ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

EETS .
El:;unnnn INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Evaluacién del uso de un medicamento para el tratamiento y el control de la

tripanosomiasis bovina.

Viscarra Sanchez, Lissette Melissa

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de integracion curricular, previo a la obtencién del titulo de Ingeniera en Biotecnologia

Reyna Bello, Armando Ph.D.

27 de febrero del 2023



sNEL

Nombre del documento: TESIS LISSETTE VISCARRA sin

formatos.docx
1D del

documento: 89abbc4014480846173af83ef6d56c9ebc56ab3

CERTIFICADO DE ANALISIS
magister

TESIS LISSETTE VISCARRA 3y A

Reporte de verificacion de contenido

Tamaiio del documento original: 3,87 Mo

Ubicacién de las similitudes en el documento:|

|

|

Fuentes principales detectadas

N

; B
. 8
s @

Descripciones

repositorio.espe.edu.ec

Similitudes
Depositante: MILTON VINICIO UDAY PATIRO
Fecha de deposito: 27/2/2023
Tipo de carga: jpterface
fecha de fin de andlisis: 27/2/2023

Similitudes Ubicaciones

https://repositorio.espe edu.ec/spuibitstream/21000/32466/1/T-ESPE-052485 pdf 1%

1 fuente similar

MAARARAAAAAANA VAAAN
htip://repositorio.espe.edu.ec:8080//bitstream/21000/25921/5/T-ESPESD-003171.pdf txt

repositorio.espe.edu.ec

http:/frepositorio.espe.edu.ec:8080//bitstream/21000/25913/5/T-ESPESD-003160.pdf txt

repositorio.espe.edu.ec | Caracterizacion molecular y andlisis §liggengiico.de Jvoan -
http://repositorio.espe.edu.ec:8080//bitstream/21000/15337/5/T-ESPE-040551 . pdf txt

T
Prevalen

repositorio.espe.edu.ec | 1
http:/irepositorio.espe.edu.ec:8080//bitstream/21000/28903/5/T-ESPESD-003198 pdf.txt

Fuentes con similitudes fortuitas

N2

=]

Descripciones

Documento de otro usuario #5413d3

® El documento proviene de otro grupo

repositorio.espe.edu.ec | 1

denlisrenn
http:/irepositorio.espe.edu.ec:8080//bitstream/21000/28890/5/T-ESPESD-003190.pdf txt

hdl.handle.net | Evaluacién clinica. patoldgica y proteémica de dos aislados ygngzela-

http://hdl.handle.net/10396/13244

dspace.espoch.edu.ec | Disefio de un sistema de gestion administrativa para la AgQ¢-

<1%

& thelsi en bovinos groyeRIGR <1%

<1%

IAR, ¥ caracterizacion molecular de Bahgsia canis. <1%

Similitudes Ubicaciones

<1%

1RR, ¥ caracterizacion molecular de Anaplasma ol-

<1%

<1%

<1%

http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream/123456789/14718/3/12T01392 pdf txt

www.redalyc.org | DIAGNOSTICO DE LOS HEMOTROPICOS Ansplasma matinale. Ty

<1%

https:/iwww.redalyc.org/journal/959/95952010005/html/

Firmado electrénicamente por:

ARMANDO REYNA BELLO

vl

Reyna Bello, Armando PhD

DIRECTOR

% Texto entre comillas
< 1% similitudes entre comillas
. 2% Idioma no reconocido
Numero de palabras: 11.156
Numero de caracteres: 70.401

Datos adicionales

Palabras idénticas: 1% (138
palabras)

Palabras idénticas- < 1% (65
palabras)

Palabras idéaticas - < 1% (49
palabras)

Palabras idénticas - < 1% (42
palabras)

Palabras idéaticas: < 1% (32
palabras)

Datos adicionales

Palabras idéaticas - < 1% (12
palabras)

Palabras idéaticas: < 1% (15
palabras)

Palabras idéaticas: < 1% (10
palabras)

Palabras idénticas: < 1% (11
palabras)

Palabras idéaticas: < 1% (10
palabras)



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Viday de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Certificacion

Certifico que el trabajo de integracion curricular, “Evaluacién del uso de un medicamento para
el tratamiento y el control de la tripanosomiasis bovina” fue realizado por la sefiorita Viscarra
Sanchez Lissette Melissa el cual ha sido revisado y analizado en su totalidad por la herramienta
de verificaciéon de similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos legales, teoricos,
cientificos, técnicos y metodoldgicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas

ESPE, razén por la cual me permito acreditar y autorizar para que lo sustente publicamente.

Santo Domingo, 27 de febrero 2023

Reyna Bello, Armando

C.C.:1758891830



@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Responsabilidad de Autoria

Yo, Viscarra Sanchez, Lissette Melissa, con cédula de ciudadania n®° 0950206847, declaro que
el contenide, ideas y criterios del trabajo de integracion curricular: Evaluacién del uso de un
medicamento para el tratamiento y el control de la tripanosomiasis bovina es de mi autoria
y responsabilidad, cumpliendo con los requisitos legales, teéricos, cientificos, técnicos, y
metodolégicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los

derechos intelectuales de terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Santo Domingo, 27 de febrero del 2023

Firma:

Viscarra Sanchez, Lissette Melissa

C.C.: 0950206847



BDHESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Autorizacién de Publicacion

Yo Viscarra Sanchez, Lissette Melissa, con cédula de ciudadania n° 0950206847, autorizo a
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de integracion curricular:
Evaluacion del uso de un medicamento para el tratamiento y el control de la
tripanosomiasis bovina en el Repositorio Institucional, cuyo contenido, ideas vy criterios son de

mi responsabilidad.

Santo Domingo, 27 de febrero del 2023

Viscarra Sanchez, Lissette Melissa

C.C.: 0950206847



Dedicatoria

A mis padres, Edwin y Ofelia, por su apoyo incondicional, especialmente a mi madre; mi motor

y luz que me impulsé a continuar en los dias mas oscuros.

A mis hermanas, Doménica y Eliana, por ser las mejores amigas que la vida me pudo conceder.

Lissette.



Agradecimientos
Agradezco profundamente a mis padres, Ofelia y Edwin, por su apoyo y amor
incondicional, por ser mi fuente de inspiracion diaria, por ensefiarme que puedo conseguir todo
gue me proponga; a mis hermanas, Doménica y Eliana, por alegrarme en mis dias tristes y ser

siempre mi lugar seguro.

Agradezco infinitamente a Klever y Giovana, mis padres adoptivos, por abrirme las

puertas de su hogar y de su corazén, por ser la familia funcional que no sabia que necesitaba.

De manera especial agradezco al Dr. Armando Reyna, por la apertura en el laboratorio,
por su constante guia cientifica y académica, por los conocimientos impartidos desde la

primeraclase, por compartir su pasion por la ciencia con nosotros e impregnarnos de la misma.

Al Ing. Fausto Bedoya por su ayuda, conocimiento y paciencia en el laboratorio y a lo

largo del desarrollo de este trabajo.

Al proyecto “Establecimiento de una plataforma en apoyo a la formacion y
sensibilizacién, diagnéstico de una estrategia de control de la brucelosis y tripanosomosis en

Ecuador (BruTryp)” y al ARES de Bélgica por el financiamiento de este trabajo.

A la Ing. Cristina Cholota, por su colaboracion en el trabajo de laboratorio. Al Ing.

Sebastian Osorio y a Agrocalidad-Orellana, por el apoyo en las salidas de campo.

A mis amigas de siempre: Belén, Brenda, Cynthia y Emi, y a los amigos que la
universidad me regald: Margarita, Wendy, Joha, Katy, Nico, italo, Jairo, Geno, Jorge, gracias
por hacer esta etapa mas amena y divertida, ha sido un verdadero placer coincidir en esta vida

con ustedes.
A Kevin, por tu apoyo y carifio sincero, porque sin ti este trabajo no hubiera sido posible

Lissette.



indice de contenido

(O 17 LU= R U TP T PR P PR OPPPRO 1
Reporte de verificacion de CoONtENIAO...........c.uuiiiiiiie e 2
(O] 1] 1o Tox (o] o H PSP PRP R SUPPRPOPPPRP 3
Responsabilidad de AULOITA .........ueiiiii i 4
AULOrizacion de PUDICACION ........cooiiiiiiiii ettt 5
[D]=Te | [or= (0] 4 L= VPP P PP PUPRPPPPPPRPN 6
YYo= (o [=Tod 0 0T 1=T 0 (o 1P EERPRR 7
INICE @ CONLENMIAD ....vevveceee ettt bbb 8
[y =To [0 o [N (T U | = PSP P PP PPPPRPPPPRP 11
LiStado de TADIAS ........eeiiiiiiiie e 12
LiSta € @DIEVIBTUIEL .....ceiiiiiiiee ittt e et e e s e e s nnneee e 13
RESUMEBN......ceeeeei e r e e e e s s e e e e e e e e e s e ennnrnrr e e e e e e e 14
AADSTFACT. ...t 15
(=T o011 (V][0I I [ 0] 1 (oo [N o1 o o FAA RSP 16

Formulacion del problema............oooiii i 16

U] 1] o= T (o] o FO TSP 17

ODjJetiVOS eI PrOYECTO ....ccieiiie et e e 18

ODJELIVO GENEIAL .....ei it s e e e e e nnes 18

ODbjJetiVO ESPECITICO.. ... it e e et 18



[ [T 00 (=] LSRR 18
(=T o 11 (U] (o I8 1 Y/ =T ot o I8 (=T o] o o 1SR 19
GENEIAIHAAES. ......eeeeieeie et 19
[ 153 (0] - T PP P PR RPO P PPPRPO 19
B /1Y S 20
LIz Do L] 1 1 = U PP PP PPPP PP 20
/T g 0] (oo |- PRSP 21
011 1 ] o 10 o T o SRR 22
Transmision Yy CiClo DIOIOQICO ..........eiiiiiiiiie e 23
SIGNOS CHNICOS ..ttt be e e e e be e e s be e e snneeeanneas 24
INMUNOIOGIA ... e e e e e s e et e e e e e e e e e s aatareeeeeaaeeaans 25
V1= (Yo [o 1o [ =T a0 1] (o] 1 PRSP 26
Diagnostico parasitoldgico (MEtodo de WOO0).........ccooviiiiiiieiiee et 26
Diagnostico MOoleCular (PCR) ......viiiiiiiiee et 27
LI e= 11 01T=] 01 (o PP P TSR PPPPPPPPPPRPN 27
Cloruro de 1SOMEetamMIdiUM.......ccoiiiiiiiiiie e 28
(= L F=Todo] (oo L T- PSSR 30
D10 1571 {oF= Tox o o USSP 30
Capitulo 1l: MaterialeS y MEtOUOS. .......ccoouuieiiiieiiii e 31
PaArtICIPANTES ...ttt e e sk e e e e e e e e e b e e e 31
P o] o= o [ =T (UL [0 PRSPPSO PPPPPRPPPPRRIN 31

Duracion de 1a INVESHGACION............ueeiii e 31



FArMaCO ULIZAAO........coiiiiiiiiiece e 32
(= YT o LT O o1 o Lo LSS 32
Obtencién de muestras sanguineas de ganado bOVINO..........cccceeiiieiiiiie e, 32
Prueba de Woo para el diagndstico parasitologiCo..........couveirriieiiiiiiiiee e 33
Extraccion de ADN de sangre de muestras de ganado bovino............ccccccooeiivienenn. 33
Verificacion de ADN extraido en electroforesis horizontal..............cccceeiiiiiiiiiciineene 35

Estandarizacion de la prueba de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

especifico para Trypanosoma vivax mediante TWJ. ......cccccoevvvveeeiiiieeessiiinneens 35
Gradiente de temperatura de hibridacion............cccvveiiiiiee i 36
Gradiente de CEDATOIES ..........uiiiiiieiiii e 38
Electroforesis horizontal en gel de agaroSa. ...........coooviiiiiiiiiiiiie e 39

L (3= 1] o[ = PP PP P PPPPRPPPPPRP 40
ANANISIS ESTAAISTICO ..ot 40
Capitulo IV: RESUIAOS .....uveiiiiee e e e e e as 41
EXIraCCiON 0 ADN.......ooiiiiiiiiiiiti ettt e s e e e 41
Prueba de W00 Y NEMALOCTITO .......cuiiiiiiiiiiiiiiie et 42
Estandarizacion de la prueba de PCR ..o 44
Diagnostico y prevalencia de T. VIVAX .......ooceieiiiieiiie it 45
Eficacia del tratamiento..........cooiiiiei e 47
ANANISIS ESTAAISTICO ..o 48
Capitulo V: DISCUSION ......uuiiiiiiiee ettt et e e e e s e s e e e e e e e s e st e e e e e e e e s s anantrraaeeeeas 49

Capitulo VI: CONCIUSIONES ....coviee ettt s e e e e e e e e e r e e e e e s e e nnnrraaeeaeas 56



11

Capitulo VII: RECOMENUACIONES........uuiiiiieeee it e e e s e e e e e e s e e e e e e s e st reaeeaeas 57

