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RESUMEN
La tripanosomosis es una enfermedad que afecta tanto a humanos y animales, causada por el
protozoario Trypanosoma spp., el cual se transmite por vectores hematdfagos del tipo dipteros.
En bovinos, esta enfermedad es ocasionada por Trypanosoma vivax (subgénero Duttonella),
genera un gran impacto econdmico en la productividad ganadera, debido al cuadro clinico que
se presenta tras la infeccidén, no obstante, en Ecuador se conocen pocos datos sobre su
prevalencia, sintomatologia clinica, perdidas que ocasiona, etc. Es por ello, el objetivo del
estudio es determinar la prevalencia en distintas poblaciones bovinas mediante las pruebas
parasitoldgicas, woo y frotis sanguineo, y pruebas moleculares, TviCatL-PCR especifica para T.
vivax e ITS-PCR para realizar la identificacion molecular del aislado causante de la infeccién. El
estudio se llevé a cabo en 4 poblaciones bovinas de diferentes provincias, Santo Domingo de los
Tsachilas, Esmeraldas, Manabi y Napo. En este ultimo, se encontrd un brote de T. vivax en el que
se encontrd una prevalencia de 36.96% (17/46) por PCR, 19.57% (9/46) por prueba de Woo y
17,39% (8/46) por frotis. En este rebafio se reportaron, 5 muertes y tratamientos previos para
Trypanosoma spp. En los otros 3 muestreos no se identificaron animales positivos por ninguna
prueba. En este trabajo se demostré la presencia de un brote activo de T. vivax en el Napo, que
afectd sensiblemente los animales, evidenciando hematocritos bajos, decaimiento y merma de
la produccidn. Es por ello, que la tripanosomosis animal debe estudiarse ampliamente en

Ecuador para identificar las regiones a riesgo y establecer medidas de control oportunas.

Palabras Clave:

e TRYPANOSOMA VIVAX
e CATEPSINA L-LIKE

e TRIPANOSOMOSIS
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ABSTRACT

Trypanosomosis is a disease that affects both humans and animals, caused by the protozoan
Trypanosoma spp. This parasite is transmitted by hematophagous vectors of the dipteran type.
In cattle, this disease is caused by Trypanosoma vivax (subgenus Duttonella), generating a great
economic impact on livestock productivity, due to the clinical picture that appears after
infection, however, in Ecuador few data are known about its prevalence, clinical
symptomatology, treatment, losses it causes, etc. Therefore, the objective of the study is to
determine the prevalence in different bovine populations by means of parasitological tests, woo
and blood smear, and molecular tests, TviCatL-PCR specific for T. vivax and ITS-PCR for
molecular identification of the species causing the infection. The study was carried out in 4
cattle populations in different provinces, Santo Domingo de los Tsachilas, Esmeraldas, Manabi
and Napo. In the latter, an outbreak of T. vivax was found with a prevalence of 36.96% (17/46)
by PCR, 19.57% (9/46) by Woo test and 17.39% (8/46) by smear test, highlighting that there was
already a suspicion of an outbreak of the disease, where 5 deaths and previous treatments for
Trypanosoma spp. had occurred previously. In this work, the presence of an active outbreak of
T. vivax was demonstrated, which significantly affected the animals, evidencing low hematocrit,
decay and decrease in production. Therefore, animal trypanosomosis should be studied

extensively in Ecuador to identify the regions at risk and establish appropriate control measures.

Key words:

e TRYPANOSOMA VIVAX
e  CATHEPSIN L-LIKE

e TRYPANOSOMOSIS
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

La tripanosomosis bovina es responsable de grandes pérdidas econdmicas en areas
tropicales y subtropicales del mundo, esta enfermedad causada por un protozoario del género
Trypanosoma, genera una excesiva respuesta inmunitaria inflamatoria y prolongada en el
huésped tras su infecciéon, consecuentemente se presentan desérdenes neuroldgicos,
hematoldgicos y reproductivos, disfuncion de la médula ésea y otros sintomas que pueden
conllevar a la muerte o genera de manera crdnica una relacidn concomitante huésped-parasito

(Gonzatti, Gonzélez-Baradat, M. Aso, & Reyna-Bello, 2014).

La tripanosomosis animal es causada por distintas especies, entre las de mayor
importancia encontramos a Trypanosoma congolense (subgénero Nannomonas), T. vivax
(subgénero Duttonella) y T. brucei subsp. brucei (subgénero Trypanozoon) (Center for Food
Security & Public Health, Institute for International Cooperation in Animal Biologics, 2018), los
cual se transmiten ciclicamente por las moscas de género Glossina en Africa, sin embargo, en la
ausencia de dicho vector en América latina, la transmisiéon es de forma mecanica mediante
vectores hematdfagos de género Tabanus, Stomoxys y Haematobia, y fomite por sangre
contaminada, los reportes de las especies circulantes pertenecen a T. vivax, T. evansi, asociados
ainfecciones cronicas y T. theileri, asociado a volimenes anormales de eritrocitos (Jaimes-Duefiez
et al., 2017). Esta enfermedad esta asociada directamente con la pérdida de produccién, por ser
una de las especies mds patdgenas en la especie Bovinae produciendo severas manifestaciones
clinicas y ocasionalmente produce la mortalidad del 3-50% de animales sin tratamiento (Magez,

Pinto Torres, Oh, & Radwanska, 2021).
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Se estima que la introduccion de El Trypanosoma vivax a Latinoamérica fue en 1830 por
Guyana Francesa y las Indias Occidentales Francesas, cuando realizaban importaciones de
bovinos, cebu (Bos indicus), desde el oeste de Africa, Senegal (M Desquesnes, La Rocque, &

Peregrine, 1995).

En Ecuador, el primer reporte de Trypanosoma spp en bovinos se realizd por (Wells,
Betancourt, & Ramirez, 1977), donde se encontrdé una seroprevalencia del 22,5% mediante
inmunofluorescencia, después de 40 afios por (Medina Naranjo et al.,, 2017) se reportd una
prevalencia del 31,01% utilizando ELISAI, sin embargo, el ELISAi no permite discernir entre la
especie que se presenta en dicha prevalencia, tras ello (Chavez-larrea, Medina-pozo, Cholota-iza,
& Reyna-Bello, 2020), realizaron un reporte de la presencia de Trypanosoma vivax en Chone,
Manabi, a partir de 20 muestras de animales, donde se identificaron 3 por TviCatL-PCR, lo que

demostré la presencia en el drea del hemoflagelado.

1.2. Justificacion

La tripanosomosis bovina es una enfermedad de interés latinoamericano, debido a las
especies que circulan y su amplia distribucién (Marc Desquesnes, 2004). De estos tripanosomas
existentes en nuestro continente, T. vivax que es uno de los hemotrdpicos con mayor virulencia y
patogenicidad (Ramirez-Barrios et al., 2019), generando pérdidas econdémicas a nivel nacional,
por la disminucion de la produccién en leche y carne, ocasionando limitacién en exportaciones,
ademas los signos clinicos son severos pueden ocasionar la muerte del hospedador. La
enfermedad ocasionan severos signos clinicos como por ejemplo, alteraciones en el sistema
reproductivo, pérdida de peso progresivo, dafos en la capacidad de reproduccién, edema

submandibular, lesiones cardiacas, diarreas, abortos, signos hemorragicos, signos neurolégicos
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(Center for Food Security & Public Health, Institute for International Cooperation in Animal

Biologics, 2018; Marc Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014).

Trypanosoma vivax también puede generar infecciones crénicas, ademas si no se lleva a
cabo un correcto tratamiento para la enfermedad, esto favorece al incremento de la
prevalencia en zonas afectadas, es por ello, la informacion de un analisis en las provincias con
reportes de hemoparasitos para la determinacidn de la prevalencia del T. vivax, puede permitir
conocer la epidemiologia de la poblacién muestreada, ademas evaluar cémo se esta
presentando la distribucidn del pardsito en el Ecuador y crear estrategias de control y

tratamiento para la tripanosomosis.

1.3. Objetivos del proyecto

1.3.1. Objetivo general

Determinar la prevalencia de Trypanosoma vivax en bovinos provenientes de zonas de las
provincias de Santo Domingo de los Tsachilas, Napo, Esmeraldas y Manabi, con previos reportes

de enfermedades hemotrépicas.

1.3.2. Objetivo especifico

Realizar muestreos en zonas de produccion pecuaria con previos reportes de posible

presencia de hemotrépicos.

Determinar la presencia de Trypanosoma spp con el método del micro capilar (Test de
woo) y de frotis sanguineos en las muestras de sangre obtenidas de los bovinos objetos de los

muestreos.
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Determinar la prevalencia molecularmente de Trypanosoma vivax en los bovinos

provenientes de los muestreos.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Generalidades

La tripanosomosis animal es una enfermedad hemotrdpica que afecta varios mamiferos
domesticados y salvajes, este protozoario genera grandes pérdidas econdmicas tanto en Africa,
Sudamérica, América Central y en ciertas areas de Asia (Gonzatti et al., 2014). En América, la
tripanosomosis bovina por T. theileri, no generan una sintomatologia grave, sin embargo, si
pueden generar pérdidas en la produccion de carne, leche e implicaciones de la salud por un
efecto oportunista por pardsitos gastrointestinales, plantas toxicas u otros patégenos, mientras
que la infecciéon por T. vivax genera una enfermedad de mayor gravedad, ocasionando una
enfermedad crdnica en el bovino caracterizada principalmente por anemia y fiebre (Jaimes-

Duefiez et al., 2017).

