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Abstract 

Background: African animal trypanosomosis, caused by Trypanosoma vivax, remains a sig-

nificant challenge  to cattle health and productivity  in regions where  it  is endemic. The 

development of vaccines against this parasite is particularly challenging due to its highly 

effective  immune evasion mechanisms. Methods: An  immunoproteomic approach was 

employed to identify T. vivax antigens through the immunocapture of parasite proteins 

using purified IgG from naturally infected sera. The objective of this strategy was to iden-

tify novel vaccine candidates, evaluated in a BALB/c murine model, aimed at promoting 

the  induction of  trypanotolerance. Results: An  invariant  surface glycoprotein  (Uniprot 

code: F9WVM3, Tritryps code: TvY486_0045500), here designated TvISGAf, was selected 

based on its reported diagnostic relevance and its classification within the vivaxin antigen 

family. The protective potential of TvISGAf was evaluated in a murine model of T. vivax 

infection.  Immunization with  TvISGAf  induced  a  robust  antigen-specific  humoral  re-

sponse, accompanied by a  substantial  cellular  immune  response. Following  challenge, 

mice  immunized with TvISGAf  formulated with  the  ISPA adjuvant demonstrated  en-

hanced control of body weight and hematocrit, and improved survival during the acute 

phase of infection in comparison to control group. Cytokine profiling revealed elevated 

levels of IFN-γ and TNF-α, accompanied by increased IL-10 production. Conclusions: Col-

lectively, these findings demonstrate that TvISGAf formulated with ISPA confers partial 

protection during acute phase of infection, consistent with the induction of trypanotoler-

ance. These results support its potential as a promising component of a multivalent vac-

cine strategy against T. vivax, and highlight the need for further evaluation prior to as-

sessment in the bovine host. 
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1. Introduction 

African animal trypanosomosis (AAT) represents a significant challenge to livestock 

production in sub-Saharan Africa and in regions of the Americas where Trypanosoma vivax 

has established itself independently of its original tsetse-based transmission cycle [1,2]. 

Trypanosoma vivax is the primary etiological agent of bovine trypanosomosis (BT) in South 

Academic Editors: José Manuel   

Molina Caballero and Antonio Ruiz 

Reyes 

Received: 14 January 2026 

Revised: 17 February 2026 

Accepted: 26 February 2026 

Published: 28 February 2026 

Copyright: © 2026 by the authors. 

Licensee MDPI, Basel, Switzerland. 

This article is an open access article 

distributed under the terms and 

conditions of the Creative Commons 

Attribution (CC BY) license. 



Vaccines 2026, 14, 226  2  of  19 
 

https://doi.org/10.3390/vaccines14030226 

America and a significant cause of AAT in Africa [3]. The disease has been associated with 

substantial  economic  losses,  including  reduced productivity, veterinary  expenses,  and 

mortality. These losses have been documented in Africa [4] and Latin America [5,6]. The 

clinical manifestations of the disease include intermittent fever, anemia, weight loss, re-

duced milk production, apathy, abortions, and, in the absence of treatment, mortality rates 

that may reach up to 50% [7]. However, some animals develop subclinical infections [8], 

becoming chronic carriers that contribute to the silent transmission of the infection within 

the herd [9]. The available treatments, including isometamidium chloride and diminazene 

aceturate, present significant limitations in terms of accessibility and cost [10]. Moreover, 

the efficacy of these measures has been observed to decrease in the presence of drug-re-

sistant strains that have emerged in Africa and South America [11–13]. In this context, the 

development  of  safe,  effective,  and  economically viable  alternatives  is  a high priority 

[14,15]. Vaccination against BT offers a promising approach to reduce reliance on trypa-

nocidal drugs and mitigate productivity losses. However, this approach has historically 

been underexplored due to the complex immunobiology of trypanosomes [16,17]. 

A distinguishing characteristic of trypanosomes from the subgenus Salivaria is their 

exclusive extracellular localization within the mammalian host. This results in perpetual 

exposure to the host’s humoral immune system. This evolutionary pressure has led to the 

development of sophisticated immune-evasion mechanisms, with the expression of vari-

ant surface glycoproteins (VSGs) being the most notable example [18–20]. The dense VSG 

coat functions as a protective shield, thereby masking other membrane antigens from im-

mune recognition. The process of immune evasion, as observed in VSG, occurs through 

two distinct mechanisms: the initial hydrodynamic removal of surface-bound antibodies 

during parasite motility  [21] and antigenic variation mechanisms [22,23]. Nevertheless, 

the presence of several low-abundance surface proteins that undergo antigenic variation 

has  been  identified.  Collectively,  these  are  known  as  invariant  surface  glycoproteins 

(ISGs). These conserved proteins are regarded as promising targets for novel immuniza-

tion strategies, as they may remain accessible to the immune system even in the presence 

of the VSG coat [24]. In recent years, ISGs have emerged as promising vaccine candidates 

against T. vivax [25,26]. The aforementioned studies evaluated a multitude of antigens and 

reported a decline in parasitemia during the early days post-infection, thereby reinforcing 

the potential of ISGs as immunogens. 

For a vaccine candidate against T. vivax, effective control of parasitemia depends on 

the induction of a coordinated immune response that integrates both antibody-mediated 

and cell-mediated effector mechanisms. Protective immunity is contingent upon the gen-

eration of lytic antibodies as well as a robust cell-mediated response, which is typified by 

M1 macrophage activation and  the production of pro-inflammatory  cytokines  such as 

IFN-γ and TNF-α [27–32]. These immune mechanisms are critical for parasite clearance 

during the acute phase of infection. However, it should be noted that prolonged exposure 

to high  levels of pro-inflammatory cytokines can  lead  to  immune  system dysfunction, 

manifested by symptoms such as severe anemia and progressive body weight loss [33]. 

The present study sought to identify antigens recognized by the immune system of 

cattle naturally infected with T. vivax from different geographic regions and to evaluate 

their potential as vaccine candidates capable of inducing protective immunity. To formu-

late these antigens, two distinct adjuvants with divergent immunomodulatory properties 

were employed: ISPA [34] and MONTANIDE™ ISA 50 V2 (SEPPIC). ISPA is a biosimilar 

of  ISCOMATRIX  [35],  composed  of  cholesterol,  phospholipids,  and  saponin,  and  is 

known to induce a balanced humoral and cellular immune response. This adjuvant has 

been the subject of extensive evaluation by our research group in the context of experi-

mental vaccines against Trypanosoma cruzi [36–38]. While T. cruzi infection features an in-

tracellular  stage  that  is  critically  dependent  on  CD8+  T-cell  activation,  T.  vivax  is  an 



Vaccines 2026, 14, 226  3  of  19 
 

https://doi.org/10.3390/vaccines14030226 

exclusively extracellular parasite. Consequently, effective  immunity  is predicted  to de-

pend on a coordinated interplay between humoral and cellular immune responses [16,33]. 

In contrast, MONTANIDE™ ISA 50 V2is a commercially available adjuvant that has been 

extensively utilized in cattle vaccines. It has been demonstrated to elicit balanced Th1- and 

Th2-type cytokine responses with notable efficacy [39,40]. The employment of these com-

plementary adjuvants enabled the assessment of the immunogenicity and protective po-

tential of selected T. vivax antigens under formulations relevant to both experimental and 

field-applicable vaccination strategies. 

2. Materials and Methods 

2.1. Sera 

All positive serum samples were collected from dairy cattle, primarily of the Holstein 

and  Jersey breeds, and were obtained  through  the Bovine Trypanosomiasis Diagnostic 

Service at  the Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas, Universidad Nacional del 

Litoral. Samples of negative serum were collected from dairy cattle that were raised  in 

non-endemic regions of southern Argentina. These animals had no documented history 

of exposure to trypanosomes and exhibited no clinical signs of trypanosomosis. For the 

purpose of antigen identification through immunoprecipitation and proteomic analysis, 

sera from ten cattle naturally infected with T. vivax were utilized. The infection status was 

confirmed by PCR in accordance with the protocol described by Cortez et al. [41]. 

2.2. IgG Purification from Serum and Coupling to CNBr‐Activated Sepharose 

Serum samples from cattle with and without infection were subjected to salt fraction-

ation by differential ammonium sulfate precipitation to enrich the IgG fraction. Each se-

rum sample (10 mL) was thoroughly mixed with an equal volume of saturated ammo-

nium sulfate solution, employing a technique of inversion to ensure homogeneity. Subse-

quently, the mixture was placed on ice for a period of 15 min, a process that was intended 

to induce the precipitation of the desired components. The mixture was then subjected to 

a centrifugal process at 10,000× g for 15 min at a temperature of 4 °C. Subsequently, the 

upper layer was extracted, and the resulting pellet was meticulously resuspended in ap-

proximately half of the initial volume of distilled water. Subsequently, an equivalent vol-

ume of 66% saturated ammonium sulfate solution was incorporated. The protein suspen-

sion was  then subjected  to an  ice bath  for a period of 15 min. The mixture was subse-

quently exposed  to a centrifugal process under conditions  that were  identical  to  those 

previously described. The  resulting serum was  then  removed, and  the precipitate was 

dissolved in distilled water. This precipitation step was repeated twice. The final pellet 

was resuspended in 3 mL of 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4. In order to eliminate 

any residual salts, the IgG-enriched fraction was subjected to dialysis using semipermea-

ble membranes (Visking tubing, Cytiva, Washington, D.C, USA) against a 10 mM sodium 

phosphate buffer, pH 7.4,  at a  temperature of 4  °C  for a period of 3 days, with daily 

changes in the buffer being performed. 

