causantes de enfermedades de alto impacto, en ani-
males y humanos, incluyendo entre otras, malaria, toxoplasmosis, theileriosis, babesiosis, cocci-
diosis y cryptosporidiosis. Los parasitos pertenecientes al género apicomplexa tienen ciclos de
vida complejos que incluyen mecanismos de reproduccién sexuales y asexuales, que en algunos
casos, transcurren en mas de un huésped, vertebrado o invertebrado. Durante estas transiciones
gue ademas ocurren en distintas condiciones ambientales, los parasitos apicomplexa pueden ex-
perimentar importantes cambios fenotipicos, que pueden afectar su morfologia y funciones®.

Debido a las importantes pérdidas econdémicas que generan y a su potencial zoondtico estos pa-
rasitos requieren de ser controlados mediante el uso de drogas, vacunas y otras intervenciones,
gue en general no son consideradas altamente efectivas o practicas®. Para el desarrollo de mé-
todos de control es importante conocer a fondo la biologia de estos parasitos y encontrar sus
vulnerabilidades. Este enfoque requiere de investigar la funcién y localizacion de proteinas y otras
moléculas de importancia para el desarrollo del parasito. Estos objetivos pueden lograrse actual-
mente con mayor eficiencia y rapidez mediante el empleo de nuevas herramientas de investi-
gacion, incluyendo, por ejemplo, la gendmica, protedmica, metaboldmica, y mas recientemente,
el andlisis estructural de proteinas in silico empleando tecnologias derivadas de la inteligencia
artificial. Los nuevos métodos in silico para la comparacion de proteinas basados en estructuras
pueden agregar una nueva dimension en la definicion de superfamilias de proteinas, que hasta
ahora solo podian ser organizadas empleando Unicamente el analisis comparativo de secuencias
lineales de aminoacidos. Nuevos enfoques usando comparaciones estructurales basados en al-
goritmos de inteligencia artificial tales como Alphafold 3, pueden ahora emplearse para determinar
y comparar estructuras de proteinas con un alto grado de confianza, lo cual permite la identifica-
cion de homologos estructurales de proteinas entre parasitos relacionados y generar informacion
acerca de sus posibles funciones y relevancia para el desarrollo de vacunas e intervenciones far-
macoldgicas®3 49,

La babesiosis bovina, es una enfermedad transmitida por garrapatas de genero Rhipicephalus
causada por principalmente por Babesia bovis y B. bigemina. Esta enfermedad, es también cono-
cida como tristeza bovina es un factor limitante para la produccion ganadera en Argentina®.

Tanto la Babesia bovis como la B. bigemina son organismos de transmision transovarica y dixe-
nicos, ya que requieren de dos huéspedes (uno artrépodo y el otro vertebrado) para completar
su ciclo de vida, y solamente pueden invadir eritrocitos en los bovinos. De esta manera, estos
parasitos completan su reproduccion asexual en el huésped bovino, mientras que se reproducen
sexualmente en el intestino del vector artrépodo, siendo la garrapata Rhipicephalus microplus, la
mas comun en regiones endémicas en Argentina®. Brevemente su ciclo en el bovino comienza,
cuando las larvas, en el caso de B. bovis, o las ninfas, en el caso de B. bigemina, de la garrapa-
ta transmiten esporozoitos a través de su saliva al alimentarse de la sangre del huésped bovi-
no. Los esporozoitos invaden rapidamente a los eritrocitos del bovino, donde se convierten en
trofozoitos que se dividen asexualmente en dos merozoitos, que seran capaces de invadir otros
eritrocitos. De esta manera, el incremento exponencial en el nimero de parasitos conlleva a una
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destruccion masive de eritrocitos, causando anemia hemolitica y otros trastornos relacionados
(fiebre, esplenomegalia, anorexia, debilidad, agresividad, dafio renal, abortos, etc.) en el huésped
bovino®. En el caso particular de B. bovis, el parasito es también capaz de modificar la superficie
del eritrocito infectado de manera de aumentar su adhesividad a los capilares, lo cual conlleva al
secuestro de eritrocitos infectados con parasitos en los epitelios capilares®. Este fendémeno se
hace evidente clinicamente en la forma de babesiosis cerebral cuando los eritrocitos infectados se
secuestran masivamente en los capilares epiteliales del sistema nerviosos central del bovino, ge-
nerando cambios fisioldgicos y en el comportamiento del animal infectado, tales como postracion,
respiracion dificultosa, temblor muscular, y anorexia. Los bovinos jovenes (menores de un afio)
son, en general, menos susceptibles que los adultos a la enfermedad 9. La reproduccion sexual
de las Babesias tiene lugar en el intestino de la garrapata hembra, resultando en la produccién de
oocinetos, o vermiculos, que invaden los ovarios de la garrapata, infectando a la préxima gene-
racion de larvas, resultando asi en transmision transovarica. El diagnostico de babesiosis puede
lograrse mediante la observacion directa del parasito en frotis de sangre tenidos con colorante
de Giemsa, o por métodos seroldgicos para la deteccion de anticuerpos, por ejemplo, mediante
inmunofluorescencia indirecta y ELISA, y métodos moleculares generalmente basados en el PCR
para detectar el ADN de los parasitos. La babesiosis bovina suele controlarse empleando distintos
métodos, incluyendo el control de las garrapatas, el uso de vacunas vivas basadas en organismos
atenuados, y tratamientos con drogas, tales como el dipropionato de imidocarbo. Las vacunas
vivas estan basadas en parasitos de virulencia atenuada® ®, pero tienen muchas limitaciones. Con
el advenimiento de técnicas de clonado de y expresion proteinas recombinantes, se buscé desa-
rrollar vacunas basadas en subunidades basadas en proteinas recombinantes. Esto condujo a la
identificacion y caracterizacion molecular de varias proteinas expresadas por Babesia que fueron
consideradas como candidatos para desarrollar tales vacunas a subunidades, basadas en antige-
nos recombinantes. En general, la eleccion de tales candidatos se funda en argumentos funciona-
les, conservacion, y localizacion. Basado en estos criterios, la proteina RAP-1 surgié como un can-
didato 6ptimo, basado en su localizacion en las rhoptrias, una de la organelas del aparato apical
de los de los parasitos apicomplexa que participa del mecanismo de invasion de los eritrocitos, su
exposicion superficial en los merozoitos, y su elevado grado de conservacion entra distintas cepas
y entre especies de Babesia®. Asimismo, no se habian identificado nunca proteinas similares a
RAP-1 fuera del grupo de piroplasmidos, que también incluye a Theileria y Cytauxzoon, ademas de
Babesia®. Aunque su ubicacion en las rhoptrias sugiere un papel en el mecanismo de invasion, la
funcion exacta de RAP-1 permanece desconocida®.