Uno de los factores de patogenicidad del Trypanosoma spp. es debido a la enzima trans-
sialidasa, esta le permite al parasito infectar al huésped y disminuir los activadores del sistema
del complemento, evadiendo los sistemas de defensa del huésped. Ademds de esto, los
tripanosomas salivaria cuentan con una proteina de membrana, denominada glicoproteina
variable de superficie (VSG), que participa en un esquema de evasion inmune, basado en la
expresion de un epitopo inmunodominante capaz de variar continuamente, por lo que no induce

inmunidad protectora (Mejia Tobdn, 1995).

2.2. Distribucion

La trasmisién del tripanosoma en América, Asia, Africa y ciertas partes de Europa, se
realiza por agentes de transmisién mecanicos, bioldgicos e iatrogénicos, dependiendo de la

especie y del continente, en Africa estos tripanosomas son trasmitidos biolégicamente por
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Glossina, mientras que en América, la tripanosomosis animal es trasmitida mecanicamente por
dipteros hematdfagos (Marc Desquesnes, 2004). La tripanosomosis bovina en América Central y
del Sur, se conoce como “secadera”, “cachera”, “huequera”, “cacho hueco”, debido a las
manifestaciones clinicas que presentan los bovinos tras la infeccion (Gonzatti et al., 2014). Existen
reportes realizados por inmunofluorescencia indirecta de T. vivax por Wells et al. (1977) en
Paraguay y Peru con una seroprevalencia del 40% y 14.5% respectivamente, en Colombia por
prueba de woo y frotis sanguineo detectaron una prevalencia de 2.75% por (Otte, Abuabara, &
Wells, 1994), ademds de otras especies de tripanosomas como T. theileriy T. evansi, existen otros
reportes principalmente de T. evansi y T. vivax en América del Sur, incluyendo a Ecuador con el
primer reporte de T. vivax por Chavez-Larrea et al. (2020) mediante técnica TviCatL-PCR (Figura

1).
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Figural

Distribucion del Trypanosoma spp. alrededor del mundo

T vivax
® 7 evansi
T. equiperdum
T ovansi + T wivax
T. ovans! + T equiperdum
@ +Tvivax+ T
@ 7. congolense + T. vivax + T equiperdum + T. b. gambiense
@ T congolense + T. vivax + T. b. brucei + T. b. gambiense
@ 7 congoiense + T vivax + T b. brucei + T b. gambiense + T. evansi
T. congolense + T vivax + T. b. brucei + T. b. thodesiense + T. evansi
T. congolense + T vivax + T b. brucei + T b. gambiense + T. b, rhodesiense
@ 7 congolense + T. vivax + T. b. brucel + T b. +Tovansi+ T
@ 7 congolense + T. vivax + T. b. brucel + T. b, +Tevansi+ T

2.3. Transmision

El ciclo de la vida de los tripanosomas salivarios se realiza en la mosca tsé-tsé de Africa,
siendo el huésped definitivo del Trypanosoma vivax, sin embargo, en ausencia de dicho vector en
América, se consideran que la transmisidon es estrictamente mecanica mediante dipteros
hematdéfagos como tdbanos, Stomoxys, Culicoides y picadores del género Haematobia (Figura 2),
de hecho, se ha demostrado experimentalmente que los tdbanos en Guyana Francesa y en
Colombia son transmisores mecanicos de dicha enfermedad, ademas de ello, también se puede
presentar por transmision iatrogénica, causada por fomite de las vacunacion (Desquesnes, 2004;

Magez et al., 2021).

En efecto, se conoce que existen cambios del genoma de T. vivax, en América, al

compararlo con cepas de Africa Occidental, estos cambios estan asociados al mecanismo de
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trasmisidn y se encuentran principalmente en el ADN mitocondrial, también conocido como

maxicirculos (Greif, Rodriguez, Reyna-Bello, Robello, & Alvarez-Valin, 2015).

Figura 2
Ciclo de vida del Trypanosoma vivax, sus vectores mecanicos con su huésped (Magez et al.,

2021).

Transmision
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Transmisién ./ Fusion
mecdnica Binaria
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2.4. Respuesta inmunitaria

Los tripanosomas salivarios han generado distintas formas de evolucién para sobrevivir
en el entorno sanguineo y linfatico de mamiferos, en este nuevo ambiente, los parasitos se
adaptan con el fin de evadir a la respuesta inmunoldgica del huésped y alcanzar una
concomitancia, es decir, mantener una relacidn de equilibrio con el hospedador a fin de
prevalecer perennemente, pero con parasitemias muy bajas (Magez et al., 2021).

Para lograr esto, Trypanosoma vivax cuentan en su superficie con una glicoproteina

variable superficie (VSG), la cual esta encargada de la variacién antigénica con el fin de evadir el
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sistema inmunoldgico del hospedador, dichos cambios se generan cientos de veces obteniendo
una gran variedad de VSG convirtiéndose en un fuerte inmunégeno pero sin conferir proteccion
heterdloga, es por ello, que los anticuerpos eliminan los clones de la VSG dominantes, sin
embargo la VSG se reemplazan y los anticuerpos preformados pierden su avidez por la nueva VSG,

escapandose asi el parasito del sistema inmune (Pereira et al., 2020).

Figura 3

Ondas de parasitemia por la variacion antigénica de su capa superficial
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>
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Figura: (1) La parasitemia es alta hasta alcanzar el quorum sensing, los parasitos inician la
expresion de la nueva capa de VSG, que generalmente da lugar a varias infecciones de pico bajo.
(2) Las ondas de parasitemia suelen estar compuesta por multiples variantes de VSG que ocurren
al mismo tiempo, esto conlleva a el agotamiento del sistema inmunoldgico (Magez et al., 2021).
La variacién de la VSG permite que se presenten diferentes fluctuaciones en el nivel de
parasitemia, donde el primer pico de parasitemia alcanza al quorum sensing e inmediatamente
inicia la defensa por el sistema inmunolégico reduciendo la parasitemia, los parasitos luego
generan nuevas VSG y logran colonizar nuevamente la sangre y asi sucesivamente. Asi tenemos
entonces que, en el transcurso de la infeccion, se presentan distintos niveles de parasitemia

constituidas de multiples variantes de la VSG. Debido a que las multiples variantes de los parasitos
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circulantes sufren la misma variacién en su recubierta, el hospedador va presenta una pérdida de
control del sistema inmunoldgico por agotamiento, generando la muerte del individuo, caso
contrario el hospedador genera una relacién concomitante convirtiéndose en un reservorio de

Tripanosoma spp. (Magez et al., 2021).

2.5. Trypanosoma vivax

La introduccion del T. vivax en el continente americano se remonta al afno 1830 por una
importacién de ganado cebl en Guyana Francesa a partir de Africa occidental, Senegal (Gonzatti

et al., 2014).

Evolutivamente los maxi y minicirculos mitocondriales evidencian que T.vivax es un grupo
monofilético, que surgen por un ancestro en comun y, ademas que las cepas circulantes en

América provienen de una Unica incursién desde Africa (Greif et al., 2015).

Trypanosoma vivax es considerado una especie extracelular que circulan en el torrente
sanguineo y causa severos dafios en los animales ungulados, estos parasitos a su vez pueden
invadir fluido cerebroespinal y también se puede encontrar en espacios intravascular del
hospedador, por lo cual, en ciertas ocasiones, invade el sistema nervioso central durante los
estados de alta parasitemia. Mediante infecciones experimentales realizadas, se han evidenciado
los sintomas que pueden variar desde fiebre, anorexia, pérdida de peso, reduccién de la
produccién de leche, incremento del tamafio de nodos linfaticos, abortos, diarrea y también una
anemia con leucopenia o leucocitosis (Fidelis Junior et al., 2016; Parra-Gimenez & Reyna-bello,

2019).

2.6. Taxonomia

La clasificacidén taxondmica del Trypanosoma vivax es la siguiente (Desquesnes, 2004):
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Figura 4

Clasificacion taxondmica del Trypanosoma vivax (Desquesnes, 2004)
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|—L>- Trypanosoma

N e
|_|‘>- T. vivax

2.7.Morfologia

El tamafio del T. vivax puede varias desde 16 a 30 um, cuenta con un flagelo libre de 7
pm, una membrana ondulada y se distingue por tener un kinetoplasto grande de 1 um,
redondeado y terminal, se lo puede encontrar en formas delgadas del parasito, sin embargo,

también existen pardsitos con una morfologia variable (Desquesnes, 2004)
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2.8.Signos clinicos

La tripanosomaosis genera signos clinicos en que se presentan en la Figura 5, en las cuales
se observa principalmente anemia, fiebre, pérdida progresiva de peso, disminucién de la
produccidn, alteraciones en el sistema reproductivo, tumefaccion en los nodos linfaticos, incluso,

hasta llevarlo a la muerte (Marc Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014).

