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RESUMEN

La tripanosomosis animal es una enfermedad hemoparasitaria de alto impacto econdémico y
representa un obstaculo para la produccion ganadera debido a las pérdidas producidas por la
clinica presentada, incluso, si los animales no son tratados adecuadamente pueden morir durante
la etapa aguda de la enfermedad. En el Ecuador se ha evidenciado brotes de esta enfermedad, por
lo que en este proyecto se planted caracterizar el agente causal mediante técnicas moleculares
altamente sensibles y especificas. Para lograr este objetivo, se recolectaron un total de 21
muestras de sangre periférica de bovinos con sintomas compatibles con tripanosomosis bovina,
del cantén Chone. Estas muestras fueron analizadas mediante ITS-PCR capaz de discriminar las
especies de tripanosoma segun el tamafio de fragmento amplificado y TviCatL-PCR que
amplifica una regién exclusiva del ADN genémico de T. vivax. El diagnostico se confirmé a
través de secuenciacién y analisis de similitud y homologia mediante la herramienta BLAST,
obteniendo 3 muestras con un 100% de homologia con T. vivax y 1 muestra con un 91 % de
similitud a T. godfreyi. Con las secuencias obtenidas en este estudio y aquellas disponibles en
Genbank, se establecieron relaciones filogenéticas, que sugieren una estrecha relacion de los
aislados ecuatorianos de T. vivax con los de Sudamérica y Africa occidental. Por ultimo, esta
investigacion reporta por primera vez la presencia de Trypanosoma vivax en el Ecuador y se
asocia con un brote de tripanosomosis bovina, lo que representa un nuevo enfoque en el estudio
de este tripanosomatidio en el territorio nacional.

Palabras claves:

e Trypanosoma vivax
e ITS
e CATEPSINA L
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ABSTRACT

Animal trypanosomosis is a hemoparasitic disease with a high economic impact and represents
an obstacle to livestock production worldwide, due to the losses it produces by the clinical
presentation. Animals can even death during the acute stage of the parasitosis, if the disease is not
treated properly. In Ecuador, an outbreak of trypanosomosis has been observed, so the aim of this
project was characterized the causal agent using highly sensitive and specific molecular
techniques. To achieve this objective, a total of 21 samples of peripheral blood from cattle with
compatible symptoms of bovine trypanosomosis from Chone canton were collected. Samples
were analyzed by ITS-PCR capable to discriminate trypanosome species according to the size of
the amplified fragment and TviCatL-PCR that amplifies a region exclusive of T. vivax genomic
DNA. The diagnosis was confirmed through sequencing and analysis of similarity and homology
using BLAST tool, obtaining as a result 3 samples with 100% homology with T. vivax and 1
sample with 91% similarity to T. godfreyi. Phylogenetic relationships were established by the
maximum likelihood method, using the obtained sequences, that suggest a close relationship of
the Ecuadorian isolates of T. vivax with those of South America and West Africa. Finally, this
research reports for the first time the presence of Trypanosoma vivax in Ecuador and it’s
associated with an outbreak of bovine trypanosomosis; therefore, it represents a new approach in

the study of this trypanosomatid at national level.

Key words:

e Trypanosoma vivax
o ITS
e CATHEPSINL



CAPITULO 1
INTRODUCCION
1.1 Formulacion del problema

La tripanosomosis animal es una enfermedad causada por parasitos del género
tripanosoma, caracterizada principalmente por fiebre y anemia. Esta hemoparasitosis tiene una
distribucion en todas las zonas tropicales y subtropicales del mundo afectando a casi todos los

animales mamiferos, incluyendo el hombre (Desquesnes, 2004; Gonzatti et al., 2014; OIE, 2008).

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en el continente africano donde se determiné
que la distribucion geografica de los tripanosomas esta estrechamente relacionada con la
distribucion de la mosca tse-tsé en Africa, afectando a 48 millones de bovinos en un area de 10
millones Km? en 37 paises. Sin embargo, algunas especies africanas de tripanosoma como T.
vivax, T. equiperdum y T. evansi, se propagaron fuera del cinturén de mosca Glossina (tse-tsé) en
Africa, debido a su adaptacion a otras moscas hemat6fagas como el tabano (Greif et al., 2015),
este hecho, aunado al desplazamiento de animales de zonas endémicas a zonas libres de la
enfermedad, ha ampliado mundialmente la distribucion de estos hemoflagelados (Gonzatti et al.,

2014).

El primer reporte de esta enfermedad en Ameérica fue en el afio 1919, por Leger y Vienne
quienes describieron una epizootia de tripanosomosis bovina en la Guayana Francesa cerca de
Cayena, a partir de este afio los tripanosomas se establecieron permanentemente en toda America

del Sur, reportandose la presencia de T. vivax por primera vez en Venezuela en el afio de 1920 y
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en la costa atlantica de Colombia en 1931 debido a la importacion de ganado venezolano. Afios
mas tarde en 1944, se descubrio que el parasito también estaba presente en el noreste de Brasil,
en el estado de Para y en la isla de Marajo. Ademas, en 1977 se report6 la presencia del paréasito
en Perq, El Salvador, Ecuador, Paraguay y Costa Rica (Wells et al., 1977). Mas recientemente en
Argentina, T. vivax se reportd por primera vez a finales del afio 2006 mediante frotis finos de

sangre de bovinos, pertenecientes a la provincia de Formosa (Monzén et al. 2013).