Capitulo VI BiblIOgrafi@.......c.ieeeii et e e e e eeaeas 58

Listado de figuras
Figura 1_Estructura iNterNa d@ T. VIVAX........ueeeiiuuriieiiiiieeseiieee e e et e st e e e e s e e 21
Figura 2_Distribucion geografica de tripan0SOMa..........cueuiuirieeiiiiiieeeisiiee e 22
Figura 3_Representacion grafica de farmacos para el tratamiento de tripanosomosis animal y
MECANISIMOS A€ ACCION. ...viiiiie e iiiiee ettt e et e e et e e e et e e e e staeeeeassseeeeeassseaeeeasseeeeaannsaeeeaanseneenans 28
Figura 4_Representacion grafica de la estructura quimica del cloruro de isometamidium......... 29

Figura 5_Extraccion de ADN con GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit

(TREMMOSCIENLITIC). ..o 41
Figura 6_Extraccion de ADN a partir del protoColo CASEr0..........cccuvveieeeeeieiiciiiiieeeee e 42
Figura 7_Gradientes de la estandarizacion de la TWJ-PCR.........ccoovciiiiiiiiiiiiiieecee e 45
Figura 8_ Amplificacion de fragmentos de Trypanosoma vivax por TWJ-PCR............cccccvveeee.n. 46

Figura 9 Amplificacion de fragmentos de T. vivax por TWJ-PCR posterior a la aplicacion del

L0z =1 0 T[T 0 (TR 47



12

Listado de tablas
Tabla 1 TaxXonNOMIA A T. VIVAX.......uuuuurerrrirrrrirrrrerrrrrrerssuresserrrerrer e e ... ........————————————————————.——....——. 20

Tabla 2_Reactivos y concentraciones utilizados para el gradiente de temperatura de la TWJ-

O ST PP P PP T TPPPPPP 37
Tabla 3_Condiciones de la TWJ-PCR para gradiente de temperatura..........ccccoccuveeeriiieeeeinnnnnn. 37
Tabla 4 Condiciones de la reaccion para TWJ-PCR ........c.coiiiiiiiiiiiiiee e 38
Tabla 5 Mezcla para la reaccién de PCR gradiente de cebadores. ..........ccocceeiiieeiiieeiiiieesiieens 38
Tabla 6 Cantidades de cebadores y agua, en microlitros, calculados para el gradiente............. 39

Tabla 7_Resultados positivos para la prueba de Woo correspondientes al primer muestreo. ... 43
Tabla 8 Resultados positivos para la prueba de Woo correspondientes al segundo muestreo. 44
Tabla 9_Animales positivos para la prueba de Woo previo a la aplicacién del tratamiento. ....... 44
Tabla 10 Prueba de Normalidad para los datos de temperatura y hematocrito antes y después

de laadministracion del MediCAMENTO ..........ccuuiiiiiiiiie e e e e e e e e sreeeeeans 48

Tabla 11 Prueba de T Student de muestras relacionadas .........cccooeeeveveeiiiieeieee e 48



ADN
PCR
puL
pm
mM
pb
Kb
u/uL
ng/Ul
ISM

°C

Lista de abreviatura

Acido desoxirribonucleico

Reaccion en cadena de la polimerasa
Microlitro

Micromolar

Milimolar

Pares de base

mil pares de base

Unidades por microlitro

Nanogramos por microlitro
Isometamidium

Grados centigrados

13



14

Resumen
La tripanosomosis bovina es una enfermedad infecciosa que afecta principalmente a animales
del tropico y subtropico, es transmitida por la mosca tse tsé en Africa y por los tabanos en
América. Esta patologia causa grandes pérdidas econémicas debido inicialmente al caracter
agudo que posee, seguido por un estadio cronico. La fase inicial de la enfermedad se
caracteriza por ocasionar fiebre, anemia, debilidad, pérdida de peso y produccion, incluso la
muerte. En el Ecuador se realizo el primer reporte de T. vivax mediante técnicas moleculares
en el 2020, donde se evidencié la presencia del parasito en zonas tropicales del pais. Debido a
gue la ganaderia es un sector econdmico muy importante; es necesario el establecimiento de
estrategias para el control de la enfermedad y evitar pérdidas significativas en la produccion
pecuaria nacional. En el pais, existen varios medicamentos utilizados para el tratamiento de la
tripanosomosis, pero no han sido evaluados debidamente. En este orden de ideas, nos
establecimos como objetivo, evaluar un tratamiento a base de Cloruro de Isometamidium para
el control de la tripanosomosis bovina. Para ello fue necesario la realizacion de muestreos en
diferentes parroquias de la provincia de Orellana, donde; en un primer muestreo se confirmaron
casos positivos a Trypanosoma spp mediante pruebas parasitolégicas y frotis sanguineo in situ.
Habiéndose confirmado animales positivos de tripanosomaosis, se realizé un segundo muestreo
donde se aplicé el tratamiento especifico para T. vivax y luego de dos meses, se realizé un
tercer muestreo donde se recolectaron muestras sanguineas de todos los animales a los que
previamente se aplicé el tratamiento a fin de evaluar molecularmente la efectividad de este. En
total, se muestrearon 186 bovinos, de los cuales 4 resultaron positivos, y dos meses después
en el tercer muestreo, resultaron negativos. En este ensayo preliminar del tratamiento de
Cloruro de Isometamidium, se demostro la eficiencia a nivel de campo para el tratamiento de la
enfermedad. En conclusion, estos resultados aportan insumos importantes para el
establecimiento de medidas de control nacional a favor de la produccion ganadera del pais.

Palabras Clave: *« TRYPANOSOMA vivaxs PCR ¢ Cloruro de Isometamidium.
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Abstract
Bovine trypanosomosis is an infectious disease that mainly affects animals in the tropics and
subtropics, it is transmitted by the tsetse fly in Africa and by horseflies in America. This
pathology causes great economic losses due initially to its acute nature, followed by a chronic
stage. The initial phase of the disease is characterized by causing fever, anemia, weakness,
loss of weight and production, loss of reproductive abilities and even death. In Ecuador, the first
report of T. vivax was made using molecular techniques in 2020, where the presence of the
parasite in tropical areas of the country was evidenced. Because livestock is a very important
economic sector; It is necessary to establish strategies to control the disease and avoid
significant losses in the livestock production. That is why, in the country there are several drugs
used for the treatment of trypanosomosis. In this order of ideas, we established ourselves as an
objective, to evaluate a treatment based on Isometamidium Chloride for the control of bovine
trypanosomosis. For this, it was necessary to carry out sampling in different parishes of the
Orellana province, where; in a first sampling it was shown positive cases to Trypanosoma spp
confirmed by parasitological tests and blood smears in situ. Having confirmed positive animals
for trypanosomosis, a second samling was carried out where the specific treatment for T. vivax
was applied and after two months, a third one was carried out where blood samples were
collected from all the animals the treatment was previously applied on, to molecularly evaluate
its effectiveness. In total, 186 bovines were sampled, of which 4 turned out positive, and two
months later in the third sampling, they were negative. In this preliminary trial of the
Isometamidium Chloride treatment, the efficiency at the field level for the treatment of the
disease was increased. These results provide important inputs for the establishment of national

control measures in favor of national livestock production.

Key words: « TRYPANOSOMA vivax « PCR « Isometamidium chloride.
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Capitulo I: Introduccién

Formulacion del problema

La tripanosomosis animal es una enfermedad transmitida biol6gicamente mediante
vectores como la mosca tse tsé en Africa y mecanicamente por los tabanos y otras moscas
hemato6fagas en América. T. vivax es un hemoparasito del género Trypanosoma subgénero
Duttonella, que afecta principalmente a los bovinos y ocasiona cuantiosas pérdidas econémicas
en todo el mundo, se estima que alrededor de 3 millones de animales mueren a causa de
tripanosomosis solo en Africa, esta enfermedad generalmente presenta diferentes sintomas y
signos clinicos como son la fiebre, mucosas palidas, falta de apetito, pérdida de peso, anemia
severa, letargo, ictericia y lagrimeo, estos sintomas en conjunto ocasionan la pérdida de la
condicion del animal, una disminucién en su produccién y por ende pérdidas econdémicas;
América del Sur se calcula que aproximadamente se pierden aproximadamente 160 millones
de ddlares al afio debido a enfermedades hemoparasitarias (Gonzatti, et al., 2014), esto
supone grandes riesgos para el sector ganadero ecuatoriano que es una actividad econémica
muy importante a nivel nacional.

El primer reporte de T. vivax Ecuador fue realizado por Wells et al. (1977) mediante
técnicas seroldgicas donde el 23% del total de muestras analizadas resultaron positivas. Los
afios posteriores a este descubrimiento se realizaron mas investigaciones enfocandose
principalmente en T. cruzi, hasta el siglo XXI donde Medina-Naranjo et al. (2017) mediante
técnicas de inmunodiagnostico (ELISAI), reportaron la presencia de lo que se presume serian T.
evansi, T. theileri y T. vivax en muestras ganado vacuno tomadas de la provincia de Pastaza,
obteniéndose una prevalencia del 31 % de 58 animales analizados. Chavez-Larrea et al. (2021)
mediante pruebas moleculares confirmaron la presencia de la especie de T. vivax en zonas de
la provincia de Manabi. Posteriormente, una ultima publicacion realizada por Coello-Peralta et

al. (2022) reportaron un 20% de prevalencia en la provincia de Guayas de Trypanosoma spp.
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A pesar de los estudios publicados y a la prevalencia del hemoparasito en todas las
zonas tropicales, actualmente en el pais no existe ningin plan de tratamiento en contra de la
tripanosomosis bovina y tampoco la libre comercializacién de los tratamientos especificos para

contrarrestar la enfermedad.

Justificacion

Al existir reportes previos que confirman la presencia de T. vivax en el territorio
ecuatoriano, surge la necesidad de combatir la enfermedad de manera especifica, Desquesnes
(2004), describe varios compuestos quimicos utilizados para el tratamiento de tripanosomosis
donde se incluyen medicamentos terapéuticos tales como aceturato de diminazeno, cloruro de
homidio y bromuro de homidio; y medicamentos profilacticos como: cloruro de isometamidium y
cloruro de homidio (Kasozi, 2022). Sin embargo, en el Ecuador segun el Registro de Insumos
Pecuarios aprobados por Agrocalidad, solamente se incluye y esta registrado para su uso y
comercializacion el diminaceno, el cual se ha observado que los animales tienden a desarrollar
resistencia al medicamento (Gonzatti, 2014). Mientras que el cloruro de isometamidium tiene
propiedades profilacticas y terapéuticas por igual, por lo que se recomienda en zonas con alta
carga parasitaria siendo el medicamento tripanocida que se usa con mayor frecuencia en el
Africa subsahariana con un 40%, seguido de diminazeno con un 33% y finalmente bromuro de
etidio con un 26% (Chitanga, et al., 2011).

Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion tiene la finalidad de
evaluar en la provincia de Orellana, la eficacia del medicamento “Hemoveex” a base de cloruro
de isometamidium, en hatos positivos a T. vivax, en la provincia de Orellana, el cual promete
ser efectivo durante un periodo de hasta 6 meses con una sola dosis, lo que resulta

conveniente para los medianos y pequefnos productores de la zona.
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De manera que se realizaron dos muestreos en las zonas previamente reportadas como
positivas en la provincia de Orellana, en el primer muestreo, se extrajo sangre de todos los
bovinos pertenecientes a los hatos positivos, con el objetivo de evaluar la prevalencia de la
enfermedad mediante técnicas moleculares y posteriormente, se aplicé el medicamento con la
dosis recomendada en base al peso del animal, y el segundo muestreo se realizé un mes
después de la aplicacion del farmaco, donde se volvié a extraer muestras sanguinea de todos
los animales analizados al inicio, con el fin de evaluar la eficacia del medicamento para eliminar

la tripanosomosis animal.

Objetivos del proyecto
Objetivo general
Evaluar del uso de un medicamento para el tratamiento y el control de la tripanosomosis

bovina.

Objetivo especifico

Estandarizar la prueba de PCR para el diagnéstico de la tripanosomosis bovina

Determinar la prevalencia de T. vivax mediante PCR en zonas con previos reportes dela

enfermedad

Evaluar la eficacia del tratamiento a base cloruro de isometamidium para el control de la
tripanosomosis bovina
Hipotesis

El cloruro de isometamidium puede eliminar completamente al Trypanosoma vivax de la

circulacion sanguinea de bovinos infectados.
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Capitulo Il: Marco teérico

Generalidades

La tripanosomosis bovina causada por T. vivax es una enfermedad de distribucién
mundial, comunmente conocida como “Nagana” en Africa y secadera, cacho hueco, huequera
en América del Sur. Estos términos se deben a la pérdida de condicion fisica que sufren los
animales en el estado cronico de esta enfermedad (Rivera, 1996).

Trypanosoma vivax se considera uno de los principales patégenos asociados con la
disminucion de la produccion ganadera en América del Sur (Desquesnes 2004), pero hay una
relativa escasez de estimaciones actuales sobre el impacto econémico de esta parasitosis en

América del Sur y Central (Gonzatti, 2014).