Un aspecto esencial para comprender el rol funcional de las proteinas es la determinacion de su
estructura, ya que es sabido que la conformacién espacial de las proteinas es determinante en su
funcion. De esta manera, la identificacion de homologos estructurales con funciones previamente
caracterizadas puede proveer las claves para el desarrollo de experimentos disefiados para de-
finir funciones especificas de una determinada proteina de funcién desconocida (Figura 1). Los
métodos experimentales clasicos de determinacion de las estructuras son usualmente técnica-
mente dificultosos, y debido a esas limitaciones, solo se conocia hasta hace poco la estructura de
un numero relativamente limitado de proteinas. Recientemente, los métodos in silico basados en
Inteligencia Artificial (IA) han sido empleados con éxito en la resolucion de estructuras terciarias
de proteinas, y han revolucionado esa area de investigacion. Entre los sistemas mas exitosos, se
encuentra el algoritmo AlphaFold, desarrollado por el proyecto DeepMind, financiado por Google.
Este algoritmo logré predecir in silico la estructura terciaria de mas de 200 millones de proteinas
empleando Inteligencia Artificial (IA)?34, Ademas, es importante destacar que tales estructuras
estan accesibles, libres de cargo, a los investigadores®?®. Como referencia, con anterioridad a la
implementacion de este proyecto, se habian determinado experimentalmente las estructuras de
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aproximadamente 170.000 proteinas empleando métodos tales como espectrometria de rayos X,
o espectrometria NMR entre otros. La informacion generada en la determinacion de estas estruc-
turas se encuentra depositada en una base de datos conocida como "Protein Data Bank" (PDB),
que contiene informacion detallada sobre la estructura tridimensional todas las proteinas deter-
minadas experimentalmente. Los sistemas de prediccion de estructuras basados en |A estan en-
trenados con bases de datos que contienen informacién que se encuentran depositadas en el
PDB. De esta manera, los algoritmos de “Deep learning", particular las redes neuronales, aprenden
a predecir la distribucién espacial de aminoacidos basados en los patrones adquiridos de su en-
trenamiento previo®. AlphaFold, asi como otros y por otros similares simplemente requieren una
secuencia de aminodacidos como entrada, ya que la secuencia primaria de una proteina determina
su estructura terciaria.

