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RESUMEN 

El Trypanosoma theileri es un hemoparásito oportunista con amplia distribución global que 

afecta a bovinos, bufalinos y algunos animales silvestres produciendo infecciones crónicas que 

en ocasiones presentan síntomas que afectan a la producción pecuaria. En Ecuador hay reportes 

de T. theileri pero no estudios destinados específicamente a su método de diagnóstico eficaz, 

prevalencia, efecto ni características moleculares. El objetivo de este trabajo fue determinar la 

presencia y efecto de T. theileri en muestreos de diferentes lugares del país, primero por 

métodos parasitológicos y luego por métodos moleculares, evaluando el método de diagnóstico 

adecuado para proceder determinar la prevalencia y caracterización molecular. De los métodos 

de diagnóstico evaluados el más eficaz fue la PCR TthCATL que amplifica de forma parcial la 

cisteína similar a la catepsina. De los tres muestreos analizados solo se encontró T. theileri en el 

realizado en el camal de Santo Domingo de los Tsáchilas, con una prevalencia del 10.34%. 

Estadísticamente no se encontraron síntomas que se pudieran relacionar con el parásito. La 

caracterización molecular realizada por la amplificación de la región ITS dio un fragmento de 

∼700pb que difiere con otros reportados en África, pero siendo similar a los reportados en 

Ecuador.  Se concluye que la PCR TthCATL es la más efectiva para detectar T. theileri, 

recomendándose para su diagnóstico; que este parásito no producen signos clínicos y que 

difieren molecularmente de otros reportados, por lo que se recomienda su estudio filogenético. 

Palabras Clave:  

• TRYPANOSOMA THEILERI  

• PCR 

• ITS  

• CATEPSINA   



15 
 

ABSTRACT 

Trypanosoma theileri is an opportunistic haemoparasite with a wide global distribution that 

affects cattle, buffaloes and some wild animals, producing chronic infections that sometimes 

present symptoms that affect livestock production. In Ecuador there are reports of T. theileri but 

no studies specifically aimed at its effective diagnostic method, prevalence, effect, or molecular 

characteristics. The objective of this work was to determine the presence and effect of T. theileri 

in samplings from different parts of the country, first by parasitological methods and then by 

molecular methods, evaluating the appropriate diagnostic method to proceed to determine the 

prevalence and molecular characterization. Of the diagnostic methods evaluated, the most 

efficient was the TthCATL PCR, which partially amplifies cysteine similar to cathepsin. Of the three 

samplings analyzed, only T. theileri was found in the one carried out in the Santo Domingo de los 

Tsáchilas slaughterhouse, with a prevalence of 10.34%. Statistically, no symptoms were found 

that could be related to the parasite. The molecular characterization carried out by the 

amplification of the ITS region gave a fragment of ∼700bp that differs from others reported in 

Africa, but is similar to those reported in Ecuador. It is concluded that the TthCATL PCR is the most 

effective to detect T. theileri, being recommended for its diagnosis; that this parasite does not 

produce clinical signs and that they differ molecularly from others reported, so its phylogenetic 

study is recommended. 

Key words:  

• TRYPANOSOMA THEILERI  

• PCR 

• ITS  

• CATHEPSIN   
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CAPÍTULO I:  

INTRODUCCIÓN 

Formulación del problema 

La tripanosomosis animal es una enfermedad causada por una variedad de 

hemoparásitos pertenecientes al género Trypanosoma divididos en Stercoraria y Salivaria (Marc 

Desquesnes, 2004). Estos infectan a varios mamíferos incluyendo al hombre, produciendo fiebre 

y anemia además de una baja en la productividad en animales domésticos (Gonzatti et al., 

2014).  

Estos parásitos fueron descritos originalmente en el África subsahariana en donde usan 

moscas del género Glossina como vectores biológicos. En la actualidad se encuentran 

distribuidos en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo, incluyendo Latino 

América en donde usan moscas picadoras de los géneros Tabanus y Stomoxys como vectores 

mecánicos (OIE, 2019). Los tripanosomas de la sección Stercoraria se transmiten mediante el 

contacto de las heces del vector con una herida del animal (Reinhard Böse et al., 1987) y los de 

la sección Salivaria se transmiten mediante la saliva del vector durante la mordedura (Magez et 

al., 2021). Mientras que la región ya albergaba de forma natural varios tripanosomas de la 

sección Stercoraria, los de la sección Salivaria fueron introducidos de forma gradual mediante 

bovinos y otros animales infectados traídos por los españoles y portugueses durante la 

conquista, siendo descritos por primera vez en la Guyana Francesa en 1919 (Marc Desquesnes, 

2004). 

Trypanosoma theileri es un tripanosoma del subgénero Megatrypanum perteneciente a 

la sección Stercoraria y transmitido mediante tábanos como vector mecánico y cíclico en Latino 

América (Marc Desquesnes, 2004) y África (Keita et al., 2020), en donde también se ha 
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encontrado en moscas el género Glossina (Garcia et al., 2018); además existen estudios que 

demuestran a las garrapatas como potencial vector (Morzaria et al., 1986) (Latif et al., 2004). Es 

considerado un parásito cosmopolita (Marc Desquesnes, 2004) existiendo reportes de bovinos 

infectados en todo el mundo (Amato et al., 2019) (A. C. Rodrigues et al., 2003) (Villa et al., 2008) 

(Thompson et al., 2014) (Ybañez et al., 2013) (Seifi, 1995). Este parásito también ha sido 

reportado en la región como capaz de infectar búfalos (Marc Desquesnes, 2004) (A. C. Rodrigues 

et al., 2003) (García et al., 2006), además de otros animales salvajes como murciélagos (Jaimes-

Dueñez et al., 2020) (Ramírez et al., 2014) y ciervos (Orozco et al., 2020) (Hatama et al., 2007) 

(Fisher et al., 2013).      

En Ecuador existen previos reportes de T. theileri en bovinos provenientes de Santo 

Domingo y Manabí (Rodriguez, 2017) (Cholota et al., 2018), sin embargo, no existen reportes 

oficiales de T. theileri en el país por parte de la OIE, además de no contar con una correcta 

caracterización de los linajes filogenéticos de la especie ni realizarse pruebas de diagnóstico 

fiables para determinar la prevalencia en el país. 

Con estos antecedentes, la presente tesis busca aplicar pruebas moleculares para la 

identificación específica de Trypanosoma theilleri en diferentes zonas del país con previos 

reportes de enfermedades hemotrópicas, además de caracterizar las muestras positivas con 

pruebas moleculares para su posterior análisis.  

 

Justificación del problema 

A pesar de ser considerado comúnmente como un hemoparásito no patogénico (OIE, 

2019) existen casos documentados de tripanosomiasis asociada a T. theilleri (Seifi, 1995) en 

donde se puede presentar anemia (WARD et al., 1984) (Hajihassani et al., 2020), linfocitosis 
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(Cross et al., 1971) y pérdida de peso (Amato et al., 2019). Si bien en estos casos existen otros 

factores como coinfecciones con otros hemotrópicos (Villa et al., 2008) y malnutrición (Bittner 

et al., 2021) por lo que algunos autores consideran a T. theileri como un patógeno oportunista 

(Marc Desquesnes, 2004). 

 El rol de este parásito como patógeno no está del todo claro y su aparente no 

patogenicidad se puede deber a que por su alta prevalencia los animales se diagnostican en la 

fase crónica asintomática, pudiendo presentar signos clínicos en animales adultos normalmente 

no expuestos al parásito (Hajihassani et al., 2020). 

La presencia de Trypanosoma theileri en Ecuador ya ha sido confirmada en trabajos 

previos (Rodríguez, 2017) (Cholota et al., 2018) mediante pruebas moleculares genéricas para 

Trypanosoma spp. Sin embargo, en el país no se han realizado pruebas moleculares para el 

diagnóstico específico de este tripanosoma, existiendo este tipo de pruebas solo para la 

identificación de Trypanosoma vivax (Chávez-Larrea et al., 2021).  

Esto es un problema para el diagnóstico de T. theileri debido a que su baja parasistemia 

dificulta su diagnóstico mediante las pruebas parasitológicas (Marc Desquesnes, 2004) 

requiriéndose de cultivos para poder aislarlos e identificarlos por estas técnicas (Wells et al., 

1968). Por otro lado, las técnicas de diagnóstico molecular usando marcadores como las 

regiones espaciadores internas transcritas (ITS) y la cisteína similar a la catepsina (CatL) han 

demostrado ser eficaces para el diagnóstico de T. theileri (Cox et al., 2005) (Adriana C. Rodrigues 

et al., 2010) además de ser útiles para el análisis filogenético (Suganuma et al., 2019). El 

desarrollo e implementación de estas pruebas en el país es indispensable para establecer la 

prevalencia de T. theileri tanto en el ganado bovino como en la fauna salvaje, y poder 

caracterizar su linaje filogenético.   
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Objetivos de la Investigación 

Objetivo General 

Determinar la prevalencia de Trypanosoma theileri en bovinos provenientes de zonas 

con previos reportes de enfermedades hemotrópicas. 