For  the coupling process, CNBr-activated Sepharose  (GE Healthcare, Chicago,  Illi-

nois, USA) was utilized for each IgG sample (IgG fraction from infected animals and IgG 

fraction from non-infected animal controls), in accordance with the manufacturer’s rec-

ommendations.  In  the experimental procedure,  the dry CNBr-activated Sepharose was 

weighed out at a precise quantity of 0.5 g, and the purified IgG was measured at a range 

of 25–30 mg. These two elements were utilized in the coupling process, a procedure that 

was then assessed for its efficacy by measuring the remnant concentration of free IgG after 

the incubations. Subsequent to this, the conjugated beads were meticulously washed and 
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stored in a 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 0.02% (w/v) sodium azide 

at 4 °C. 

2.3. Production of T. vivax Lysate 

BALB/c mice were  infected with T. vivax Y486 previously  stored at  −80  °C. After 

seven days, infected blood was collected using sodium heparin as anticoagulant, and 5 × 

105 T. vivax parasites in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) supplemented with 20 

mM glucose were reinjected into three additional BALB/c mice. Blood was collected four 

days post-infection, and parasites were separated by centrifugation at 150× g for 10 min. 

The purified trypanosomes were resuspended in 1 mL of equilibration buffer [PBS, 1 mM 

EDTA, non-ionic detergent Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), and 

protease inhibitor cocktail]. Parasites were disrupted by sonication using a high-intensity 

ultrasonic homogenizer (PULCE 150, Benchmark, Sayreville, New Jersey, USA ). The ly-

sate was centrifuged at 10,000× g for 10 min at 4 °C, and the supernatant was collected. 

2.4. Immunoprecipitation 

For each  immunoprecipitation, 1 mL of T. vivax  lysate (protein concentration: 0.64 

mg/mL, obtained as described above) was incubated with the corresponding Sepharose–

IgG matrix (infection or control) under gentle agitation for 15 min at 4 °C. After washing 

the  resins with PBS solution  (three  times), bound  trypanosome proteins were eluted 3 

times with 1 mL of 100 mM glycine-HCl (pH 2.8). The eluates were pooled and immedi-

ately neutralized with 250 µL of 200 mM Tris-HCl (pH 8.5). The eluates were then concen-

trated to 200 µL using a centrifugal concentrator (Sartorius, Göttingen, Germany , 20 mL 

capacity, 10 kDa MWCO). The concentrated fractions were stored at −20 °C. 

2.5. Proteomic Protein Identification 

Proteins eluted from the infection and control IgG immunoprecipitations were ana-

lyzed by mass spectrometry LC–MS/MS at  the Mass Spectrometry Facility  (Mass Spec-

trometry Unit of  the  Institute of Molecular and Cellular Biology of Rosario, UEM-IBR, 

Argentina)  using  a  Thermo  Scientific  (Waltham, Massachusetts, USA) Q-Exactive HF 

mass spectrometer coupled to a nanoLC system. MS/MS spectra were processed with Pro-

teome Discoverer 2.4 and searched against the T. vivax (strain Y486, UniProt), Bos taurus, 

and common contaminant databases. Searches allowed up to two missed trypsin cleav-

ages and included carbamidomethylation of cysteine as a static modification, and methi-

onine  oxidation  and N-terminal  acetylation—including Met-loss  variants—as  variable 

modifications.  Protein  identifications  and  peptide  intensity  data were  obtained  using 

standard Orbitrap search parameters. 

2.6. Protein ID Mapping and Gene Ontology Annotation 

Protein identifiers were mapped and functionally annotated using the UniProt data-

base. The initial list of protein IDs was submitted to the UniProt ID mapping tool to re-

trieve standardized UniProt accession numbers and associated annotations. Gene Ontol-

ogy (GO) annotations were retrieved directly from UniProt database and classified into 

the three main GO domains: Biological Process (BP), Molecular Function (MF), and Cel-

lular Component  (CC). For proteins associated with multiple GO terms within a given 

domain, all annotations were retained and treated independently in downstream analyses. 

Proteins lacking GO annotations in UniProt database were classified as “Uncharacterized 

protein”  for  the corresponding GO domain. The distribution of GO slim categories  for 

each ontology (BP, MF, and CC) was visualized using pie charts, representing the relative 

contribution of each functional category. 
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2.7. Expression of Recombinant TvISGAf 

The  immunization protocols  involved the production of the TvISGAf recombinant 

protein as a 6His–MBP fusion. This process was carried out in accordance with the expres-

sion and purification procedures previously described by our research group [42]. To eval-

uate both humoral and cellular immune responses, TvISGAf was expressed as a fusion 

with red fluorescent protein (RFP). The recombinant production and purification of the 

6His–RFP–TvISGAf protein were carried out as follows. The pGEM-T Easy/TvISGAf con-

struct was then digested with BglII and HindIII, and the purified insert was ligated into 

the pRED plasmid—a custom vector derived from pET32a designed to generate 6His–RFP 

fusion proteins—which had been digested with BamHI and HindIII (Promega, Fitchburg, 

Wisconsin, USA). Competent E. coli BL21 (DE3) cells were transformed with the resulting 

construct and selected on lysogeny broth agar plates supplemented with 100 µg/mL am-

picillin. The expression of the recombinant protein was induced with 0.25 mM IPTG for a 

period of 16 h at a temperature of 23 °C. Protein purification was performed by immobi-

lized metal affinity chromatography (IMAC) with a 1 mL Ni2+ HiTrapTM chelating HP 

column (GE Healthcare), following our previously reported protocol [41]. Briefly, the bac-

terial pellet was suspended in a binding buffer composed of 20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 

400 mM NaCl, and 10 mM imidazole. The bacterial pellet was subsequently lysed by son-

ication using a Vibra-cell™ VCX-600 ultrasonic processor (Sonics & Materials Inc., New-

town, Connecticut, USA). Following cell disruption, the suspension was subjected to cen-

trifugation at 10,000× g for a duration of 30 min, resulting in the clarification of the sus-

pension. Subsequently, the protein was applied to an affinity column that had been pre-

equilibrated with the appropriate buffer. After undergoing extensive washing with ten 

column volumes of binding buffer to remove non-specifically bound material, the target 

protein was recovered using an elution buffer containing 20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 400 

mM NaCl, and 300 mM imidazole. The eluted fractions with the highest purity were then 

combined, concentrated, and dialyzed against 20 mM Tris–HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl, 

and 1 mM EDTA. The final preparation was supplemented with 20% (v/v) glycerol and 

stored at −80 °C. 

2.8. Immunization Using Recombinant TvISGAf Protein in Experimental Mice 

BALB/cCmedc female mice (6 to 8 weeks of age) were utilized  in all experimental 

procedures. These mice were obtained from the Centro de Medicina Comparada, ICIVET-

CONICET, UNL, Esperanza, Santa Fe, Argentina. The experimental protocols were devel-

oped in accordance with the ARRIVE guidelines and were carried out in accordance with 

the National Research Council’s Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. The 

aforementioned protocols were formally endorsed by the Facultad de Bioquímica y Cien-

cias Biológicas’s  (UNL, Argentina) Advisory Committee of Ethics and Research Safety 

(CAESI)  through Resolution n◦ CE2021-02. Five groups of mice  (n = 5 per group) were 

utilized to assess the immunogenicity of TvISGAf formulated with two distinct adjuvants: 

ISPA [34] and MONTANIDE™ ISA 50 V2 (Seppic, La Garenne-Colombes, France). Mice 

received  three subcutaneous  immunizations administered  two weeks apart. Each dose 

contained one of the following formulations: (a) 10 µg of TvISGAf combined with 2 µL of 

ISPA (TvISGAf–ISPA), (b) 10 µg of TvISGAf in 50 µL PBS with 50 µL de MONTANIDE™ 

ISA 50 V2 (TvISGAf-Mont), (c) 2 µL of ISPA (ISPA), (d) 50 µL PBS with 50 µL de MON-

TANIDE™ ISA 50 V2 (Mont), (e) vehicle control (PBS). Blood samples were collected on 

days 7, 21, and 35 after  immunization to assess antigen-specific anti-TvISGAf antibody 

responses by ELISA, expressed as optical density (OD) values. 
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2.9. Assessment of Humoral Immune Response 

Microtiter plates  (Greiner Bio-One, Kremsmünster, Austria) were  coated with  0.5 

µg/well of TvISGAf  in 50 mM carbonate–bicarbonate buffer (pH 9.6) and subsequently 

blocked with PBS containing 5% (w/v) milk. Serum samples collected after immunization 

were diluted 1:100 in PBS with 1% (w/v) milk and added in duplicate to the TvISGAf pro-

tein-coated wells. TvISGAf-specific antibodies were detected using goat anti-mouse IgG 

(1:10,000; Sigma-Aldrich, USA) or anti-mouse  IgG1 and  IgG2a  (1:10,000; Abcam, Cam-

bridge, UK). After incubation with 50 µL of ready-to-use TMB substrate (Invitrogen), the 

enzymatic reaction was stopped with 50 µL of 1 M sulfuric acid, and absorbance was rec-

orded at 450 nm using an ELISA plate reader (Bio-Tek Instruments, Winooski, Vermont, 

USA). The cut-off value was established as the mean optical density (OD) of pre-immune 

sera plus two standard deviations. 