Historia

De acuerdo con Hoare (1972), el T. vivax fue observado por primera vez por Zieman en
rumiantes domeésticos en Cameran. El primer reporte sobre esta parasitosis en animales en el
Nuevo Mundo se ubica en la Guayana Francesa por Leger y Vienne, en 1919 y le asignan el
nombre de T. guyanense (Shaw y Lainson, 1972).

En América del Sur, esta especie tiene una distribucion superpuesta con T. evansi
(Ventura et al. 2000, 2001). Existen informes donde se confirma su presencia en mas de 10
paises de Sudameérica, incluidos Colombia, Venezuela, Guayana Francesa, Bolivia, Pert y
Brasil (Jones y Davila, 2001). Shaw y Lainson (1972) reportaron la primera ocurrencia de T.
vivax en Brasil, en bufalos de agua en el Estado de Para de la Regiébn Amazédnica. T. vivax se
encuentra comunmente en equilibrio enzoo6tico en el Pantanal brasilefio y alrededores (Ventura
et al. 2001; Davila et al. 2003), aunque reportes indican que T. vivax muestra niveles variables
de virulencia y patogenicidad distintas dependiendo de la zona donde se encuentre (Gardiner y

Mahmoud, 1992).
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T. vivax

Trypanosoma (Duttonella) vivax es un importante hemoparasito que afecta tanto a los
ungulados salvajes como domésticos (bovinos, bufalos, ovejas y cabras) en Africa y las
Américas (Hoare 1972), se transmite ciclicamente entre rumiantes por vectores en la mayor
parte de su area de distribucion en Africa y en los ltimos siglos ha llegado a América Central y

del Sur (Gardiner, 1989; Gardiner y Mahmoud, 1992).

Taxonomia
La especie de T. vivax que es causante de la tripanosomosis bovina, taxondmicamente

de acuerdo con lo descrito por Levine, et al., 1980, y Soulsby, 1987, se ubica como se describe

a continuacion:

Tabla 1

Taxonomia de T. vivax

Reino Protista
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Duttonella
Especie T. vivax

Nota. Obtenido de NCBI, (2020). Taxonomy Browser.
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Morfologia

Hoare (1972), sefala al subgénero Duttonella representado por tripanosomas del grupo
vivax, estan caracterizados por tener un flagelo libre, un extremo posterior redondeado, grande
y terminal.

En el torrente sanguineo, T. vivax es un parasito de tamafio mediano con una longitud
total de entre 18-31 um y aproximadamente 1,5-3 um de ancho, la cepa de T. vivax en
Sudamérica es ligeramente mas pequefia (16-26,5 um) que su analoga africana. Ademas, tiene
un flagelo libre que va desde 3 a 7 ym, una membrana ondulante que generalmente esta
atrofiada o tiene un escaso desarrollo, un kinetoplasto grande de 1 um, a menudo en posicién
terminal y la region posterior es es mas ancha y bulbosa (Dequesnes, 2004). Es movil y activo
en sangre fresca, tiene la habilidad de desplazarse velozmente a través del campo
microscopico, y es por esta particularidad que se le atribuye su nombre. En los vertebrados, se
reproduce por fision binaria longitudinal (Hoare, 1972; Gardiner, 1989).

Figura 1

Estructura interna de T. vivax.

Nota. Obtenido de Dagnachew, S. & Tessema, M. (2015). Review on Trypanosoma vivax.
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Distribucién

La distribucion global de Trypanosoma vivax varia en funcién de la presencia de los
vectores que transmiten la enfermedad, asi como de las medidas de prevencién adoptadas por
los productores de ganado. Su distribucion también se encuentra ligada a factores ambientales
y climaticos, como disponibilidad de agua y temperatura. T. vivax se ha encontrado en varias
regiones, principalmente en tropicales y subtropicales de Africa, Asia, América Central y
América del Sur. Estudios realizados en 27 paises africanos han reportado la presencia de
protozoarios parasitos de T. vivax siquiera en una especie huésped. En 12 de 13 paises de
Latinoamérica se encontraron infecciones naturales. Se piensa que T. vivax llegé a
Latinoamérica en ganado importado de Africa, es posible que en el siglo XVI y se extendié a
diferentes paises de la regién que incluyen a Brasil, Colombia, Panama, Venezuela y otros
paises. Otra investigacion reviso la presencia de este parasito en Costa Rica, Ecuador,
Paraguay y Peru. Es fundamental mencionar que la distribuciéon podria extenderse aun mas. T.
vivax se ha detectado en Argentina solo en 2018 esto puede vincularse a la falta de estudios
preliminares sobre la enfermedad (Fetene et al., 2021).

Figura 2

Distribucién geogréfica de tripanosoma

u T. congolense + T. vivax + T. b. evansi

u T. congolense + T. vivax
u T. vivax + T. b. evansi

u T. b. evansi

o T. vivax

Nota. Obtenido de Giordani et al., (2016)
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Transmisioén y ciclo bioldgico

Los tripanosomas son protozoos flagelados que habitan en el plasma de la linfay la
sangre, ademas también en varios tejidos. Estos parasitos son principalmente transmitidos por
vectores hematéfagos, como insectos que transmiten ciclicamente, (chinches) o mecanicamente
(tabanos, stomoxys) (Desquesnes, M. 2004).

La transmision de la tripanosomosis depende de la ubicacion geografica y de las especies
patogénicas. En Africa, la transmision de T. vivax es esencialmente ciclica debido a la presencia
de varias especies de la mosca tse tse del género Glossina, incluyendo G. m. morsitans, G.
pallidipes, G., entre otras. Durante la transmision, el parasito se transforma desde la etapa de
tripomastigote a epimastigote en la probdscide, faringe y eséfago del vector, hasta finalmente
encontrarse en estado criptico inefectivo (Desquesnes, M. y Lamine, M, 2003).

La transmisiébn mecanica de T. vivax se ve afectada por el nivel de parasitemia del
vertebrado anfitrion y la eficiencia del vector. Un vector tabanido puede contener de 1 - 12
nanolitros de sangre infectada en las partes mordedoras de la boca. El vector entonces se enfoca
en un segundo anfitrién casi inmediatamente e inocula la sangre infectada, favoreciendo la
transmision mecanica de los parasitos que tienen tiempo limitado de supervivencia en las piezas
bucales del insecto (Dagnachew, S. Bezie, M. 2015).

El segundo tipo de transmision le ha permitido a T. vivax la propagacion mas alla de tse
tse, pero tiene también implicaciones importantes para el control animal de tripanosomosis. Se
demostré que dos especies de tdbanos, Atylotus agriestes y Atylotus fuscipes, transmiten
mecénicamente T. vivax al ganado bovino en una infeccién experimental. La importancia relativa
de la transmisién mecanica en Africa aln no se conoce bien, no obstante, la capacidad de T.
vivax para transmitirse tanto ciclicamente como mecanicamente podria aumentar la posibilidad

de que ambas formas de transmision coexistan en una misma zona, (Gonzatti, et al., 2014).
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Signos clinicos

La tripanosomosis bovina presenta sintomas de los cuales resaltan pérdida de peso,
aumento de la temperatura, hematocrito bajo, caida de la produccién, alteraciones en el
sistema reproductivo, ictericia, decaimiento, incluso la muerte (Gonzatti et al., 2014).

La anemia es un signo clinico que caracteriza a la tripanosomosis causada por
tripanosomas africanos, asi como otras enfermedades parasitarias e infecciones bacterianas
(babesiosis, anaplasmosis, helmintiasis gastrointestinal), también viene acompafiada de
insuficiencia cardiaca congestiva debido a dafio miocéardico (Gardiner, 1989).

El periodo de incubacion varia dependiendo de la cepa del parasito y la especie de
animal infectada, generalmente en este periodo no se presentan sintomas, inicia con la
transmisién por parte del vector al huésped y termina al detectarse los parasitos en la sangredel
animal. Este periodo dura de 4 a 6 dias postinfeccién y puede variar debido a la carga
parasitaria y la virulencia de la cepa inoculada (Desquesnes, 2004; Rivera, 1996).

Con la aparicién de parasitos en la sangre, también comienza el periodo agudo, donde
hay un incremento de la temperatura siendo de los primeros signos de colonizacion del
huésped por el parasito, ademas se observa un descenso de los eritrocitos en circulacion que
conlleva a una anemia que puede ser moderada o severa, y también ocurre la aparicion de
otros signos caracteristicos como el lagrimeo, secreciones nasales, pérdida de peso progresiva,
decaimiento, edema submandibular y merma de la produccién de leche. La mortalidad en este
periodo varia del 3-50% (Desquesnes, 2004; Hoare, 1972; Osorio, et al., 2008).

Después de dos o tres meses de la infeccion se presenta el periodo conocido como
crénico, aqui los animales que sobrevivieron empiezan a recuperar sus parametros sanguineos

normales y parecen asintomaticos, pero mantendran la parasitemia criptica (Gonzatti, 2014).
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Inmunologia

Para poder sobrevivir y colonizar sus huéspedes, los tripanosomas salvarios han
adaptado sus mecanismos de defensa en contra del entorno sanguineo y linfatico de los
mamiferos. T. vivax presenta diferentes fendmenos y complejas variaciones antigénicas, que le
permiten realizar picos y recaidas de parasitemia, limitando asi una respuesta inmune eficiente
por parte del huésped (Rivera, 1996; Urquhart y Holmes, 1987).

Los tripanosomas desarrollan su total ciclo de vida de forma extracelular dentro del
huésped mamifero y por lo que estdn constantemente expuestos a los sistemas inmunitarios
innato y adaptativo del mismo (Abbas, et al., 2018). La respuesta inmunitaria temprana, se
caracteriza por la induccion de un fuerte perfil proinflamatorio, que incluye la expresion de IFN-
y, factor de necrosis tumoral, IL-6 y la produccién de 6xido nitrico (Baral, 2010; Bakari, et al.,
2017; Mabbott, et al., 1994). En cuanto a sistema adaptativo, provoca una respuesta de células
B, lo que estimula la produccién de anticuerpos especificos dirigidos a la glicoproteina de
superficie variante inmunodominante (VSG) del parasito, y como su nombre lo indica, es la que
se encarga de las variaciones antigénicas (Alfituri, et al., 2020).

La reaccién antigeno-anticuerpo desencadena mecanismos de defensa del huésped en
contra de T. vivax, mediante la activacion del complemento, que consiste en la formaciéon de un
complejo de lisis que destruye al parasito eficientemente con la opsonizacién y la citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (MacAskill, et al., 1980). Aunque, pese a estos mecanismos de
respuesta, los bovinos tienden a ser susceptibles debido a su incapacidad para controlar la alta
parasitemia ya que muestran una respuesta humoral deficiente, principalmente porque las
células B de memoria conducen a la produccién de anticuerpos poliespecificos por su

inhabilidad de cambiar el isotipo IgM a un isotipo IgG (Authié & Pobel, 1990).
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Métodos de diagnostico

La tripanosomosis bovina causada por T. vivax se diagnostica actualmente mediante
una combinacién de técnicas clinicas, parasitolégicas, moleculares y serolégicas (Gonzatti,
2014). El diagnéstico clinico se basa principalmente en el reconocimiento de varios signos
descritos anteriormente como son: fiebre, anemia, disminucién de la productividad, entre otros.
Aunque estos signos se utilizan para diagnosticar la fase aguda de la enfermedad, también
pueden confundirse con otros hemotrépicos como la anaplasmosis y babesiosis (Hoare 1972;
Desquesnes 2004; Osorio et al. 2008).

El diagnéstico seroldgico de la tripanosomosis animal a menudo se realiza mediante el
ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA. EI ELISA indirecto es un ensayo simple
y eficaz que se puede utilizar para cuantificar la presencia de anticuerpos en un gran niamero

de muestras (Reyna-Bello et al. 1998; Osorio et al. 2008).

Diagnostico parasitolégico (Método de Woo)

También llamada técnica de centrifugacion de hematocrito es una prueba para el
diagnostico de trypanosoma. Se fundamenta en la separacion centrifuga de los componentes
sanguineos, para la visualizacion de los tripanosomas en la zona leucocitaria.

Este método sigue la siguiente secuencia:

1. Obtencidn de la sangre en capilares heparinizados.

2. Sellado del tubo.

3. Centrifugacion de los tubos a 10000 xg por 5 minutos

4. Visualizacion de los tubos en microscopio

Al momento de centrifugar los capilares se obtienen tres fases: plasma, capa
leucocitaria y eritrocitos. Para poder visualizar los tripanosomas se busca en la zona
leucocitaria el movimiento de estos, con ayuda del microscopio a una magnificacioén de 100x el

movimiento de estos. Este proceso es recomendable realizarlo lo antes posible después de la
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extraccion de la sangre, hasta dentro de las proximas 4 horas, para asegurar que los
tripanosomas estén vivos (OMSA, 2021).

La prueba de Woo es considerada mucho mas sensible que técnicas de diagnéstico
directo, en el caso de T. vivax puede tener una sensibilidad del 100% en caso de presentarse
una parasitemia en sangre mayor a los 700 tripanosomas/mL, por lo que el diagnéstico sera
sensible dependiendo de la cantidad de tripanosomas por mL de sangre y del tamafio de estos

(OMSA, 2017).