Figura 5

Periodos de signos clinicos y patogenicidad de la tripanosomosis bovina.
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Los cuadros clinicos se presentan en 3 periodos: Periodo pre-patente, en el cual inicia con
la transmisidn del parasito por el vector, hasta que se detectan en la sangre del bovino los
parasitos sin presentar sintomatologia clinica. Este periodo puede durar de 2 a 10 dias tras la
infeccidn, sin embargo el periodo depende de la carga parasitaria de inoculacidn en el bovino y

de la virulencia del aislado (Gonzatti et al., 2014).
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El periodo agudo, se presenta la sintomatologia clinica tipica de la enfermedad y dura de
2 a 3 meses en los cuales se observan fluctuaciones en la temperatura llegando a alcanzar los 41
°C, se hace presente la anemia de severa a moderada originando una disminucion de la
disponibilidad de energia para el hospedador, ademas la liberacién de TNF-a interfiere con la
disponibilidad de sustratos energéticos en el huésped, en este periodo sin tratamiento del 3 al
50% de los animales pueden morir, dependiendo de la cepa y/o de la condicién corporal del

animal, genética, etc (Fidelis Junior et al., 2016; Gonzatti et al., 2014; Ramirez-Barrios et al., 2019)

Periodo crdnico, los animales que sobrellevaron el periodo agudo, comienzan a recuperar
los pardmetros clinicos y se convierten en asintomaticos, sin embargo, debido a el estrés, puede
reaparecer la parasitemia, el hospedador pierde la inmunidad concomitante y genera la

reaparicion de los sintomas clinicos del periodo agudo (Gonzatti et al, 2014).

2.9.Tratamiento y control

Debido a que la enfermedad se presenta en brote esporddicos en América Latina, los
grandes productores cuentan con un control y supervisién mediante tratamientos preventivos, lo
cuales depende de la geografia en la que se presenta el brote. Los dos medicamentos mas
comunes para el tratamiento de la tripanosomosis bovina por T. vivax son aceturato de
diminazeno (Babenil®, Diminazene-A) y el cloruro de isometamidium (Trypamidium®), utilizados
hace mas de 50 afios, no obstante, con el tiempo se ha encontrado farmacorresistencia en cierto

aislados por el uso indiscriminado de estos medicamentos (Gonzatti et al., 2014).



28

Tabla 1

Tratamientos empleados para la tripanosomosis en América Latina (Gonzatti et al., 2014)

Tratamiento Dosis Modo de accién
Aceturato de 3,3a7mg/ Bloquea la replicacion del K-ADN vy la sintesis de
diminazeno kg poliaminas.

El fdirmaco se acumula en el kinetoplasto
Cloruro de o . ) .,
. L 1mg/kg impidiendo que realice su mecanismo de accién
isometamidium . L,
evitando la replicacidn.

2.10. Caracteristicas moleculares

Trypanosoma vivax tiene 41775 kbp aproximadamente en su genoma, que codifican
11870 genes de distintas proteinas, posee un kinetoplasto que contiene ADN mitocondrial (K-
ADN) y estd ubicado en la matriz mitocondrial, este contiene ADN con estructuras circulares, que
son conocidos como minicirculos y maxicirculos de los cuales lo mas pequefios son de 465 bp

(Gonzatti et al., 2014).

2.11. Métodos de diagndstico

Los métodos de diagndstico permiten identificar al agente causal de la enfermedad,
con el fin de realizar un tratamiento especifico. Para las enfermedades hemotrdpicas, esta
descrito que los sintomas suelen ser inespecificos, por lo cual es necesario utilizar métodos

directos y moleculares para su diagnoéstico (OIE Terrestrial Manual, 2008).
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2.11.1. Métodos directos

Los métodos de diagndstico directos son altamente especificos, sin embargo, carecen de
sensibilidad al tratarse del diagndstico de la tripanosomosis, debido a la fluctuacién que presenta
la parasitemia y de la cantidad de sangre analizada. Entre estas pruebas se encuentra el frotis,

gota fresca y la prueba de Woo (OIE Terrestrial Manual, 2008).

2.11.1.1. Prueba de woo

Es una técnica conocida como centrifugacidon por micro hematocrito, o el método Woo,
es utilizada para el diagndstico de tripanosomosis animal, la cual consiste en la separacion de los
diferentes componentes formes de la muestra de sangre en un capilar en funcién de su gravedad
especifican y la observacion posteriormente al microscopio de la frontera entre plasmay gldbulos
blancos (OIE Terrestrial Manual, 2008).

Durante las infecciones de T. vivax, la sensibilidad en el método de Woo se puede acercar
al 100% dependiendo de si la parasitemia es mayor a 700 tripanosomas por mL de sangre, la
sensibilidad disminuye al 50%, si la parasitemia se encuentra entre 60 y 300 tripanosomas por mL
de sangre y es dificil detectar cuando la parasitemia es inferior a 60 tripanosomas por mL de

sangre (OIE Terrestrial Manual, 2008).

2.11.2. Métodos moleculares

Los métodos moleculares para el diagndstico, tienen una alta sensibilidad analitica y
depende de las condiciones de reaccion y los primers para su especificad, en el diagndstico de la
tripanosomosis la prueba molecular cuenta con mayor sensibilidad que las técnicas directas como

la centrifugacién del hematocrito (prueba de woo) o los frotis sanguineos (Gonzatti et al., 2014)
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una herramienta para el diagndstico que permite amplificar secuencias
especificas del ADN nuclear, la técnica a mejorado la sensibilidad y precisién en el diagndstico de
la tripanosomosis, la sensibilidad de la PCR va aumentando hasta alcanzar que el nivel de
parasitemia se presente de 1 tripanosoma por mL de sangre, ademas permite diferenciar entre

especies y subespecies, utilizando los primers especificos (Gonzatti et al., 2014).

PCR para la amplificacion de la Captesina L-like (TviCatL-PCR)

Las copias del gen de Captesina L (CatL) varia segun la especie de tripanosoma, lo cual
permite un diagnostico sentible y especifico, esta proteasa se caracteriza por tener un dominio
catalitico, ligado a la actividad enzimatica, por lo que es conservado estructuralmente vy

funcionalmente (Cortez et al., 2009).

Figura 6

Gen de captesina L-like y primers para la amplificacion

Nipre| pro | | lcoow
DTO154 DTO155
— -
TviCatlL1
—’

DTO 154 5 ACAGAATTCCAGGGCCAATGCGGCTCGTGCTGG ¥
DTO 1555 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA S
TviCatL1 5 GCCATCGCCAAGTACCTCGCCGA 3

Figura: El gen de captesina L-like y los primers empleados en la amplificacidon de la secuencia del
dominio catalitico de Trypanosoma spp con los primers DTO154 Y DTO155 y de T. vivax con el

primer TviCatL1 Y DTO155 (Cortez et al., 2009).
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PCR para la amplificacion de los ITS del ADNr

La PCR realizada para la region del espaciador interno transcrito del rDNA, es una de las
técnicas universales para el diagndstico del tripanosoma, debido a las regiones flanqueantes
altamente conservadas y la variabilidad del tamafio entre las especies y subespecies de
tripanosomas. En un estudio por (Cox et al., 2005), se utilizaron los primers de las regiones de ITS,
en una PCR anidada, con dos rondas, de las cuales se amplifica toda la region del 18s con primers
internos (ITS3 e ITS4) y primers externos (ITS1 e ITS2). La desventaja de esta técnica son los altos

costos y la complicacidn del uso de la herramienta (Gonzatti et al., 2014).

Figura 7

Regidn del espaciador interno transcrito del rDNA 'y primers para su amplificacion

SSU LSU(1)
1Ts1 ITS2
185 5.85 288

U i B

Figura: Los recuadros grandes representan regiones de codificacién conservadas (SSU, subunidad

pequenia; LSU, subunidad grande) y los recuadros pequefios representan regiones espaciadoras.
Los primers anidados disefiados para las regiones conservadas estan representados por flechas

negras (cebadores externos) ITS1 e ITS2 y flechas blancas (cebadores internos) ITS3 e ITS4.
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

3.1.Toma de muestra de sangre

Se tomaron 135 muestras de sangre venosa de bovinos de la zona de faenamiento de
Santo Domingo, en la EP Mancomunada Trépico Himeda de Santo Domingo de los Tsachilas, en
3 muestreo realizados en distintas fechas. En la provincia de Esmeraldas, Atacames, a través de
un convenio con Agrocalidad, se obtuvieron 26 muestras de un predio sospechoso a
hemotrdpicos. En la provincia de Napo, Chontapunta, se recolectaron 46 muestras de 2 predios
sospechosos de T. vivax donde previamente se reporté por Agrocalidad la presencia de
Trypanosoma spp. En la provincia de Manabi, Calceta en una zona con previos reportes de
hemotrdpicos, se recolectaron 192 muestras de 6 predios con la colaboracién de Escuela Superior

Politécnica Agropecuaria de Manabi.

Las muestras fueron transportadas al Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE sede Santo Domingo para su procesamiento, sin

embargo, las pruebas rapidas se realizaron en laboratorios maviles in situ.