2.10. Delayed‐Type Hypersensitivity (DTH) Test 

The DTH response was evaluated by intradermal injection of 5 µg of TvISGAf into 

the left hind footpad 10 days after the final immunization. The thickness of the footpad 

was measured immediately prior to antigen administration and again 48 h post-challenge 

using a Vernier caliper (Stronger, Linyi, Shandong, China). The response was expressed 

as the increase in footpad thickness (mm) attributable to antigen stimulation. 

2.11. Spleen Cell Culture and Cytokine Determination 

Seven days after  the completion of  the  immunization protocol,  the mice were eu-

thanized so that the ex vivo cytokine production by the splenocytes could be evaluated. 

The  splenocytes were  stimulated with  recombinant TvISGAf. Spleens were aseptically 

collected and homogenized, and red blood cells were removed using lysis buffer (Sigma). 

The  resulting splenocytes were  resuspended  in RPMI 1640  (Gibco, Grand  Island, New 

York, USA) supplemented with 10% (v/v) FBS, penicillin (100 µg/mL), streptomycin (100 

U/mL), and 0.4 mM 2-mercaptoethanol. Cells (2 × 106/mL per well) were seeded in 48-well 

plates  (Nunc, Roskilde, Denmark) and cultured  in complete RPMI alone or stimulated 

with TvISGAf (10 µg/mL) or Concanavalin A (2.5 µg/mL), the latter serving as a positive 

control. Following a 48 h incubation period, the culture supernatants were collected, and 

the levels of IFN-γ, IL-10, and TNF-α were quantified by ELISA. The quantification pro-

cess  followed  the  manufacturer’s  instructions  (Mouse  IFN-γ/IL-10/TNF-α  Uncoated 

ELISA Kit, Invitrogen, Carlsbad, California, USA). The detection limits for IFN-γ, IL-10, 

and TNF-α were determined to be 16 pg/mL, 32 pg/mL, and 8 pg/mL, respectively. 

2.12. Infection Protocol and Protection Parameters 

The same  immunization protocol was evaluated using  ISPA and MONTANIDE™ 

ISA 50 V2 as adjuvants. Subsequent to the completion of the final immunization, the ani-

mals were  infected  intraperitoneally with 1000 bloodstream  forms of  the T. vivax Y486 

strain, which was provided by Dr. Greif Gonzalo of the Institut Pasteur de Montevideo. 

The time to parasite establishment in immunized mice and their survival rates were used 

to assess the degree of post-challenge protection. In this murine infection model, non-im-

munized mice  infected with T. vivax  typically exhibit approximately 50% mortality be-

tween days 8 and 12 post-infection. Consequently, the protection parameters were moni-

tored for a period of 14 days following the infection. Parasitemia, hematocrit levels, and 

body weight were recorded at two-day intervals. As delineated by Guegan et al. [43], the 

hematocrit  level was measured  in accordance with established protocols.  In summary, 

blood samples were obtained via tail bleed and placed in 80 µL Na-heparin–coated capil-

lary tubes. Subsequent to this, the tubes were sealed, subjected to centrifugation (2000× g, 

10 min), and analyzed to determine packed cell volume (PCV). Alternatively, 5 µL of tail 
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blood was  lysed  in 100 µL of distilled water, and  the OD405 of a 40-fold dilution was 

determined. Parasitemia was quantified by examining 25 microscopic fields at a final mag-

nification of 400×. The estimation of parasite concentration was then conducted by apply-

ing a conversion factor derived from the microscope field number, the dimensions of the 

coverslip, and the sample volume. 

2.13. Statistical Analysis 

The  subsequent analysis of  the data employed nonparametric  statistical methods. 

The assessment of global group differences was conducted using the Kruskal–Wallis test, 

followed by Mann–Whitney U tests for predefined pairwise comparisons. To account for 

the multiple testing inherent in such analyses, exact p-values for these pairwise compari-

sons were adjusted using the Holm method. Survival analyses were performed using the 

Mantel–Cox log-rank test. Statistical analyses were conducted using GraphPad Instat 4.0 

(GraphPad, San Diego, California, USA). The significance thresholds were established at 

p < 0.05 (*) and p < 0.01 (**). 

3. Results 

3.1. Antigen Identification 

To identify candidate antigens, pooled serum samples were prepared from both nat-

urally  infected cattle and healthy, uninfected controls. Each serum pool comprised  ten 

samples from T. vivax-infected animals and ten from non-infected animals. The IgG frac-

tions were subjected to ammonium sulfate precipitation, followed by immobilization on 

CNBr–activated Sepharose beads. Subsequently, equivalent amounts of infection-IgG–Se-

pharose and control-IgG–Sepharose were  incubated with equal quantities of a T. vivax 

whole-cell  lysate.  The  proteins  specifically  retained  on  the  IgG  columns were  subse-

quently eluted under low-pH conditions. Immunocaptured proteins were then subjected 

to mass spectrometry for identification. 

Gene Ontology  (GO) analysis of  the proteins exclusively  identified  in  the positive 

sera group (Figure 1) revealed a functional landscape characterized by a high proportion 

of proteins lacking functional annotation, reflecting the limited characterization of the T. 

vivax proteome. Among the annotated proteins, functional categories were predominantly 

enriched  in metabolic processes,  followed by protein degradation,  transport, and cyto-

skeletal-associated processes. This finding suggests a pronounced bias toward core cellu-

lar functions. The ontology analysis revealed a predominant association with membrane-

related compartments, followed by cytosolic and cytoskeletal localizations. This finding 

underscores the importance of membrane-associated and structural proteins in the ana-

lyzed dataset. Of particular interest is the identification of invariant surface glycoproteins 

(Table 1). Surface-exposed glycoproteins that exhibit limited sequence variability are of 

particular interest as vaccine antigens. Indeed, proteins localized to cellular membranes 

or extracellular interfaces are inherently accessible to the host immune system and there-

fore represent attractive candidates for humoral immunity–based vaccine strategies. The 

prevalence of membrane and surface-associated categories suggests the presence of pro-

teins with exposed epitopes capable of eliciting antibody-mediated responses, including 

neutralization or opsonization. Consequently, these findings support the prioritization of 

membrane-associated proteins as potential antigen candidates  for  further experimental 

validation in the context of vaccine development. 
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Table 1. Examples of T. vivax cell membrane-associated proteins identified by immunocapture. The 

protein codes presented are from Uniprot (https://www.uniprot.org/15 November 2025). TvISGAf 

(TriTryps code: TvY486_0045500, Uniprot code: F9WVM3) is highlighted in bold. 

Uniprot Code  Protein Names  Length (AA) 

F9WKR3  65 kDa invariant surface glycoprotein  629 

F9WN04  Invariant surface glycoprotein  347 

F9WUQ7 
adenylate cyclase (EC 4.6.1.1) (ATP pyro-

phosphate-lyase) (Adenylyl cyclase) 
1236 

F9WVM3  65 kDa invariant surface glycoprotein  400 

G0TT75  Nodulin-like domain-containing protein  373 

G0TT88  Transmembrane 9 superfamily member  645 

G0TTX6 
Putative serine-palmitoyl-CoA transfer-

ase (EC 2.3.1.50) 
101 

G0TUX6  Putative metal-ion transporter  435 

G0TVZ6 
Endonuclease/exonuclease/phosphatase 

domain-containing protein 
614 

G0U000  EF-hand domain-containing protein  576 

G0U352 
Enriched in surface-labeled proteome 

protein 9 
558 

G0U4E1  Putative phosphatidic acid phosphatase  330 

G0U4F4  Putative aquaporin 3  293 

G0U4G0 
Putative phosphatidic acid phosphatase 

protein 
327 

G0U4K9  J domain-containing protein  384 

G0U990 
Putative GPI transamidase component, 

Tta1 
352 

G0UAU8  C3H1-type domain-containing protein  830 

G0UC72  carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1)  423 

G0UD80  Putative intergrin alpha chain protein  620 

3.2. Expression and Purification of Recombinant TvISGAf Protein 

In order to conduct vaccine studies, a recombinant antigen as His-tag fusion protein 

was developed using the plasmids pET28c and pET22b. Nonetheless, subsequent to the 

evaluation of  the various  induction conditions (E. coli strains, culture media,  induction 

time, and temperature), the expression of the recombinant protein remained undetected. 