Diagnéstico molecular (PCR)

El diagnéstico molecular se basa en la amplificacién de secuencias especificas de
muestras de ADN T. vivax. En la actualidad esta técnica es ampliamente utilizada debido a su
sensibilidad y especificidad, otorgandole precision al diagndstico de enfermedades. Para el
diagnéstico de T. vivax, la PCR puede detectar hasta 1 trypanosoma por cada mililitro de
sangre, también se destaca porque posibilita la diferenciacion entre especies y subespecies,

mediante el uso de cebadores especificos (Gonzatti et al., 2014).

Tratamiento

En la actualidad para el tratamiento de la tripanosomosis animal, existen algunos
medicamentos como: bromuro de homidio, isometamidio, quinapiramina, diminazeno, suramina
sodica y melarsomina, de los cuales el isometamidium es de los mas utilizados en regiones
donde la tripanosomosis tiene gran impacto, a pesar de que, al igual que el diminazeno, no
posee un mayor efecto contra T. b. evansi (Giordana, et al., 2016).

Los farmacos utilizados contra la tripanosomosis animal pueden poseer tanto utilidad
profilactica que disminuyen el riesgo de contraer la enfermedad, como terapéutica usados para

tratar a los animales una vez infectados. (Venturelli et al., 2022).
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En el Ecuador, de los tripanocidas mencionados, tan solo el diminazeno es utilizado por
los ganaderos, debido a que es el Unico que esté registrado por Agrocalidad en el listado de
farmacos permitidos para su venta y distribucién (Agrocalidad, 2022).

Figura 3

Representacion grafica de farmacos para el tratamiento de tripanosomosis animal y

mecanismos de accion.
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Nota. Obtenido de Venturelli et al, 2022.

Cloruro de Isometamidium
Es un farmaco del tipo de las fenantridinas, tiene propiedades terapéuticas y preventivas
usado para tratar la tripanosomosis, a diferencia de otros tripanocidas que suspropiedades son

mas terapéuticas que profilacticas (Giordana, et al., 2016).
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El isometamidium posee caracteristicas anfifilicas y catidnicas, este se elabora
combinando homidio con la fraccién p-aminobenzamida diazotizada de diminazeno y luego
modificarlo con el grupo amidina en la posiciébn meta. Las formulaciones de cloruro de
isometamidio incluyen principalmente una mezcla de cuatro compuestos de fenantridina,;
clorhidrato de cloruro de isometamidio [8-(3-mamidinofenil-2-triazeno)-3-amino-5-etil-6
clorhidrato de cloruro de fenilfenantridinio], el isémero rojo posicional [3-(3-m-amidinofenil-2-
triazeno)-8 clorhidrato de cloruro de -amino-5-etil-6-fenilfenantridinio], el isémero azul
[clorhidrato de cloruro de 7-(mamidinofenildiazo)-3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio] y de la
sustancia disustituida [3,8-di (diclorhidrato de cloruro de (3-m amidinofeniltriazeno)-5-etil-6-
fenilfenantridinio] (Kasozi, 2022).

En productos comerciales, esta establecido que el isometamidium debe representar por
lo menos el 55% del producto total, por lo que el resto de los componentes deben estar
presentes (Sutcliffe et al. 2014).

Figura 4

Representacion gréfica de la estructura quimica del cloruro de isometamidium.

Nota: Obtenido de: NCBI, (2023)
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Farmacologia

El mecanismo de accién con el que actla el isometamidium no esta completamente
descrito, sin embargo el principal modo de accién actualmente considerado para explicar los
mecanismos moleculares de la actividad antitripanosémica de los farmacos de fenantridinio, es
el bloqueo de la replicacion y/o sintesis del ADN a través de la intercalacion entre pares de
bases de los acidos nucleicos, la inhibicién de la ARN y ADN polimerasa, y la incorporacion de
precursores de acidos nucleicos en el ADN y el ARN (Kinabo, 1993). Ademas, hay otras
reacciones bioquimicas como la modulacién de biosintesis de glicoproteinas, el metabolismo de
lipidos, el transporte de membrana y la escision selectiva de minicirculos de ADN del
kinetoplasto, en las que actua el farmaco.

Dentro de estos el mecanismo que mayor explica su toxicidad selectiva es el bloqueo de
la sintesis de ADN, modifica la membrana mitocondrial, la estructura de las glicoproteinas en la
superficie del reticulo endoplasmatico y es excretado (Shiferaw et al., 2015).

Dosificacion

La dosis va a depender de la concentracion en la que se encuentre el producto que se
vaya a utilizar, el cloruro de isometamidium esta disponible en diferentes presentaciones
comerciales, por lo general para bovinos se suele administrar 1 mL de solucién por cada 50 kg
de peso vivo (24 mg/mL de cloruro de isometamidium y 20 mg/mL de Ivermectina) en dosis

tnica (AVISA, 2019).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Participantes

El presente trabajo de integracion curricular fue llevado a cabo por Lissette Melissa
Viscarra Sanchez, estudiante de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, bajo el
asesoramiento y direccion técnica y cientifica del Dr. Armando Reyna Bellos, PhD, docente-
investigador de la Universidad de las Fuerzas ESPE sede Santo Domingo de los Tsachilas y el
apoyo del Ing. Fausto Bedoya, técnico del laboratorio de Biologia Molecular de la sede.

El presente trabajo ademas fue realizado con el apoyo del proyecto de vinculacion e
investigacion: “Establecimiento de una plataforma en apoyo a la formacion y sensibilizacion,
diagnéstico y desarrollo de una estrategia de control de la brucelosis y tripanosomosis en
Ecuador (BruTryp)” financiado por la ARES de Bélgica y conté también con el apoyo de la

Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario - Agrocalidad.

Zonade estudio

La fase de campo se llevo a cabo en seis parroquias rurales de la provincia de Orellana;
San José de Guayusa, Dayuma, Nuevos Horizontes, Nuevo Paraiso, La Belleza e Inés Arango,
a partir de las cuales se obtuvieron las muestras de sangre bovina necesarias para la
realizacion de este estudio.

Por otro lado, la fase de analisis se realiz6 en laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo, ubicado en la Via Quevedo

km 24. Sus coordenadas geogréficas son: latitud 0°24'45.2" S y longitud 79°18'34.1" O.

Duracién de la investigacién
El trabajo de integracion curricular tuvo una duracion de 4 meses. El cual comenzé en el

mes de octubre de 2022 y terminé en febrero de 2023.
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Farmaco utilizado
Se aplicé el medicamento tripanocida de nombre comercial “Hemoveex”, cuya
formulacion es a base de cloruro de isometamidium especifico para el control de T. vivax,

ademas de ivermectina para el control principalmente de pardsitos externos.

Fase de Campo

Se realizaron un total de 3 muestreos en diferentes zonas de la provincia de Orellana y
en distintas fechas, obteniéndose 72 muestras de sangre bovina en el primer muestreo, el cual
tuvo la finalidad de confirmar casos positivos a tripanosomosis mediante pruebas
parasitolégicas como Woo. Habiéndose confirmado casos positivos mediante la prueba de
Woo, se realizd un segundo muestreo donde se obtuvieron 115 muestras de sangre bovinay se
aplicé un medicamento profilactico especifico para Trypanosoma vivax a base de cloruro de
isometamidium a todos los animales muestreados exceptuando a las vacas lecheras debido a
gue el medicamento contenia también ivermectina. Posteriormente, se realizo el tercer y ultimo
dos meses después de la aplicacion del tratamiento, donde fueron recolectadas en totalidad 73
muestras de sangre bovina, las mismas que correspondian a los animales que se les habia
aplicado el medicamento en el segundo muestreo. Todas las muestras de los tres muestreos
fueron procesadas in situ, con la finalidad de analizar el grado de parasitemia mediante la
prueba de Woo. Finalmente, las muestras se transportaron al Laboratorio interdisciplinario de
Biotecnologia Animal, sede matriz para la correspondiente extracciéon de ADN. Mas tarde los
ADN’s obtenidos se trasladaron al Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de las

Fuerzas Armadas-ESPE SD para ser procesados mediante pruebas de diagndstico molecular.

Obtencién de muestras sanguineas de ganado bovino
Para la recoleccion de muestras de sanguineas se utiliz6 la técnica de venopuncion
coccigea, para la cual en primer lugar se identifican/rotularon los tubos donde se recolecté el

material sanguineo, se inmovilizé en lo posible al animal, se procedi6é a limpiar la zona de la
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extraccion, se localiz6 la vena coccigea media de la cola con la ayuda del dedo pulgar, la
literatura describe al que se ubica al nivel del espacio entre las vértebras coccigeas 6y 7, se
introdujo la aguja calibre 21 entre 8 a 12 mm de profundidad, en el punto ya localizado y se
recolectd la sangre en tubos con anticoagulante (EDTA), se mezcld la sangre y el

anticoagulante al invertir el tubo varias veces (Agrocalidad, 2018).

Prueba de Woo para el diagnéstico parasitolégico

De las muestras sanguineas que contenian anticoagulante, se colocaron alrededor de70
pl de sangre en capilares heparinizados (75 x 1,5 mm), se sell6 el extremo seco del tubo con
plastilina, y con éste orientado hacia abajo, se centrifugé a 10000 rpm durante 5 min. Se coloco
el capilar sobre el microscopio con un objetivo de 10X y se observo a nivel de la zona

leucocitaria (franja blancuzca), donde se concentran los parasitos.

Extraccion de ADN de sangre de muestras de ganado bovino

El ADN gendmico contenido en la sangre fue extraido de dos maneras, mediante el
protocolo de GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific), que
se describe a continuacion:

En un tubo de 1.5 ml se afiadié 200 pL de sangre anticoagulada, 20 uL de proteinasa Ky
400 pL de solucion de lisis, se da un vortex hasta obtener una solucién homogénea y se incubdé
las muestras por 10 minutos a 56°C con agitacién en el thermoshaker. Posteriormente, se
afiadieron 200 pL de etanol absoluto, se homogeneizé mediante un vortex y se transfirio la
solucién a una columna de purificacion.

Se centrifugd (1 min a 8000 rpm) y se descarto el tubo de coleccion y se dispuso la
columna en otro tubo limpio, luego se afadié 500 uL de Wash Buffer | y se centrifugé (1 min a
10000 rpm), se descart6 el sobrenadante del tubo de coleccidn y se volvid a colocar la columna
en el mismo. Se afiadieron 500 uL de Buffer Wash Il en la columna y se centrifugé durante 3

min a maxima velocidad (14000 rpm), se transfiere la columna a un nuevo tubo de 1.5 mL.
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Se afadieron 50 uL de Buffer de elucién, se dej6 incubar por 2 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd por 1 minuto a 10000 rpm, se repitié el proceso afiadiendo 25y 12.5
ML correspondientemente. Se descart6 la columna de purificacion y se almacené el ADN a -20

°C.

Ademas, la extraccién de ADN total de sangre también fue realizada a partir de un
protocolo modificado de Riera, Rojas, & Zapata., (2010), el cual se describe a continuacion:

Se transfirieron 500 uL de sangre con EDTA a un tubo eppendorf de 1,5 yL. Se afiadié
540 pL de Buffer GR (Tris-HCI 10 mM [pH 8.0], Triton X-100 1% y sacarosa 600 Mm) y se
homogeneiz6 mediante agitacion con vortex durante 1 min. Posteriormente se centrifugd
durante 3 min a una velocidad de 13000 rpm, transcurrido el tiempo se procedi6 a descartar el
sobrenadante y se repitieron los dos ultimos pasos hasta obtener un sobrenadante claro.

Se afiadieron 180 uL de buffer GB (Tris-HCI 10 mM [pH 8.0], NaCl 400 mMy EDTA 2
mM), 20 uL de proteinasa K (20 mg/mL) y 6 uL de SDS al 20% y se llevé a vortex durante 1 min
0 hasta obtener una mezcla homogénea. Después se incubd en bafio maria durante minimo 2
horas a una temperatura de 56°C, posteriormente se dej6 enfriar las muestras a temperatura
ambiente.

Se afadi6 90 pL de AcK (acetato de potasio) 3M, se homogeneizd suavemente
invirtiendo el tubo y se procedié a centrifugar por 5 min a 13000 rpm. Con la ayuda de una
micropipeta se recuperdé el sobrenadante y se dispensé en un nuevo tubo de 1.5, se repite el
paso 6 y 7 hasta obtener un sobrenadante limpio.

Se afadieron 600 uL de etanol absoluto (-20 °C) y se incub6 a -20 °C durante 30 min o
toda la noche. Posterior a este tiempo, se centrifugd por 5 minutos a 13000 rpm y se descarto
el sobrenadante con ayuda de una micropipeta cuidando de no tomar el pellet, y este se lavo
con 100 pL de etanol al 70%. Se volvio a centrifugar durante 5 min a una velocidad de 13000
rpm y se deseché el sobrenadante con ayuda de una micropipeta, cuidando de no tomar el

pellet.
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Finalmente se dejo secar el pellet a 37 °C, una vez seco se resuspendié con 50 pL de
Buffer TE y se incub6 a temperatura ambiente durante 20 min. Se almacena a -20 °C hasta su

uso.