En el Ecuador la informacion disponible sobre tripanosomosis bovina es poco consistente,
segun la (OIE, 2017) no hay reportes sobre la presencia de esta enfermedad en el pais. Sin
embargo, se han realizado diferentes estudios que demuestran la prevalencia de T. vivax, T.
evansi y T. theileri en Ecuador (Cholota, 2017; Gonzalez, 2016; Medina et al., 2017; Rodriguez,

2017).

Por lo tanto, la presente investigacion se enfoca en la identificacion de la especie de
Trypanosoma spp. circulante en un brote de tripanosomosis bovina reportado en el canton Chone
en la provincia de Manabi, mediante la secuenciacion de los Espaciadores Transcritos Internos

(ITS) del ARN ribosomal y del dominio catalitico de catepsina L-like de los parasitos

1.2 Justificacion del problema

En el mes de noviembre de 2017 en Chone, provincia de Manabi, se report6 la muerte de
aproximadamente 600 reses, este incidente se vinculd a la presencia de tabanos en la zona y se
presume que esta mosca esta transmitiendo de manera mecanica Trypanosoma spp. (EI Universo,

2017).
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Esta enfermedad afecta al desarrollo agropecuario de extensas zonas ganaderas en Africa

y América del Sur, por lo general es de evolucion crénica, pero si no es tratada de forma eficiente
puede conducir a la muerte del animal. En su forma aguda, produce cuadros clinicos con fiebre,
edema, adenitis, trastornos nerviosos, anemia, aborto, palidez de las mucosas y disminucion tanto

de masa corporal como de produccion de leche (Cassalett et al., 2006; FAO, 1983).

El diagnostico de la tripanosomosis bovina en la actualidad, se realiza mediante la
aplicacion de una diversidad de métodos que incluyen pruebas clinicas, parasitoldgicas,
serologicas y moleculares. Los diagndsticos clinico y parasitoldgico presentan baja sensibilidad
durante la etapa cronica, sin embargo, son los mas utilizados para trabajo en campo ya que son
altamente especificos en la fase aguda de la enfermedad. EI primero consiste en la observacion de
los signos clinicos descritos anteriormente; el segundo se basa en pruebas como observacion
microscépica y prueba de Woo, cuyo limite de deteccion es 10° parasitos/mL. Estas pruebas
presentan limitaciones importantes ya que no permiten detectar la presencia del parasito en la
fase cronica, donde los niveles de la parasitemia son muy bajos, ademas los signos clinicos
pueden confundirse con los producidos por otras enfermedades causadas por parasitos

hemotrdpicos como la babesiosis y anaplasmosis (Cassalett et al., 2006; Gonzatti et al., 2014).

Las pruebas serologicas mayormente utilizadas son ELISAi y prueba indirecta de
anticuerpos inmunofluorescentes (IFAT), estas permiten determinar la presencia de anticuerpos
contra Trypanosoma spp., en las fases agudas y cronicas de la enfermedad, ofreciendo una mayor
sensibilidad que las pruebas parasitoldgicas y clinicas; sin embargo, al igual que las anteriores, no
permiten diferenciar si existe una infeccion mixta con diferentes especies de Trypanosoma spp. 0

la especie causante de la enfermedad (Gonzatti et al., 2014). Por otro lado, las técnicas
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moleculares que involucran el ADN del parasito, como la PCR y LAMP, son pruebas con una
alta sensibilidad y especificidad que detectan un nimero bajo de parasitos (25 parasitos/ml), tanto
a nivel del vector como en el hospedero. Ademas, permiten obtener un mosaico de secuencias
altamente conservadas, para la diferenciacion y caracterizacion especie especifico del paréasito

(Biteau, et al., 2000).

Como se puede evidenciar, es necesario realizar un diagnéstico adecuado, mediante una
técnica molecular eficiente de la especie Trypanosoma spp., para el estudio del brote epidémico
producido en la parroquia Convento del canton Chone, tomando en consideracion que Manabi es
la provincia con mayor uso de suelo en produccion ganadera, y Chone el cantdn con mayor
numero de reses de la provincia, con unas 260.000 cabezas de ganado, destinadas tanto a la

produccién de leche como de carne.



1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Caracterizar Trypanosoma spp. utilizando técnicas moleculares en muestras sanguineas de

bovinos de tres fincas ganaderas del Canton Chone, Provincia de Manabi, Ecuador

1.3.2 Objetivos especificos

e Identificar la presencia de Trypanosoma spp. en muestras sanguineas de bovinos

sometidas a la prueba de PCR anidada.
e Secuenciar la region ITS, de muestras positivas a la prueba de PCR anidada.

e Realizar un analisis filogenético de las especies de Trypanosoma spp. encontradas.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Generalidades

La tripanosomosis animal se define como un conjunto de enfermedades hemoparasitarias
complejas, generalmente de curso cronico, causadas por diferentes parasitos del género
Trypanosoma, los cuales se multiplican en su hospedero (Desquesnes, 2004; Monzon et al.,

2013).

Los tripanosomas patdgenos de importancia veterinaria presente en América Latina son T.
vivax (subgénero Duttonella), T. evansi y T. equiperdum (subgénero Trypanozoon) de la seccion

salivaria y T. theileri (subgénero Megatrypanum) de la seccion stercoraria (Desquesnes 2004).