3.2. Procesamiento de extraccidn de sangre periférica

El proceso de extraccion se lo realizé mediante dos métodos, en la zona de faenamiento
de la sala de matanza, se recolecto la sangre durante el desangrado, mientras que en los predios
muestreados, se realizd la recoleccidén por venopuncidn coccigea, la cual consiste en inmovilizar
al bovino, manteniéndolo de pie, limpiar el drea perianal y ubicar la vena coccigea en la zona
ventral y media de la base de la cola, entre las vértebras coxigeas 6 y 7, tomar directamente de
la vena con la aguja calibre 21, camisa (capuchdn) y vacutainer, introduciendo la aguja entre 8-

12mm de profundidad, en tubos con presencia de EDTA (Agrocalidad, 2018).
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3.3.Determinacion del hematocrito

Se procedid a llenar un capilar con la muestra de sangre con EDTA en un 75%, se sellé con
plastilina uno de los lados y se centrifugd por 3 minutos a 10.000 xg, luego, utilizando la carta de
hematocrito se procedié a determinar los niveles de gldbulos rojos en cada muestra de los

bovinos.

3.4.Tincidn de frotis sanguineos

A partir de la sangre con EDTA se colocd en un portaobjeto 5 pL de sangre y con la ayuda
de otro portaobjeto se colocd sobre la sangre con una inclinacion de 45° y se extendid
homogéneamente por el portaobjeto, al secarse se procedié a colocar metanol por 5 minutos, al
secar ese, se coloco giemsa (1/20) de 25 min, luego se procedid a lavar y cuando los frotis estaban

secos, se observé en el microscopio a 100x.

3.5.Extraccion de ADN total

La extraccién de ADN total de sangre se llevd a cabo a partir de la sangre con
anticoagulante con empleando el protocolo obtenido del Instituto de investigacidon en Zoonosis-
ClZ modificado de Riera, Rojas, & Zapata., (2010), y ademas se utilizé otro método de extraccién

descrito por Sambrook & Russell, (2001).

Tabla 2
Protocolo para la extraccién de sangre de bovino del Instituto de investigacidon en Zoonosis-CIZ

modificado de Riera et al. (2010)

Pasos Procedimiento Cantidad Durante

1. Transferir de sangre con EDTA en un vial de 1,5 pL. 500 pL
Anadir de Buffer GR (Tris-HCI 10 mM [pH 8.0], Tritén X-100 1% y

. . , 540 puL 1 min
sacarosa 600 Mm) y homogenizar rapidamente (vortex).
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Pasos Procedimiento Cantidad Durante
3. Centrifugar por 3 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.
4. Repetir los pasos 2 y 3 hasta tres veces.
5. Aiadir de buffer GB (Tris-HCl 10 mM [pH 8.0], NaCl 400 mM y EDTA 180 plL
2 mM).
Afadir de proteinas aca en buffer PK (20 mg/mL). 20 uL
7. Afadir de SDS al 20% y homogenizar rapidamente (vortex). 6 uL 1 min
8. Incubar a 56 °C durante 2 horas y agitaciéon de 1000 rpm. Y dejar enfriar la muestra a
temperatura ambiente.
9. Afadir de AcK (acetato de potasio) 3M y homogenizar suavemente 90 uL
invirtiendo el vial.
10. Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante.
11. Repetir los pasos 9y 10.
oL . Overnigh
12. Afadir de etanol absoluto (-20 °C) e incubar a -20 °C. 600 pL ¢
13.  Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.
14. Llavar el pellet con etanol al 70%. 100 plL
15.  Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm y descartar el sobrenadante.
16. Dejar secar el pellet a 37 °C.
17. Re-suspender en Buffer TE e incubar a temperatura ambiente. 50 pL 20 min
18.  Almacenar -20 °C hasta su amplificacion.

3.6.Determinacion de Calidad de ADN

La calidad del ADN extraido se evidenci6 mediante una corrida electroforética, a una

concentracidn de agarosa al 0.8% (p/v) y usando como intercalante del ADN bromuro de etidio

1/10.000, en cada pocillo se colocd la mezcla de Blue Juice 10x 1:1 con 3 uL de ADN, afiadiendo

ademas 5 pL de marcador 1KB en uno de los pocillos. La corrida se realizé a 100 voltios por 30-45

minutos y finalmente se evidenciaron las bandas del gel mediante exposicién a UV.

3.7.PCR para deteccion de Trypanosoma spp.

Para la deteccion de Trypanosoma spp. se amplificd el gen de dominios cataliticos de las

enzimas Catepsina L (CATL) de tripanosoma, utilizando los primers DTO 154 (5’-ACA GAATTC CAG

GGC CAATGC GGC TCG TGC TGG- 3’) y DTO 155 (5’- TTA AAG CTT CCA CGA GTT CTT GAT CCA GTA-
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3’) y las condiciones establecidos de los componentes en la Tabla 3 y de amplificacién por PCR en
la Tabla 4 con un volumen final de 25 L, siguiendo el protocolo inicial descrito por Cortez et al.,

(2009) con pequefias modificaciones.

Tabla 3

Componentes de la PCR para amplificacion de CatL de Trypanosoma spp.

Reactivos Concentracion Final Volumen (pL)

H,0 -
Buffer 1.00 2.50
P.DTO154 0.50 uM 1.25
P. DTO155 0.50 uM 1.25
MgSO, 1.50 mM 0.00
DNTPs 0.80 mM 0.50
Taq 1.00 U/uL 0.20

ADN 100 ng/uL 1
Volumen Total 25.00

Tabla 4

Condiciones de la PCR para amplificacion de CatL de Trypanosoma spp.

Proceso Temperatura °C Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 62 30s 35
Extension 72 Imin
Extension final 72 10 min 1
Mantenimiento 4 oo -

Nota: El producto de PCR se identificd por electroforesis en un gel de agarosa al 2% a 100 voltios
durante 45 minutos, se utilizdé un pldsmido con el gen de Captesina L como control positivo y un

marcador molecular de 1Kb.
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3.8.PCR para deteccion de Trypanosoma vivax

Para la deteccién de Trypanosoma vivax se amplificd el gen de dominios cataliticos de
enzimas de Catepsina L (CATL) del tripanosoma, utilizando los primers TviCatL1 (5-GCC ATC GCC
AAG TAC CTC GCC GA - 3’) Y DTO 155 (5°- TTA AAG CTT CCA CGA GTT CTT GAT CCA GTA- 3") y las
condiciones establecidas en la Tabla 5 y de amplificacidn por PCR en la Tabla 6, con un volumen

final de 25 pL, segun lo descrito por Cortez et al., (2009) con pequefias modificaciones.

Tabla 5

Componentes de la PCR para amplificacion de CatL de Trypanosoma vivax.

Reactivos Concentracion Final Volumen (L)

H.O -
Buffer 1.00 2.50
TviCatL 0.50 uM 2.50
DTO155 0.50 uM 2.50
MgSO, 1.50 Mm 0.00
DNTPs 0.80 Mm 0.50
Taq 2.5 U/uL 0.25

ADN 100 ng 2
Volumen Total 25.00

Tabla 6

Condiciones de la PCR para amplificacién de CatL de Trypanosoma vivax

Proceso Temperatura °C Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 30s

Hibridacion 65 30s 35
Extensién 72 1min

Extensiodn final 72 10 min 1

Mantenimiento 4 oo -
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Nota: El producto de PCR se identificd por electroforesis en un gel de agarosa al 2% a 100 voltios
durante 45 minutos, se utilizé un pldsmido con el gen de Captesina L como control positivo y un

marcador molecular de 1Kb.

3.9.PCR para deteccion de ITS

Para la deteccidn de los espaciadores internos transcritos (ITS), permitiendo determinar
por el tamafio del fragmento obtenido la especie a la que pertenece el Trypanosoma spp, los
primer utilizados se presentan en la tabla 7 y las condiciones establecidas de los componentes en
la Tabla 8 y de amplificacién por PCR en la Tabla 9 con un volumen final de 25 puL, segun el

protocolo descrito por Cox et al., (2005) con algunas modifiaciones.

Tabla 7

Cebadores de la regidn ITS para Trypanosoma spp. (Cox et al, 2005).

Cebador Secuencia
ITS1 5-GAT TAC GTC CCT GCCATTTG- 3
ITS 2 5-TTG TTC GCT ATC GGT CTTCC-3
ITS3 5-GGA AGC AAA AGT CGT AAC AAG G-3
ITS4 5-TGTTITCTTTTCCTCCGCTG-3

Tabla 8

Componentes de la PCR para amplificacion de ITS de Trypanosoma spp.

Reactivos Concentracion Final Volumen (L)
H.O0 -
Buffer 1.00 2.50
ITS1/3 1.00 um 2.50
ITS2/4 1.00 um 2.50
MgSO, 1.50 Mm 0.00
DNTPs 0.80 Mm 0.50
Taq 1.25 U/uL 0.25
ADN 100 ng 1

Volumen Total 25.00




38

Tabla 9

Condiciones de la PCR para amplificacién de ITS de Trypanosoma spp.

Proceso Temperatura °C Tiempo (min) Ciclo
Desnaturalizacion inicial 95 7 1
Desnaturalizacion 94 1

Hibridacion 55 1 35
Extension 72 2

Extensiodn final 72 10 1
Mantenimiento 4 oo -

Nota: El producto de PCR se identificd por electroforesis en un gel de agarosa al 2% a 100 voltios
duran 45 minutos, se utilizé como control positivo un plasmido con un fragmento de T. theileriy

un marcador molecular de Kb.

3.10. Secuenciacion

El proceso se llevd a cabo en la empresa de Macrogen® Corea, mediante la técnica de
Sanger, para la secuenciacién de los productos PCR, se envié 15 uL de cada uno. Los primers
utilizados como ITS3 y ITS4, fueron enviados en una concentracién de 10 uM y 10 pL por cada

reaccion.