El uso de la metodologia de IA de Alphafold permitié conocer con un elevado grado de confianza, la
estructura terciaria de la proteina RAP-1, una proteina altamente conservada en Babesias y otros
piroplasmidos® (Fig 2). Este estudio revelo que esta proteina tiene al menos 3 dominios estruc-
turales. Uno de ellos, el mas conservado, tiene una estructura de 4 hélices alfa, que es significa-
tivamente similar a las de las globinas (por ejemplo hemoglobinas, aunque las RAPs carecen del
grupo prostético hemo), mientras que también contiene un arreglo de otras 4 hélices alfa que se
conecta con la region tipo globina por uniones tipo puente de hidrogeno, y una zona de estructura
mas amorfa adonde reside la parte no conservada entre especies de Babesia, conteniendo repeti-
ciones que son altamente antigénicas®. El descubrimiento de esta estructura permitié ademas la
identificacion de otras proteinas en otros organismos relacionados (Toxoplasma y Plasmodium)
con estructuras similares. que tienen muy escasa conservacion a nivel de la estructura primaria
(secuencia de aminoacidos)®. Basados en estos hallazgos, fue posible la identificacion de una
nueva superfamilia de proteinas con estructuras de globina similares, que estan presentes en or-
ganismos eucariotas y también procariotas, como Geobacter sulfurreducens®. Esos descubri-
mientos permitirdn crear nuevas hipotesis acerca de la funcién de RAP-1 y abriria las puertas para
el probable disefio de moléculas que podrian bloguear la funcién de RAP-1 en el futuro. De esta
manera, el uso de estructuras permitio la identificacion de nuevas superfamilias de proteinas, lo
cual no habia sido posible anteriormente mediante el uso de enfoques basados Unicamente en la
comparacion de la estructura primaria de proteinas, tales como el programa BLAST y similares (8).
En otros estudios empleando estructuras terciarias definidas por IA mediante el programa DALI(9),
también se pudo determinar que las regiones mas conservadas de las proteinas RAP-1 tenian
estructuras comparables a otras proteinas que unen ATP, sugiriendo que las funciones de RAP-1
podrian requerir la union a este ligando®. Esta estrategia para el desarrollo de vacunas o estudios
funcionales puede ser trasladado a otras situaciones similares, y esta representado en la Figura 1.

Eluso delalAen la determinacion de estructuras de proteinas también ayudo a la definicién de as-
pectos importantes de otro candidato vacunal de Babesia, como lo es la proteina HAP2(1.12) Esta
proteina, también muy conservada en muchos protozoarios, virus, y plantas, es requerida como
fusogeno en el mecanismo de reproduccién sexual, y es un candidato probado para el desarrollo
de vacunas capaces de bloquear la transmision en B. bovis". La aplicacion de AlphaFold permitio
determinar la presencia de tres dominios externos conservados en esta proteina?. En base a esa
informacion, se construyeron proteinas recombinantes representando a cada uno de los dominios
y se establecié cuéles eran los dominios de mayor antigenicidad en sueros de vacunos vacunados
con HAP2 que eran capaces de inhibir la reproduccion sexual del parasito.
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Prediccion de funcién basado en homologia Prediccion de la estructura terciaria usando AlphaFold
(estructura primaria)

N l
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Proteinas homologas de funcién conocida pero son de funcién
desconocida
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| Formulacién y prueba de vacunas

Comparacién de la estructura con otras proteinas en la bases de datos
(empleando online software Dali, o similares)

Figura 1. Diagrama de flujo para el uso de métodos de IA para determinar estructuras terciarias de proteinas a partir
de su estructura primaria, para estudios funcionales y para el desarrollo de vacunas.

Modelo structural del dominio globular de B. bovis pRAP-1

region con 4 hélices alfa

Las helices A,B, E, Hy G estan tipicamente
conservadas en todas las globinas

Globin region
La estructura de HAP2 esta conservada entre especies distantes

(a) Super-imposicion de HAP2 of B. bovis (rosado) con la HAP2

de Chlamydomonas reinhardtii (oro); (b) Super-imposition of the HAP2 of B.
bovis (rosado) con laHAP2 of A. thaliana (azul). C. reinhardtii es una alga
unicelular

Figura 2. Modelos estructurales de las proteinas RAP-1 y HAP2 de B. bovis, determinadas por métodos de IA
(AlphaFold3).
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Conclusiones

La disponibilidad de métodos basados en la |A para determinar estructuras de proteinas con un
alto grado de confiabilidad aumenta significativamente nuestras capacidades para desarrollar
nuevas estrategias de intervencion contra agentes infecciosos. Ademas, otros modelos basados
en |A también permiten el disefio in silico de nuevas vacunas. Tomadas en conjunto, es de espe-
rar que estas nuevas aplicaciones facilitaran el disefio de nuevas vacunas y drogas, ingenieria de
proteinas, y nos conduciran a un mejor entendimiento de la biologia de los organismos que son
responsables de enfermedades de importancia que afectan a los animales y a los humanos.
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Cada afio, la produccion mundial de las diferentes especies de rumiantes domésticos experimenta
cuantiosas pérdidas econémicas debidas al fallo reproductivo. Los dos principales agentes proto-
zoarios responsables del aborto en estas especies son Neospora caninum en el ganado bovino y
Toxoplasma gondii en la oveja'y en la cabra. Tritrichomonas foetus es una causa relevante de fallo
reproductivo temprano en bovinos criados en condiciones extensivas donde se utiliza la monta
natural. A pesar del impacto de estas enfermedades reproductivas existe una notable falta de far-
macos y vacunas eficaces que puedan utilizarse en los programas de control.