Objetivo específico  

Analizar las muestras sanguíneas por pruebas directas parasitológicas para determinar 

la prevalencia de T. theileri. 

Estandarizar las pruebas de PCR para la detección de T. theileri en muestras bovinas de 

campo y de la sala de matanza. 

Determinar la prevalencia y caracterizar molecularmente T. theileri en los muestreos. 
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CAPITULO II:  

MARCO TEÓRICO 

 

Generalidades 

La tripanosomiasis animal es una enfermedad producida por una variedad de 

hemoparásitos del género Trypanosoma que causan anemia y, dependiendo de especie, afectan 

en mayor o menor medida a varios mamíferos incluyendo al ser humano. Fue descrita por 

primera vez en África, pero en la actualidad se encuentra distribuida en todas las regiones 

tropicales y subtropicales del mundo, siendo introducida a América Latina de forma paulatina 

por españoles y portugueses durante la conquista (Marc Desquesnes, 2004). Debido a la 

ausencia en la región de las moscas del género Glossina, su vector biológico, se adaptaron a las 

moscas Tabanus y Stomoxys como vector mecánico (OIE, 2019).   

El género Trypanosoma se divide en varios sub géneros agrupados en dos secciones, 

Stercoraria y Salivaria, dependiendo de si la transmisión se da mediante el contacto de las heces 

del vector con una herida del animal (Reinhard Böse et al., 1987) o mediante la saliva del vector 

durante la picadura (Magez et al., 2021), respectivamente. Las especies Trypanosoma vivax (sub 

género Duttonella), Trypanosoma evansi (sub género Trypanozoon) y Trypanosoma equiperdum 

(sub género Trypanozoon) pertenecen a la sección Salivaria, mientras que Trypanosoma cruzi 

(sub género Schizotrypanum), Trypanosoma ingens (sub género Megatrypanum) y Trypanosoma 

theileri (sub género Megatrypanum) a la sección Stercolaria (Marc Desquesnes, 2004). 

La tripanosomiasis afecta a animales silvestres y domésticos, infectando las especies T. 

vivax, T. evansi y T. cruzi a bovinos, ovinos y equinos, T. equiperdum a caballos, T. ingens a 

bovinos y T. cruzi a humanos (Marc Desquesnes, 2004). El T. theileri afecta principalmente a 



21 
 

bovinos y búfalos, existiendo reportes también en ciervos (Orozco et al., 2020) y murciélagos 

silvestres (Jaimes-Dueñez et al., 2020). Todas estas especies son de importancia económica 

debido a que afectan a la producción pecuaria (Dávila & Silva, 2000). 

 

Clasificación y filogenia de Trypanosoma theileri 

El T. theileri es un protozoario que pertenece al sub género Megatrypanum y a la 

sección Stercoraria. Junto a los demás miembros del género Trypanosoma se encuentran en la 

familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida y filo Sarcomastigophora (Marc Desquesnes, 

2004). La taxonomía de T. theileri se explica detalladamente en la Tabla 1. 

Tabla 1 

Clasificación taxonómica de Trypanosoma theileri. 

Dominio Eukaryota 

Subreino Protozoa 

Filo Sarcomastigophora 

Subfilo Mastigophora 

Clase Zoomastigophorea 

Orden Kinetoplastida 

Sub orden Trypanosomatina 

Familia Trypanosomatidae 

Género Trypanosoma 

Sub género Megatrypanum 

Especie T. (M.) theileri 

Nota: Obtenido de (Marc Desquesnes, 2004). 

Dentro de los T. theileri existen varios genotipos que se agrupan principalmente en dos 

linajes filogenéticos con fuerte divergencia entre ellos, el TthI y ThtII (A. C. Rodrigues et al., 
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2010). Dentro del linaje TthI se han reportado tres genotipos IA, IB y IC, mientras que en el linaje 

TthII se reportan seis que corresponden a los genotipos IIA, IIB, IIC, IID, IIE y IIF (Suganuma et al., 

2019). En algunos lugares se han reportado la presencia alto polimorfismo sugiriendo la 

posibilidad de otros genotipos no estudiados (Garcia, Kamyingkird, et al., 2011).  

 

Morfología Trypanosoma theileri 

Es un parásito unicelular flagelado que se distingue de los demás tripanosomas por su 

gran tamaño, con una longitud de 69 – 109 µm, ancho de 1.4 – 5 µm y un flagelo libre de 4 – 26 

µm. Posee una membrana ondulante bien desarrollada y su parte trasera es rígida con forma de 

punta. Su kinetoplasto tiene un tamaño de 1.1 µm y se encuentra ubicado lejos de la porción 

trasera cónica del parásito, tiene un alto índice de kinetoplasto es de 2.5 – 5.8 y un índice 

nuclear un poco mayor de 1 (Marc Desquesnes, 2004).  

Figura 1 

Tinción en Giemsa de Trypanosoma theileri.  

 

Nota: Recuperado de (Suganuma et al., 2019). 
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Ciclo biológico y desarrollo de Trypanosoma theileri 

Se puede transmitir de forma mecánica, cíclica, transplacentaria e iatrogénica, aunque 

por su generalmente baja parasistemia la transmisión puramente mecánica e iatrogénica es 

complicada pero no imposible (Marc Desquesnes, 2004). El principal vector de T. theileri son las 

moscas de la familia Tabanidae (R. Böse et al., 1987), pero también se ha encontrado en moscas 

del género Glossina (Garcia et al., 2018), garrapatas (Latif et al., 2004) y murciélagos (Jaimes-

Dueñez et al., 2020). La gran distribución del tábano en el mundo (Coscarón & Papavero, 2009) 

contribuye a la prevalencia y carácter cosmopolita del T. theileri.  

La transmisión cíclica del T. theileri dentro de los tábanos se da primero con las formas 

adultas de trypomastigotes que se encuentran en la sangre del bovino transformándose a 

epimastigotes en el intestino medio del tábano, estas realizan fisión binaria para dar lugar a los 

formas intermedias de trypomastigotes que luego se transforman en metatrypanosomas, la 

forma infectiva encontrada en los intestinos y heces de los tábanos (Marc Desquesnes, 2004) 

(Reinhard Böse & Heister, 1993). La transmisión al bovino se da por contacto de las heces con 

las heridas causadas por el tábano o la mucosa oral (R. Böse et al., 1987). 

Existe poca información del desarrollo de T. theileri dentro del hospedero, conociéndose 

principalmente la existencia epimastigotes y trypomastigores en sangre periférica. La existencia 

de una fase intracelular en los amastigores se ha confirmado mediante cultivos celulares, 

mostrando capacidad de infectar tanto células fagocitarias como no fagocitarias (Lee et al., 

2013).  
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Figura 2 

Desarrollo de Trypanosoma theileri en los tábanos.  

 

Nota: 11. Trypomastigote en sangre bovina. 12-14. Fases de epimastigote en el intestino medio 

del tábano del primer al tercer día despuesta de la infección. 15. Epimastigote en el intestino 

medio y grueso al cuarto día. 16. Fase de epimastigote en el intestino grueso al quinto día. 17-

21. Fases meta cíclicas del sexto al décimo día. 21. División. Recuperado de (Reinhard Böse & 

Heister, 1993). 

 

Fisiología de Trypanosoma theileri 

El metabolismo energético de T. theileri consiste en la degradación de carbohidratos por 

glicolisis con acetato y succinato como productos finales, y presenta una cadena respiratoria con 
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citocromos, además carece de una catabolismo de aminoácidos para producción de energía 

(Van Hellemond et al., 2007).  

Estudios en el genoma de T. theileri realizados por (Kelly et al., 2017) encontraron genes 

que permiten inferir características fisiológicas: 

• Familias de genes codificadores de invertasas predichas a anclarse en la superficie 

celular, por lo que se cree que pueda degradar la sacarosa del medio para obtener 

glucosa.  

• Genes de proteínas AGO 1, DCL1, DCL2, RIF4 y RIF5, que indican la presencia de 

silenciamiento de genes por ARN interferente (ARNi).  

• Genes AMPK, proteínas quinasas YAK, proteína fosfatasa 1 y un ortólogo de la 

proteína de unión al ARN TbRBP7, lo que podría indicar crecimiento dependiente a 

la densidad o capacidad de quiescencia celular.   