3.11. Ensamblaje de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas mediante el programa BioEdit
Sequence Alignment Editor y Slap gene, se observd la calidad en los picos de la cromatografia de
la secuencia y se procedid a observar el tamarfio del fragmento, se limpiaron los extremos de la

secuencia y se guardaron en formato fasta.
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3.12.  Andlisis de similitud y homologia

El andlisis de similitud y homologia se realiz6 en la base de datos National Center for
Biotechnology Information (NCBI) con la herramienta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST)
para nucledtidos, este programa permitié comparar las secuencias para determinar la especie de

tripanosoma que presentan similitud en la secuencia.

3.13. Analisis estadistico

3.13.1. Disefio no experimental

Es aplicado cuando no se realiza una manipulacién deliberada en las variables
analizadas, en su lugar, se toma en cuenta la observacion del fendmeno y se recolecta los datos,

con el propdsito de describir las variables e incidencia en un momento determinado.

3.13.2. Variable de respuesta

Es el resultado obtenido del muestreo que pueden estar correlacionada o influenciada

por otros factores, dicha medicién también se la determina como una variable dependiente.

3.13.3. Analisis

El analisis del estudio se llevd a cabo en el software estadistico de SPSS, Excel y R Studio.

3.13.4. Estadistica descriptiva

Se realizd mediante el analisis de los datos generados en los diagndsticos en el
laboratorio (pruebas parasitoldgicas y PCR) y registro del muestreo, en las cuales permite
ordenar los datos, obtener tablas y graficos, obtener medidas de tendencia y frecuencia, en

cada conjunto de las muestras por provincia.
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3.13.5. Datos de prevalencia

Es una mediada determinada por el nimero de casos positivos a cierta afeccién en un
momento especifico en relacidn con el nimero total del muestreo realizado. La prevalencia se
determiné utilizando los resultados de las pruebas parasitoldgicas y de la PCR, en la cual la
prevalencia se determind, mediante el niUmero de caso positivos a T. vivax en relacién al

numero total de bovinos muestreado en la poblacion determinada.

3.13.6. Estadistica inferencial

Permite realizar estimaciones de pardmetros poblacionales a partir de la muestra, con el
fin de contrastar hipdtesis. Con los datos obtenidos en el muestreo, se procedié a realizar las
pruebas de T Student para variables paramétricas, prueba de Chi-cuadrado y Test de Fisher para
variables no paramétricas, con el fin de determinar independencia entre dos factores, ademas,
dependiendo del tipo del tamafo de la muestra para el analisis, se aplicé Fisher o Chi-cuadrado,

ademas, se realizd la prueba de hipdtesis para evitar los tipos de errores en la estadistica.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Pruebas parasitoldgicas (Woo y frotis sanguineo)

Los resultados de las pruebas parasitoldgicas realizadas, permitié determinar el
hematocrito y parasitemia, por la prueba de woo y frotis sanguineos en cada una de las
provincias (Tabla 10), en estas pruebas se evidencié solo una muestra positiva por la prueba de
woo en la provincia de Santo Domingo. Dada las caracteristicas de su morfologia permitio
evidenciar la presencia de un Megatrypanum spp. por su gran tamafo. Este protozoario puede
presentar un tamafio de alrededor 60 — 70 um hasta los 120 um, en América Latina se ha
reportado evidencia de la presencia de la especie Trypanosoma theileri perteneciente al

subgénero Megatrypanum (Desquesnes, 2004; OIE Terrestrial Manual, 2008).

En la provincia de Napo, se encontré mediante la prueba de woo, 9 muestras positivas a
Trypanosoma spp determinadas por las caracteristicas morfoldgicas de su tamafio pequeio y
desplazamiento en la capa leucocitica del capilar (Gonzatti et al., 2014), representando el
19,57% (9/46) de positivos a Trypanosoma spp. del muestreo, esta prueba permitié ademas
establecer niveles de parasitemia por observacion (Tabla 10). Debido a que el método de woo
cuenta con una baja sensibilidad durante los periodos crénicos de la enfermedad, permitio
evidenciar el estado agudo de los animales muestreados al tener parasitemia superior a los 10°
tripanosomas por mL de sangre, donde la sensibilidad de la prueba puede alcanzar el 100%

(Gonzatti et al., 2014; OIE Terrestrial Manual, 2008).

Con el fin de determinar la especie del tripanosoma que provoco el brote, se realizé un
frotis sanguineos, donde se puedo evidenciar con mayor especificidad la morfologia de los
tripanosomas presentes en las muestras, se observé que el tamafio era de aproximado 22 — 27

um, el kinetoplasto grande y prominente, nucleo definido, membrana ondulante y flagelo,
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terminal y libre, de manera que se determiné que el protozoario pertenecia a la especie de T.
vivax ( Figura 9) (Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014), mientras que en las provincias de
Manabi y Esmeraldas no se encontré muestras positivas a Trypanosoma spp., ademas, ademas,
los frotis sanguineo permitieron evidenciar la presencia de cuerpos intra eritrocitos compatibles

con Anaplasma marginale en varios animales de distintas provincias (Tabla 12).

Tabla 10

Distribucion de Trypanosoma spp. en bovinos de 4 provincias del Ecuador en 2021

Provincias Animales Woo Frotis
muestreados (n) % (n) %
Santo Domingo 135 1 0.74 0 0.00
Esmeraldas 26 0 0.00 0 0.00
Napo 46 9 19.57 8 17.39
Manabi 192 0 0.00 0 0.00
Total 399 10 20.31 8 17.39
Figura 8

Morfologia del T. vivax encontrado en los frotis sanguineos de las muestras de Napo, 2021

Membrana
ondulante

Nota: Tincidén con giemsa, se observan 6 Trypanosomas vivax y los glébulos rojos.
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Tabla 11

Resultados de la prueba de woo y frotis sanguineo, provincia del Napo.

COD. LAB. Hematocrito Temp °C Woo Frotis
2021-017 41 - +*

2021-211 30 37 +++

2021-212 27,5 39,5 - Trypanosoma vivax ++
2021-214 28 39,3 ++++++ Linfocitosis, T. vivax +
2021-215 29 40 + Eosinofilia, T. vivax ++++
2021-218 31 39,8 - Anaplasma 1/10 000
2021-219 29 39,2 -

2021-220 29 40,4 - Anaplasma 1/10 000
2021-222 31 39,8 + Eosinofilia, T. vivax ++++
2021-225 27 39,6 + Trypanosoma vivax ++++
2021-226 36 39,4 - Anaplasma 1/1 000
2021-227 32 39,3 - Eosinofilia
2021-228 34 39,4 +++

2021-231 27 - ++ Trypanosoma vivax +
2021-236 29 394 +++ Trypanosoma vivax +++
2021-239 28 39,9 + Trypanosoma vivax +

Nota: (+*) muestra de la sala de matanza de Santo Domingo, con morfologia de T. theileri. (+)
muestras positivas en la prueba de Woo y frotis, la cantidad de + es una cuantificacién de la
cantidad de parasitemia en la muestra de sangre, ademas se observé diferentes niveles de

glébulos blancos.

4.2. Hematocrito

La anemia es parte de la sintomatologia presente en infecciones con T. vivax y depende
de la virulencia y patogenicidad de la cepa (Ramirez-Barrios et al., 2019), por por esto, fue
determinada en cada uno de los animales de la poblacién bovina de Napo, considerando como
animal anémico al bovino con un hematocrito inferior al 25% (Radostits, Gay, Blood, &
Hinchcliff, 2002). La media del hematocrito obtenido del muestreo en Santo Domingo de los
Tsachilas es de 32.89 %, donde la distribucion central se encuentra en el rango de 26 - 46 %

correspondiente a valores hematoldgicos normales
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La distribucién de la poblacidn con referencia al hematocrito (Hto) se encontro el
14.07% (19/135) de bovinos con Hto inferiores a 25% (Tabla 12). Sin embargo, la causa de esto,
es muy dificil determinar, pudiendo ser un grupo de factores como babesia, anaplasma u otra
enfermedad anemizante, asi como igualmente puede deberse a problemas nutricionales
(Radistits el al., 2005). Los resultados de anaplasmosis en Santo Domingo de los Tsachilas es del
22.22% (30/135) de la poblacidon muestreada. No obstante, no se encontré una relacién
estadistica mediante t de student entre el porcentaje de hematocrito con presencia o ausencia
de la anaplasmosis, en dicha poblacién también se encontrd un caso con T. theileri por prueba
de woo, que se asocia con niveles bajos de eritrocitos en la sangre (Jaimes-Duefiez et al., 2017)

siendo necesario un estudio de la asociacién con otro hemotrdépicos.

En el caso de los hematocritos elevados se encontré 4.44% (6/135) de bovinos, la causa
posible es la deshidratacién del animal, considerando que estos animales son de faenamiento y

por ello, posiblemente no consumieron agua en los ultimos dias (Figura 10).

Figura 9

Distribucion de los niveles de hematocrito por provincias.
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En la provincia de Manabi, se obtuvo una distribucidn central entre los 35 — 27 %, con
una media de 28.75 % de valores de hematocrito, aunque se encontré 11.98% (23/192)
animales con hematocritos por debajo de 25%, mediante frotis sanguineos se pudo constatar la
presencia de la anaplasmosis en bovinos en algunos animales los analizadas in situ de 2.60%

(5/192), lo cual podria ser causante de la anemia (Tabla 12).