T. equiperdum y T. evansi han sido descritos como los agentes etioldgicos de las
enfermedades Dourina y surra (derrengadera en Latinoamérica) respectivamente, que afectan a
los equinos principalmente. Si embargo, el ganado bovino igualmente puede ser afectado por T.
evansi, sin mayores dafios a su salud al igual que por T. theileri; no obstante, T. vivax presenta
una mayor patogenicidad y ocasiona una enfermedad crénica conocida como "secadera, cachera,
cacho hueco o huequera”, que genera una disminucion de la produccién e incluso la muerte de

varios animales en brotes epizo6ticos (Desquesnes, 2004).

2.2 Morfologia de Trypanosoma vivax

Las especies del subgénero Duttonella se caracterizan por tener una membrana ondulada

de desarrollo medio, un flagelo libre y un cinetoplasto grande el cual constituye un rasgo de
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diagnostico valioso, ya que facilita la identificacion en frotis sanguineos y su diferenciacion con

T. evansi. (Osoério et al., 2008).

Trypanosoma vivax es un protozoario monomorfico (esbelto) con un tamafio que oscila
entre 18 y 31 um, con un flagelo libre y terminal de 3 a 6 pum de largo, el cual esta unido al
parasito por una membrana ondulante menos desarrollada que la de T. brucei y T. evansi. El
nucleo, ya sea redondeado o alargado, dependiendo del aislado, se encuentra en la parte media
del parésito y tiene un cinetoplasto prominente de 1,1 um ubicado cerca o en el extremo posterior

de T. vivax, el cual es redondeado (Gonzatti et al., 2014).

Undulating membrane
Parabasal body

Pellicle

Nucleus

Section thraugh trypanosome

atA-A 4'} L/Cmm

C -\Ké Peilicie

Nucleus

Figura 1. Diagrama de Trypanosoma vivax mostrando sus

caracteristicas morfologicas
Fuente:(Uilenberg & Boyt, 1998)



2.3 Clasificacion taxondémica

El género Trypanosoma pertenece a la rama protozoaria, orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. En la Tabla 1 se detalla la taxonomia de los tripanosomas de importancia

veterinaria tanto de la seccion Salivaria como Stercoraria.

Tabla 1
Clasificacion taxonémica de Trypanosoma spp.

Clasificacion taxonémica

Subreino Protozoo

Filo Sarcomastigophora

Subfilo Mastigophora

Clase Zoomastigophorea

Orden Kinetoplastida

Suborden Trypanosomatina

Familia Trypanosomatidae

Género Trypanosoma

Subgénero Duttonella Trypanozoon Trypanozoon Megatrypanum
Especie Trypanosoma vivax Trypanosoma equiperdum  Trypanosoma evansi  Trypanosoma theileri

Fuente: (Desquesnes, 2004)

2.4  Organizacion genomica

El material genémico del tripanosoma esta dividido en ADN nuclear y ADN mitocondrial
(ADNK) el cual se encuentra contenido en el cinetoplasto. EI ADNK, esta organizado en dos tipos

de estructuras circulares concatenadas, los maxicirculos y los minicirculos.

Segun (Maudlin et al., 2004), los maxicirculos codifican a genes mitocondriales

encargados de la produccién de energia, necesarios para el desarrollo y diferenciacion del
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tripanosoma en el vector (Glossina spp). Mientras que los minicirculos codifican ARN que

permite la edicion de los maxicirculos (Simpson et al., 2000).

El ADNk varia considerablemente entre especies, puede contener de 5-50 x103

minicirculos y de 20-50 maxicirculos (Gonzatti et al., 2014). Segin Masiga (1990) citado por
(Yurchenko, V. Yu.; Kolesnikov, 2001), T. vivax contiene los minicirculos mas pequefios
(465bp) y los maxicirculos mas grandes (40kbp). Recientemente, Greif et al., (2015),
secuenciaron completamente el ADNKk, encontrando que los aislados latinoamericanos
presentaron deleciones que impiden la edicién de varios genes que participan en la respiracion
oxidativa del paréasito. Ilgualmente se encontraron 56 minicirculos diferentes (muchos de ellos con

mas de una repeticion) con tamarfios variables de 300 a 600bp (Greif et al., 2015).

2.5  Marcadores moleculares para el estudio de Trypanosoma vivax.

Para estudios de diversidad genética y relacion filogenética de T. vivax con otros
tripanosomas africanos se han utilizado varios marcadores moleculares, los cuales estan presentes
en un alto nimero de copias en el genoma de los tripanosomatidios; ya que mientras mas copias
de la secuencia target, mayores son las posibilidades de amplificacién por PCR (Desqueshes &

Davila, 2002).

Se han utilizado los ADN satélites contenidos en los minicromosomas del ADN nuclear
para el desarrollo de cebadores especificos de especie (T. vivax, T. evansi y T. simiae), los cuales
demostraron ser capaces de detectar cantidades muy pequefias de ADN del parasito (Desquesnes

& Davila, 2002).
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Los espaciadores transcritos internos (ITS) de ADN ribosomal (ADNr); han permitido un
diagnostico especifico de varias especies de Trypanosoma spp. en una unica PCR. ElI ADN
nuclear lleva los genes que codifican el ARNr, los cuales estdn conformados por unidades
transcripcionales (la subunidad pequefia 18S, 5.8S y subunidad grande 28S) separadas por

espaciadores no transcritos (ITS1 e ITS2) (Figura 2) (Desquesnes & Davila, 2002).