Verificacion de ADN extraido en electroforesis horizontal

La calidad e integridad del ADN extraido a partir de los dos protocolos antes descritos
se determiné a través de electroforesis en gel de agarosa. En el caso del uso del kit de Thermo
Scientific, tanto la extraccién como la visualizacion del ADN se realiz6é en el laboratorio
interdisciplinario de Biotecnologia Animal sede matriz, en donde se prepar6 un gel de agarosa
al 0,8% (p/v) y se tifid con SYBR® Safe DNA Gel Stain, se cargaron 2 uL de ADNy 1 pl de
buffer de carga Blue Juice en cada pocillo, se corrié el gel a 100 voltios durante 45 minutos y se
observé en el equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System (BioRad). Mientras que el protocolo
modificado de Riera, Rojas, & Zapata., (2010) y la visualizacion de la extraccion de ADN se
llevaron a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular sede Santo Domingo, en donde de igual
manera se preparé un gel de agarosa al 0,8% (p/v) pero este fue tefiido con Bromuro de Etidio,
se cargaron 2 uL de ADN y 1 ul de buffer de carga Blue Dextran en cada pocillo, se corrié el gel
a 100 voltios durante 45 minutos y se observo en el equipo ClearView UV Transiluminator
(Cleaver Scientific).

Estandarizacion de la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) especifico
para Trypanosoma vivax mediante TWJ.

En cuanto a la estandarizacion de la prueba PCR para la deteccién especifica de T.
vivax, se tomaron en cuenta dos variables a estandarizar, la concentracién de los cebadores yla
temperatura de hibridacion. Para cada una de las variables se realizaron distintos ensayos
donde se fluctuaban sus valores hasta alcanzar las condiciones favorables, es decir, se llevé a

cabo un gradiente de temperatura de hibridacion y de concentraciones de cebadores.

Se utilizé un control positivo para el proceso de estandarizacion el cual correspondia la
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muestra de ADN “SaBo-214" proveniente del Napo la cual fue confirmada como positiva a
Trypanosoma vivax mediante TviCatL-PCR por una previa investigacion de Chavez-Larrea et

al., 2020.

Se emplearon los cebadores descritos por Masake et al., (1997) cuya secuencia esTWJ:
F5-CAGCTCGGCGAAGGCCACTTGGCTGGG-3; R -
TCGCTACCACAGTCGCAATCGTCGTCTCAAGG-! los cuales amplifican un fragmento

400 pb dirigido al gen que codifica el antigeno especifico de T. vivax.

Para el célculo de la temperatura de hibridacion se utiliz6 la herramienta T Calculator
del sitio web de ThermoScientific, en donde se introducen la secuencia de los cebadores a ser
utilizados y el valor proporcionado por el programa se toma como referencia para realizar el
gradiente, la temperatura de hibridacién no debe exceder el mismo, el proceso del gradiente de

temperatura se describe a continuacion.

Gradiente de temperatura de hibridacion

Para el gradiente de temperatura de hibridacion se partié desde 54 hasta 62 °C
incrementando la temperatura en 2°C. Se calculo la reaccion para un total de 6 muestras
correspondientes a las temperaturas de 54, 56, 58, 60, 62 °C y el control negativo, con un
volumen final de 25 pL. Se prepar6 un méaster mix de 144 pL con las concentraciones descritasen
la Tabla 1, para el control negativo se dispensaron 24 uL del master mix en un tubo de 0.2 mLy
se afiadié 1 pL de agua ultrapura en lugar de la muestra de ADN, y al restante de 120 pL del
master mix se le afiadieron 5 uL de la muestra de ADN positiva para T. vivax “SaBo-214", se
dispensaron 25 pL en 5 tubos de 0.2 mL y se llevaron al termociclador donde se programé las
condiciones de la reaccion de PCR y también el incremento de la temperatura dehibridacién

para el respectivo gradiente, descritas en la Tabla 2.
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Tabla 2

Reactivos y concentraciones utilizados para el gradiente de temperatura de la TWJ-PCR.

Reactivos Unidad Stock Concentracion Volumen

final (uL)

H20 pL N/A 110,40
Buffer X 10,00 1,00 15,00
MgCl; mM 25,00 1,50 9,00
TWJI-F Y 10,00 0,20 3,00
TWI-R UM 10,00 0,20 3,00
dNTPs UM 40,00 0,80 3,00
GoTaq Flexi DNA U/uL 5,00 0,50 0,60

Polymerase
ADN ng/uL 100 100 6,00
Total

Nota: pL: microlitro; uM: micromolar; mM: milimolar; U/uL: unidades por microlitro; ng/uL.:

nanogramos por microlitro; dNTPs: mezcla de desoxinucleétidos.

Tabla 3

Condiciones de la TWJ-PCR para gradiente de temperatura

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 1
Desnaturalizacion 95 1 35
Hibridacion 54-62 (variando 2 °C) 1 35
Extension 72 1 35
Extension final 72 10 1
Mantenimiento 4 0 -

Nota: °C: grados centigrados; min: minutos.
Una vez realizado el gradiente y al haber establecido la temperatura de hibridacién mas
favorable, se realiz6 el gradiente de los cebadores con estas condiciones de reaccion, las

cuales se describen en la Tabla 3.
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Tabla 4

Condiciones de la reaccion para TWJ-PCR

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 1
Desnaturalizacion 95 1 35
Hibridacion 60 1 35
Extension 72 1 35
Extension final 72 10 1
Mantenimiento 4 0 -

Nota: °C: grados centigrados; min: minutos.

Gradiente de cebadores

Ademas, para la estandarizacion de la prueba PCR se realiz6 también un gradiente de
cebadores o primers especificos para la deteccion de T. vivax, denominados TWJ-F y TWJ-R,
para lo cual se determiné que se probarian diferentes concentraciones de estos y se establecio
gue las concentraciones a probar serian las siguientes: 0,1- 0,2- 0,4 y 0,6 uM. Se realiz6 una
prueba de PCR para un total de 5 muestras, incluido un control negativo, en donde se prepar6

un master mix excluyendo los cebadores y el agua, como se describe en la Tabla 4.

Tabla 5

Mezcla para la reaccion de PCR gradiente de cebadores.

Reactivos Unidad Stock  Concentracion final Volumen (pL)
Buffer X 10,00 1,00 12,50
MgCl, mM 25,00 15 7,50
dNTPs puM 40,00 0,8 2,50

GoTaq Flexi DNA  U/ul 5,00 0,5 0,50
Polymerase
ADN ng/ul 100 100 5,00

Nota: pL: microlitro; uM: micromolar; mM: milimolar; U/uL: unidades por microlitro; ng/uL:

nanogramos por microlitro; dNTPs: mezcla de nucledétidos.
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El volumen total del master mix excluyendo los parametros antes mencionados y el ADN
fue de 23,00 uL los cuales se dividieron para un total de 5 muestras, es decir, 4,6 puL paracada
muestra, se dispensé este valor en un tubo de 0,2 mL y se afadieron las cantidades de agua y
cebadores correspondientes a 0,2 UM de concentracion y se afiadié 1 uL de agua ultrapura
como control negativo. En los 18,4 pL de master mix restantes se afiadieron 4 puL de ADN de la
muestra positiva “SaBo0-214”, se mezclé por pipeteo y se dispensaron 5,6 pL de la mezcla en 4
tubos de PCR. Posteriormente en estas ultimas se afladieron las cantidades de agua y
cebadores de acuerdo con los céalculos descritos en la Tabla 5 para lograr las condiciones
esperadas. La reaccion en el termociclador se establecid de acuerdo con las condiciones

descritas anteriormente en la tabla 3.

Tabla 6

Cantidades de cebadores y agua, en microlitros, calculados para el gradiente.

Concentracion de cebadores (uUM)

Reactivos 0,6 0,4 0,2 0,1
Mezcla de reaccién 5,60 5,60 5,60 5,60
TWJI-F 1,50 1,00 0,50 0,25
TWI-R 1,50 1,00 0,50 0,25
H20 16,40 17,40 18,40 18,90

Total (ul) 25 25 25 25

Nota: pL: microlitro; um: micromolar.

Electroforesis horizontal en gel de agarosa.

Para la preparacion del gel de agarosa al 1.5 % se peso 0.75 g de agarosa en una
balanza analitica y se coloc6 en un Erlenmeyer de 100 ml, se agregd 50 ml de TAE al 1Xy se
dejo en agitacion durante 10 minutos. Se calent6 la soluciéon en un microondas hasta hervir, se
detuvo el calentamiento y se volvid a calentar, hasta que se obtuvo una solucién
completamente transparente.

Una vez la solucion esté tibia, se agregé 5 pl de BrEt, se volvid a agitar por 2 min masy
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se agrego la solucion a la cAmara de electroforesis. Se dejo solidificar a temperatura ambiente,
una vez solidificado el gel se sumergi6é en suficiente cantidad de Buffer TAE 1X, cargaron los
productos de PCR y se afadi6 el marcador de peso molecular. Se dejé correr conectando a
una fuente de poder a 100 voltios durante 45 min y se observé el gel utilizando ClearView UV

Transiluminator (Cleaver Scientific).

Prevalencia
La prevalencia se calcul6 a partir de la férmula 1, la cual fue obtenida de a partir de lo
descrito por Tapia (1995).

Formula 1.

Formula para encontrar la prevalencia de una poblacion.

Numero de casos positivos
= x100

Total de la poblacién

Analisis estadistico

El analisis estadistico y graficos se realizaron mediante el programa IBM SPSS
Statistiscs, para lo cual se utiliz6 la prueba de Normalidad, Shapiro-Wilk, la cual ayudé a
establecer el uso de una prueba de T Student de muestras relacionadas, con una significancia
de 0.05. Para ello se tomaron los valores de las variables “temperatura” y “hematocrito”, antes y
después de la aplicacion del tratamiento con el fin de establecer si son variables asociadas

para suponer una infeccion por T. vivax.
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Capitulo IV: Resultados

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras sanguineas de bovinos obtenidas a partir de las
diferentes salidas de campo se realiz6é por dos métodos; un protocolo casero modificado de Riera
et al., (2010) y siguiendo el inserto de GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit
(Thermo Scientific), mediante los cuales se logré extraer ADN a un total de 261 muestras de
sangre bovina provenientes de los tres muestreos realizados en diferentes fechas en la provincia
de Orellana. EI ADN extraido se observo en una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, como
se muestra en la Figura 5 se aprecian bandas intensas, mientras que en la Figura 6A se aprecia
un gel con bandas mas tenues y en la Figura 6B se encuentran bandas de intensidad media, baja
e inexistentes.
Figura 5

Extraccion de ADN con GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo

Scientific).
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Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Se cargaron 2 L de ADN en cada carril
exceptuando el primero que corresponde al marcador de peso molecular (M) 100bp Opti-DNA

Marker (abm), el ADN extraido corresponde a las muestras del segundo muestreo.
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Figura 6
Extraccion de ADN a partir del protocolo casero
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Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Se cargaron 2 L de ADN en cada carril
exceptuando el primero que corresponde al marcador de peso molecular (M) 100bp Opti-DNA
Marker (abm), el ADN extraido corresponde a las muestras provenientes del tercer muestreo.

Madificado de Riera, Rojas, & Zapata., (2010)

Prueba de Woo y hematocrito
En el primer muestreo se obtuvieron 13 casos positivos para la prueba Woo de un total
de 72 muestras de sangre bovina analizadas y de estas, 3 muestras presentaron un

hematocrito menor a 24%, estos resultados se detallan en la Tabla 6.
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encontrandose 2 muestras positivas a Woo y tan solo una de estas presentaba un hematocrito

menor a 24%, ademas a todos los animales, exceptuando a aquellos cuyos productos se
destinaban al consumo humano, se les aplicé el tratamiento especifico para T. vivax, estos
datos se detallan en la Tabla 7. El tercer y ultimo muestreo se realiz6 2 meses después de la

aplicacion del tratamiento, en este volvieron a tomar las muestras de aquellos animales que

habian sido previamente tratados, obteniéndose un total de 75 muestras de las cuales, ninguna

resulté ser positiva para Woo.

El total de animales positivos previo al tratamiento se describe en la Tabla 8.

Tabla 7

Resultados positivos para la prueba de Woo correspondientes al primer muestreo.

Cddigo unico. Temperatura Hematocrito Woo
Sabo-3298 38,9 32 Positivo
Sabo-3339 37,9 32 Positivo
Sabo-3409 39,5 32 Positivo
Sabo-3414 39,4 35 Positivo
Sabo-3427 39,1 26 Positivo
Sabo-3433 41,1 14 Positivo
Sabo-3443 37,3 18 Positivo
Sabo-3444 37,6 21 Positivo
Sabo-3456 39,6 29 Positivo
Sabo-3465 38,5 31 Positivo
Sabo-3467 38,6 33 Positivo
Sabo-3474 38,4 36 Positivo
Sabo-3475 38,8 41 Positivo

Nota: Valores de temperatura en °C y hematocrito en %.
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Tabla 8

Resultados positivos para la prueba de Woo correspondientes al segundo muestreo.

Cdédigo unico. Temperatura Hematocrito Woo
Sabo-3653 37,9 16 Positivo
Sabo-3680 39,3 32 Positivo

Nota: Valores de temperatura en °C y hematocrito en %.