La anaplasmosis es una enfermedad anemizante debido a que la bacteria invade los
glébulos rojos generando cambios estructurales y bioquimicos en la membrana, originando un

proceso autoinmune con eritrofagositosis extravascular (Carlyon & Fikrig, 2003).

Tabla 12

Pruebas parasitoldgicas positivas a Anaplasma con hematocrito inferior a 25%.

COoD. Hematocrito Prevalencia
LAB. (%) Woo Frotis Provincia del muestreo
Eosinofilo, Neutropenia,

2021-049 7 - Anaplasma 1/10 000
Eosinofilo, Anaplasma Santo Domingo
2021-058 25.5 - 1/10 000 de los Tsachilas 22.22%
2021-080 17 - Anaplasma 1/10 000
2021-095 21.5 - Anaplasma 1/10 000
2021-107 23.5 - Anaplasma 1/10 000
2021-393 21 - Anaplasma
2021-398 10 - Anaplasma Manabi
2021-399 12 - Anaplasma 2.60%
2021-401 12 - Anaplasma

Nota: En la provincia de Manabi, se realizé por frotis y gota fresca de sangre, por la alta

parasitemia.

En la provincia de Napo se evidencio una distribucién central entre 32 —28% y una
media de 30.74 % de hematocrito sin encontrar ninglin animal con anemia, pero se encontraron
valores bajos de hematocrito (Figura 11: Tabla 13), en dicha provincia, se encontré presencia de

Trypanosoma spp, sin embargo, los bovinos fueron tratados con diversas drogas previamente al
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muestreo debido a 5 muertes anteriores en dicha finca, al momento de administrar una droga la
sintomatologia clinica empieza a desaparecer por la reduccién del parasitos en el hospedador,
no obstante, no se conoce los mecanismos de resistencia debido que tras un semana se
presentd un rebrote en el cual se realizé el muestreo de los animales, se puede agregar a su vez
el desconocimiento de la patogenicidad y virulencia del aislado, que se asocia con los signos
clinicos del hospedador (Boada-sucre, Rossi Spadafora, Tavares-marques, Finol, & Reyna-bello,

2016; M Desquesnes et al., 1995; Gonzatti et al., 2014).

Los hematocritos bajos en la infecciédn por Trypanosoma spp. debido al estado agudo de
la enfermedad y a la cepa circulante, en la cual el tripanosoma secreta/excreta sialidasa
contribuyendo a la eritrofagocitosis. De igual manera, los parasitos pueden originar dafios fisicos

a los eritrocitos, induciendo asi su fagocitosis (Boada-sucre et al., 2016).

Tabla 13

Pruebas parasitolégicas con hematocrito, provincia de Napo 2021.

COD.LAB. Hematocrito (%) Woo Frotis
2021-211 30 +++

2021-212 27.5 - Trypanosoma Vivax ++
2021-214 28 ++++++ linfocitosis, T. vivax +
2021-215 29 + Eosinofilia, T. vivax ++++
2021-216 28 - Anaplasma 1/10 000
2021-220 29 - Anaplasma 1/10 000
2021-225 27 + Trypanosoma Vivax ++++
2021-230 27 -

2021-231 27 ++ Trypanosoma vivax +
2021-233 27 -

2021-236 29 +++ Trypanosoma vivax +++
2021-238 28 -

2021-239 28 + Trypanosoma vivax +

Nota: (+) muestras positivas en la prueba de Woo vy frotis, la cantidad de + es una cuantificacion

de la cantidad de parasitemia en la muestra de sangre.
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Relacidn entre el Hematocrito y el diagnostico obtenido por las pruebas rdpidas, provincia Napo
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4.3.Temperatura

La temperatura es un factor asociado a la respuesta del sistema inmunoldgico frente a la

invasiéon de un agente desconocido en el huésped, permitiendo ser un indicador de la presencia

de un patdgeno, por lo tanto, en las muestras obtenidas de la provincia de Napo con evidencia

de T. vivax se analizé la dependencia entre la temperatura y los resultados obtenidos de las

pruebas parasitoldgicas, mediante la prueba de Fisher (p > 0.05), Chi-cuadrado (p > 0.05) y error

tipo Il (p< 0.05) como prueba de hipdtesis, tomando en cuenta la temperatura de 39.5 °C para

determinar fiebre (tabla 14).

Este analisis permitié determinar que la fiebre es dependiente de los resultados de las

pruebas parasitoldgicas (woo y frotis sanguineo) para diagndstico de T. vivax, debido a que las

pruebas parasitoldgicas cuentan con una alta sensibilidad cuando esta se encuentra en la fase
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aguda de la infeccién por T. vivax, dicha fase se caracteriza por las fluctuaciones de la
parasitemia, que conlleva a una fiebre de tipo recurrente, posteriormente, a medida que la
parasitemia se reduce, la temperatura se normaliza hasta alcanzar una temperatura normal

(Gonzatti et al., 2014).

Por lo tanto, la temperatura de los bovinos con diagnostico positivo en pruebas
parasitoldgicas se encuentran en un rango de 39.3 °C a 40.4 °C, relacionando las pruebas
parasitoldgicas con la fiebre, se determiné que los animales cumplen con las caracteristicas a
una fase inicial de la infeccidn por T. vivax (Figura 11), sin embargo, es necesario aumentar el

tamaio de muestra para evitar errores estadisticos.

Cabe resaltar que los bovinos muestreados en Napo previamente fueron tratados con
una droga para Trypanosoma spp., sin embargo, al no tener un correcto tratamiento se pudo
observar un rebrote de la enfermedad y por esta razén se logré encontrar animales que
cumplen con las caracteristicas a una fase inicial de la infeccién por T. vivax (Desquesnes, 2004;

Gonzatti et al., 2014).

En relacién con los resultados de frotis sanguineos se encontré eosinofilia, anaplasma 1/
10 000 y T. vivax (tabla 15), las cuales se relacionan con la temperatura alta en los bovinos de la
provincia de Napo. En los bovinos muestreados de Esmeraldas y Manabi, los animales que
presentaron fiebre alta concordaban con infecciones por Anaplasma spp. determinadas

mediante frotis sanguineo.



Tabla 14

Prueba de independencia entre la temperatura y pruebas directas (woo y frotis sanguineo).

Pruebas directas Pruebas directas
. . Total
Positivas Negativas
Temperatura normal 4 (10 %) 22 (55 %) 26 (65 %)
Temperatura alta (Fiebre) 5(12.5 %) 9(22.5%) 14 (35 %)
Total 9(22.5 %) 31 (77.5%) 40

Nota: Prueba de Fisher p- value 0.2338; Chi-cuadrado (p > 0.05): Error tipo Il (p< 0.05)

Figura 11

Relacion de la temperatura y el diagnostico obtenido por las pruebas rdpidas.
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Pruebas rdpidas con temperatura superior a partir de 39.5 °C, provincia de Napo 2021.

COD. LAB. Temperatura (°C) Woo Frotis
2021-212 39.5 Negativo Trypanosoma Vivax ++
2021-213 39.6 Negativo Eosinofilia
2021-215 40 Positivo Eosinofilia, T. vivax ++++
2021-218 39.8 Negativo Anaplasma 1/10 000
2021-220 40.4 Negativo Anaplasma 1/10 000
2021-222 39.8 Positivo Eosinofilia, T. vivax ++++
2021-223 40.6 Negativo -

2021-225 39.6 Positivo Trypanosoma Vivax ++++
2021-239 39.9 Positivo Trypanosoma vivax +
2021-241 40 Negativo -

2021-245 39.5 Negativo Eosinofilia
2021-250 39.8 Negativo Eosinofilia
2021-253 39.6 Negativo Anaplasma 1/1 000

4.4.Estandarizacion de protocolos para la extraccion de ADN

Las muestras de sangre fueron transportadas al Laboratorio de Biologia Molecular de la

Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE sede Santo Domingo.

Utilizando el protocolo del Instituto de investigacion en Zoonosis-ClZ modificado de

Riera et al. (2010), para el procesamiento de la extraccidon del ADN, se obtuvo bandas definidas

mediante electroforesis, las cuales determinan una integridad alta del ADN extraido y purificado

(BancoADN, 2020). Mientras que con el método descrito por Sambrook se presentd en algunas

muestras la ausencia de banda, evidenciando que no se extrajo el ADN (Figura 13). Es por esto

que, en el presente trabajo, se trabajé como método de extraccién de ADN, con la metodologia

descrita por Riere et al., (2010)
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Figura 12

Amplificacion de los protocolos en la extraccion de ADN de las muestras procesadas, 2021

Protocolo CIZ (*) : Pfotocolo Sambrook

Estdndar 2021-066* 2021-067* 2021-068* 2021-069* 2021-070* 2021-066 2021-067

. - —,—
- L4 - e

|
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Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % de las extracciones de ADN con distintos
protocolos, se representa: Marcador 1 Kb: DNA Ladder Promega; 2021-066* al 221-070%,

Protocolo CIZ y del 2021-066 al 2021-067, protocolo Sambrook.