• Genes SPO11, MND1, HOP1 y DMC1 exclusivos y necesarios para la meiosis por lo 

que realizaría intercambio meiótico.  

 

Sintomatología de Trypanosoma theileri 

El T. theileri es generalmente considerado como un parásito no patogénico (OIE, 2019) o 

como un parásito oportunista en presencia de otros microorganismos incluyendo otras especies 

de tripanosomas (Villa et al., 2008) (Marc Desquesnes, 2004), siendo también relacionado a 

casos de malnutrición con deficiencia de nutrientes (Bittner et al., 2021). Debido a esto puede 

estar presente en el bovino de forma crónica y asintomática, lo que junto a su baja parasistemia 

dificulta su detección y facilita su diseminación.  
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Sin embargo, existen reportes de tripanosomiasis con signos clínicos causada 

exclusivamente por T. theileri, en los que se ha descrito leucocitosis (Cross et al., 1971), anemia, 

fiebre y pérdida de peso (Hajihassani et al., 2020) (Seifi, 1995) (Bittner et al., 2021), y una 

presencia del parásito en médula ósea, cerebro, ganglios linfáticos pulmonares, bazo, testículo 

(Amato et al., 2019) y líquido peritoneal (Sood et al., 2011). Otros estudios han relacionado la 

tripanosomiasis causada por T. theileri con una baja de producción en vacas lecheras y muerte 

fetal (WARD et al., 1984). Estos reportes de bovinos con signos clínicos asociado a T. theileri 

podría indicar que su rol como patógeno aún no se encuentra del todo claro y debe ser más 

estudiado.  

 

Mecanismo de evasión del sistema inmune 

Las infecciones crónicas causadas por tripanosomas indican que estos poseen algún 

mecanismo para evitar al sistema inmune. A diferencia de otros tripanosomas se desconoce el 

mecanismo utilizado por T. theileri para evadir la respuesta inmunitaria. Estudios genómicos y 

transcriptómicos realizados por (Kelly et al., 2017) encontraron que T. theileri carece de los 

genes de la glucoproteína de superficie variante (VSG) que es principal mecanismo de evasión 

antigénica usado por los tripanosomas africanos (Schwede & Carrington, 2010), además de 

contener pocas copias de amastinas y de proteasas de superficie mayor (MSP) que son 

características de Leishmania sp. (Urban et al., 2011).   

(Kelly et al., 2017) encontraron en T. theileri cuatro nuevos grandes ortogrupos de genes 

denominados proteínas de superficie putativa de T. theileri (TTPSP) que codifican polipéptidos 

con secuencias de señales N-terminales putativas conservadas y de sitios C-terminales para 

anclaje por glicosilfosfatidilinositol (GPI). Se especula la posibilidad de que las TTPSP se 
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relacionen con proteínas similares a las mucinas de T. cruzi (Urban et al., 2011) y que formen 

junto a las MSP una capa densamente empaquetada que permita degradar inmunoglobulinas y 

componentes del complemento, lo que permitiría eludir el reconocimiento inmunitario (Kelly et 

al., 2017). 

 

Marcadores moleculares 

Dentro del género Trypanosoma existen varios marcadores moleculares que se han 

utilizado para su identificación, caracterización y análisis filogenético. Los principales 

marcadores moleculares son las secuencias que conforman el ADN ribosómico (ADNr) y el gen 

que codifica a la enzima similar a la catepsina (CatL), siendo estos los más usados para el 

diagnóstico y caracterización molecular en T. theileri.  

Las secuencias del ADNr fueron de las primeras utilizadas como marcadores moleculares 

en el estudio de los tripanosomas, esto debido a su alto número de copias. El ADNr consta de las 

secuencias 18S del ARN ribosomal (ARNr) que conforma la subunidad ribosomal pequeña (SSU), 

la 5.8S y 28S del ARNr que forman parte de la subunidad ribosomal grande (LSU) y dos 

espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) (Hernandez et al., 1993). El ITS1 fuer el primer 

marcador utilizado para la identificación molecular de T. theileri (M Desquesnes et al., 2001), 

mientras que los marcadores 18S e ITS1 fueron los primeros utilizados para su análisis 

filogenético, en donde se evidenció la presencia de varios linajes dentro de la especie (A. C. 

Rodrigues et al., 2006). Los marcadores ITS1, 5.8S e ITS2 también se utilizan en conjunto, lo que 

también se conoce como la región ITS completa, siendo empleados tanto en identificación 

molecular (Cox et al., 2005) como en análisis filogenéticos (Suganuma et al., 2019).  
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Figura 3 

Estructura del ADN ribosomal con sus marcadores moleculares.  

 

Nota: Según (Cox et al., 2005). 

La CatL son cisteína proteasas indispensables para la supervivencia y desarrollo de los 

tripanosomas, siendo necesarias para la infectividad, hidrolisis de proteínas y evasión de la 

respuesta inmunitaria (Siqueira-Neto et al., 2018). Existen múltiples copias de los genes CatL 

dentro de los tripanosomas, donde dependiendo de la especie se organizados en largos arreglos 

en tándem o en cúmulos localizados en varios cromosomas (Caffrey & Steverding, 2009). El 

dominio catalítico de la CatL es el principal blanco como marcador molecular, esto debido a que 

está ligado a su funcionamiento y estructura razón por la cual es una secuencia conservada 

(Berti & Storer, 1995). Esto junto a su alto número de copias hacen de la CatL un marcador 

molecular ideal para la identificación y análisis filogenético de los tripanosomas, incluido el T. 

theileri donde se ha utilizado para caracterizar los diferentes genotipos (Adriana C. Rodrigues et 

al., 2010) (Suganuma et al., 2019).  

 

 

 

 



29 
 

Figura 4 

Alineamiento aminoacídico de la CatL, se observa los diferentes polimorfismos y secuencias 

conservadas en los genotipos de Trypanosomas theileri y los demás tripanosomas.  

 

Nota: Recuperado de (Adriana C. Rodrigues et al., 2010). 

Finalmente está el marcador molecular Tth625, que es un amplicón de 500pb obtenido 

por (A. C. Rodrigues et al., 2003) mediante amplificación aleatoria de ADN polimórfico para la 

identificación de T. theileri y que también se utiliza para su caracterización molecular (Suganuma 

et al., 2019). 

Otros marcadores moleculares incluyen el líder de empalme (SL) o mini exón (A. C. 

Rodrigues et al., 2010) usado al principio para la identificación de tripanosomas (Gibson et al., 

2000), los genes de la proteína de shock térmico de (hsp70) (Fraga et al., 2016), del citocromo b 



30 
 

(Garcia, Rodrigues, et al., 2011) y del gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa glicosomal 

(gGAPDH) (Pacheco et al., 2018), que se utilizan en estudios de diversidad genética.  

 

Métodos de diagnóstico 

El diagnóstico clínico de la tripanosomiasis animal es complicado debido a que su 

síntomas se asemejan a los provocados por varios hemotrópicos u otras enfermedades, razón 

por la cual las pruebas de diagnóstico son necesario para confirmar cualquier sospecha (Marc 

Desquesnes, 2004). Esto tiene especial importancia en el caso de Trypanosoma theileri debido a 

que generalmente no presenta sintomatología. Existen varias pruebas de diagnóstico con 

diferente sensibilidad, especificidad, coste y aplicabilidad, debiéndose escoger la prueba de 

acuerdo a las necesidades (OIE, 2019).  

Parasitológicos 

Durante mucho tiempo fueron consideradas el “Gold Standar” para la identificación de 

tripanosomas, permitiendo diferenciar entre varias especies por su morfología, sin embargo 

presentan problemas de sensibilidad (H. K. Auty et al., 2015). El T. theileri es especialmente 

difícil de identificar debido a su baja su parasistema (Marc Desquesnes, 2004), sin embargo es 

fácil de diferenciar de otras especies de tripanosoma por su tamaño (OIE, 2019). 

Visualización directa. Consiste en la visualización de una muestra de material biológico 

en microscopio, siendo la más común sangre que se debe observar fresca con un tiempo 

máximo de 4 horas. Se pueden usar frotis sanguíneos fijados con etanol y teñidos con Giemsa 

para ser visualizados en microscopios a 1000 X (Marc Desquesnes, 2004).  

Existen técnicas de concentración de parásitos que mejoran la sensibilidad de la 

visualización directa (OIE, 2019). 
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Prueba Woo. Es una técnica de concentración de parásitos que consiste en la 

centrifugación de un microcapilar con sangre para separar sus diferentes componentes. Los 

tripanosomas quedan concentrado en la capa leucocítica del hematocrito, que se encuentra 

entre el plasma y los glóbulos rojos, lo que facilita su visualización en un microscopio (Woo, 

1970).  