Tabla 9

Animales positivos para la prueba de Woo previo a la aplicacién del tratamiento.

Salidas de Campo Animales Woo
muestreados (n) %
Primer muestreo 72 13 18.05
Segundo muestreo 114 2 1.75
Total 186 15

Nota: Detalle de las salidas de campo y los resultados de Woo.

Estandarizacion de la prueba de PCR

La estandarizacion de la prueba de PCR para la amplificacion de un fragmento de 400
pb que codifica el gen del antigeno especifico de T. vivax, se realizé a partir de un gradiente
para la temperatura de hibridacion y otro gradiente de concentracion de cebadores. En el caso
del gradiente de temperatura de hibridacion se determiné que la temperatura mas favorable se
encuentra en los 60 °C ya que como se observa en la Figura 7A, presenta baja presencia de
bandas no especificas ademas de ser una banda bastante definida y posicionarse ligeramente
debajo de la banda de 500 pb por lo que se estima que cuenta con alrededor de 400 pb como
se esperaba.

En cuanto al gradiente de concentracién de cebadores se obtuvo como resultado que la

concentracion de 0,2 uM es la mas adecuada para la reaccién de PCR, ya que como se
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observa en la Figura 7B, es la banda mas intensa, est& bien definida, no presenta bandas
inespecificas, y ademas de que se sitla dentro de los esperado para obtener un fragmento de
400 pb.

Figura 7
Gradientes de la estandarizacion de la TWJ-PCR

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Se cargaron 10 pl de producto PCR en
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cada carril y se utilizo el primero para el marcador de peso molecular (M) 100bp Opti-DNA
Marker (abm). Figura 7A: Gradiente de temperatura, muestras del carril 2 - 6 en °C. carril 6:
control negativo (CN). Figura 7B: gradiente de cebadores, muestras del carril 2 - 5:
concentraciones decebadores TWJ-F y TWJ-R en puM. Carril 5: control negativo (CN).

La reaccién en cadena de la polimerasa se estandarizé con un total de 25 yL de
volumen final, compuesto por Green Buffer 1X, MgCI2 1.5 mM, 0,2 uM de cada cebador, dNTP
0,8 mM, 0,5 U de GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega) y 100 ng de ADN. Las condiciones
de la reaccion térmica consistieron en las siguientes etapas: desnaturalizacion inicial de 95°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 60 segundos, hibridacién a 60°C por 60

segundos y extension a 72°C por 60 segundos, y extension final de 72° C durante 10 minutos.

Diagndstico y prevalencia de T. vivax

En cuanto al diagndstico mediante pruebas moleculares se encontré que de las 186
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muestras analizadas previo a la aplicacion del tratamiento 4 resultaron positivas para T. vivax
mediante TWJ-PCR, obteniendo una prevalencia de 2.15%.

Figura 8

Amplificacion de fragmentos de Trypanosoma vivax por TWJ-PCR

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Se cargaron 10 pl de producto PCR en cada
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M CP 3653 3654 3655 3656 3657 3658 3659 CN

500 pb

carril y se utilizé el primero para el marcador de peso molecular (M) 100bp Opti-DNA Marker en
ambos geles. Figura 8A: Muestras de ADN del carril 2 al 6. Carril 7: control negativo (CN).
Figura 8B: Carril 2: control positivo (CP). Muestras de ADN del carril 3 al 9. Carril 10: control

negativo (CN).

Las muestras 3653, 3735, 3743 y 3746 resultaron positivas para T. vivax, logrando

amplificar un fragmento de alrededor de 400 pb mediante el uso de los cebadores TWJ-F y
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TWJ-R en la prueba de PCR, como se observa en la Figura 8.

Eficacia del tratamiento

Dos meses después de la aplicacion del tratamiento para el control de la tripanosomosis
bovina se evaluaron nuevamente las muestras que anteriormente resultaron positivas mediante
TWJ-PCR, obteniéndose esta vez resultados negativos como se observa en la Figura 9,
comprobando asi la eficacia del medicamento para el control del hemoparasito T. vivax.

Figura 9
Amplificacion de fragmentos de T. vivax por TWJ-PCR posterior a la aplicacion del tratamiento

M CP 3743 3746 3653 3735

1.2 Kb

500 pb

200 pb

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Se cargaron 10 pl de producto PCR en cada
carril. Carril 1: marcador de peso molecular (M) 100bp Opti-DNA Marker. Carril 2: control

positivo (CP). Muestras de ADN del carril 3 al 5. Carril 6: control negativo (CN).
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Analisis estadistico
Para los valores tanto de temperatura como de hematocrito, antes y después del
tratamiento se obtuvo una distribucién normal de los datos al obtenerse una significancia mayor

al 0.05, como se observa en la Tabla 9, por lo que se acepta la Ho.

Tabla 10

Prueba de Normalidad para los datos de temperatura y hematocrito antes y después de la

administracion del medicamento

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
TEMP_AMNTES a2 10 283
TEMP_DESFIIES 804 10 245
HTC_AMTES 862 10 808
HTC_DESPUES 10 10 281

Nota: tabla obtenida directamente de IBM SPSS Statistics

Por medio de la prueba de T Student de muestras relacionadas, se determiné que los
valores de hematocrito que presente un animal no son suficientes para suponer una infeccién
por T. vivax debido a que la significancia es mayor a 0.05 por lo que se acepta la Ho. Mientras
gue en cuanto a la temperatura se determiné que si es una variable que asociar con una

infeccién por T. vivax, al obtener una significancia menor que 0.05, rechazando la Ho.

Tabla 11

Prueba de T Student de muestras relacionadas

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas Significacion
95% de intervalo de

i confianza de la
Media de

diferencia
Desy. arror P de un P de dos
Media estandar estandar Inferior Superior t gl factor factores
Par1 HTC_ANTES - -3,50000 512619 1,62104 -7, 16705 6705 -216 g 030 059
HTC_DESFUES
Par? TEMP_AMNTES - 78000 87407 27641 15473 1,405827 2,822 g 010 020

TEMP_DESPUES

Nota: tabla obtenida directamente de IBM SPSS Statistics.
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Capitulo V: Discusion
Mediante el presente estudio, se pudo confirmar a través de pruebas parasitoldgicas y
moleculares la presencia de tripanosomosis bovina causada por el hemoparasito T. vivax, en
diferentes zonas de la provincia de Orellana. Posteriormente, en esta misma poblacion se
probé el medicamento a base de cloruro de isometamidium sobre aquellos animales positivos,
demostrando que, luego de dos meses, estos animales resultaron negativos, comprobandose
asi la eficacia del medicamento para el tratamiento y control de la tripanosomosis bovina

ocasionada por T. vivax.

Por otro lado, también se logr6 estandarizar la prueba de PCR mediante gradientes de
concentracion de cebadores y de temperatura de hibridacién, estableciéndose que 0,2 uM y 60
°C respectivamente fueron las condiciones 6ptimas para la reaccién. Ademas, se

evaluaron dosmétodos de extraccion de ADN y se encontré que mediante el protocolo de
GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific) se obtuvieron

mejores resultados en cuanto a concentracion y calidad del ADN.

El protocolo modificado de Riera et al., (2010) fue utilizado en este estudio para la
extraccion de ADN de 75 muestras de células sanguineas, empero, este resulté ser deficiente
en comparacion al protocolo del kit comercial GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification
Mini Kit (Thermo Scientific), ya que en el primero fue poco eficiente y poco consistente, debido
gue las muestras de ADN mostraron bandas de ADN degradado, muy débiles o incluso
inexistentes tal y como se observa en la Figura 6, esto pudiera indicar la presencia de
impurezas y poca cantidad de ADN extraido. Generalmente la sal es la impureza mas comun
de la extraccion de 4cidos nucleicos y se requiere que se elimine mediante procesos de
separacion y/o purificacion para desalinizar la muestra a ser utilizada posteriormente (Tan &
Yiap, 2009), al incluir cloruro de sodio en el proceso de extraccion del protocolo Riera et al.,

(2010) podria sugerir que las impurezas son provenientes de este compuesto.
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El kit comercial de Thermo Scientific que se utiliz6 para extraer el ADN de 186 muestras
de sangre bovina, demostrd ser mas efectivo para obtener el material genético, ya que la
presencia de degradacion fue minima, es decir, existe baja presencia de impurezas y de
degradacion y, por otro lado, la alta intensidad de las bandas sugiere una buena cantidad y

calidad del ADN (Figura 5), ademas de ser el protocolo mas rapido.

Tan y Yiap (2009) mencionan que la automatizacién en procesos de extraccioén de
acidos nucleicos mediante kits comerciales es potencialmente beneficiosa ya que reduce el
tiempo de trabajo, disminuye los costos de mano de obra y aumenta la seguridad del personal,
al mismo tiempo, brinda la oportunidad de aumentar la reproducibilidad y la calidad de los
resultados. La verificacion en ambos protocolos de la integridad del ADN fue cualitativa, por lo
gue no se pudo cuantificar el material genético obtenido de manera precisa en cada muestra.
Generalmente para determinar la calidad y cantidad de ADN proveniente de una extraccion con
precision se requiere el uso de métodos de cuantificacion sensible como espectrofotometria o

fluorescencia (Robin et al., 2016).

De las 186 muestras analizadas previo a la aplicacién del tratamiento, se obtuvieron un
total de 15 animales positivos para la prueba de Woo, es decir el 8.06 % de los animales
resultaron positivos a la técnica de centrifugacion del hematocrito (HCT) para Trypanosoma spp
del total de muestras analizadas, 35 animales presentaban un hematocrito inferior a 24% lo que
es considerado como anemia segun lo descrito por Radostits et al., (2006). El primer muestreo
realizado en la provincia de Orellana con 13 positivos para Woo de 72 muestras recolectadas,
sugiere una alta prevalencia de tripanosomaosis bovina, sin embargo, esta prueba no evidencia
la presencia de T. vivax ya que al ser una prueba de diagndstico directo no permite distinguir la
especie de tripanosoma, de hecho, Woo, (1969) sefalaba que este método no debe utilizarse
para estudios morfolégicos detallados. No obstante, es una técnica rapida sencilla y fiable para

la deteccién de parasitemias, especialmente durante el estado agudo de la enfermedad,
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Ramirez et al., (2011) comparé diferentes métodos de diagndstico de tripanosomaosis en
una infeccién experimental en conejos y demostré que la prueba parasitolégica de
microcentifugacién de hematocrito no detecta la presencia del parasito en el periodo de
prepatencia (dias 3, 5, 7 y 9 post infeccidn) ni tampoco en el periodo crénico de la enfermedad,
pero si es muy efectiva en la deteccion de parasitemia en el periodo agudo, ya que detecto la

presencia del parasito en todas las muestras analizadas de este periodo.

En el segundo muestreo, se encontraron 2 positivos en la prueba de Woo, de los cuales
uno solo resultd ser identificado como T. vivax por PCR. Estos resultados ponen en evidencia
lo sefialado anteriormente, donde se describe las potencialidades diagndsticas de la prueba de
Woo, pero esta no permite identificar a la especie de Tripanosoma. Un estudio de Guayaquil &
Ramirez, (2022) en la parroquia de Garcia Moreno de la provincia de Orellana, confirmaron la
presencia de T. evansi mediante LAMP y PCR, encontrando una prevalencia de 26.32% entre
los dos métodos. Otro estudio muy reciente en zonas cercanas a las analizadas en este
estudio, han demostrado la presencia de T. theileri mediante técnicas moleculares con una
prevalencia del 26.6% (De la Cadena et al., 2023), lo que sugiere que los resultados positivos
obtenidos de la prueba parasitoldgica de Woo en este estudio, se deban a la posible infeccion
con cualquiera de otras especies del hemoparasito (T. theileri y/o T. evansi) en lugar de T.

vivax.

Por otra parte, solo 4 muestras de las 15 positivas a Woo presentaban un hematocrito
menor a 24%, lo que podria significar que los animales se encuentran en fase cronica, donde el
parasito se mantiene haciendo ciclos de parasitemia. Segun un estudio de infeccion
experimental con T. vivax de Parra-Giménez y Reyna-Bello (2019), los animales tienden a
presentar una disminucion en los valores de hematocrito y hemoglobina hasta el dia 22

postinfeccion, luego los valores suelen regresar al rango normal. No obstante, también podria
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sugerir la presencia de especies con una baja parasistema como T. theileri, que suele

distinguirse por esta caracteristica (Marc Desquesnes, 2004).

La estandarizacion de la PCR para la deteccién especifica de Trypanosoma vivax
mediante el uso de TWJ-F y TWJ-R que amplifican un fragmento 400 pb dirigido al gen que
codifica el antigeno especifico del hemoparasito, se realiz6 a partir de gradientes de
temperatura de hibridacion y gradiente de la concentracion de cebadores, que son parametros
importantes en el éptimo desempefio de la PCR segun Cha & Thilly (1993), quienes
determinaron que estas variables influyen en la especificidad y la sensibilidad de reaccion, y
Lorenz (2012) resalta la importancia de buen disefio y concentracion de cebadoresy de la

Optima temperatura de hibridacion como factores esenciales para el éxito en la amplificacion.