4.5. Amplificacion de fragmentos de Trypanosoma spp

En las muestras procesadas de la provincia de Santo Domingo y Esmeraldas, no se
encontré amplificacion comparando con el control positivo de un plasmido del laboratorio, que
contiene la secuencia de CatL de T. vivax, por lo cual asumimos no existe la presencia de T.

evansiy T. vivax (Figura 14) en nuestros muestreos.

En las muestras de Napo, 4 muestras resultaron ser positivas del total de 5 animales
muestreados con los primer genéricos para Trypanosoma spp (Figura 15), estos resultados se

encuentran representados en la Tabla 16.
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Figura 13

Amplificacion de fragmentos de Trypanosoma spp

Estandar Control (+) 2021-17 2021-02 2021-03 Control (-)

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de productos de PCR de CatL para Trypanosoma
spp., se representa: Marcador 1 Kb: DNA Ladder Promega; plasmido con la regién CatL (control

positivo). 2021-001 al 221-003: Control negativo.

Tabla 16

Resultados de la amplificacion de fragmentos de Trypanosoma spp.

Provincias Animales muestreados PCR

(n) %
Santo Domingo 135 0 -
Esmeraldas 26 0 -
Napo 5 4 80
Total 166 4 80

Nota: Las muestras procesadas de Napo solo se realizaron las 5 primeras muestras.
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Figura 14

Amplificacion de fragmentos de Trypanosoma spp de la provincia de Napo

C C(+) 2021-211 2021-212 2021-213 2021-214 2021-2015 Control (-)
Estandar

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de productos de PCR de CatL genérico de
Trypanosoma spp. Se representa: control positivo estandar (plasmido); control positivo PCR
(pldsmido); 2021-211 tenue positivo, 2021-212 tenue positivo, 2021-213 negativo, 2021-214

positivo y 2021-215 positivo; control negativo.

4.6.Estandarizacion de la PCR para T. vivax

Los reactivos del PCR para T. vivax se modificaron varias condiciones y se determiné que
la banda mejor definida y analizando el uso de reactivos son con las condiciones de 1.5 Mm de
MgSQ4, 1.25 U/uL de Tag polimerasa y 1.0 uM de primers en concentraciones finales (Tabla 17)
presente en el pocillo 2 (Figura 15), por lo cual se continuo con dichas concentraciones para

realizar la amplificacién de CatL de T. vivax.



54

Tabla 17

Componentes de la PCR para amplificacion de CatL de Trypanosoma vivax

Reactivos Concentracion Final Volumen (pL)
H.O -
Buffer 1.00 2.50
TviCatL 1.00 uM 2.50
DTO155 1.00 uM 2.50
MgSO, 1.50 Mm 0.00
DNTPs 0.80 Mm 0.50
Taq 1.25 U/uL 0.25
ADN 100 ng 2
Volumen Total 25.00
Figura 15

Estandarizacion de la PCR para fragmento especifico de T. vivax

10 11 12

2uM  2.5uM : 2uM  25pM  3puM  C()

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de TviCatL-PCR para T. vivax. Se
representa: Marcador 100bp: DNA Ladder Promega; desde el pocillo 1 se realizé un gradiente de
MgSO4 en concentraciones de 1.5 uM, 2 uM, 2.5 uM, 3 uMy el control negativo —C (-), la
primera PCR y desde el pocillo 8 con el gradiente de MgSQO,y el control negativo—C (-), la

segunda PCR.
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4.3. Amplificacion de fragmentos de CatL de Trypanosoma vivax

La TviCatL-PCR para el fragmento especifico de T. vivax se realizé en todas las muestras
obtenidas de la provincia de Napo, obteniendo un fragmento aproximadamente de 170 pb,
donde se obtuvo un 36.96% de muestras positivas (17/46), siendo una prueba con gran
especificidad y sensibilidad para el diagnéstico (Figura 17), el uso de un plasmido realizado en el
laboratorio que contiene el gen catL de T. vivax permitié compara las bandas obtenidas en el
PCR convencional de 170pb. La identificacidén de T. vivax mediante TviCatL-PCR es altamente
especifica y sensible para el diagndstico del hemoflagelado, aun a pesar de la gran diversidad
genética que presenta el T. vivax en Africa y América (Cortez et al., 2009). Esta técnica ha sido
empleada para determinar la prevalencia en paises como Venezuela en el que se determiné
infecciones constantes por T. vivax con bajos niveles de parasitemia, permitiendo el diagnostico
por métodos moleculares del 23% de los bufalos examinados (Garcia et al., 2016), en Brasil, se
utilizé esta prueba en el diagndstico de bufalos y bovinos, presentando un prevalencia de 28.1%

y 24.6%, respectivamente (Garcia Pérez et al., 2020).

Figura 16

Amplificacion de fragmentos de Trypanosoma vivax por TviCatL-PCR

Estandar Control (+) 2021-211 2021-212 2021-213 2021-214 2021-215 Control (-)
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Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de TviCatL-PCR para T. vivax. Se
representa: Marcador 100bp: DNA Ladder Promega; 2021-211 al 215 y control (-): plasmido

(control positivo).

4.4.Prevalencia de T. vivax por muestreo

La prevalencia en las provincias muestreadas, en las pruebas parasitolégicas se encontrd
una prevalencia en la provincia de Napo en prueba de woo 19,57% (9/46), en frotis 17,39%
(8/46) y mediante prueba molecular PCR un 36.96% (17/46), mientras que en las provincias de
Santo Domingo de los Tsachilas, Esmeraldas y Manabi no se encontré muestras positivas a T.

vivax (Tabla 18).

Tabla 18

Distribucion de Trypanosoma vivax en bovinos de 4 provincias del Ecuador en 2021.

Provincias Animales Woo Frotis PCR

muestread (n) % (n) % (n) %
os

Santo Domingo 135 0 - 0 - 0 -

Esmeraldas 26 0 - 0 - 0 -

Napo 46 9 19,57 8 17,39 17 36,96

Manabi 192 0 - 0 -

Total 399 9 19,57 8 17,39 17 36.96

La prevalencia de tripanosomosis en los hospedadores varias dependiendo del método
de deteccidn, en las cuales las estimaciones mas altas son determinadas por método seroldgico
debido a la persistencia de anticuerpos tras la infeccién, en comparacidn con las pruebas
parasitoldgicas, las cuales solo permiten diagnosticar la enfermedad en las fases agudas, por lo
tanto, altos niveles de parasitemia en la sangre con la técnica de centrifugacidn con
microhematocrito, incrementa la sensibilidad de las pruebas de PCR (Fetene et al., 2021) . En

nuestro caso, estadisticamente existe diferencia significativa (p < 0.05) al comparar las pruebas
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parasitoldgicas directas y las pruebas moleculares para el diagnéstico de T. vivax (Figura 17), por
lo tanto al comparar los métodos moleculares con los métodos directos o parasitoldgicos, se
puede encontrar una gran diferencia debido a que los métodos directos generalmente permite
identificar la enfermedad dependiendo de las fluctuaciones de la parasitemia, dificultando el
diagndstico en nivele de parasitemia bajos, sin embargo, la técnica de centrifugacién del
hematocrito es una de las mejores técnicas para obtener una sensibilidad alta durante el
periodo de la infeccidon, mientras que los métodos moleculares cuenta con mayor sensibilidad,
permitiendo el diagnostico tanto en la fase aguda como en fase crdnica de la infeccidon (Fidelis

Junior et al., 2016).

Figura 17

Distribucion de Trypanosoma vivax en bovinos de 4 provincias del Ecuador en 2021
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Respecto las muestras positivas se determiné la capacidad de diagndstico de cada
prueba, la técnica woo identifico el 52.94% (9/17) y la técnica por frotis sanguineo el 47.06%
(8/17) de las muestras positivas conocidas mediante diagnostico PCR, ademas, al comparar
entre las pruebas de diagndstico, el 41.17% (7/17) de muestras positivas fue diagnosticada
mediante las 3 técnicas empleadas en el estudio, sugiriendo que dicha poblacion se encontraba
en etapa aguda de la enfermedad. Las pruebas parasitoldgicas son las mas empleadas para el
diagnodstico permitiendo identificar casos con niveles altos de parasitemia asociado con el
estado agudo de la enfermedad, las fluctuaciones de la parasitemia impiden que estas pruebas
logren determinar todos los casos de infeccién por Trypanosoma spp. (Fidelis Junior et al.,

2019).

El diagnostico identificado solo por la técnica el PCR es del 47.06% (8/17), dicha técnica
tiene una alta sensibilidad especialmente en las fases patentes y subpatente de la enfermedad,

sugiere que esta poblacién en estado subpatente de la enfermedad (Fidelis Junior et al., 2019).

Los diagnostico molecular cuenta con mayor capacidad de identificacion comparado con
las técnicas parasitoldgicas en la que el diagnostico por frotis fue el mds bajo entre las técnicas
utilizadas, debido a que se puede presentar errores en la fijacion y/o tincién de la muestra, sin
embargo, el uso de emplear varias técnicas de diagndstico permite que se puede conocer la
parasitemia en la poblacidn, evitar falsos negativos y llevar a cabo un correcto control de la

enfermedad.