Otro marcador molecular que se ha utilizado con éxito en los estudios de diversidad
genética y relaciones filogenéticas es el gen que codifica la cisteina proteasa Catepsina L (CatL-
like) perteneciente al clan CA, familia C1, codificada por una familia de genes multicopia
organizada como una matriz en tandem. Estas peptidasas del cinetoplasto comprenden
tipicamente un péptido sefial, un pro péptido un dominio catalitico y una extension C-terminal

altamente inmunogénica aungue de funcion desconocida (Figura 3) (Eyssen et al., 2018)

2.6 Transmisiony ciclo biologico

La transmisién de Trypanosoma spp. dependera de dos factores: la ubicacion geogréfica y
la especie. Principalmente se han determinado dos tipos: la transmision biolégica o ciclica por
moscas Glossina (tse-tsé) y la mecanica mediante los insectos hemat6fagos Tabanidos y

Stomoxys spp. (Desquesnes, 2004).

Sin embargo, se ha demostrado otros tipos de transmision como la iatrogénica, mediante
jeringas durante la vacunacion; venérea en el caso de T. equiperdum, el cual se transmite al pasar
a través de la mucosa genital durante el coito o mediante las membranas mucosas del ojo y la
nariz. La transmision via transplacentaria que puede ser muy importante en la epidemiologia de la

tripanosomosis en América Latina ya que la descendencia de animales portadores subclinicos
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puede hacer que la enfermedad reaparezca en rebafios que han regresado al estado de no

infectado (Desquesnes, 2004).

Trypanosoma vivax presenta una transmision esencialmente ciclica en Africa, mediante
varias especies de moscas del género Glossina (tse-ts€); en estas, los T. vivax se anclan a la
probdscide de la mosca donde el parasito se transforma de la fase tripomastigote a epimastigote,

se multiplica y finalmente se diferencia en formas metaciclicas infecciosas (Jackson et al., 2015).

Tanto en América central y del sur como en Africa, T. vivax puede transmitirse de manera
mecanica, en la cual los procesos de diferenciacion y multiplicacién ocurren en el huésped
vertebrado y no en el vector. Los vectores responsables de una transmision mecanica exitosa son
varias especies de Stomoxys spp., en particular la subespecie Stomoxys nigra, y varias especies de
tabanidos americanos: Tabanus importunus, T. nebulosus y Cryptotylus unicolor (Desquesnes,

2004; Gonzatti et al., 2014).

Los tabanidos pueden mantener de 1 a 12 nL de sangre infectada en sus piezas bucales
donde los parasitos tienen un tiempo de supervivencia limitado, por lo que una transferencia
inmediata a un segundo huésped es necesaria para una transmision mecanica favorable, sin
embargo esto no siempre es posible ya que en el campo los vectores muerden al mismo huésped
varias veces y se ha demostrado que solo del 2 al 3% de los tabanos alcanza un segundo huésped

en 10 minutos (Foil, 1989).

La capacidad de transmision de T. vivax tanto ciclica como mecéanica podria permitir la
coexistencia de ambas formas de transmision en la misma area, el mismo huésped y, quizas, en el

mismo vector (Desquesnes et al., 2009).
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2.7  Hospederos mamiferos

Las especies de tripanosomas patogenos descritos anteriormente tienen afinidad a

diferentes hospederos de importancia econémica en América latina.

T. evansi, afecta principalmente a caballos, burros, mulas, gatos, perros y bufalos de agua;
esta especie también puede infectar ovejas, cabras y ganado vacuno pero estos Ultimos
generalmente son portadores asintomaticos; sin embargo, se han demostrado algunas cepas

virulentas en el ganado vacuno (Desquesnes, 2004).

T. vivax se encuentra regularmente en bovinos (Bos indicus y Bos taurus), ovinos,
caprinos y bfalos de agua. Aunque se ha descrito en otros hospedadores como jirafas en Africa o

en equinos en América (Gonzatti et al., 2014).

T. equiperdum naturalmente infecta solo a los equinos y T. theileri ha sido descrito solo en

ganado y bufalos de agua (Desquesnes, 2004).
2.8 Origeny consideraciones epidemioldgicas de Trypanosoma vivax

T. vivax tiene su origen en Africa donde afecta a 37 paises, con una poblacion de 48
millones de bovinos (Desquesnes et al., 2013). Esta especie logrd adaptarse a nuevas formas de
transmision, vectores y hospedadores, lo que le permitié diseminarse entre animales domésticos y
silvestres nunca expuestos al mismo, por ello, actualmente se encuentra distribuido en el Oriente

y Occidente de Africa y en América del Centro y Sur (Desquesnes, 2004; Garcia et al., 2007).

Los estudios filogenéticos apoyan la teoria de que T. vivax ingresé al Nuevo mundo en

ganado infectado de Africa Occidental, originando la fase aguda de la enfermedad y una alta
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mortalidad (Desquesnes & Davila, 2002; Osorio et al., 2008). No obstante, los animales que eran
sometidos a constantes reinfecciones por la presencia de los vectores, fueron desarrollando
inmunidad ante este parasito, convirtiendo a las areas donde se encontraban en zonas endemicas

(Osorio et al., 2008).