Consequently, drawing from our extant research [42], we undertook the synthesis of this 

antigen as an N-terminal fusion protein  to 6HisMBP. For ELISA, DTH, and splenocyte 

culture assays, TvISGAf was expressed as a 6His–RFP fusion protein. The amino acid se-

quence is presented in Figure S1. The N-terminal 6His-RFP fusion protein enhanced the 

production and solubility of the recombinant antigen in E. coli cells (Figure 2). SDS-PAGE 

analysis confirmed that the recombinant protein was obtained with a high degree of elec-

trophoretic purity (Figure 2). However, an additional band of lower apparent molecular 

weight and comparable intensity was detected). This secondary band is consistent with 

the  co-purification of an N-terminally  tagged  truncated polypeptide, which may arise 

during expression. The final protein preparations were stored at −80 °C and demonstrated 

stability for a period of at least eight months. 
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Figure 1. Gene ontology analysis of the identified proteins. Functional distribution of the analyzed 

proteins according to Gene Ontology (GO) annotations, represented by pie charts for the three main 

ontologies: Biological Process, Molecular Function, and Cellular Component. Individual GO terms 

were initially counted and subsequently grouped into high-level functional categories (GO slim) to 

reduce semantic redundancy and facilitate biological interpretation. This reduction was performed 

in an ontologically specific manner, using process categories for Biological Process, molecular activ-

ity categories for Molecular Function, and subcellular localization categories for Cellular Compo-

nent. Proteins without a valid GO annotation or without a functional assignment were grouped into 

the “Uncharacterized protein” category. The percentages  indicate the relative proportion of each 

category with respect to the total number of annotations considered in each ontology. 

 

Figure 2. Expression and purification of the recombinant 6HisRFP–TvISGAf protein. Proteins were 

separated on a 12%  (w/v) SDS–PAGE gel and visualized by Coomassie staining. MM: molecular 

weight marker; I: total soluble fraction from IPTG-induced E. coli BL21 (DE3) carrying the 6HisRFP–

TvISGAf protein; II: purified 6HisRFP–TvISGAf recombinant protein. 

3.3. Humoral Response Following Immunization 

The administration of recombinant TvISGAf proteins resulted in the induction of a 

robust and antigen-specific humoral immune response in immunized mice, as illustrated 

in Figure 3. TvISGAf-immunized animals demonstrated significantly higher levels of an-

tigen-specific total IgG compared with PBS control groups (p = 0.0158, PBS vs. TvISGAf-

ISPA; p = 0.0158, PBS vs. TvISGAf-Mont; Figure 3a). A comprehensive analysis of  IgG 

subclasses was conducted, revealing a predominance of IgG2a over IgG1 (p = 0.0079, IgG1 

vs.  IgG2a TvISGAf-ISPA; p = 0.0079,  IgG1 vs.  IgG2a TvISGAf-Mont; Figure 3b,c). This 

finding is consistent with the induction of complement-activating and potentially neutral-

izing antibodies, suggesting a Th1-biased humoral response. Notably, this profile was ob-

served with both adjuvant formulations. 
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3.4. DTH and Serum Cytokine Responses Following Immunization 

A delayed-type hypersensitivity (DTH) footpad test was conducted to assess the in 

vivo cell-mediated immune response elicited by the TvISGAf–ISPA and TvISGAf-Mont 

formulations. As demonstrated in Figure 4a, a substantial augmentation in footpad thick-

ness was evident in TvISGAf-immunized mice on day 12 following the final immuniza-

tion,  in comparison  to  the PBS group  (p = 0.0158, TvISGAf–ISPA; p = 0.0159, TvISGAf-

Mont), signifying a robust cellular DTH response. 

To further characterize the cellular immune profile, splenocytes collected 7 days after 

the final immunization from the TvISGAf–ISPA and PBS groups were stimulated ex vivo 

with TvISGAf, and cytokine production (IFN-γ, TNF-α, and IL-10) was quantified (Figure 

4b–d).  Splenocytes  derived  from  mice  immunized  with  TvISGAf–ISPA  exhibited  a 

marked increase in the production of IFN-γ, TNF-α, and IL-10 when compared to those 

derived from mice immunized with PBS (p = 0.0286, IFN-γ; p = 0.0286, TNF-α; p = 0.0294, 

IL-10; Figure 5b–d). This finding  indicates the activation of both pro-inflammatory and 

regulatory immune responses. 

 

Figure 3. Humoral  immune response: BALB/c mice were  immunized with TvISGAf–ISPA, TvIS-

GAf–Mont, or PBS.  Seven days  after  the final  immunization,  serum  samples were  analyzed by 

ELISA to quantify TvISGAf-specific antibodies. (a) Total IgG levels. (b) IgG1 and IgG2a subclasses 

in mice immunized with TvISGAf–ISPA. (c) IgG1 and IgG2a subclasses in mice immunized with 

TvISGAf–Mont. Results are shown as mean ± SD from three independent experiments (n = 5/group). 

* p < 0.05; ** p < 0.01. 
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Figure 4. Cellular immune response: (a) Delayed-type hypersensitivity (DTH) response assessed 12 

days after the final immunization. Footpad thickness was measured immediately before and 48 h 

after intradermal injection of 5 µg TvISGAf. Results are expressed as Δ (post- minus pre-injection 

values). (b–d) Cytokine production by splenocytes stimulated ex vivo with TvISGAf for 48 h. Con-

centrations of (b) IFN-γ, (c) TNF-α, and (d) IL-10 in culture supernatants were quantified by ELISA. 

Data represent mean ± SD (n = 5/group). * p < 0.05. 

 

Figure 5. Effects of vaccination on parasitemia, anemia, body weight, and survival following exper-

imental T. vivax infection. BALB/c mice immunized with TvISGAf–ISPA, TvISGAf–Mont, or PBS (n 

= 5/group) were challenged intraperitoneally with 1000 bloodstream forms of the T. vivax Y486 strain 

14 days after the final immunization. (a) body weight, (b) hematocrit expressed as packed cell vol-

ume (PCV), (c) parasitemia, and (d) survival rates. Data shown correspond to one representative 

experiment of three performed independently. * p < 0.05. 

3.5. Post‐Challenge Outcomes 

Subsequent to the infection, the protection parameters were monitored for a period 

of 14 days (Figure 5). To ensure clarity of visualization, the control groups that received 

immunizations with MONTANIDE™  ISA  50 V2 or  ISPA  adjuvant  alone were not  in-

cluded in the primary figure. This decision was made because their infection kinetics did 

not differ from the PBS control group. The complete dataset for these control groups is 

provided in the Supplementary Material (Figure S2). During the initial phase of infection, 

all groups demonstrated a progressive decline  in body weight and hematocrit  (Figure 

5a,b). However, from day 10 to day 14 post-infection, mice immunized with the TvISGAf–

ISPA formulation exhibited a significant increase in body weight (p = 0.0214) and hemato-

crit values (p = 0.016), suggesting partial recovery at day 13 of these physiological param-

eters. The  initial peak of parasitemia was  identified on day 10 post-infection across all 

experimental groups.  It  is noteworthy  that  the TvISGAf–ISPA group exhibited a  swift 
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decline in parasitemia within two days following the peak, while animals in the TvISGAf–

Mont and PBS control groups required approximately four days to regulate parasitemia 

levels. During this interval, the mortality rate in the PBS group reached 60%, while the 

TvISGAf–ISPA–immunized group exhibited a markedly lower mortality rate of 20% (Fig-

ure 5d). Notwithstanding these initial protective effects, no substantial disparities in long-

term survival were observed among the experimental groups during the extended follow-

up period. 

4. Discussion 

In order to identify novel vaccine candidates, the present study focused on antigens 

that are naturally targeted by the immune response of cattle infected with T. vivax. It was 

hypothesized that such antigens are likely to be exposed and immunologically relevant 

during  natural  infection. To  this  end,  an  immunoproteomic  approach was  employed, 

which has previously been used to identify trypanosome antigens using sera from African 

hosts infected with Trypanosoma spp. [44–46]. In the present study, this strategy was em-

ployed  to capture parasite antigens using antibodies obtained  from cattle naturally  in-

fected with T. vivax and sampled from different regions of Argentina. This methodology 

enabled the identification of more than 350 antigens. Gene ontology analysis revealed that 

a substantial fraction of the analyzed proteins lacked functional annotation, underscoring 

the current limitations in the characterization of the T. vivax proteome and highlighting 

the presence of potentially novel or poorly studied proteins [47]. Among the annotated 

fraction, the  identified proteins were predominantly associated with core cellular func-

tions, including metabolic processes, catalytic activities, and protein–protein interactions. 