Es vital la determinacién de una temperatura de hibridacién éptima ya que esta se
relaciona muy de cerca con la especificidad de la reaccion (Kramer & Coen, 2002),
generalmente esta temperatura se determina con la ayuda de softwares disponibles que
realizan estos calculos, mediante la ayuda de Tm Calculator de ThermoFisher Scientific, se
determino una Tm de 70°C, la temperatura de hibridacion utilizada normalmente es ~8°C por
debajo de la Tm (Wages, 2005), por lo que se realiz6 un gradiente a partir de este valor
disminuyendo la temperatura en 2°C y a partir de los resultados obtenidos (Figura 7A) se
determiné que la temperatura de 60 °C ya que se observan baja presencia de bandas no
especificas, ademés de una banda clara bien definida, que concuerda con Innis et al., (2012)
gue menciona que la temperatura de hibridacion varia de entre 55 a 72°C. En general, las bajas
temperaturas de hibridacién aumentan la probabilidad de oligomerizacion de los cebadores, asi

como también los productos de PCR no especificos (Wages, 2005).

La correcta determinacion de los cebadores en la reaccion en cadena de la polimerasa
juega un papel fundamental en la amplificacién de un determinado fragmento ya que las

concentraciones mas altas pueden aumentar la hibridacion no especifica de los cebadores vy,
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por lo tanto, a productos de amplificacion no especificos, en general las concentraciones de
cebadores varian entre 0,1 - 1 uM (Wages, 2005). Se realizé un gradiente de concentraciéon de
cebadores dentro este rango y se determiné que la concentracion de 0,2 uM es la 6ptima para
la reaccion debido a que presenté una banda mas intensa y sin inespecificidades como se
observa en la Figura 7B, lo que coincide con Wages, (2005) e Innis et al. (2012) quienes
mencionan que una concentracion elevada de cebadores incrementa las inespecificidades en la

reaccion.

La TWJ-PCR que amplifica un fragmento 400 pb del gen que codifica el antigeno
especifico de T. vivax, se realiz6 en todas las muestras recolectadas de los diferentes
muestreos realizados en la provincia de Orellana, donde se obtuvo la amplificacién de
fragmento esperado de aproximadamente 400 pb en un total de 4 muestras de ADN gendmico,
gue coinciden con la muestra SaBo-214 confirmada como positiva para T. vivax mediante
TviCatL (Figura 8), es decir, se encontraron 4 casos positivos a T. vivax mediante TWJ-PCR de
las 186 muestras analizadas, significando una prevalencia del 2.15%. Los cebadores utilizados
en este estudio son altamente sensibles segin un estudio de Eleizalde, et al., (2021) donde se
obtuvo que fueron capaces de detectar una cantidad minima de parasitos en sangre (0.001

parasitos por mL).

La baja prevalencia de T. vivax en la poblacion analizada, limité la comprobacion de la
eficacia del tratamiento en mayor escala, sin embargo, los resultados evidenciaron el poder del
medicamento a base de cloruro de isometamidium para el tratamiento y control de la
tripanosomosis bovina causada por T. vivax, donde a los animales confirmados como positivos
al hemoflagelado mediante TWJ-PCR, dos meses después de la aplicacion del tratamiento
resultaron negativos a T. vivax comprobado mediante técnicas moleculares. Esto coincide con
estudios anteriores donde se informd que el tratamiento con cloruro de isometamidio fue eficaz

a una dosis de 0,5 mg/kg, sin encontrar parasitos circulantes en la sangre hasta 113 dias
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después del tratamiento (Schonefeld et al. 1987), y 12 semanas en el estudio de Peregrine, el
al. (1987). Otros estudios reportaron que los protocolos de tratamiento con isometamidium (0,5y
1,0 mg/kg) lograron una eficacia terapéutica del 100 % contra Trypanosoma vivax en bovinos
infectados experimentalmente (Bastos, et al., 2020) y en otros estudios de infecciones
experimentales se utilizo el cloruro de isometamidium a los 36 dias posteriores a la infeccion

para prevenir la muerte del animal (Parra-Gimenez y Reyna-Bello, 2019).

A pesar de su efectividad, es importante tener un control en la aplicacién y uso del
medicamento, ya que se han reportado aislados africanos resistentes al cloruro de
isometamidium debido a su uso indiscriminado (Giordani et al., 2016). Otro estudio donde se
indujo a dosis progresivas de cloruro de isometamidium a roedores, se evidencié que los
pardsitos adquirieron resistencia completa después de cinco meses y que retuvieron este
fenotipo totalmente resistente después de un periodo de seis meses sin presion de drogas
(Tihon, et al. 2017). En otro estudio reciente de Castilho Neto et al. (2021) evidenciaron por
primera vez la persistencia de la infeccién por T. vivax en un rebafio infectado naturalmente,
incluso bajo el tratamiento con cloruro de isometamidium, lo que indicaria que existen cepas de

T. vivax resistentes a la quimioterapia de cloruro de isometamidium en Brasil.

En Ecuador no se encuentra aprobado su uso por la agencia de regulacion y control
fitosanitario (Agrocalidad) segun el Registro de Insumos Pecuarios, solamente se incluye el
diminaceno. Mediante el presente estudio, se pudo comprobar la eficacia del tratamiento a base
de cloruro de isometamidium para el control de la tripanosomosis bovina ocasionada porel
hemoparésito T. vivax, lo que sugiere que se podria incluir su uso dentro de este registro, para
el manejo de la enfermedad en el territorio ecuatoriano y evitar asi pérdidas econdémicas en el

sector ganadero, el cual es uno de los mas importantes de la produccién nacional.

El analisis estadistico permitio determinar que la variable de temperatura esta

estrechamente relacionado a la infeccion por T. vivax, debido a que es estadisticamente
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significativa la diferencia de los valores de temperatura antes y después del tratamiento en
aquellos animales positivos, mientras que el hematocrito no pareciera estar estrechamente
relacionado el hecho de estar enferme o no. Estos resultados se pueden asociar a que el
paréasito se aloja en el torrente sanguineo y el sistema inmunitario del huésped empieza el
mecanismo de defensa aumentando la temperatura, para lograr controlar la infeccion, por lo
que, una vez esta ha alcanzado el periodo crénico de la enfermedad el parasito se mantiene
criptico dentro del huésped y los valores del hematocrito vuelven a un rango normal dentro de

este periodo.
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Capitulo VI: Conclusiones

El medicamento en base a cloruro de isometamidium, mostré eficacia para eliminar T.
vivax del torrente circulatorio de aquellos animales que resultaron ser TWJ-PCR positivos y de
igual manera, su aplicacion en la zona elimino nuevas incidencias del parasito.

La prueba de diagnéstico parasitoldgico directo de Woo determiné la presencia de
trypanosomosis bovina en muestras sanguineas de animales provenientes de la provincia de
Orellana, donde se encontrd un total de 15 muestras positivas a Trypanosoma spp, Sin
embargo, solo una de estas se pudo identificar como T. vivax, ademas de esta, en el segundo
muestreo, se logro identificar 3 animales mas TWJ-PCR positivos. En total se encontraron 4
casos positivos confirmados mediante TWJ-PCR de una poblacion de 186 muestras
examinadas (2.15%). En esta poblacion, el uso un tratamiento a base de cloruro de
isometamidium fue efectivo para el control de la tripanosomosis bovina causada por T. vivax, ya
gue dos meses después de su aplicacion los animales resultaron negativos a TWJ-PCR y
ningdn otro bovino de la zona resulté ser positivo al parasito, evitando la trasmision de un
animal a otro.

El mejor método para la extraccion de ADN gendmico a partir de muestras sanguineas
de bovino fue mediante GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo
Scientific), ya que las muestras de ADN gendmico presentaron menor degradacion, ademas la
intensidad de los ADN en los geles de agarosa fue mayor, lo que sugiere mas concentracion
del material genético. Mediante el protocolo modificado de Riera et al., (2010) también se logré
extraer ADN a partir de células sanguineas, pero con la particularidad que se presentaban
bandas con degradacion y contaminacion, por lo que se podria incluir un proceso de
desalinizacion adicional, o purificacion para eliminar las impurezas presentes en el ADN
resultante.

Para la estandarizacion de la PCR se variaron los parametros de temperatura de

hibridacion y la concentracion de cebadores ya que son variables determinantes a la hora de la
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amplificacion en la reaccion, los valores en este estudio se ajustaron 60 °C para la temperatura
de hibridacién y 0,2 uM de concentracion de los primers, que resulté en la amplificacion de una
banda esperada de 400 pb sin presencia de bandas no especificas, por lo que se concluye que

estos valores son los mas favorables para la TWJ-PCR.

Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda realizar este estudio en una poblacién con una mayor prevalencia de T.
vivax, para contrastar la eficiencia del tratamiento frente al hemoparasito, ademas se
recomienda el uso del medicamento de nombre comercial “Hemoveex” que tiene la capacidad
de contrarrestar la enfermedad y ayuda con el control de endo y exo parasitos por su
formulacion con ivermectina.

Se recomienda el uso del tratamiento a base de cloruro de isometamidium para el
tratamiento de la tripanosomosis bovina ocasionada por T. vivax.

Se recomienda la extraccion de ADN mediante GeneJET Whole Blood Genomic DNA
Purification Mini Kit (Thermo Scientific) para obtener una mejor calidad y cantidad de ADN, ya
que mediante este protocolo se visualizaron bandas més intensas y sin inespecificidades.

Se recomienda afiadir pasos de desalinizacion al protocolo modificado de Riera, et al.,
(2010) para obtener una mejor calidad y cantidad de ADN extraido, ya que los resultados
indican que existe una presencia de impurezas y poca concentracion del material genético.

Para cuantificar con exactitud la cantidad y la pureza del material genético se

recomienda el uso de métodos especificos como espectrofotometria o fluorometria.



58

Capitulo VIII: Bibliografia

Abbas A, Lichtman AH, Pillai S, Baker DL, Baker A. Cellular and Molecularimmunology.

9th Ed. Amsterdam: Elsevier (2018). p. 57-97.

Agrocalidad. (2022). [Productos Agropecuarios Registrados] Reporte de Productos de
uso Veterinario Registrados. Pagina web de Agrocalidad (Subsitio Coordinacion de Registro de

Insumos Agropecuarios), Prod_veterinarios_registrados_octubre_2022, Quito, Ecuador.

Alfituri, O. A., Quintana, J. F., MacLeod, A., Garside, P., Benson, R. A., Brewer, J. M.,
Capewell, P. (2020). To the Skin and Beyond: The Immune Response to African Trypanosomes
as They Enter and Exit the Vertebrate Host. Frontiers in Immunology, 11.

doi:10.3389/fimmu.2020.01250

Authié, E., & Pobel, T. (1990). Serum haemolytic complement activity and C3 levels in
bovine trypanosomosis under natural conditions of challenge—early indications of individual

susceptibility to disease. Veterinary Parasitology, 35(1-2), 43-59.

Bakari SM, Ofori JA, Kusi KA, Aning GK, Awandare GA, Carrington M, et al. Serum
biochemical parameters and cytokine profiles associated with natural African trypanosome

infections in cattle. Parasites Vectors. (2017) 10:312. doi: 10.1186/s13071-017-2255-9

Baral TN. Immunobiology of African trypanosomes: need of alternative interventions. J

Biomed Biotechnol. (2010) 2010:389153. doi: 10.1155/2010/389153

Bastos, T. S. A, Faria, A. M., de Assis Cavalcante, A. S., de Carvalho Madrid, D. M.,
Zapa, D. M. B., Nicaretta, J. E., Cruvinel, L. B., Heller, L. M., Couto, L. F. M., Soares, V. E.,
Cadioli, F. A., & Lopes, W. D. Z. (2020). Comparison of therapeutic efficacy of different drugs
against Trypanosoma vivax on experimentally infected cattle. Preventive veterinary medicine,

181, 105040. https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2020.105040



59

Castilho Neto KJGA, Garcia ABCF, Fidelis Junior OL, Nagata WB, André MR, Teixeira
MMG, et al. Follow-up of dairy cattle naturally infected by Trypanosoma vivax after treatment
with isometamidium chloride. Braz J Vet Parasitol 2021; 30(1): €020220.

https://doi.org/10.1590/S1984-29612021019

Cha, R. S., & Thilly, W. G. (1993). Specificity, efficiency, and fidelity of PCR. PCR

methods and applications, 3(3), S18-S29. https://doi.org/10.1101/gr.3.3.s18

Chavez-Larrea, M. A., Medina-Pozo, M. L., Cholota-lza, C. E., Jumbo-Moreira, J. R.,
Saegerman, C., Proafio-Pérez, F., ... & Reyna-Bello, A. (2021). First report and molecular
identification of Trypanosoma (Duttonella) vivax outbreak in cattle population from Ecuador.

Transboundary and Emerging Diseases, 68(4), 2422-2428.