En las zonas endémicas los animales se mantienen en fase cronica de la enfermedad, es
decir no presentan signos clinicos y su salud no se ve afectada, aunque la produccion disminuye
levemente. Sin embargo, en estas zonas diferentes factores de estrés tanto del animal como
ambientales son de gran importancia epidemioldgica en la prevalencia y en la severidad de las

manifestaciones clinicas (Garcia et al., 2007).

2.9  Sintomatologia de tripanosomosis bovina

Los signos clinicos que se presentan en el ganado bovino dependen de tres diferentes

periodos descritos para la enfermedad causada por el parasito Trypanosoma vivax.

Periodo prepatente: En esta etapa no existen manifestaciones clinicas de la enfermedad,
es el periodo en el que el parasito es inoculado por el vector hasta que son detectados en la sangre
del animal o se comienzan a presentar los signos clinicos. Esta etapa tiene un rango de tiempo de
duracion de 2 a 10 dias, y depende de la carga de parasitos del inoculo y de la virulencia del

aislado (Gonzatti et al., 2014).

Periodo agudo: Este periodo inicia cuando los parésitos aparecen en la sangre del

hospedero, Yy se presentan los primeros signos y sintomas de la enfermedad, los cuales pueden
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ser el incremento de la temperatura y la anemia moderada o grave debido al descenso de

eritrocitos en circulacion (Osorio et al., 2008).

Los animales afectados también sufren trastornos reproductivos severos; en los machos la
espermatogénesis se inhibe, existe degeneracion testicular y epididimal que conduce a la
infertilidad o incluso a la esterilidad; en las hembras los genitales sufren lesiones severas, los
ciclos de estro son anormales, se presenta anestro transitorio o permanente y aumenta la cantidad

de abortos (Adamu et al., 2007; Betancur et al., 2016; Sekoni, 1994).

Otros signos caracteristicos de este periodo son lagrimeo, edema submandibular,
descargas nasales, pérdida progresiva de peso, letargo y disminucion de la produccion de leche,

palidez de las membranas mucosas e inflamacién de ganglios linfaticos (Osorio et al., 2008).

Un porcentaje variable de los animales afectados morird durante este periodo que dura
aproximadamente de 2 a 3 meses; esto dependera de la patogenicidad de la cepa de T. vivax, el

estado de estrés y la raza del bovino (Desquesnes, 2004; Osorio et al., 2008).

Periodo crénico Los animales que sobreviven la fase aguda de la enfermedad, mantienen
una parasitemia criptica, empiezan a recuperar los niveles normales de eritrocitos en sangre y no
se puede percibir sintomas; sin embargo si el animal es sometido a factores de estrés es probable
que la parasitemia se incremente y los signos clinicos descritos en el periodo agudo surjan

(Gonzatti et al., 2014).

Este compendio de signos son los responsables de aumentar los costos de produccion a

través de una mayor necesidad de tratamiento y atencion veterinaria. Las implicaciones
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econdmicas de la tripanosomosis en regiones subtropicales en desarrollo ponen de relieve el valor

de la investigacion que cubre la patogénesis de T. vivax (Salas et al., 2017).

2.10 Meétodos de diagndstico

El control y la gestion eficaz de la enfermedad dependen en gran medida del conocimiento
de su epidemiologia, que a su vez se basa en métodos de diagnostico eficientes. Para la deteccion
de estos parasitos se usa un conjunto de pruebas parasitoldgicas, serolégicas y moleculares las
cuales varian en su sensibilidad y especificidad. La eleccidén de una prueba correcta depende de

factores econémicos, experiencia, requisito y necesidad (OIE, 2008).

2.10.1 Pruebas parasitoldgicas

Estas pruebas resultan las méas Utiles para utilizarlas en el campo cuando se presenta la
fase aguda de la enfermedad, ya que son altamente especificas, ademas ofrecen otras ventajas
como un corto tiempo de procesamiento, bajos costos, la obtencion inmediata de un resultado y la
facilidad de determinar a su vez el grado de anemia del animal (Gonzatti et al., 2014). Dentro de
estas podemos encontrar la prueba de woo que se basa en la separacion de los diferentes
componentes de la muestra de sangre en funcién de su gravedad especifica; la examinacién

microscopica directa y la prueba de capa leucocitaria (OIE, 2008).

2.10.2 Pruebas seroldgicas

Las pruebas seroldgicas son altamente sensibles ya que permiten diagnosticar animales
tanto en la fase aguda como cronica de la enfermedad, ademés pueden ser aplicadas a un gran

numero de muestras y se utilizan para determinar la seroprevalencia de la tripanosomosis (Reyna
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1998). Las técnicas mas utilizadas son ELISA y Ensayo de inmunofluorescencia indirecto (IFAT)

(Desquesnes, 2004).

El ELISAI es utilizado para la deteccién de tripanosomosis animal usando antigenos
crudos de T. evansi y T. vivax. Sin embargo, debido a la reactividad cruzada entre ellos a nivel
serologico, y al menor costo de produccién del antigeno T. evansi, este es utilizado con mayor
frecuencia para identificar indiferenciadamente T. vivax o T. evansi en el ganado, esto constituye
una desventaja en zonas donde coexisten los dos parasitos, ya que la prueba se vuelve
inespecifica y tanto la gravedad como el tratamiento dependen de la especie de tripanosoma

(Reyna-Bello et al., 1998).