This finding reflects a functional profile consistent with essential biological processes. A 

notable finding was the preponderance of membrane-associated proteins,  including  in-

variant surface glycoproteins, within the Cellular Component ontology. These proteins 

are of particular significance within the context of vaccine development. Surface-exposed 

glycoproteins that exhibit limited variability has been identified as promising targets for 

humoral immune responses. The identification of such molecules supports their prioriti-

zation as candidates for further immunological and functional evaluation. 

Among  the  identified  antigens,  the  invariant  surface glycoprotein  (Tritryps  code: 

TvY486_0045500  or Uniprot  code:  F9WVM3) was  selected, which was  previously  de-

scribed by Fleming et al. [44]. Although in T. brucei ISGs are largely masked by the dense 

VSG coat, T. vivax exhibits notable structural differences, including reduced levels of VSG 

expression and a lower diversity of VSG genes [48]. This less compact surface organization 

may favor increased exposure of ISGs, facilitating their recognition by the host immune 

system during the infection and positioning them as attractive targets for vaccine strate-

gies [17]. Fleming et al. [44] evaluated the diagnostic potential of the TvISGAf protein and 

demonstrated its strong recognition by sera from cattle naturally infected in Africa. Sub-

sequently, our group also assessed the diagnostic performance of this protein using bo-

vine sera from Argentina, obtaining satisfactory diagnostic performance [42]. The pres-

ence of antibodies to the TvISGAf antigen in the sera of American cattle serves to under-

score the antigen’s representativeness and biological relevance in the life cycle of T. vivax. 

It is noteworthy that this antigen maintains its conservation and immunological recogniz-

ability despite the substantial genome degradation observed in American T. vivax strains 

[49,50]. 

More recently, Romero-Ramírez et al. [26] described a new family of invariant anti-

gens in T. vivax through an extensive analysis of surface glycoproteins. This family was 

designated as vivaxin, and TvISGAf was identified as a constituent of this family. In that 

study, the classification of vivaxin family members as vaccine candidates was based on 

multiple  integrated  criteria,  including  structural,  evolutionary,  and  expression-related 
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metrics such as gene length, phylogenetic distribution, and transcriptomic expression pro-

files. These analyses indicated that TvISGAf is as a promising vaccine candidate due to its 

high scores across the evaluated parameters [26]. However, it is important to acknowledge 

that this study did not involve experimental in vivo evaluation of this antigen in an infec-

tion model. In this context, the analysis discussed above provides further support for this 

candidate, as it represents a point of convergence between independent immunologically 

driven empirical approaches, such as antigen capture and proteomics, and bioanalytical 

and bioinformatic  strategies. Consequently,  the protective  capacity of TvISGAf  in  this 

study, was evaluated using a murine model of T. vivax infection. The formulation of TvIS-

GAf involved two adjuvants, each exhibiting a distinct immunomodulatory profile. ISPA 

and MONTANIDE™ ISA 50 V2. The evaluation of the humoral response induced by TvIS-

GAf revealed a marked predominance of IgG2a antibodies, with levels more than twice 

those of IgG1 in formulations with both ISPA and MONTANIDE™ ISA 50 V2 (Figure 3). 

This IgG2a bias is of particular relevance due to its association with enhanced macrophage 

activation via Fc receptors, thereby promoting effector mechanisms such as phagocytosis 

and antibody-dependent cell-mediated  toxicity  [51]. Furthermore, delayed-type hyper-

sensitivity (DTH) assessment following antigen re-exposure demonstrated that both ad-

juvanted formulations induced significantly stronger responses in comparison to the con-

trol group (Figure 4). This finding indicates effective activation of cellular immunity, evi-

denced by increased late-phase inflammation attributable to lymphocyte recruitment and 

trafficking at the inoculation site. 

In developing a vaccine against trypanosome infection, our objective was to pursue 

an antidisease strategy, aimed at neutralizing key pathogenic factors of the parasite rather 

than achieving complete parasite elimination [52]. Consequently, the present study cen-

tered on the induction of trypanotolerance in vaccinated individuals. Trypanotolerance is 

defined as the capacity of cattle to survive infection while maintaining acceptable levels 

of productivity despite the presence of trypanosomes [53]. The evaluation of this pheno-

type can be facilitated by the  integration of various parameters,  including parasitemia, 

anemia, and body weight variation. Collectively, these parameters offer a comprehensive 

reflection of the severity of the disease and the resilience of the host [54]. Consequently, 

TvISGAf, formulated in conjunction with ISPA, was identified as a vaccine candidate ex-

hibiting considerable promise. This candidate effectively mitigated body weight loss and 

hematocrit decline during the initial 14 days of infection (Figure 5). Furthermore, survival 

analysis revealed that during the evaluation period, up to 80% of mice in the TvISGAf–

ISPA group remained alive, whereas survival in the control groups declined to approxi-

mately 40% (Figure 5d). This approach aligns with those previously employed in related 

studies [25,26], which conducted analyses over relatively brief post-infection periods. Alt-

hough there is evidence that MONTANIDE™ ISA 50 V2adjuvant can induce a balanced 

immune response [40],  it has also been shown to promote a durable humoral response 

accompanied by strong IFN-γ activation [39]. This bias toward a markedly proinflamma-

tory response may have contributed to immune dysregulation, rendering the immunized 

animals as susceptible to infection as the control groups (Figure 5). In contrast, the ISPA-

formulated vaccine demonstrated consistent enhancement across the evaluated parame-

ters. This adjuvant contains a saponin with a structure similar to that of the saponin used 

in Quil A. In the evaluation of vaccine candidates conducted by Autheman et al. [25], the 

strongest protective effects of the IFX antigen were achieved when it was formulated with 

Quil A. Moreover, a recent study comparing both adjuvants in an experimental vaccine 

against  T.  cruzi  demonstrated  that,  although  both  formulations  induced  a  balanced 

Th1/Th2 immune profile, the ISPA adjuvant promoted higher IL-10 production than Quil 

A [55]. In this context, it is imperative to acknowledge that an effective and safe immune 

response  must  encompass  immunoregulatory  mechanisms  capable  of  constraining 



Vaccines 2026, 14, 226  15  of  19 
 

https://doi.org/10.3390/vaccines14030226 

excessive inflammation [56]. Immunoregulatory cytokines have been demonstrated to ex-

ert a pivotal function in the modulation of disease progression. Research conducted on 

trypanotolerant animals has demonstrated that the induction of IL-10 facilitates the polar-

ization of macrophages toward an M2 phenotype, thereby reducing tissue damage and 

immunopathology without compromising parasite control [57–59]. This cytokine balance 

is critical for the establishment of trypanotolerance [33]. In accordance with these findings, 

an examination of cytokine production  in splenocyte cultures from TvISGAf–ISPA–im-

munized mice revealed substantial production of IFN-γ and TNF-α, accompanied by a 

notable increase in IL-10 compared with the PBS group (Figure 4). When considered as a 

whole, these results are consistent with an immunological profile compatible with the de-

velopment  of  trypanotolerance,  as  described  in  cattle  naturally  resistant  to  infection 

[60,61]. However, it is imperative to acknowledge that these findings were obtained in a 

murine model, which differs considerably from the bovine host with regard to immuno-

biology and  infection kinetics. Consequently, while  the observed phenotype resembles 

trypanotolerance, its interpretation must be made with caution, and validation in the nat-

ural host remains essential to confirm the biological relevance of these responses. 

In summary, the efficacy of this intervention is supported by several observations, 

the preservation of body weight and hematocrit levels, and improved survival during the 

acute phase of infection. Collectively, these findings position the TvISGAf–ISPA formula-

tion as a promising vaccine candidate capable of inducing trypanotolerance rather than 

sterile  immunity. Given  the multifactorial nature of  trypanosomosis pathogenesis,  it  is 

likely that TvISGAf will need to be combined with additional antigens targeting comple-

mentary parasite mechanisms to further enhance protection. Consequently, the evalua-

tion of multicomponent vaccine strategies in the natural bovine host constitutes a critical 

subsequent step. 

5. Conclusions 

An immunoproteomic screening strategy, in conjunction with functional vaccination 

assays, was utilized for the identification and characterization of TvISGAf, an invariant 

surface glycoprotein of T. vivax, as a novel vaccine antigen. TvISGAf is naturally recog-

nized by antibodies  from  infected cattle and belongs  to  the  recently described vivaxin 

family, underscoring its biological relevance. The immunization of BALB/c mice, particu-

larly with the TvISGAf–ISPA formulation, induced a robust humoral and cellular immune 

response, evidenced by increased IgG2a levels and the production of IFN-γ, TNF-α, and 

IL-10. In the aftermath of an experimental challenge, the vaccinated mice exhibited indi-

cations of partial protection during the acute phase of infection. This observation was sub-

stantiated by an improvement in hematocrit values, the preservation of body weight, and 

an enhancement in survival rates. These results signify a substantial preliminary stage in 

the process of translating the findings into the natural bovine host. In the final analysis, 

validation in cattle will be essential to determining the field applicability and true protec-

tive potential of this antigen. 