El microcapilar se puede cortar para visualizar la capa leucocítica sobre un porta objetos 

en un microscopio de campo oscuro, lo que facilita visualizar el tripanosoma (OIE, 2019).  

Cultivos de parásitos. Existen varios protocolos para el cultivo in vitro de tripanosomas, 

con resultados irregulares dependiendo de la especie (Marc Desquesnes, 2004). Sin embargo, el 

cultivo in vitro ha demostrado ser exitoso para el diagnóstico de T. theileri (Wells, 1971), siendo 

una solución a su baja parasistema y mostrando una sensibilidad de hasta el 100% (Marc 

Desquesnes, 2004). Debido a la necesidad de equipamiento especifico, tiempo de cultivo y uso 

de un kit de purificación, el cultivo in vitro no se recomienda para el diagnóstico de 

tripanosomas en general (OIE, 2019). 

El cultivo in vitro de T. theileri se puede realizar tanto solo en medio de cultivo (Wells et 

al., 1968) como en un co-cultivo celular de riñón bovino Madin – Darby (MDBK) (Suganuma et 

al., 2019). 
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Tabla 2 

Componentes para 1 litro de medio para cultivo in vitro de Trypanosoma theileri.  

Reactivo Cantidad 

Base de agar sangre 32 g  

Dextrosa 1.5 g 

Agua destilada 800 mL 

Sangre de caballo 200 mL 

Nota: Recuperado de (Wells et al., 1968) 

Serológicos 

Estas pruebas se basan en la detección de la respuesta inmunitaria al tripanosoma, 

siendo las principales pruebas la inmunofluorescencia indirecta y ELISA para la detección de 

anticuerpos (OIE, 2019). Debido a que la parasistemia de los tripanosomas varía, el uso de las 

pruebas serológicas se presenta como una herramienta útil (H. K. Auty et al., 2015) y aunque no 

son capaces de diferenciar si la infección está activa o tomó lugar en el pasado, son importantes 

para estudios epidemiológicos y cálculo de la prevalencia (Marc Desquesnes, 2004). 

Dentro de los principales antígenos utilizados para la detección de tripanosomas se 

encuentra la VSG debido a su alta inmunogenicidad y expresión, pero su aplicabilidad como 

herramienta de diagnóstico es limitada por su variabilidad (H. K. Auty et al., 2015) y ausencia en 

ciertos tripanosomas, como es en el caso de T. theileri.  

La mayoría de las pruebas de ELISA se han desarrollado para la detección de los 

tripanosomas considerados como patogénicos, razón por la cual no detectan a T. theileri 

teniendo una alta especificidad para esto (Marc Desquesnes, 2004). Sin embargo, si se han 
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desarrollado pruebas ELISA para el diagnóstico específico de T. theileri, pero con resultados 

mixtos (Townsend et al., 1982). 

Moleculares 

Estas pruebas se basan en la detección del ADN del parásito, usando para esto 

principalmente los marcadores moleculares al permitir una identificación específica. Los 

principales marcadores moleculares utilizados para el diagnóstico de tripanosomas son el 18S, 

ITS1 y CatL (M. Desquesnes & Dávila, 2002) (Lima et al., 1994). Las principales pruebas 

moleculares utilizadas en el diagnóstico de tripanosomas son la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) y la amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD) (M. Desquesnes & 

Dávila, 2002). La prueba más utilizada es la PCR por su alta sensibilidad y especificidad (Marc 

Desquesnes, 2004), sin embargo, presenta la desventaja de requerir equipo especializado y no 

poder ser realizado en campo (Magez & Radwanska, 2009). Las pruebas de amplificación hizo 

térmica mediada por bucle (LAMP) se presentan como una alternativa eficiente para el 

diagnóstico molecular en campo (H. K. Auty et al., 2015).  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Esta prueba consiste la amplificación 

específica de un fragmento de ADN, requiriendo para esto una mezcla de ADN, Taq polimerasa, 

ácidos de fosfato desoxirribonucleico (dNTP), un buffer de reacción y uno o más pares de 

oligonucleótidos (primers) que flanquean el fragmento a amplificar. La mezcla se somete a tres 

ciclos térmicos (Marc Desquesnes, 2004): 

• Desnaturalización: Se usa una temperatura alta para separar las hebras de ADN 

presentes en la mezcla. 

• Hibridación: Se usa una temperatura específica de acuerdo al primer para que se 

una a las hebras de ADN.  
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• Extensión: Se usa la temperatura de funcionamiento de la Taq polimerasa para 

polimerizar el fragmento dentro del par de primers.    

El tamaño del fragmento obtenido se comprueba mediante una electroforesis en gel de 

agarosa teñido con bromuro de etidio y se observan bajo luz UV, sin embargo, el tamaño de los 

fragmentos no siempre es fiable (OIE, 2019). 

Una variación de la prueba PCR convencional es la PCR anidada, esta consiste en dos 

reacciones, en la primera se usa un par de primers externos al marcador molecular, mientras 

que en la segunda se usan los primers que amplifican el fragmento deseado. Esta prueba se usa 

cuando existen problemas de especificidad con los primers y puede mejorar la sensibilidad del 

diagnóstico (M. Desquesnes & Dávila, 2002).  

A pesar de su alta sensibilidad, es posible obtener falsos negativos con pruebas PCR 

cuando la parasistemia en sangre es menor a un tripanosoma por mL o si los primers utilizados 

son muy específicos, lo que evita la detección de ciertas cepas que tienen variación en sus 

marcadores moleculares (OIE, 2019).  

Existen varias pruebas PCR para el diagnóstico específico de T. theileri. 

• Tth625-PCR (A. C. Rodrigues et al., 2003): Es una prueba de PCR convencional que 

utiliza los primers Tth625a y Tth625b, obteniendo un amplicón de 500pb. Esta 

prueba se desarrolló a partir de una prueba RAPD que mostraba especificidad para 

el diagnóstico de T. theileri, tanto para los tripanosomas de ganado bovino como 

bufalino.  

• ITS anidado (Cox et al., 2005): Es una prueba de PCR anidada que utiliza dos pares 

de primers que amplifican la región ITS, a pesar de amplificar varias especies de 

tripanosomas, permite diferenciar a T. theileri al presentar un amplicón de ∼900 pb. 
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Esta prueba tiene como marcador molecular la región completa ITS, siendo los 

primers externos complementarios a 18S y 28S, mientras que los internos amplifican 

los marcadores ITS1, 5.8S e ITS2.  

• PCR-TthCATL (Adriana C. Rodrigues et al., 2010): Es una prueba de PCR convencional 

que utiliza los primers TthCATL1 y DTO155, obteniendo un amplicón de ∼273 pb. 

Esta prueba tiene como marcador molecular el gen de CatL, desarrollándose a partir 

del PCR genérico para tripanosoma que amplifica los dominios catalíticos parciales 

de CatL usando los primers DTO 154 y DTO 155 (Lima et al., 1994). El primer 

TthCATL1 se desarrolló para amplificar de forma selectiva a T. theileri usando 

secuencia en la CatL que no se encuentran en los demás tripanosomas.  

 

Hipótesis 

Las pruebas moleculares PCR permiten un diagnóstico específico de Trypanosoma 

theileri en las zonas con previos reportes de enfermedades hemotrópicas. 

  



36 
 

CAPITULO III:  

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Participantes 

El presente proyecto de investigación fue realizado con el apoyo del grupo de 

investigación BruTryp financiado por del ARES de Bélgica, el laboratorio de Biología Molecular 

de la Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE Sede Santo Domingo y el laboratorio de 

Biotecnología de la Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE. Contó también con el apoyo de 

la Agencia de Regulación y Control Fito y Zoosanitario Agrocalidad. 

La investigación fue realizada por el señor Jorge Isaac Cueva Villavicencio, con el 

asesoramiento científico y técnico del Dr. Armando Reyna Ph.D, docente investigador de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE Sede Santo Domingo, Dr. Jorge Ron Ph.D, docente 

investigador de la Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE IASA I, y la Ing. Cristina Cholota, 

técnico del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE.   

 

Fase de campo 

Durante los meses de Febrero y Marzo se recolectaron un total de 135 muestras de 

ganado bovino en el camal EP Mancomunada Trópico Húmedo, cantón Santo Domingo, 

provincia Santo Domingo de los Tsáchilas. En el mes de Junio se realizó otro muestreo en varias 

fincas de la parroquia Chontapunta, cantón Tena, provincia de Napo, debido a un reporte de 

Trypanosoma spp. por parte de Agrocalidad, obteniéndose 46 muestras. Finalmente 26 

muestras recolectadas el mismo mes en la parroquia Tonchinque, cantón Atacames, provincia 
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de Esmeraldas, fueron proporcionadas por Agrocalidad para realizar el diagnóstico debido a 

sospecha de hemotrópicos en los animales.   