2.10.3 Pruebas moleculares

Los métodos moleculares se basan en la deteccion de un segmento de ADN especifico
capaces de identificar una o varias especies que estan presentes en las poblaciones de huéspedes
y/o vectores, por lo tanto proporcionan un diagndstico especifico de especie de infecciones

activas y crénicas causadas por tripanosomas (Desquesnes, 2004).

Se han desarrollado diferentes técnicas para la deteccién de especies de Trypanosoma
spp., por métodos moleculares estos incluyen pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), PCR de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y Amplificacion

Isotérmica mediada por Lazo (LAMP) (Geysen et al., 2003; Laohasinnarong et al., 2011)
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2.10.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una reaccidon enzimatica in vitro que sintetiza nuevas cadenas de ADN
complementarias a la cadena molde. Para que se produzca la reaccion es necesario el uso de la
enzima termoestable ADN polimerasa, la cual tiene capacidad de polimerizar acidos nucleicos;
cebadores gque se encargan de delinear la region especifica de la secuencia de interés que se desea
amplificar; y también dNTPs, MgCl, y un tampon apropiado (Tamay et al., 2013). La mezcla de
todos los componentes se somete a ciclos de calor los cuales se comprenden de tres fases:
Desnaturalizacion, donde las dobles hélices de ADN se abren; Hibridacion donde los
oligonucledtidos se unen a la secuencia complementaria de ADN matricial, y la fase de Extensién
durante la cual los &cidos nucleicos se polimerizan. Los productos obtenidos en las fases iniciales
de PCR sirven como matriz para las polimerizaciones posteriores, repitiendo este ciclo
aproximadamente 30 veces donde al final se han sintetizado muchas porciones de ADN con
pesos y secuencias idénticas (Desquesnes, 2004). Una vez terminado el proceso de amplificacion
por PCR los amplicones obtenidos son visualizados por electroforesis y si el tamafio del
fragmento amplificado es el tedrico (segun los cebadores forward y reverse utilizados), la prueba

es positiva (Tamay et al., 2013).

Para el diagnostico de Trypanosoma spp. por PCR se han utilizado diferentes secuencias
como marcadores moleculares, y se han desarrollado cebadores sensibles a especies especificas.
Algunos de los marcadores moleculares utilizados incluyen un antigeno especifico reconocido
por el anticuerpo monoclonal Tv27, satélites, microsatélites, spliced leader; espaciadores
transcritos internos del ADN ribosomal (Gonzatti et al., 2014) y genes de catepsina L-Like

(Cortez et al., 2009).
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Esta prueba presenta una alta sensibilidad y especificidad ya que permite detectar de 1 a
10 tripanosomas/ml de sangre, y reconoce la especie especifica causante de la infeccion en

contraste con las pruebas seroldgicas actualmente utilizadas (Solano et al., 1999).

PCR para la amplificacion de los ITS del ADNr

Para la amplificacion de los espaciadores transcritos internos (ITS 1y 2), se disefid una
PCR anidada, la cual es una modificacion de la PCR convencional que mejora tanto la
sensibilidad como la especificidad ya que utiliza 2 sets de cebadores y 2 reacciones de PCR

sucesivas (ThermoFisher, n.d.).

Los cebadores externos (ITS 1y 2) en la primera reaccion de PCR delinean una secuencia
extensa de ADN diana que contiene el amplicdn de interés, entonces el segundo set de cebadores
(ITS 3 y 4) amplifican la secuencia especifica corta de los amplicones de la primera reaccion,
obteniendo fragmentos de 600 a 1200 pb con lo que se puede discriminar entre una especie y otra

(Cox et al., 2005).

Esta técnica se desarroll6 para reconocer varias especies de tripanosomas africanos a la
vez, disminuyendo asi los costos de esta prueba que suelen ser muy elevados al necesitar una

PCR para cada especie de tripanosoma (Cox et al., 2005).
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Figura 2. Estructura de parte del locus del gen de ARN ribosémico.
Nota: Cada gen tiene regiones codificantes conservadas SSU, LSU y
regiones espaciadoras no codificantes (ITS 1y 2). Los cebadores
externos (ITS1 e ITS2) estan representados por flechas negras y los
cebadores internos (ITS3 e ITS4) por flechas blancas

PCR para la amplificacion de Catepsina L-Like (TviCatL-PCR)

Las cisteinas proteasas de CatlL-Like poseen secuencias correspondientes al dominio
catalitico conservadas y divergentes entre las especies de tripanosoma, por lo que son objetivos
utiles para el diagndéstico de infecciones por tripanosomas y para estudios genéticos poblacionales

(Cortez et al., 2009; Adriana C. Rodrigues et al., 2010).

Basado en este principio Cortez y colaboradores (2009), desarrollaron una PCR
convencional altamente sensible y especifica para la amplificacion de una region de 177bp

exclusivamente del ADN genomico de T. vivax utilizando los cebadores TviCatL1 y DTO 155.
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Figura 3. Representacion esquematica del gen de catepsina L-like.
Nota: Dominios cataliticos pre, pro y centrales ademas de los cebadores
empleados para la amplificacion por PCR de secuencias que codifican

los dominios cataliticos de tripanosoma.

2.11 Tratamiento y control

Un control eficaz de la tripanosomosis animal, consiste en restringir el movimiento de

animales enfermos, tratamiento a los animales infectados y control de vectores (Dagnachew &

Bezie, 2015).