Supplementary  Materials:  The  following  supporting  information  can  be  downloaded  at: 

https://www.mdpi.com/article/10.3390/vaccines14030226/s1. Table S1: The  list of Ab  (−)  immuno-

precipitated proteins analyzed by MS is presented in “proteins-negative.xlsx” file. Table S2: The list 

of Ab (+) immunoprecipitated proteins analyzed by MS is showed in “proteins-positive.xlsx” file. 

Table S3: The gene ontology analysis of exclusive Ab (+) immunoprecipitated proteins is presented 

in “GO-proteins-positive exclusive.xlsx” file. Table S4: The list of exclusive Ab (+) immunoprecipi-

tated membrane-proteins analyzed by MS is showed in “positive exclusive-membrane proteins.xlsx” 

file. Figure S1: Full amino acid sequence of recombinant 6HisRFP-TvISGAf. The sequence of  the 

fusion-tag is highlighted in green, and the T. vivax proteins are indicated in yellow. Figure S2: Effects 
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of vaccination on parasitemia, anemia, body weight, and survival following experimental T. vivax 

infection in controls groups. BALB/c mice immunized with ISPA, Montanide, or PBS (n = 5/group) 

were challenged intraperitoneally with 1000 bloodstream forms of the T. vivax Y486 strain 14 days 

after the final immunization. (a) body weight, (b) hematocrit expressed as packed cell volume (PCV), 

(c) parasitemia, and (d) survival rates. Data shown correspond to one representative experiment of 

three performed independently. 

Author Contributions: Conceptualization, G.D., D.A. and I.B.; Methodology G.D., L.R. and Y.C.; 

Investigation, G.D. and L.R.; Resources and Acquisition of Data for the Work, G.D., L.R., D.A. and 

I.B.; Interpretation of Data for the Work, G.D., L.R., D.A. and I.B.; Validation, L.R. and Y.C.; Formal 

Analysis, G.D., L.R. and D.A.; Visualization,  I.B.; Writing—Original Draft,  I.B.; Writing—Review 

and Editing, all authors; Supervision, Project Administration, and Funding Acquisition, D.A. and 

I.B. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This study received financial support through the Agencia Nacional de Promoción de la 

Investigación, el Desarrollo Tecnológico y la Innovación from Argentina: Proyectos de Investigación 

Científica y Tecnológica (https://www.argentina.gob.ar/ciencia/agencia; 1 July 2021) process num-

ber PICT-2020-SERIEA-02592 (IAB); Consejo Nacional de Investigaciones Científica y Técnica from 

Argentina (CONICET); G.D., D.A., and I.B. received salary support from CONICET. The funders 

had no role in study design, data collection. 

Institutional Review Board Statement: All experimental protocols were in accordance with the AR-

RIVE guidelines and were conducted in accordance with the National Research Council’s Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals. The study protocols were approved by the Advisory Com-

mittee on Ethics and Research Safety (CAESI) of the Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas, 

Universidad Nacional del Litoral (UNL), Argentina (approval number: CE2021-02). All cattle han-

dling and sampling procedures were performed by trained personnel, with animal welfare as a pri-

ority and in compliance with established good animal practice guidelines. The authors affirm that 

all procedures were  in accordance with  the  journal’s ethical policies, as delineated  in  the author 

guidelines. 

Informed Consent Statement: Not applicable. 

Data Availability Statement: All data used in the analyses are provided within this article and its 

Supplementary Materials. For any additional questions, please reach out to the authors responsible 

for correspondence. 

Conflicts of Interest: The authors affirm that there are no commercial or financial ties that might be 

seen as a potential conflict of interest. 

References 

1. Osório, A.L.A.R.; Madruga, C.R.; Desquesnes, M.; Soares, C.O.; Ribeiro, L.R.R.; da Costa, S.C.G. Trypanosoma  (Duttonella) 

Vivax: Its Biology, Epidemiology, Pathogenesis, and Introduction in the New World—A Review. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2008, 

103, 1–13. https://doi.org/10.1590/s0074-02762008000100001. 

2. Gardiner,  P.R.  Recent  Studies  of  the  Biology  of  Trypanosoma  Vivax.  Adv.  Parasitol.  1989,  28,  229–317. 

https://doi.org/10.1016/s0065-308x(08)60334-6. 

3. Betancur Hurtado, O.J.; Jimenez Castro, P.D.; Giraldo-Ríos, C. Reproductive Failures Associated with Trypanosoma (Duttonella) 

Vivax. Vet. Parasitol. 2016, 229, 54–59. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2016.09.017. 

4. Shaw, A.P.M.; Cecchi, G.; Wint, G.R.W.; Mattioli, R.C.; Robinson, T.P. Mapping the Economic Benefits to Livestock Keepers 

from  Intervening  against  Bovine  Trypanosomosis  in  Eastern  Africa.  Prev.  Vet.  Med.  2014,  113,  197–210. 

https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2013.10.024. 

5. Abdala, A.A.; Larriestra, A.J.; Signorini, M.; Abdala, A.A.; Larriestra, A.J.; Signorini, M. Estimación de Pérdidas Económicas 

Causadas  Por  Trypanosoma  Vivax  En  Un  Rodeo  Lechero  de  Argentina.  Rev.  Vet.  2020,  31,  115–119. 

https://doi.org/10.30972/vet.3124728. 



Vaccines 2026, 14, 226  17  of  19 
 

https://doi.org/10.3390/vaccines14030226 

6. Seidl, A.; Dávila, A.; Silva, R. Estimated Financial Impact of Trypanosoma Vivax on the Brazilian Pantanal and Bolivian Lo-

wlands. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 1999, 94, 269–272. https://doi.org/10.1590/s0074-02761999000200027. 

7. Jaimes-Dueñez, J.; Triana-Chávez, O.; Mejía-Jaramillo, A.M. Parasitological and Molecular Surveys Reveal High Rates of Infec-

tion with Vector-Borne Pathogens and Clinical Anemia Signs Associated with Infection in Cattle from Two Important Livestock 

Areas in Colombia. Ticks Tick Borne Dis. 2017, 8, 290–299. https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2016.12.002. 

8. Cadioli, F.A.; Barnabé, P.d.A.; Machado, R.Z.; Teixeira, M.C.A.; André, M.R.; Sampaio, P.H.; Fidélis  Junior, O.L.; Teixeira, 

M.M.G.; Marques, L.C. First Report of Trypanosoma Vivax Outbreak in Dairy Cattle in São Paulo State, Brazil. Rev. Bras. Para‐

sitol. Vet. 2012, 21, 118–124. https://doi.org/10.1590/s1984-29612012000200009. 

9. Batista, J.S.; Rodrigues, C.M.F.; Olinda, R.G.; Silva, T.M.F.; Vale, R.G.; Câmara, A.C.L.; Rebouças, R.E.S.; Bezerra, F.S.B.; García, 

H.A.; Teixeira, M.M.G. Highly Debilitating Natural Trypanosoma Vivax Infections in Brazilian Calves: Epidemiology, Pathol-

ogy, and Probable Transplacental Transmission. Parasitol. Res. 2012, 110, 73–80. https://doi.org/10.1007/s00436-011-2452-y. 

10. Giordani, F.; Morrison, L.J.; Rowan, T.G.; De Koning, H.P.; Barrett, M.P. The Animal Trypanosomiases and Their Chemotherapy: 

A Review. Parasitology 2016, 143, 1862–1889. https://doi.org/10.1017/S0031182016001268. 

11. Bassi, P.B.; de Araújo, F.F.; Garcia, G.C.; Vinícius da Silva, M.; Oliveira, C.J.F.; Bittar, E.R.; de Souza Gomes, M.; Rodrigues do 

Amaral, L.; Costa E Silva, M.F.; Nascentes, G.A.N.; et al. Parasitological and Immunological Evaluation of Cattle Experimentally 

Infected with Trypanosoma Vivax. Exp. Parasitol. 2018, 185, 98–106. https://doi.org/10.1016/j.exppara.2018.01.010. 

12. Batista,  J.S.; Riet-Correa, F.; Teixeira, M.M.G.; Madruga, C.R.; Simões, S.D.V.; Maia, T.F. Trypanosomiasis by Trypanosoma 

Vivax in Cattle in the Brazilian Semiarid: Description of an Outbreak and Lesions in the Nervous System. Vet. Parasitol. 2007, 

143, 174–181. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2006.08.017. 

13. Tsegaye, B.; Dagnachew, S.; Terefe, G. Review on Drug Resistant Animal Trypanosomes in Africa and Overseas. Afr. J. Basic 

Appl. Sci. 2015, 7, 73–83. https://doi.org/10.5829/idosi.ajbas.2015.7.2.9370. 

14. Ilemobade, A.A. Tsetse and Trypanosomosis in Africa: The Challenges, the Opportunities. Onderstepoort J. Vet. Res. 2009, 76, 35–

40. https://doi.org/10.4102/ojvr.v76i1.59. 