Recolección de muestras 

Las muestras de sangre bovina en los predios ganaderos se recolectaron en tubos de 

EDTA mediante punción de la vena coccígea llenando un aproximado del 70% del tubo. Se revisó 

previamente la temperatura del animal y otros síntomas de enfermedades hemotrópicas. Las 

muestras del camal se recolectaron directamente del animal sacrificado.  

 

Fase de laboratorio 

Del total de 207 muestras, a 181 provenientes de los muestreos de Santo Domingo y el 

Tena se le realizaron pruebas parasitológicas para determinar la presencia de Trypanosoma spp. 

A las muestras proporcionas por Agrocalidad no se le realizaron pruebas parasitológicas. 

Pruebas parasitológicas 

Se realizó una prueba de hematocrito para determinar la presencia de anemia en los 

animales centrifugando un microcapilar con aproximadamente 75 uL de sangre fresca a 13 000 

rpm por 3 minutos. Posteriormente se realizó una prueba de Woo visualizando la capa 

leucocítica del microcapilar en un microscopio con aumento de 20X para identificar la presencia 

de Trypanosoma spp. en la muestra de sangre (Woo, 1970). Finalmente se realizó un frotis 

sanguíneo y tinción con Giensa con 5 uL de muestra para permitir la visualización en el 

microscopio de las células y de las estructuras de Trypanosoma spp. en la muestra de sangre 

(Marc Desquesnes, 2004). La cuantificación de los leucocitos en el campo visual se realizó para 

determinar la presencia de leucitosis en las muestras, además de comprobarse la presencia de 

otros hemotrópicos. 
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Extracción de ADN a partir de las muestras de sangre 

La extracción se realizó mediante un método casero de salting – out descrito por (Riera 

et al., 2010). 

Procedimiento de extracción de ADN a partir de sangre completa: 

1. 500 uL de sangre completa. 

2. 540 uL de Buffer GR. 

3. Centrifugar por 3 minutos a 13000 rpm y descartar sobrenadante. 

a. Repetir los pasos 2 y 3 dos veces. 

4. 80 uL de Buffer GB. 

5. 20 uL de proteinasa K (20mg/mL). 

6. 6 uL de SDS al 20% y homogenizar. 

7. Incubar por 2 horas a 57 °C con agitación a 1000 rpm (agitación opcional). 

8. Dejar enfriar a temperatura ambiente. 

9. 50 uL de acetato de potasio 3M y homogenizar. 

10. Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm y trasvasar el sobrenadante 

a. Repetir los pasos 9 y 10. 

11. 600 uL de etanol absoluto a -20°C e incubar por 20 minutos a -20°C. 

12. Se puede dejar la muestra over night. 

13. Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante. 

14. Lavar el pellet con 100 uL de etanol al 70%. 

15. Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm y descartar sobrenadante.  

16. Dejar secar a 37 °C. 

17. Resuspender en 50 uL de Buffer TE. 

18. Almacenar en congelación a -20°C. 
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La calidad del ADN extraído se evaluó en una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% 

(p/v) con bromuro de etidio, corridos a 100 V durante 45 minutos.  

Selección del método de diagnóstico apropiado 

Las muestras consideradas como sospechosas a T. theilleri mediante pruebas 

parasitológicas fueron evaluadas con diferentes protocolos de PCR reportados como capaces de 

amplificar T. theilleri.  

Los protocolos evaluados fueron: 

Amplificación especifica de género por PCR convencional de la secuencia 

correspondiente al dominio catalítico parcial de la cisteína similar a catepsina (PCR-cdCatL) 

(Lima et al., 1994), reportado por (Adriana C. Rodrigues et al., 2010) como capaz de amplificar T. 

theilleri. Se utilizó como control positivo un plásmido con la secuencia del dominio catalítico 

parcial de T. vivax, donado por el laboratorio de Biotecnología de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas – ESPE. 

Tabla 3 

Primers usados en la PCR-cdCatL para Trypanosoma spp.  

Primer Secuencia 

DTO154 5’ - ACA GAA TTC CAG GGC CAA TGC GGC TCG TGC TGG - 3’ 

DTO155 5’ - TTA AAG CTT CCA CGA GTT CTT GAT CCA GTA - 3’ 

Nota: Recuperado de (Cortez et al., 2009) 
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Tabla 4 

Reactivos utilizados para la PCR-cdCatL. 

Reactivos Stock Concentración final Volumen  

H2O N/A - 18.30 uL 

Buffer 10 X 1 X 2.50 uL 

P DTO154 10 uM/uL 0.50 uM/uL 1.25 uL 

P DTO155 10 uM/uL 0.50 uM/uL 1.25 uL 

MgCl2 20 mM/uL 2 mM/uL - 

dNTP 10 uM/uL 0.2 uM/uL 0.50 uL 

Taq 5 U/uL 1 U 0.20 uL 

ADN - - 1 uL 

Total   25 uL 

Nota: P: Primer; MgCl2: Cloruro de magnesio; dNTP: Desoxinuleotidos; Taq: Taq Polimerasa; 

uM: Micromolar; uL: mMcrolitro; mM: Milimolar; U: Unidades.  

Tabla 5  

Condiciones de reacción para PCR-cdCatL. 

Ciclo Proceso Temperatura  Tiempo 

1 Desnaturalización inicial 94 °C 5 min 

35 

Desnaturalización 94 °C 0.5 min 

Hibridación 62 °C 0.5 min 

Extensión 72 °C 1 min 

1 Extensión final 72 °C 10 min 

- Mantenimiento 20 °C - 

Nota: °C: Grados centígrados; min: Minutos. Según (Cortez et al., 2009). 

Los productos de la PCR-cdCatL se observaron en un gel de agarosa al 2% (p/v) con 

bromuro de etidio, corrido a 100V durante 45 minutos.  
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Amplificación específica de género por PCR anidado de la secuencia completa de ITS 

(PCR anidada-ITS), reportado por (Cox et al., 2005) como capaz de identificar T. theilleri por el 

tamaño del amplicón. Se utilizó como control positivo un plásmido con la secuencia de la región 

ITS completada de T. evansi, donado por el laboratorio de Biotecnología de la Universidad de las 

Fuerzas Armadas – ESPE. 

Tabla 6  

Primers usados en la PCR anidada-ITS para Trypanosoma spp. 

Primer Secuencia 

ITS 1 5’ - GAT TAC GTC CCT GCC ATT TG - 3’ 

ITS 2 5’ - TTG TTC GCT ATC GGT CTT - 3’ 

ITS 3 5’ - GGA AGC AAA AGT CGT AAC AAG G - 3’ 

ITS 4 5’ - TGT TTT CTT TTC CTC CGC TG - 3’ 

Nota: Recuperado de (Cox et al., 2005). 

Tabla 7  

Reactivos utilizados para la PCR anidada-ITS. 

Reactivos Stock Concentración final Volumen  

H2O N/A - 15.75 uL 

Buffer 10 X 1 X 2.50 uL 

P ITS 1/3 10 uM/uL 1 uM/uL 2.50 uL 

P ITS 2/4 10 uM/uL 1 uM/uL 2.50 uL 

MgCl2 20 mM/uL 2 mM/uL - 

dNTP 10 uM/uL 0.2 uM/uL 0.50 uL 

Taq 5 U/uL 1,25 U 0.25 uL 

ADN - - 1 uL 

Total   25 uL 
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Nota: P: Primer; MgCl2: Cloruro de magnesio; dNTP: Desoxinuleotidos; Taq: Taq Polimerasa; 

uM: Micromolar; uL: mMcrolitro; mM: Milimolar; U: Unidades. 

Tabla 8  

Condiciones de reacción para PCR anidada-ITS. 

Ciclo Proceso Temperatura  Tiempo 

1 Desnaturalización inicial 95 °C 7 min 

35 

Desnaturalización 94 °C 1 min 

Hibridación 55 °C 1 min 

Extensión 72 °C 2 min 

1 Extensión final 72 °C 10 min 

- Mantenimiento 4 °C - 

Nota: °C: Grados centígrados; min: Minutos. Recuperado de (Cox et al., 2005). 

Los productos de la PCR anidada-ITS se observaron en un gel de agarosa al 1,5% (p/v) 

con bromuro de etidio, corrido a 100V durante 45 minutos.  

Amplificación específica de especie por PCR convencional de la secuencia 

correspondiente a la cisteína similar a catepsina (PCR-TthCATL), reportado por (Adriana C. 