Las muestras identificadas como positivas se asociaron con el porcentaje de
hematocrito, en las pruebas parasitoldgicas se obtuvo una media de 29.05% de hematocrito,
mientras que con prueba molecular PCR, la media de 30.25% de hematocrito, no se encontré

diferencia significativa estadisticamente, sin embargo, el hematocrito al inicio de la enfermedad
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dependiendo del tiempo de infeccidn del T. vivax en el estudio por Parra-Gimenez & Reyna-
bello, (2019) se evidencio que el hematocrito desciende desde la infeccidn, pero en el periodo
de 9 a 14 dias de infeccion el hematocrito se encuentra en un rango de 20 a 35% de
hematocrito, esto sugiere que la infeccién se encontraba en dicho periodo, acotando que se

suministré una droga previamente al muestreo generando un rebrote (Figura 18; Tabla 19).

La temperatura de los animales identificados positivos a T. vivax por diagnostico
parasitolégico tiene una media de 39.32°C concordando con los analisis realizados previamente
presentando relacidn con el nivel de parasitemia y con el estudio por Parra-Gimenez & Reyna-
bello, (2019) donde se evidencio que la temperatura en el periodo de 9 a 14 dias de infeccidon
cuenta con un pico hasta alcanzar los 41°C, mientras que la media de los positivos con
diagnéstico molecular PCR es de 39.42 °C, de manera que concuerda con el rango para
determinacién de fiebre, sin embargo, no se encontrd diferencia significativa estadisticamente,
debido a ciertos animales negativos a T. vivax que presentaron fiebre, esto sugiere que el nivel
de parasitemia se encontraba demasiado bajo para ser detectado por PCR o que estos contaban

con alguna enfermedad (Figura 18; Tabla 19) (Fidelis Junior et al., 2019).

4.5. Amplificacidn de fragmentos de ITS

La amplificacién de los ITS de Trypanosoma spp., generd un fragmento de ~620 bp el
cual coincide con lo descrito para T. vivax (Cox et al., 2005). En esta prueba, se utiliz6 como
control positivo en un plasmido de T. theileri de ~998 bp (gentilmente cedido por la Ingeniera

Cholota) que se puede evidenciar en la Figura 19.

Anteriormente, la amplificacion de ITS se realizaba como prueba de diagndstico, sin
embargo, utilizar estos marcadores cuentan con limitaciones para el diagndstico de T. vivax, en

los que se ha reflejado la incapacidad de detectar ciertas poblaciones africanas de T. vivax, a
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pesar de ello estos marcadores moleculares permiten realizar caracterizacién molecular, al

discernir entre de varias especies de Trypanosomas spp., a través de la secuenciacién del

fragmento obtenido por ITS-PCR, por lo cual para el diagndstico molecular de T. vivax en una

poblacién facilitando el diagndstico es mediante la TviCatL-PCR y a su vez, la técnica con PCR

convencional permite obtener un diagnostico con mayor sensibilidad y especificidad (Cortez et

al., 2009).

Figura 18

Contraste de muestras positivas con hematocrito y temperatura.
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Tabla 19

Contraste de muestras positivas a T. vivax con datos de Hematocrito y Temperatura

COD.LAB. Hto Temp(°C) Woo Frotis PCR/Género PCR/TviCatL PCR/ITS
2021211 30 37 ++ * + + +
2021-212 275 39.5 - Trypanosoma Vivax ++ + +
2021214 28 39.3  +++++ linfocitosis, T. vivax + + + +
2021-215 29 40 + Eosinofilia, T. vivax ++++ + +
2021-218 31 39.8 - Anaplasma 1/10 000 +
2021-219 29 39.2 - +
2021-220 29 40.4 - Anaplasma 1/10 000 +
2021-222 31 39.8 + Eosinofilia, T. vivax ++++ +
2021-225 27 39.6 + Trypanosoma Vivax ++++ +
2021-226 36 39.4 - Anaplasma 1/1 000 +
2021-227 32 39.3 - Eosinofilia +
2021-228 34 394 +++ "

2021-236 29 394 +++ Trypanosoma vivax +++ +
2021-239 28 39.9 + Trypanosoma vivax + +
2021231 27 ++ Trypanosoma vivax + +
2021-232 37 - +
2021-235 32 = * +
2021-216 28 - Anaplasma 1/10 000 +

Nota: * en muestras con frotis sanguineo, se presentd problemas en la fijacidn y tincién.
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Figura 19

Amplificacion de fragmentos ITS de Trypanosoma vivax

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de PCR ITS de T. vivax. Se representa:
Marcador 100bp: DNA Ladder Promega; 2021-017, 2021-211 y 2021-214: plasmido con la region

ITS T. theileri (control positivo).

4.6.Andlisis de similitud y homologia de las secuencias amplificadas por ITS

Se determind a partir de las secuencias obtenida de los ITS de los aislados en Napo la
similitud y homologia con secuencias del GenBank, mediante la herramienta de BLAST, las
secuencias obtenidas cuentan con 940 pb y 990 pb, de las muestras M301 y M302,
respectivamente, confirmando que los dos aislados son similares a secuencias de Trypanosoma

vivax, en un 98.41% y 98.38% (Tabla 20).

Los resultados encontrados en este estudio demostraron homologia con T. vivax, esta
especie fue ya descrita y caracterizada molecularmente por primera vez en Ecuador en Chone
por Chavez-larrea et al., (2020), sin embargo, este proyecto documenta un brote de T. vivax en

la provincia de Napo, perteneciente a la region amazoénica del Ecuador. Se puede determinar
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que los brotes de tripanosomosis se han distribuido debido a la introduccién de ganado enfermo
en fincas sin hemotrdépicos o compra de ganado, sin tener en cuenta las medidas de

bioseguridad para el control de enfermedad hemotrédpicas,

Tabla 20

Secuencias similares y homologas de la base de datos GenBank de las muestras M301 y M302

obtenidas por nested PCR de ITS.

Aislado de Tamaino del Secuencia similar Ndmero de Porcentaje E-
Napo - fragmento de GenBank acceso de value
Ecuador alineado GenBank Identidad
M301 561 bp Trypanosoma vivax U22316.1 98.41% 0.0
18S, 5.8S, 285-LS1,
and srRNA1
ribosomal RNA,

complete

sequence
M302 549 bp Trypanosoma vivax HE573019.1 98.38% 0.0

Y486 annotated
genomic contig,
chromosome 3

Por otra parte, es importante sefialar que la ausencia de estudios de prevalenciay
control de esta enfermedad y los vectores que aumentan el potencial del parasito para la
infeccidn, contribuyen a la distribucién de la tripanosomosis en Latinoamérica, es por ello, que
la tripanosomosis bovina representa una gran amenaza para las industrias ganaderas de todo el
Ecuador, al comparar esto, por ejemplo con las pérdidas econémicas en paises latinoamericanos

donde se aproximar a los $160 millones de ddlares (Fetene et al., 2021).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

En este estudio se evidencié un brote de tripanosomosis bovina debido a T. vivax en la
provincia de Napo, en la cual se llevd a cabo la identificacidn del pardsito mediante pruebas
parasitoldgicas (woo y frotis sanguineo) y pruebas moleculares (TviCatL-PCR). Estos resultados
fueron confirmados mediante la secuenciacién de los ITS, obtenido una identidad de 98.41% y
98.38% de homogeneidad con Trypanosoma vivax. Este estudio permitié por primera vez

caracterizar molecularmente con la ayuda de los ITS un asilado de T. vivax del Ecuador.

En las zonas de produccién pecuaria analizadas se demostrd la presencia de
hemotrdpicos, en todas las provincias se encontré anaplasma por frotis sanguineo, ademas de
un brote de T. vivax en la provincia de Napo en la que se determind una prevalencia de 36.96%
(17/46) por pruebas moleculares y por pruebas parasitoldgicas de 19.57% (9/46) por woo y

17,39% (8/46) por frotis.

En la evaluacién estadistica de la influencia de los hemotrdpicos con altos niveles de
parasitemia sobre la temperatura, se demostro diferencias significativas sugiriendo la influencia
de la parasitemia en los signos clinicos de la poblacidon de Napo, ademas de sugerir estado
agudo de la enfermedad, mientras que, sobre el hematocrito, no se encontré diferencia
significativa, lo que se puede explicar por los tratamientos empleando previos al muestreo o

ciertos casos cronicos de la enfermedad.

Los resultados de la secuenciacidn e ITS-PCR permitieron realizar la identificacion de
Trypanosoma vivax, por lo que el uso de estos marcadores, evidenciaron la especie de

tripanosoma en las muestras analizadas.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar la PCR/TviCatL para el diagndstico de T. vivax, debido a la
facilidad de la técnica en comparacion con PCR/ITS, ademas realizar estudios filogenéticos con el

fin de determinar la relacién genética con otros reportes de T. vivax, reportados en Ecuador.

Se recomienda el uso de pruebas parasitolégicas cuando se presentan signos clinicos,
representativos de Trypanosoma vivax, lo cual permite llevar un manejo rdpido de la
enfermedad para evitar el deterioro del animal y su consecuente muerte, asi como la

propagacion por vectores hemofagos.

Se recomienda dar a conocer los brotes de tripanosoma a organismos como agrocalidad
para el debido control, con el fin de evitar la distribucién de Trypanosoma vivax y perdidas

econdmicas por muerte del ganado.

Se recomienda realizar un seguimiento a las provincias con reportes de hemotrdpicos,
para una adecuada prevencién y control zoo sanitario, ademas, de organizar conferencias
informativas y capacitaciones a los ganaderos, personal de manejo y organismos encargados de

prevencion y control zoo sanitario.
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