15. Isaac, C.; Ohiolei, J.A.; Ebhodaghe, F.; Igbinosa, I.B.; Eze, A.A. Animal African Trypanosomiasis in Nigeria: A Long Way from 

Elimination/Eradication. Acta Trop. 2017, 176, 323–331. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.08.032. 

16. Black, S.J.; Mansfield, J.M. Prospects for Vaccination against Pathogenic African Trypanosomes. Parasite Immunol. 2016, 38, 735–

743. https://doi.org/10.1111/pim.12387. 

17. Magez, S.; Caljon, G.; Tran, T.; Stijlemans, B.; Radwanska, M. Current Status of Vaccination against African Trypanosomiasis. 

Parasitology 2010, 137, 2017–2027. https://doi.org/10.1017/S0031182010000223. 

18. Barry, J.D.; McCulloch, R. Antigenic Variation in Trypanosomes: Enhanced Phenotypic Variation in a Eukaryotic Parasite. Adv. 

Parasitol. 2001, 49, 1–70. https://doi.org/10.1016/s0065-308x(01)49037-3. 

19. Horn, D. Antigenic Variation in African Trypanosomes. Mol. Biochem. Parasitol. 2014, 195, 123–129. https://doi.org/10.1016/j.mol-

biopara.2014.05.001. 

20. Silva Pereira, S.; de Almeida Castilho Neto, K.J.G.; Duffy, C.W.; Richards, P.; Noyes, H.; Ogugo, M.; Rogério André, M.; Bengaly, 

Z.; Kemp, S.; Teixeira, M.M.G.; et al. Variant Antigen Diversity in Trypanosoma Vivax Is Not Driven by Recombination. Nat. 

Commun. 2020, 11, 844. https://doi.org/10.1038/s41467-020-14575-8. 

21. Engstler, M.; Pfohl, T.; Herminghaus, S.; Boshart, M.; Wiegertjes, G.; Heddergott, N.; Overath, P. Hydrodynamic Flow-Mediated 

Protein Sorting on the Cell Surface of Trypanosomes. Cell 2007, 131, 505–515. https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.08.046. 

22. Jones, N.G.; Nietlispach, D.; Sharma, R.; Burke, D.F.; Eyres,  I.; Mues, M.; Mott, H.R.; Carrington, M. Structure of a Glyco-

sylphosphatidylinositol-Anchored Domain from a Trypanosome Variant Surface Glycoprotein. J. Biol. Chem. 2008, 283, 3584–

3593. https://doi.org/10.1074/jbc.M706207200. 

23. Pays, E.; Vanhamme, L.; Pérez-Morga, D. Antigenic Variation in Trypanosoma Brucei: Facts, Challenges and Mysteries. Curr. 

Opin. Microbiol. 2004, 7, 369–374. https://doi.org/10.1016/j.mib.2004.05.001. 

24. Ziegelbauer, K.; Multhaup, G.; Overath, P. Molecular Characterization of Two Invariant Surface Glycoproteins Specific for the 

Bloodstream Stage of Trypanosoma Brucei. J. Biol. Chem. 1992, 267, 10797–10803. 

25. Autheman, D.; Crosnier, C.; Clare, S.; Goulding, D.A.; Brandt, C.; Harcourt, K.; Tolley, C.; Galaway, F.; Khushu, M.; Ong, H.; et al. 

An  Invariant  Trypanosoma  Vivax  Vaccine  Antigen  Inducing  Protective  Immunity.  bioRxiv  2021, 

https://doi.org/10.1101/2021.02.10.430711. 

26. Romero-Ramirez, A.; Casas-Sánchez, A.; Autheman, D.; Duffy, C.W.; Brandt, C.; Clare,  S.; Harcourt, K.; André, M.R.; de 

Almeida Castilho Neto, K.J.G.; Teixeira, M.M.G.; et al. Vivaxin Genes Encode Highly Immunogenic, Non-Variant Antigens on 

the Trypanosoma Vivax Cell-Surface. PLoS Negl. Trop. Dis. 2022, 16, e0010791. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0010791. 



Vaccines 2026, 14, 226  18  of  19 
 

https://doi.org/10.3390/vaccines14030226 

27. Dagenais, T.R.; Freeman, B.E.; Demick, K.P.; Paulnock, D.M.; Mansfield, J.M. Processing and Presentation of Variant Surface Gly-

coprotein Molecules to T Cells in African Trypanosomiasis. J. Immunol. 2009, 183, 3344–3355. https://doi.org/10.4049/jimmunol.0802005. 

28. Hertz, C.J.; Filutowicz, H.; Mansfield, J.M. Resistance to the African Trypanosomes Is IFN-Gamma Dependent. J. Immunol. 1998, 

161, 6775–6783. 

29. Hertz, C.J.; Mansfield,  J.M.  IFN-γ-Dependent Nitric Oxide Production  Is Not Linked  to Resistance  in Experimental African 

Trypanosomiasis. Cell. Immunol. 1999, 192, 24–32. https://doi.org/10.1006/cimm.1998.1429. 

30. La Greca, F.; Haynes, C.; Stijlemans, B.; De Trez, C.; Magez, S. Antibody-Mediated Control of Trypanosoma Vivax Infection 

Fails in the Absence of Tumour Necrosis Factor. Parasite Immunol. 2014, 36, 271–276. https://doi.org/10.1111/pim.12106. 

31. Magez, S.; Radwanska, M.; Drennan, M.; Fick, L.; Baral, T.N.; Allie, N.; Jacobs, M.; Nedospasov, S.; Brombacher, F.; Ryffel, B.; 

et al. Tumor Necrosis Factor (TNF) Receptor-1 (TNFp55) Signal Transduction and Macrophage-Derived Soluble TNF Are Cru-

cial  for  Nitric  Oxide-Mediated  Trypanosoma  Congolense  Parasite  Killing.  J.  Infect.  Dis.  2007,  196,  954–962. 

https://doi.org/10.1086/520815. 

32. Magez, S.; Radwanska, M.; Drennan, M.; Fick, L.; Baral, T.N.; Brombacher, F.; Baetselier, P.D. Interferon-γ and Nitric Oxide in 

Combination with Antibodies Are Key Protective Host Immune Factors during Trypanosoma Congolense Tc13 Infections. J. 

Infect. Dis. 2006, 193, 1575–1583. https://doi.org/10.1086/503808. 

33. Stijlemans, B.; De Baetselier, P.; Magez, S.; Van Ginderachter, J.A.; De Trez, C. African Trypanosomiasis-Associated Anemia: 

The Contribution of  the  Interplay between Parasites and  the Mononuclear Phagocyte System. Front.  Immunol. 2018, 9, 218. 

https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00218. 

34. Bertona, D.; Pujato, N.; Bontempi, I.; Gonzalez, V.; Cabrera, G.; Gugliotta, L.; Hozbor, D.; Nicastro, A.; Calvinho, L.; Marcipar, 

I.S.  Development  and  Assessment  of  a  New  Cage-like  Particle  Adjuvant.  J.  Pharm.  Pharmacol.  2017,  69,  1293–1303. 

https://doi.org/10.1111/jphp.12768. 

35. Baz Morelli, A.; Becher, D.; Koernig, S.; Silva, A.; Drane, D.; Maraskovsky, E.  ISCOMATRIX: A Novel Adjuvant  for Use  in 

Prophylactic  and  Therapeutic  Vaccines  against  Infectious  Diseases.  J.  Med.  Microbiol.  2012,  61,  935–943. 

https://doi.org/10.1099/jmm.0.040857-0. 

36. Gamba, J.C.; Roldán, C.; Prochetto, E.; Lupi, G.; Bontempi, I.; Poncini, C.V.; Vermeulen, M.; Pérez, A.R.; Marcipar, I.; Cabrera, 

G. Targeting Myeloid-Derived Suppressor Cells to Enhance a Trans-Sialidase-Based Vaccine Against Trypanosoma Cruzi. Front. 

Cell. Infect. Microbiol. 2021, 11, 671104. https://doi.org/10.3389/fcimb.2021.671104. 

37. Prochetto, E.; Bontempi, I.; Rodeles, L.; Cabrera, G.; Vicco, M.; Cacik, P.; Pacini, M.F.; Perez, A.R.; Marcipar, I. Assessment of a 

Combined Treatment with a Therapeutic Vaccine and Benznidazole for the Trypanosoma Cruzi Chronic Infection. Acta Trop. 

2022, 229, 106334. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2022.106334. 

38. Prochetto, E.; Roldán, C.; Bontempi,  I.A.; Bertona, D.; Peverengo, L.; Vicco, M.H.; Rodeles, L.M.; Pérez, A.R.; Marcipar,  I.S.; 

Cabrera, G. Trans-Sialidase-Based Vaccine Candidate Protects against Trypanosoma Cruzi  Infection, Not Only  Inducing an 

Effector Immune Response but Also Affecting Cells with Regulatory/Suppressor Phenotype. Oncotarget 2017, 8, 58003–58020. 

https://doi.org/10.18632/oncotarget.18217. 