Rodrigues et al., 2010) como capaz de identificar T. theilleri de forma específica. No se contó con 

un plásmido para utilizar como control positivo de este PCR, se utilizó la muestra de referencia 

sospechosa a T. theileri.  
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Tabla 9  

Primers usados en la PCR-TthCATL para Trypanosoma theilleri 

Primer Secuencia 

TthCATL1 5’ - CGT CTC TGG CTC CGG TCA AAC - 3’ 

DTO155 5’ - TTA AAG CTT CCA CGA GTT CTT GAT CCA GTA - 3’ 

Nota: Recuperado de (Adriana C. Rodrigues et al., 2010). 

Tabla 10  

Reactivos utilizados para la PCR-TthCATL. 

Reactivos Stock Concentración final Volumen  

H2O N/A - 18.30 uL 

Buffer 10 X 1 X 2.50 uL 

P TthCATL1 10 uM/uL 0.50 uM/uL 1.25 uL 

P DTO155 10 uM/uL 0.50 uM/uL 1.25 uL 

MgCl2 20 mM/uL 2 mM/uL - 

dNTP 10 uM/uL 0.2 uM/uL 0.50 uL 

Taq 5 U/uL 1 U 0.20 uL 

ADN - - 1 uL 

Total   25 uL 

Nota: P: Primer; MgCl2: Cloruro de magnesio; dNTP: Desoxinuleotidos; Taq: Taq Polimerasa; 

uM: Micromolar; uL: mMcrolitro; mM: Milimolar; U: Unidades. 
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Tabla 11  

Condiciones de reacción para PCR-TthCATL. 

Ciclo Proceso Temperatura  Tiempo 

1 Desnaturalización inicial 95 °C 1 min 

35 

Desnaturalización 94 °C 1 min 

Hibridación 65 °C 1 min 

Extensión 72 °C 1 min 

1 Extensión final 72 °C 10 min 

- Mantenimiento 4 °C - 

Nota: °C: Grados centígrados; min: Minutos. Recuperado de (Adriana C. Rodrigues et al., 2010). 

Los productos de la PCR-TthCATL se observaron en un gel de agarosa al 3% (p/v) con 

bromuro de etidio, corrido a 100V durante 45 minutos.  

Los mix de reacción PCR se realizaron con Buffer de reacción PCR y Taq Polimerasa de 

abm© y mix de dNTP de LAROVA©. Las condiciones de reacción se llevaron a cabo en un 

termociclador PRIME Thermal modelo 3PRIMEBASE.   

Diagnóstico de Trypanosoma theilleri en los muestreos 

Para el diagnóstico de T. theilleri se utilizó el protocolo PCR capaz de amplificar las 

muestras diagnosticadas mediante pruebas parasitológicas como sospechosas a T. theilleri. Las 

207 muestras fueron evaluadas y se calculó la prevalencia del hemoparásito en cada uno de los 

muestreos.  

𝑃𝑟𝑒𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =  
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑜𝑠

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑜
 

 

 



45 
 

Caracterización molecular por PCR anidada ITS 

Para la caracterización molecular se amplificó la región completa ITS, que incluye las 

regiones ITS1, 5.8 S e ITS2; según el protocolo de PCR anidado descrito por (Cox et al., 2005). Se 

utilizaron los primers para el PCR anidado ITS descritos en la Tabla 6. El mix de reacción y las 

condiciones de amplificación son los descritos en la Tabla 7 y Tabla 8, respectivamente. 

 

Análisis estadístico 

Se realizó un análisis estadístico en los muestreos con prevalencia de T. theileri para 

determinar el efecto del parásito en los bovinos. El análisis de datos se realizó en el software R 

versión 4.0.3. Los datos cuantitativos se analizaron usando una prueba T – Student o una prueba 

U de Mann-Whitney dependiendo de la normalidad de los datos de acuerdo a la prueba de 

Shapiro–Wilk. Los datos cualitativos se analizaron usando una prueba de Chi Cuadrado. Se 

consideraron las diferencias como significativas con un P < 0.05. Los gráficos se realizaron con el 

programa GraphPad Prism versión 8.0.1.  
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CAPITULO IV:  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Pruebas parasitológicas 

De las 135 muestras tomadas en el camal EP Mancomunada Trópico Húmedo de Santo 

Domingo, 20 presentaban un hematocrito menor a 24 lo que se considera como anemia 

(Radostits et al., 2006), con una muestra (2021 - 017) positiva a Woo y sospechosa a T. theilleri 

al comparar su tamaño con el de los glóbulos rojos (Anexo 1). Se puede tener certeza de que es 

T. theileri pues su tamaño es mucho mayor al de otros tripanosomas, teniendo un rango de 69 – 

109 µm en comparación a otras especies reportadas en el país como T. vivax (Medina, 2018) y T. 

evansi (Rodríguez, 2017), que tiene tamaños mucho menores de 18 – 31 µm y 15 – 34 µm, 

respectivamente (Marc Desquesnes, 2004). Adicional solo se pudo visualizar la presencia de un 

solo tripanosoma en la capa leucocítica, lo que indicaría un baja parasistemia que es 

característica de T. theileri.   

De las 46 muestras tomadas en el Tena 9 fueron positivas a Woo. El tamaño de los 

tripanosomas fue menor al esperado y con altas parasistema por lo que no se sospechó que 

fueran T. theileri, sin embargo en algunos casos estos tripanosomas pueden presentar un 

tamaño de 25 µm que es comparable al de otras especies (Marc Desquesnes, 2004) por lo que 

se requiere evaluar su morfología en frotis o una prueba molecular para poder descartar.  

No se pudo realizar hematocrito ni prueba de Woo a las muestras de Atacames al no ser 

muestras con sangre fresca.  
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Tabla 12  

Bovinos con anemia en los muestreos. 

 Muestreo Fi fr % 

Santo Domingo 1 1 0,022 2,22% 

Santo Domingo 2 13 0,282 28,26% 

Santo Domingo 3 6 0,136 13,64% 

Total Santo Domingo 20 0,148 14,81% 

Nota: fi: Frecuencia absoluta. fr: Frecuencia relativa. %: Frecuencia relativa en porcentaje. 

Tabla 13  

Muestras positivas a Woo en los muestreos. 

 Muestreo fi fr % 

Santo Domingo 1 1 0,023 2,27% 

Santo Domingo 2 0 0,000 0,00% 

Santo Domingo 3 0 0,000 0,00% 

Total Santo Domingo 1 0,007 0,74% 

Tena 9 0,196 19,57% 

Nota: fi: Frecuencia absoluta. fr: Frecuencia relativa. %: Frecuencia relativa en porcentaje. 

Ninguna de las muestras del camal EP Mancomunada Trópico Húmedo dio positiva a 

Trypanosoma spp. en frotis sanguíneo, tampoco se encontraron tripanosomas en los frotis de 

las muestras de Atacames proporcionadas por Agrocalidad. La usencia de tripanosomas en el 

frotis de la muestra sospechosa puede deberse a la baja parasistemia del parásito, pues en una 

prueba de Woo es mucho más sensibles que un frotis, al analizar un volumen de sangre 15 veces 

mayor. De las muestras del Tena 5 dieron positivas a frotis para Trypanosoma spp., en base a la 

morfología de los tripanosomas en frotis se puede descartar que sea T. theileri pues no tiene sus 
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principales características que son un kinetoplasto cercano a su núcleo y la parte trasera rígida y 

en forma de punta (Marc Desquesnes, 2004). 

Tabla 14  

Muestras positivas a Trypanosoma spp. por frotis en los muestreos. 

 Muestreo fi fr % 

Santo Domingo 1 0 0,000 0,00% 

Santo Domingo 2 0 0,000 0,00% 

Santo Domingo 3 0 0,000 0,00% 

Total Santo Domingo 0 0,000 0,00% 

Tena 6 0,130 13,04% 

Atacames 0 0,000 0,00% 

Nota: fi: Frecuencia absoluta. fr: Frecuencia relativa. %: Frecuencia relativa en porcentaje. 

  

Evaluación de distintas pruebas PCR en muestras identificadas como Trypanosoma theileri 

De los tres protocolos evaluados solo la PCR-TthCATL dio un amplicón con la muestra 

2021 – 017 (Anexo 4), obteniéndose un fragmento de aproximadamente 300 pb como se 

observa en la Figura 5. Realizándose la amplificación de forma exitosa al utilizar 1 uL de ADN.  