Chitanga, S., Marcotty, T., Namangala, B., Van Den Bossche, P., Van Den Abbeele, J.,&
Delespaux, V. (2011). High Prevalence of Drug Resistance in Animal Trypanosomes without a
History of Drug Exposure. PLoS Neglected Tropical Diseases, 5(12), e1454.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0001454

Coello-Peralta, R. D., Solérzano, N. C. C., Mazamba, M. D. L. S., Echeverria, E. O. R,
Velasquez, L. L. A., & Gémez, B. J. P. (2022). Natural infection of Trypanosoma sp. in domestic

sheep from Ecuador. Ciéncia Rural, 52(2). https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20210141

Dagnachew, S., & Bezie, M. (2015). Review on Trypanosoma vivax. Afr J Basic ApplSci,

7(1), 41-64.

Davila, A. M. R., Herrera, H. M., Schlebinger, T., Souza, S. S., & Traub-Cseko, Y. M.
(2003). Using PCR for unraveling the cryptic epizootiology of livestock trypanosomaosis in the

Pantanal, Brazil. Veterinary parasitology, 117(1-2), 1-13.



60

Desquesnes, M. (2004). Livestock trypanosomoses and their vectors in Latin America

(Vol. 8). Paris: OMSA.

Desquesnes, M., & Dia, M. L. (2003). Mechanical transmission of Trypanosoma
congolense in cattle by the African tabanid Atylotus agrestis. Experimental Parasitology, 105(3-

4), 226-231.

Fetene, E., Leta, S., Regassa, F., & Bluscher, P. (2021). Global distribution, host range
and prevalence of Trypanosoma vivax: a systematic review and meta-analysis. Parasites &

Vectors, 14(1). https://doi.org/10.1186/s13071-021-04584-x

Gardiner, P. R. (1989). Recent studies of the biology of Trypanosoma vivax. Advancesin

Parasitology, 28, 229-317.

Gardiner, P. R. and Mahmoud, M. M. (1992). Salivarian trypanosomes causing diseasein
livestock outside sub-saharan Africa. In Parasitic Protozoa (ed. Kreier, J. P. and Baker, J. R.),

pp. 277-313. Academic Press, London.CrossRef

Giordani F, Morrison LJ, Rowan TG, De Koning HP, Barrett MP. The animal
trypanosomiases and their chemotherapy: a review. Parasitology 2016; 143(14): 1862-1889.

http://dx.doi.org/10.1017/S0031182016001268. PMid:27719692.

Giordani, F., Morrison, L. J., Rowan, T. G., DE Koning, H. P., & Barrett, M. P. (2016).The
animal trypanosomiases and their chemotherapy: a review. Parasitology, 143(14), 1862-1889.

https://doi.org/10.1017/S0031182016001268

Giordani, F., Morrison, L. J., Rowan, T. G., De Koning, H. P., & Barrett, M. P. (2016).The

animal trypanosomiases and their chemotherapy: a review. Parasitology, 143(14), 1862- 1889.


http://dx.doi.org/10.1017/S0031182016001268

61

Gonzatti, M. ., Gonzéalez-Baradat, B., Aso, P. M., & Reyna-Bello, A. (2013).
Trypanosoma (Duttonella) vivax and Typanosomosis in Latin America:
Secadera/Huequera/Cacho Hueco. Trypanosomes and Trypanosomiasis, 261-285.

https://doi.org/10.1007/978-3-7091-1556-5_11

Guayaquil, G. & Ramirez, J.R. (2022). Implementacién de la técnica de amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP) para la deteccién de trypanosoma spp. en animales de
interés pecuario en la provincia de Orellana [Tesis de pregrado, Universidad Internacional SEK
Ecuador]. Repositorio de la Universidad Internacional SEK Ecuador

http://repositorio.uisek.edu.ec/handle/123456789/4556

Hoare, C. A. (1972). The trypanosomes of mammals. A zoological monograph. The

trypanosomes of mammals. A zoological monograph.

Innis, MA, Gelfand, D., Sninsky, J., & White, T. (2012). PCR protocols: a guide to
methods and applications. Academic Press.
https://books.google.com/books?hl=es&Ir=&id=75jwZ2rbVe8C&oi=fhd&pg=PP1&dgq=PCR+
Protocols:+A+guide+to+methods+and+applications.&ots=IBKYIi0O9v&sig=VEjMgk2asWi

WGF6nfnLIJwdU9pcE

Jones, T. W., & Davila, A. M. (2001). Trypanosoma vivax—out of Africa. TRENDS in

Parasitology, 17(2), 99-101.

Kasozi, K. I., MacLeod, E. T., Ntulume, I., & Welburn, S. C. (2022). An Update on African
Trypanocide Pharmaceutics and Resistance. Frontiers in veterinary science, 9, 828111.

https://doi.org/10.3389/fvets.2022.828111

Kinabo L. D. (1993). Pharmacology of existing drugs for animal trypanosomiasis. Acta

tropica, 54(3-4), 169-183. https://doi.org/10.1016/0001-706x(93)90091-0


http://repositorio.uisek.edu.ec/handle/123456789/4556

62

Kramer, M. F., & Coen, D. M. (2002). The polymerase chain reaction. Current Protocols

in Protein Science, 29(1), A-4J. https://doi.org/10.1002/0471140864.PSA04JS29

Lainson, R., & Shaw, J. J. (1972). Leishmaniasis of the New World: taxonomicproblems.

Leger, M., & Vienne, M. (1919). An Epizootic caused by Trypanosomes in Cattle in

French Guiana. Bulletin de la Société de Pathologie Exotique, 12(5).

Levine, N. D., Corliss, J. O., Cox, F. E. G., Deroux, G., Grain, J., Honigberg, B. M., ... &
Wallace, F. G. (1980). A Newly Revised Classification of the Protozoa* The committee on
systematics evolution of the society of protozoologists. The Journal of protozoology, 27(1), 37-

58.

Lorenz T. C. (2012). Polymerase chain reaction: basic protocol plus troubleshootingand
optimization strategies. Journal of visualized experiments: JoVE, (63), €3998.

https://doi.org/10.3791/3998

Mabbott NA, Sutherland 1A, Sternberg JM. Trypanosoma brucei is protected from the

cytostatic effects of nitric oxide under in vivo conditions. Parasitol Res. (1994) 80:687-90.

Macaskill, J. A., Holmes, P. H., Whitelaw, D. D., McConnell, I., Jennings, F. W., &
Urquhart, G. M. (1980). Immunological clearance of 75Se-labelled Trypanosoma brucei in mice.

II. Mechanisms in immune animals. Immunology, 40(4), 629.

Medina-Naranjo, V. L., Reyna-Bello, A., Tavares-Marques, L. M., Campos, A. M., Ron-
Romén, J. W., Maoyano, J. C., ... & Chavez-Larrea, M. A. (2017). Diagnéstico de los
hemotropicos Anaplasma marginale, Trypanosoma spp. y Babesia spp. mediante las técnicas
de ELISAiy PCR en tres fincas ganaderas de la Provincia de Pastaza, Ecuador. Revista

Cientifica, 27(3), 162-171.



63

National Center for Biotechnology Information (2023). PubChem Compound Summary
for CID 92295, Isometamidium chloride. Retrieved from

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Isometamidium-chloride

OMSA, O. M. (2017). OMSA Reference Laboratory for Animal Trypanosomoses of
African origin. Obtenido de: https://www.woah.org/nttat/Attached%20files/A16-REC-

COMPENDIUM_PROTOCOLES_TRYPANO-En.pdf

OMSA, O. M. (2021). Manual de las Pruebas de Diagnéstico y de las Vacunas para los
Animales Terrestres 2022. Obtenido de:

https://www.woah.org/fileadmin/Home/esp/Health_standards/tahm/3.04.14 NAGANA.pdf

Osorio, A. L. A. R., Madruga, C. R., Desquesnes, M., Soares, C. O., Ribeiro, L. R. R., &
Costa, S. C. G. D. (2008). Trypanosoma (Duttonella) vivax: its biology, epidemiology,
pathogenesis, and introduction in the New World-a review. Memarias do Instituto Oswaldo Cruz,

103, 1-13.

Parra-Gimenez, N., & Reyna-Bello, A. (2019). Parasitological, Hematological, and
Immunological Response of Experimentally Infected Sheep with Venezuelan Isolates of
Trypanosoma evansi, Trypanosoma equiperdum, and Trypanosoma vivax. Journal of

Parasitology Research, 2019, 1-9. doi:10.1155/2019/8528430

PEREGRINE, A. S., MOLOO, S. K., & WHITELAW, D. D. (1987). Therapeutic anD
prophylactic activity of isometamidium chloride in Boran cattle against Trypanosoma vivax
transmitted by Glossina morsitans centralis. Research in Veterinary Science, 43(2), 268—-270.

doi:10.1016/s0034-5288(18)30787-2

Radostits, O., Gay, C., Hinchcliff, K., & Constable, P. (2006). VETERINARY MEDICINEA

textobook of the diseases of cattle, sheep, goats, pigs and horses (10th ed.). Elsevier.


http://www.woah.org/nttat/Attached%20files/A16-REC-
http://www.woah.org/fileadmin/Home/esp/Health_standards/tahm/3.04.14_NAGANA.pdf

64

Ramirez-Iglesias, J. R., Eleizalde, M. C., Gbmez-Pifieres, E., & Mendoza, M. (2011).
Trypanosoma evansi: A comparative study of four diagnostic techniques for trypanosomosis
using rabbit as an experimental model. Experimental Parasitology, 128(1), 91-96.

doi:10.1016/j.exppara.2011.02.010

Reyna-Bello, A., Garcia, F. A., Rivera, M., Sanso, B., & Aso, P. M. (1998). Enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) for detection of anti-Trypanosoma evansi equine antibodies.

Veterinary Parasitology, 80(2), 149-157.

Riera, M., Rojas, M., & Zapata, P. (2010). Protocolo de extraccién de DNA por salting-

out para pequefios volumenes de sangre. Revista de Ciencia y Tecnologia, (14), 4-7.

Rivera, M. (1996). Hemoparasitosis bovinas. Editado por Consejo de Desarrollo

Cientifico y Humanistico de la Universidad Central de Venezuela. Caracas:237.

Robin, J. D., Ludlow, A. T., LaRanger, R., Wright, W. E., & Shay, J. W. (2016).
Comparison of DNA Quantification Methods for Next Generation Sequencing. Scientificreports,

6, 24067. https://doi.org/10.1038/srep24067

Shiferaw, S., Muktar*, Y., & Belina, D. (2015). A review on trypanocidal drug resistancein
Ethiopia. Journal of Parasitology and Vector Biology, 7(4), 58-66.

https://doi.org/10.5897/IJPVB2015.0190

Soulshy, E. J. L. (1987). The evasion of the immune response and immunological

unresponsiveness: parasitic helminth infections. Immunology Letters, 16(3-4), 315-320.

Sutcliffe, O. B., Skellern, G. G., Araya, F., Cannavan, A., Sasanya, J. J., Dungu, B., van
Gool, F., Minstermann, S., & Mattioli, R. C. (2014). Animal trypanosomosis: making quality
control of trypanocidal drugs possible. Revue scientifique et technique (International Office of

Epizootics), 33(3), 813-830. https://doi.org/10.20506/rst.33.3.2320



65

Tan, S. C., & Yiap, B. C. (2009). DNA, RNA, and protein extraction: the past and the
present. Journal of biomedicine & biotechnology, 2009, 574398.

https://doi.org/10.1155/2009/574398

Tapia, J. (1995). Medidas de prevalencia y relacion incidencia-prevalencia. Medicina

clinica.

Tihon, E., Imamura, H., Van den Broeck, F., Vermeiren, L., Dujardin, J. C., & Van Den
Abbeele, J. (2017). Genomic analysis of Isometamidium Chloride resistance in Trypanosoma
congolense. International journal for parasitology. Drugs and drug resistance, 7(3), 350-361.

https://doi.org/10.1016/}.ijpddr.2017.10.002

Urquhart, G. M., & Holmes, P. H. (1987). African trypanosomiasis. Immune responsesin
parasitic infections: immunology, immunopathology, and immunoprophylaxis. Volume lIl:

Protozoa, 1-23.

Ventura, R. M., Paiva, F., Silva, R. A., Takeda, G. F., Buck, G. A., & Teixeira, M. M.
(2001). Trypanosoma vivax: characterization of the spliced-leader gene of a Brazilian stock and
species-specific detection by PCR amplification of an intergenic spacer sequence. Experimental

Parasitology, 99(1), 37-48.

Venturelli, A., Tagliazucchi, L., Lima, C., Venuti, F., Malpezzi, G., Magoulas, G. E.,
Santarem, N., Calogeropoulou, T., Cordeiro-da-Silva, A., & Costi, M. P. (2022). Current
Treatments to Control African Trypanosomiasis and One Health Perspective. Microorganisms,

10(7), 1298. https://doi.org/10.3390/microorganisms10071298

Wages J. M., Jr. (2005). POLYMERASE CHAIN REACTION. Encyclopedia ofAnalytical

Science, 243-250. https://doi.org/10.1016/B0-12-369397-7/00475-1



66

Wells, E., Betancourth, A., & Ramirez, L. (1977). The epidemiology of Trypanosoma
vivax in Latin America: some results from the use of an indirect fluorescent antibody test.

Journal of Protozoology, 24, 41A-2A.

Woo, P. T. K. (1969). The haematocrit centrifuge for the detection of trypanosomes in

blood. Canadian Journal of Zoology, 47(5), 921-923. d0i:10.1139/269-150