Existen dos farmacos comunes para el tratamiento de tripanosomosis bovina causada por

T. vivax, los cuales se detallan en la Tabla 2, con la via de administracion y la dosificacion

adecuada para control y prevencion de la enfermad.

Tabla 2
Farmacos utilizados para el tratamiento de Trypanosoma vivax.
) _ Dosis Via de
Nombre genérico Nombre comercial i _ o .
Preventiva Curativa administracion
Aceturato de Berenil®, Ganaseg®, Trypazen®,
o ] 3.3mg/kg 7 mg/kg Intramuscular
diminazeno Veriben®
Cloruro de ) o
. o Samorin®, Trypamidium® - 1 mg/kg Intramuscular
isometamidio

Fuente: (Dagnachew & Bezie, 2015).
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Para un tratamiento satisfactorio es necesaria la administracion correcta a la dosis
establecida de los tripanocidas debido a que su uso indiscriminado causa resistencia a los
medicamentos en algunos aislados de T. vivax. También es necesario un adecuado plan de
nutricion y el reposo durante la convalecencia de la enfermedad, ya que los animales bien
descansados y bien alimentados se recuperan mas rapidamente después de la terapia tripanocida

(Osorio et al., 2008).

2.12  Hipdtesis

Basado en los antecedentes antes expuestos el proyecto de investigacion plantea la
siguiente hipotesis:

La prueba de PCR anidada permite detectar Trypanosoma spp. en muestras de sangre de

ganado bovino.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1  Participantes

El presente proyecto de investigacion fue financiado por el Laboratorio de Biotecnologia

Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE

La responsable a cargo del desarrollo de la investigacion es la sefiorita Michell Lorena
Medina Pozo, egresada de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, con la colaboracién
cientifica del Dr. Freddy Proafio Ph.D, docente principal tiempo parcial de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE, el Dr. Armando Reyna Ph.D, docente investigador de la Universidad de
las Fuerzas Armadas ESPE extension Santo Domingo de los Tsachilas y la Ing. Cristina Cholota

Técnico Docente del Laboratorio de Biotecnologia Animal.

3.2 Zona de estudio

El presente proyecto de investigacion se desarrollé en dos fases:

3.2.1 Trabajo de campo

Se tomd un total de 21 muestras de aquellos animales que presentaron cuadros clinicos
compatibles con tripanosomosis bovina en 3 fincas ganaderas de la Parrogquia Convento, Cantén
Chone, de la provincia de Manabi, ubicada en la regién litoral ecuatoriana, Latitud: -0.1346,

Longitud: -79.9301 y Altura: 210 msnm.
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De cada animal se llend un registro con informacién proporcionada por el duefio o
responsable de la finca (ANEXO D), posteriormente las muestras fueron trasladadas hacia el

laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

3.2.2 Trabajo de laboratorio

El procesamiento y analisis de las muestras se desarroll6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal, de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicado en el sector de

Sangolqui: Av. General Rumifiahui S/N y Paseo Escénico Santa Clara.

Las muestras fueron sometidas a la técnica de PCR: Anidada para la amplificacion de la
region ITS del ADNr y convencional para amplificar la region CatL-Like; los amplicones

resultantes fueron sometidos a secuenciacion para su posterior analisis filogenético.

3.3 Duracion de la investigacion

El tiempo requerido para la culminacién de la investigacion fue de 9 meses. Iniciando en

el mes de noviembre de 2017 y terminando en julio de 2018.

3.4  Metodologia

3.4.1 Extraccion, procesamiento y conservacion de muestras de sangre

Se realizd una extraccidon de sangre periférica mediante el método de venopuncién de la
vena coccigea con la ayuda del sistema vacutainer agujas de seguridad calibre 21G, tubos al

vacio (BD Vacutainer) sin anticoagulante y con anticoagulante EDTA.
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El primer paso para realizar la extraccion fue rotular los tubos de recolecciéon con la
informacidén necesaria (Nombre o numero del animal, tipo de muestra, especie, sitio de
recoleccion y fecha), posteriormente se inmovilizd al animal, se levantd la cola hasta casi
colocarla en posicion vertical sujetandola en el tercio medio y se retird los restos de material fecal
desinfectando el area de puncion con alcohol al 70% para eliminar contaminacion de las

muestras.

A continuacion, se insertd la aguja empatada con el capuchén a una profundidad de 8-12
milimetros en la linea media entre las vértebras coccigeas 6 y 7, y se colocé el tubo hasta

consumir todo el vacio, una vez lleno el 75% de la capacidad del tubo se retird y se almaceno.

3.4.2 Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

Para la extraccion de ADN de sangre se utilizo el kit Wizard® Genomic DNA Purification
de Promega, siguiendo el protocolo descrito en el kit con modificaciones el cual se detalla a

continuacion.

Para la lisis celular de los globulos rojos, se colocd 300 pL de sangre periférica con EDTA
en un tubo de microcentrifugacion de 1.5 mL, a continuacion, se adicioné 900 pL de tampdn
(Tris HCI-20mM; pH 7.6), se mezcld por inversion y se incub6 a temperatura ambiente por 10
minutos, invirtiendo el tubo cada 3 minutos, posteriormente, se centrifugé a 15040 RCF durante

1 minuto, se desechd el sobrenadante y se sometié el pellet a vortex durante 15 segundos.