El tamaño obtenido es similar al de ∼279 pb reportado como positivo a T. theileri para 

el PCR TthCATL (Adriana C. Rodrigues et al., 2010) por lo que se puede considerar a la muestra 

como positiva. Que no haya existido una amplificación con la PCR cdCatL ni la anidada ITS 

indicaría problemas en el diagnóstico pues existen reportes previos de amplificación de T. 

theileri usando estos protocolos (Adriana C. Rodrigues et al., 2010) (Cox et al., 2005). Problemas 

en el protocolo de estandarización en la PCR cdCatL y la anidada ITS se pueden descartar por la 

presencia de amplificación del control positivo (Anexo 4). 
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Figura 5  

Resultado del PCR – TthCATL en gel de agarosa al 3%. 

 

Nota: L: Ladder de 100pb; 1: 1uL; 2: 2uL; 3: 2uL; 4: Control negativo.   

No es la primera vez que se reportan problemas para el diagnóstico de T. theileri 

utilizando protocolos descritos como exitosos. (Ahmed et al., 2013) no pudo amplificar 

mediante la Tth625-PCR (A. C. Rodrigues et al., 2003) muestras previamente identificadas como 

T. theileri mediante la PCR anidada ITS (Cox et al., 2005). Recientemente (Nakamura et al., 2021) 

reportó problemas de sensibilidad en la PCR cdCatL, amplificando solo 91 de 143 muestras 

identificadas positivas a Tripanosoma spp. mediante una PCR con el ITS1 como diana (Gaithuma 

et al., 2019). En este caso se presenta un problema similar, pues la PCR cdCatL no pudo 

amplificar la muestra 2021 – 017 posteriormente identificada como T. theileri mediante la PCR 

TthCATL. Debido a que ambas PCR, TthCATL y cdCatL, comparten el mismo primer reverse DTO 

155 (Adriana C. Rodrigues et al., 2010) (Cortez et al., 2009), el problema de sensibilidad se 

debería al primer forward DTO154 de la PCR cdCatL que está diseñado para anclarse en el 

dominio catalítico de CatL. Si bien esta región es conservada, el uso de primer genéricos puede 

tener problemas de sensibilidad al presentar poca homología con ciertas cepas de algunas 

especies de tripanosomas, de forma similar a lo que sucede con primers muy específicos (OIE, 
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2019). Alguna mutación en estas cepas de T. theileri que reduzca la afinidad del primer DTO154 

tendría que ser comprobada mediante secuenciación.  

Las PCR anidadas han sido descritas como más sensibles (M. Desquesnes & Dávila, 2002) 

llegando incluso a presentar falsos positivos (OIE, 2019), lo que contrasta con las PCR que 

utilizan el ITS como diana, pues se considera que las características de este marcador molecular 

afectan al diagnóstico. Esto podría ser por problemas de sensibilidad debido al menor número 

de copias del ADNr en comparación al genómico o por poca homología de los primers (M. 

Desquesnes & Dávila, 2002), suceso que ya ha sido reportado previamente para T. vivax en PCR 

genéricos que usan el ITS1 como diana (M Desquesnes et al., 2001). Una mezcla de estos 

factores puede estar influyendo en que la PCR anidada ITS no pueda amplificar la muestra 

sospechosa (2021 – 017). Esto complicaría su uso como método de diagnóstico efectivo, a lo que 

hay que agregar que este PCR amplifica varias especies de tripanosoma, y si bien se pueden 

diferenciar a T. theileri por el peso molecular, los tamaños en los geles no siempre son 

confiables, por lo que a veces se requiere de secuenciación para confirmar el diagnóstico (OIE, 

2019). 

 

Identificación y prevalencia de Trypasnosoma theileri mediante PCR - TthCATL 

En Ecuador ya se han presentado brotes de tripanosomas con mortalidad en donde se 

ha encontrado Trypanosoma vivax junto a otras especies como Trypanosoma godfeyi (Medina, 

2018). Además de ya contar con reportes de la presencia de T. theileri en muestras provenientes 

de Santo Domingo (Rodríguez, 2017) y existir fauna salvaje en la región infectada con este 

tripanosoma (Orozco et al., 2020) (Jaimes-Dueñez et al., 2020), razones por la cual se esperaría 

encontrar T. theileri en los muestreos.  
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De las 135 muestras del camal EP Mancomunada Trópico Húmedo, catorce fueron 

diagnosticadas como positivas a T. theilleri por la PCR – TthCATL (Anexo 5) dando una 

prevalencia del 10.37 %, mientras que no se encontraron muestras positivas en los muestreos 

del Tena un de Atacames. Esta prevalencia es menor a las descritas en otros países y a la dada 

por (Cholota et al., 2018) para el Carmén, Manabí, donde encontró una prevalencia de T. theileri 

del 39.77% empleando la PCR anidado ITS. Esto no significa que la prevalencia de T. theileri 

encontrada en Santo Domingo sea menor a la esperada, pues si bien T. theileri se considera un 

hemoparásitico cosmopolita de prevalencia alta, presenta una gran variabilidad dependiendo 

del lugar del muestreo incluso dentro de la misma región. (Jaimes-Dueñez et al., 2021) encontró 

prevalencias de T. theileri que van desde el 17.1% al 59.6% en cuatro departamentos de 

Colombia y (Cox et al., 2005) prevalencias de 2.97% y 32.64% en dos aldeas de Uganda. Por lo 

que en otras zonas del país y en las fincas de donde provienen los animales positivos se podrían 

encontrar prevalencias mucho más altas. De la misma forma la ausencia de T. theileri en los 

muestreos de Atacames y el Tena se puede deber a que en esas fincas en particular no 

presentaban estos tripanosomas. 

También hay que tomar en cuenta que los animales muestreados en el Tena y Atacames 

fueron los que presentaban síntomas de hemotrópicos, cosa que T. theileri normalmente no 

presenta (Marc Desquesnes, 2004) (OIE, 2019). La ausencia de síntomas en los animales 

infectados con T. theileri dificulta su identificación en sitios con baja prevalencia, sin embargo, 

su presencia en una zona se podría comprobar más fácilmente en muestreos más grandes en 

sitios con alta concentración de animales como son los camales.  
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Tabla 15  

Muestras positivas a Trypanosoma theileri por PCR - TthCATL en los muestreos. 

 Muestreo fi fr % 

Santo Domingo 1 6 0,136 13,64% 

Santo Domingo 2 6 0,133 13,33% 

Santo Domingo 3 2 0,044 4,44% 

Total Santo Domingo 14 0,104 10,37% 

Tena 0 0,000 0,00% 

Atacames 0 0,000 0,00% 

Nota: fi: Frecuencia absoluta. fr: Frecuencia relativa. %: Frecuencia relativa en porcentaje. 

 

Análisis estadístico 

Se analizó la presencia de síntomas en las poblaciones positivas y negativas a T. theileri 

dentro del muestreo en el Camal EP Mancomunada Trópico Húmedo de Santo Domingo. No se 

realizaron estos análisis en los muestreos del Tena ni Atacames debido a la ausencia de 

diagnósticos positivos a T. theileri. 

Se encontró la presencia de animales con anemia dentro de la población positiva a T. 

theileri por lo que se procedió a realizar un análisis estadístico para determinar si la población se 

puede considerar como anémica. 

Se encontró normalidad dentro de los hematocritos de la población positiva del 

muestreo por lo que se procedió a realizar una prueba de T – Student para comprobar la 

presencia de anemia en los animales diagnosticados como positivos. El hematocrito de la 

población positiva no es menor a 24. No se puede considerar a la población como anémica.  
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Figura 6   

Presencia de anemia y leucocitosis en la población positiva y negativa por PCR TthCATL a T. 

theileri en el muestreo del Camal EP Mancomunada Trópico Húmedo de Santo Domingo. 

 

Figura 7  

Boxplot de los hematocritos de los 14 animales positivos por PCR TthCATL a T. theileri en el 

muestreo del Camal EP Mancomunada Trópico Húmedo de Santo Domingo. 

 

 Nota: Línea roja: Valor de referencia para considerar anemia. 
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Tabla 16  

Prueba T Student para determinar la presencia de anemia en la población positiva.  

Valor t GL Valor P 

5.5334 13 1 

Nota: GL: Grados de libertad. 

Al encontrarse la presencia de anemia tanto en la población positiva como negativa a T. 

theileri se procedió a realizar un análisis estadístico para determinar si la anemia se puede 

asociar al T. theileri.  

Figura 8  

Presencia de anemia en la población positiva y negativa por PCR TthCATL a T. theileri en el 

muestreo del Camal EP Mancomunada Trópico Húmedo de Santo Domingo. 

 

Se procedió a realizar una prueba de Chi Cuadrado para comprobar si existe una 

asociación entre T. theileri y la anemia. No se encontró diferencia entre las distribuciones. El T. 

theileri no está asociado por si solo a la anemia.  
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Tabla 17  

Prueba de Chi Cuadrado para determinar una asociación entre T. theileri y la anemia. 