39. Dummer, L.A.; Araujo, I.L.; Finger, P.F.; dos Santos, A.G.; da Rosa, M.C.; Conceição, F.R.; Fischer, G.; van Drunen Littel-van 

den Hurk, S.; Leite, F.P.L. Immune Responses of Mice against Recombinant Bovine Herpesvirus 5 Glycoprotein D. Vaccine 2014, 

32, 2413–2419. https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2014.03.011. 

40. Shokri, M.; Roohvand, F.; Alimohammadian, M.H.; Ebrahimirad, M.; Ajdary, S. Comparing Montanide ISA 720 and 50-V2 Ad-

juvants Formulated with LmSTI1 Protein of Leishmania Major Indicated the Potential Cytokine Patterns for Induction of Protec-

tive Immune Responses in BALB/c Mice. Mol. Immunol. 2016, 76, 108–115. https://doi.org/10.1016/j.molimm.2016.06.010. 

41. Cortez, A.P.; Rodrigues, A.C.; Garcia, H.A.; Neves, L.; Batista, J.S.; Bengaly, Z.; Paiva, F.; Teixeira, M.M.G. Cathep-

sin L-like Genes of Trypanosoma Vivax from Africa and South America--Characterization, Relationships and Di-

agnostic Implications. Mol Cell Probes 2009, 23, 44–51, doi:10.1016/j.mcp.2008.11.003. 

42. Bontempi, I.A.; Arias, D.G.; Castro, G.V.; Peverengo, L.M.; Díaz, G.F.; Allassia, M.; Greif, G.; Marcipar, I. Improved Serodiag-

nosis of Trypanosoma Vivax Infections in Cattle Reveals High Infection Rates in the Livestock Regions of Argentina. PLoS Negl. 

Trop. Dis. 2024, 18, e0012020. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012020. 

43. Guegan, F.; Plazolles, N.; Baltz, T.; Coustou, V. Erythrophagocytosis of Desialylated Red Blood Cells Is Responsible for Anaemia 

during Trypanosoma Vivax Infection. Cell. Microbiol. 2013, 15, 1285–1303. https://doi.org/10.1111/cmi.12123. 

44. Fleming, J.R.; Sastry, L.; Wall, S.J.; Sullivan, L.; Ferguson, M.A.J. Proteomic Identification of Immunodiagnostic Antigens for 

Trypanosoma Vivax Infections in Cattle and Generation of a Proof-of-Concept Lateral Flow Test Diagnostic Device. PLoS Negl. 

Trop. Dis. 2016, 10, e0004977. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004977. 



Vaccines 2026, 14, 226  19  of  19 
 

https://doi.org/10.3390/vaccines14030226 

45. Sullivan, L.; Wall, S.J.; Carrington, M.; Ferguson, M.A.J. Proteomic Selection of Immunodiagnostic Antigens for Human African 

Trypanosomiasis and Generation of a Prototype Lateral Flow Immunodiagnostic Device. PLoS Negl. Trop. Dis. 2013, 7, e2087. 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002087. 

46. Fleming, J.R.; Sastry, L.; Crozier, T.W.M.; Napier, G.B.; Sullivan, L.; Ferguson, M.A.J. Proteomic Selection of Immunodiagnostic 

Antigens for Trypanosoma Congolense. PLoS Negl. Trop. Dis. 2014, 8, e2936. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002936. 

47. Jackson, A.P.; Allison, H.C.; Barry, J.D.; Field, M.C.; Hertz-Fowler, C.; Berriman, M. A Cell-Surface Phylome for African Trypa-

nosomes. PLoS Negl. Trop. Dis. 2013, 7, e2121. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002121. 

48. Greif, G.; Ponce de Leon, M.; Lamolle, G.; Rodriguez, M.; Piñeyro, D.; Tavares-Marques, L.M.; Reyna-Bello, A.; Robello, C.; 

Alvarez-Valin, F. Transcriptome Analysis of the Bloodstream Stage from the Parasite Trypanosoma Vivax. BMC Genom. 2013, 

14, 149. https://doi.org/10.1186/1471-2164-14-149. 

49. Greif, G.; Rodriguez, M.; Reyna-Bello, A.; Robello, C.; Alvarez-Valin, F. Kinetoplast Adaptations  in American Strains  from 

Trypanosoma Vivax. Mutat. Res. 2015, 773, 69–82. https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2015.01.008. 

50. Greif, G.; Rodriguez, M.; Bontempi, I.; Robello, C.; Alvarez-Valin, F. Different Kinetoplast Degradation Patterns in American 

Trypanosoma  Vivax  Strains:  Multiple  Independent  Origins  or  Fast  Evolution?  Genomics  2021,  113,  843–853. 

https://doi.org/10.1016/j.ygeno.2020.12.037. 

51. Nimmerjahn, F.; Lux, A.; Albert, H.; Woigk, M.; Lehmann, C.; Dudziak, D.; Smith, P.; Ravetch, J.V. FcγRIV Deletion Reveals Its 

Central  Role  for  IgG2a  and  IgG2b  Activity  in  Vivo.  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  2010,  107,  19396–19401. 

https://doi.org/10.1073/pnas.1014515107. 

52. Antoine-Moussiaux, N.; Büscher, P.; Desmecht, D. Host-Parasite Interactions in Trypanosomiasis: On the Way to an Antidisease 

Strategy. Infect. Immun. 2009, 77, 1276–1284. https://doi.org/10.1128/IAI.01185-08. 

53. Murray, M.; Morrison, W.I.; Whitelaw, D.D. Host Susceptibility to African Trypanosomiasis: Trypanotolerance. Adv. Parasitol. 

1982, 21, 1–68. https://doi.org/10.1016/s0065-308x(08)60274-2. 

54. Stijlemans, B.; Brys, L.; Korf, H.; Bieniasz-Krzywiec, P.; Sparkes, A.; Vansintjan, L.; Leng, L.; Vanbekbergen, N.; Mazzone, M.; 

Caljon, G.; et al. MIF-Mediated Hemodilution Promotes Pathogenic Anemia  in Experimental African Trypanosomosis. PLoS 

Pathog. 2016, 12, e1005862. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005862. 

55. Zabala, B.A.; Vázquez, M.E.; Barraza, D.E.; Mesías, A.C.; Ramos, F.; Uncos, A.; Marcipar,  I.S.; Acuña, L.; Pérez Brandán, C. 

Induction of Sustained Immunity Following Vaccination with Live Attenuated Trypanosoma Cruzi Parasites Combined with 

Saponin-Based Adjuvants. Biology 2025, 14, 1298. https://doi.org/10.3390/biology14091298. 

56. Radwanska, M.; Vereecke, N.; Deleeuw, V.; Pinto, J.; Magez, S. Salivarian Trypanosomosis: A Review of Parasites Involved, 

Their Global Distribution and Their Interaction With the Innate and Adaptive Mammalian Host Immune System. Front. Immu‐

nol. 2018, 9, 2253. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.02253. 

57. Lopez, R.; Demick, K.P.; Mansfield, J.M.; Paulnock, D.M. Type I IFNs Play a Role in Early Resistance, but Subsequent Suscepti-

bility, to the African Trypanosomes. J. Immunol. 2008, 181, 4908–4917. https://doi.org/10.4049/jimmunol.181.7.4908. 

58. Guilliams, M.; Oldenhove, G.; Noel, W.; Hérin, M.; Brys, L.; Loi, P.; Flamand, V.; Moser, M.; De Baetselier, P.; Beschin, A. African 

Trypanosomiasis: Naturally Occurring Regulatory T Cells Favor Trypanotolerance by Limiting Pathology Associated with Sus-

tained Type 1 Inflammation. J. Immunol. 2007, 179, 2748–2757. https://doi.org/10.4049/jimmunol.179.5.2748. 

59. Stijlemans, B.; Baral, T.N.; Guilliams, M.; Brys, L.; Korf, J.; Drennan, M.; Van Den Abbeele, J.; De Baetselier, P.; Magez, S. A 

Glycosylphosphatidylinositol-Based Treatment Alleviates Trypanosomiasis-Associated  Immunopathology.  J.  Immunol. 2007, 

179, 4003–4014. https://doi.org/10.4049/jimmunol.179.6.4003. 

60. Bakari, S.M.; Ofori, J.A.; Kusi, K.A.; Aning, G.K.; Awandare, G.A.; Carrington, M.; Gwira, T.M. Serum Biochemical Parameters 

and  Cytokine  Profiles Associated with Natural African  Trypanosome  Infections  in  Cattle.  Parasites  Vectors  2017,  10,  312. 

https://doi.org/10.1186/s13071-017-2255-9. 

61. Authié, E.; Duvallet, G.; Robertson, C.; Williams, D.J. Antibody Responses to a 33 kDa Cysteine Protease of Trypanosoma Con-

golense:  Relationship  to  “trypanotolerance”  in  Cattle.  Parasite  Immunol.  1993,  15,  465–474.  https://doi.org/10.1111/j.1365-

3024.1993.tb00632.x. 

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual 

author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury 

to people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content. 