Entre los factores clave que han limitado el desarrollo de vacunas cabe mencionar como mas
relevantes los siguientes: i) se trata de microorganismos altamente evolucionados con una gran
complejidad antigénica y redundancia en los grupos de genes que realizan una misma funcion por
lo que la posibilidad de interrumpir el ciclo utilizando una Unica diana es muy improbable; ii) estos
protozoos han coevolucionado con sus hospedadores rumiantes y existe una gran adaptacion
con los mismos; iii) su circulaciéon y diseminacion en las explotaciones ganaderas se produce
mediante ciclos biolégicos complejos con diferentes estadios en el mismo hospedador algunos
de los cuales permiten una clara evasion de la respuesta inmunitaria del rumiante; esto junto la
existencia de fases de resistencia en el ambiente -los ooquistes- y la presencia de diferentes mo-
dos de transmision hace extraordinariamente variado el panorama de las posibles implicaciones
epidemioldgicas y clinicas y dificulta, por tanto, su control; y iv) el desenlace final de la infeccion
esta influenciado por numerosos factores maternos y fetales y esta tiene lugar en un entorno bio-
l6gico cambiante como la gestacion.

Con estos antecedentes, en nuestra presentacion se resumiran las estrategias adoptadas por
nuestro grupo de investigacion para abordar el desarrollo de vacunas frente a estas enfermeda-
des: a) definicion del perfil del producto vacunal adaptado al objetivo que se pretende; b) desarrollo
de vacunas inactivadas altamente seguras y teniendo en cuenta su vida Util, mantenimiento y dis-
tribucion; ¢) nuevos enfoques practicos y econdmicos para la obtencién de los antigenos vacuna-
les y su formulacion; d) vacunas rentables econdmicamente; y e) desarrollo de sistemas DIVA que
hagan compatible su uso con las medidas habituales de control basadas en diagndstico y manejo
del rebafio. Para estos desarrollos siempre se han utilizado modelos de enfermedad robustos y re-
presentativos (cepas parasitarias, estado sanitario animal, metodologias analiticas, etc.) teniendo
en consideracion la dindmica de la enfermedad en condiciones naturales.




Jornada nacional de protozoos apicomplejos | 2025
' Vacunas, tecnologias avanzadas y control de los protozoos Apicomplejos

Tratamiento y control de Calderon, Gabriel Alfredo '
- - g - 'Ganaderia — MSD Salud Animal Argentina
C"ptOSpO"leSls en terneros Email: gabriel.alfredo.calderon@msd.com1

La criptosporidiosis neonatal, causada por Cryptosporidium parvum, constituye una de las prin-
cipales causas de diarrea en terneros jévenes, con impacto negativo sobre la salud, el bienestar
animal y la productividad. Adicionalmente, las infecciones por éste parasito representan una zoo-
nosis, con lo cual el impacto que tiene éste agente no solamente afectan a la salud animal, sino
gue representan un riesgo a la salud humana, especialmente a las personas dedicadas al cuidado
y crianza de nuestros terneros. El presente trabajo describe las indicaciones de uso, esquema te-
rapéutico y consideraciones de seguridad del lactato de halofuginona para el tratamiento y control
de la criptosporidiosis en terneros. El farmaco esta indicado para terneros neonatos y debe admi-
nistrarse por via oral a una dosis de 100 pg de halofuginona base/kg de peso corporal/dia durante
siete dias consecutivos. Con el objetivo de facilitar su aplicacién en condiciones de campo, se pro-
pone un esquema de dosificacion simplificado segun rangos de peso corporal. La administracién
debe iniciarse dentro de las primeras 24—-48 horas de vida en establecimientos con antecedentes
de la enfermedad, o dentro de las 24 horas posteriores al inicio de la diarrea asociada a C. parvum.
El tratamiento sistematico de los terneros recién nacidos contribuye a la reduccion de la intensi-
dady duracion de la diarrea, como asi también a la reduccion de contaminacion del ambiente con
ooquistes de éste parasito. Se destacan como aspectos criticos la correcta dosificacién, el respeto
de las contraindicaciones y la prevencion de sobredosificacion, dado el estrecho margen de sequ-
ridad del principio activo. La halofuginona representa una herramienta eficaz dentro de un enfoque
integral de manejo sanitario, que debe complementarse con adecuadas practicas de calostrado,
nutricion, higiene y manejo ambiental.

Keywords: Bovinos para leche; Cryptosporidium parvum; lactato de halofuginona lactato