Valor X2 GL Valor P 

0.23985  1 0.6243 

Nota: X2: Chi Cuadrado. GL: Grados de libertad. 

Finalmente se realizó un análisis para determinar si T. theileri tiene un efecto en el 

hematocrito.  

Figura 9  

Boxplots de los hematocritos de la población positiva y negativa por PCR TthCATL a T. theileri en 

en el muestreo del Camal EP Mancomunada Trópico Húmedo de Santo Domingo. 

 

No se encontró normalidad dentro de los hematocritos de la población negativa del 

muestreo por lo que se procedió a realizar una prueba de U de Mann-Whitney para comprobar 

si existe diferencia entre los hematocritos de los animales diagnosticados como positivos y 



56 
 

negativos. No se encontró diferencia entre los hematocritos de la población de animales 

positivos y negativos. El T. theileri no tiene por si solo un efecto en el hematocrito.  

Tabla 18  

Prueba U de Mann-Whitney para determinar si hay diferencia en el hematocrito de la población 

positiva y negativa. 

Valor W Valor P 

0.57604 0.1144 

Nota: Valor W: Es el estadístico de contraste 

La ausencia de normalidad en los hematocritos de la población negativa a T. theileri se 

puede deber a la presencia de anaplasma o babesia, que son otros hemotrópicos diferentes a 

los tripanosomas y que también causan anemia (Katsogiannou et al., 2018). En los frotis se pudo 

evidenciar la presencia de anaplasma en varios bovinos diagnosticados como negativos a T. 

theileri, por lo que en este grupo existirían dos poblaciones, una sana y otra enferma, lo que 

afecta a la normalidad. De igual forma se consideró a la población negativa como una sola 

debido a que algunos de los bovinos positivos a T. theileri también tenían anaplasma y a que el 

estudio de este hemotrópico es algo que excede los objetivos de este trabajo. El anaplasma no 

afectó a la normalidad del hematocrito de la población positiva debido a que su número era 

pequeño. El problema de la normalidad se solucionó aplicando la prueba no paramétrica de U 

de Mann-Whitney que cumple la misma función que una prueba de T para dos muestras. 

Con estos resultados se puede afirmar que la presencia de anemia dentro de un animal 

positivos a T. theileri no se debe al tripanosoma. Esto coincide con los reportes generales de que 

este tripanosoma no es patogénico (Marc Desquesnes, 2004), sin embargo, la presencia de 

anemia en un animal puede estar influenciada por el carácter oportunista del tripanosoma pues 
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no es normal que un animal presente anemia (Katsogiannou et al., 2018). Para comprobar esto 

habría que evaluar factores como la presencia de otros hemotrópicos, preñez o problemas de 

alimentación (Bittner et al., 2021), que han sido reportados en casos de T. theileri con signos 

clínicos. En este muestreo no se evaluó la presencia de estos factores pues, además de exceder 

los objetivos del trabajo, el tamaño de la población positiva no era el adecuado. Algunos autores 

(Jaimes-Dueñez et al., 2018) han encontrado un efecto del T. theileri en el hematocrito de los 

bovinos, encontrando que los animales infectados presentarían valores significativamente 

menores a los sanos, aunque sin llegar a ser anemia. No se pudo evidenciar este efecto del T. 

theileri, probablemente por la presencia de anemia en la población no infectada, lo que 

enmascara el efecto del tripanosoma.  

No se encontró la presencia de leucocitosis en los animales diagnosticados como 

positivos a T. theieri. La ausencia de leucocitosis también reafirma que T. theileri es no 

patogénico. Infecciones experimentales han determinado que un aumento en los leucocitos 

sucedería a las dos semanas de la infección y que posteriormente decrecerían, alcanzando rara 

vez valores que se puedan considerar como leucocitosis (Cross et al., 1971). De encontrarse 

leucocitosis sucedería en los primeros días de infección, por lo que se podría considerar que 

todos los animales positivos tienen una infección crónica. La presencia de leucocitosis indicando 

infecciones recientes podría ser señal de la presencia de los vectores en la zona donde 

provienen los animales. 

 

Caracterización molecular de Trypanosoma theileri mediante PCR anidada - ITS 

Las catorce muestras positivas a la PCR - TthCATL fueron sometidas a la PCR anidada – 

ITS, obteniéndose once amplicones de aproximadamente 700 pb como se observa en la Figura 
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10. Las muestras que no se pudieron amplificar utilizando este protocolo PCR fueron las 2021 – 

017, 2021 – 070 y 2021 – 078. 

Figura 10  

Resultado de la PCR anidada – ITS en gel de agarosa al 1,5%. 

 

Nota: L: Ladder de 100 pb; 1: Muestra 2021 - 008; 2: Muestra 2021 - 010; 3: Muestra 2021 - 017; 

4: Muestra 2021 - 026. 

El tamaño de los amplicones obtenidos difiere a los reportados previamente por (Cox et 

al., 2005) que estimó un tamaño de ∼990 pb para T. theileri, y se aproxima más a los dados para 

T. vivax que es de ∼620 pb. Sin embargo, la variabilidad en los amplicones de la región completa 

ITS también ha sido reportada por diferentes autores, (H. Auty et al., 2012) encontró un 

fragmento identificado por secuenciación como T. theileri con un tamaño 70 pb menor al 

esperado, (Rodríguez, 2017) en un estudio realizado en el Camal Metropolitano de Quito 

reportó amplicones de 800 – 900 pb para T. theileri y finalmente (Cholota-Iza et al., 2016) en 

muestras del cantón El Carmén, Manabí, encontró T. theileri con amplicones de ∼750 pb. Esto 

indicaría una amplia variedad en las regiones ITS de los T. theileri que existe en el país, lo que 

podría deberse a la hipervariabilidad que presenta este marcador molecular. Los resultados 
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obtenidos en este trabajo son más próximos a los reportados por (Cholota-Iza et al., 2016) y se 

tiene la certeza de que las muestras son positivas a T. theileri por la PCR TthCATL realizada 

anteriormente. Esto indicaría que las cepas de T. theileri presentes en la zona tendrían 

características moleculares diferentes a los reportados en África. Una secuenciación sería 

necesaria para confirmar que los amplicones obtenidos corresponden a la región completa ITS y 

no a alguna amplificación inespecífica que se presente en estas cepas. La presencia de una 

contaminación se descarta por la ausencia de banda en el control negativo (Anexo 4).  
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CAPÍTULO V:  

CONCLUSIONES 

 

Se determinó que la prueba de diagnóstico molecular PCR TthCatL permite identificar a 

Trypanosoma theileri exitosamente y de forma específica. Al dar positivo en una muestra 

obtenida en campo y previamente identificada mediante pruebas parasitológicas. 

Se encontró una prevalencia de Trypanosoma theileri del 10.37% en el muestreo del 

camal EP Mancomunada Trópico Húmedo de Santo Domingo, al obtenerse 14 positivos de un 

total de 135 muestras analizadas, sin poderse identificar Trypanosoma theileri en los muestreos 

de Atacames y el Tena. 

Se concluye que las cepas de Trypanosoma theileri analizadas no son patogénicas al no 

poderse asociar estadísticamente al tripanosoma los signos clínicos de anemia que presentaban 

los bovinos diagnosticados como positivos en el muestreo. El poder descartar o confirmar si es 

un parásito oportunista requiere de un muestreo más grande.  

Se concluye que las cepas de Trypanosoma theileri en contradas en el camal EP 

Mancomunada Trópico Húmedo de Santo Domingo comparten características moleculares con 

las cepas de El Carmen, Manabí.  
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CAPÍTULO VI:  

RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda utilizar para el diagnóstico específico de Trypanosoma theileri la prueba 

molecular TthCATL en lugar de la anidada ITS o la cdCatL, bajo las condiciones especificadas en 

este trabajo. 

Realizar estudios en las cepas identificadas en el camal EP Mancomunada Trópico 

Húmedo de Santo Domingo para determinar si existe mutaciones en las secuencias del dominio 

catalítico de la catepsina que impidan la amplificación usando el primer DTO154. 

Realizar muestreos más grandes y en los camales del Tena y Atacames, para poder 

confirmar la presencia de este hemoparásito en estas zonas. 

Confirmar los efectos del Trypanosoma theileri en el ganado bovino mediante 

infecciones experimentales controladas y tomando en cuenta los factores de riesgo, para 

comprobar si el parásito es oportunista. 

Realizar secuenciación y estudios filogenéticos a los amplicones obtenidos en este 

trabajo mediante la PCR anidada ITS.    
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