Posteriormente se afiadio 300 pL de solucion de lisis nuclear homogeneizando

suavemente con la pipeta, sequido de 100 pL de solucion de precipitacion de proteinas, vortex
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durante 20 segundos e incubacion a 65°C por 30 minutos, transcurrido este tiempo se centrifugo

nuevamente a 15040 RCF por 5 minutos.

Para la precipitacion del ADN se coloc6 900 pL de isopropanol en un tubo estéril de 1.5
mL, y se afadio el sobrenadante mezclando por inversion hasta que se observo la formacion de
hilos de ADN, se dejo6 incubar los tubos a -20°C durante 30 minutos, se centrifug6 a 15040 RCF
por 2 minutos y se descargd el sobrenadante. Seguidamente, se realizaron 2 lavados del
precipitado con 90 pL de etanol al 70% frio, centrifugando a 15040 RCF por 2 minutos. Para
eliminar el etanol sobrante se dejé secar los tubos boca abajo durante 15 minutos, una vez
transcurrido el tiempo, se procedid a resuspender las muestras de ADN en 30 pL de solucion de

resuspension durante toda la noche a 4°C.

3.4.3 Cuantificacién de ADN

La concentraciébn de ADN total extraido se cuantifico por espectrofotometria UV,

mediante el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Antes de iniciar la cuantificacion de ADN se limpi6 el lente con 2 puL de HCI 1N y agua
destilada, posteriormente se configurd el equipo con el programa para cuantificacion de acidos
nucleicos y se colocd 2 ul de solucion blanco. Una vez listo el equipo, se colocéd 2 pL de cada
muestra en el lente y se cuantificd la concentracion de ADN y su pureza mediante las

absorbancias 260/280 y 260/230.
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3.4.4 Determinacion de la integridad de ADN extraido

Para la determinacion de la integridad de los ADNSs se realizd una corrida electroforética
en gel de agarosa al 0,8% (p/v) tefildo con SYBR® Safe DNA Gel Stain. En cada pocillo del gel
se cargd una mezcla de 5 uL de ADN con 1 pL de buffer de carga Blue Juice 10x; se programd la
fuente a 100 mA, 120 voltios V vy se dejé correr durante 1 hora. Finalizado este procedimiento se

visualizé el gel mediante UV en el equipo ChemiDoc™ Imaging System.
3.4.5 ldentificacién de muestras positivas a Trypanosoma spp. por PCR anidada

Para la identificacion de Trypanosoma spp. se amplificd las regiones conservadas ITS,

variables en tamafios segun la especie de tripanosoma.

Se siguié la metodologia para PCR anidada descrita por (Cox et al.,, 2005), y
estandarizada por (Rodriguez, 2017), utilizando los cebadores ITS1 e ITS2 en la primera reaccion

y los cebadores ITS3 e ITS4 en la segunda reaccion, descritos en la Tabla 3.

Tabla 3

Cebadores de la regién ITS para Trypanosoma spp.

Cebador Secuencia
ITS1 5-GAT TAC GTC CCT GCC ATT TG-3
ITS2 5-TTGTTC GCT ATC GGT CTT CC-3
ITS3 5-GGA AGC AAA AGT CGT AAC AAG G-3
ITS4 5-TGTTTTCTTTTCCTCCGCTG-3

Fuente: (Cox et al, 2005)

En las Tablas (4 y 5), se describen las concentraciones de los reactivos y las condiciones

de ciclo para las dos rondas de PCR anidada. En la primera ronda se usé 1 pL de ADN a una
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concentracion de 100 ng/pL, mientras que en la segunda se cargo 1 pL de producto de PCR de la

primera ronda.

El control positivo usado fue el plasmido P26 (Trypanosoma theileri), proporcionado por

el laboratorio de Biotecnologia Animal.

Tabla 4
Concentraciones y reactivos utilizados para la amplificacion de la region ITS

Reactivos Unidad Stock Concentracion Final Volumen (pL)

H20 pL N/A - 15,75

Buffer + Cl,Mg X/ mM 10,00/ 20,00 1,00 2,50

Cebador ITS1/3 UM 10,00 1,00 2,50

Cebador ITS2/4 UM 10,00 1,00 2,50

dNTP Y 40,00 0,80 0,50

Dream Taq polimerasa U/uL 5,00 1,25 0,25
ADN/ Producto de PCR ng/uL 100 100 1

Total 25,00

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

microlitro; dNTP: mix de desoxinucleétidos.

Tabla 5
Condiciones para la reaccion de PCR anidada

Proceso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 7 1
Desnaturalizacion 94 1 35
Hibridacion 55 1 35
Extension 72 2 35
Extension final 72 10 1
Mantenimiento 4 0 -

Nota: °C: grados centigrados; min: minutos
Fuente: (Rodriguez, 2017)
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3.4.5.1 Visualizacion de los productos de PCR amplificados de la region ITS

Una vez finalizada la PCR anidada se cargd una mezcla de 5 pL de producto de PCR con
2 UL de buffer de carga Blue Juice 10X, en geles de agarosa al 1.5% (p/v) tefiidos con SYBR®
Safe DNA Gel Stain (0,1 pL/mL TBE 1X). Como marcador molecular se usé 3 puL de GeneRuler

100bp Ladder con 1 pL de buffer de carga de ADN 6X.

La fuente para la corrida electroforética se programé a 120 V, 300 mA y se corrié durante
75 minutos para un gel de 70 mL; los resultados fueron visualizados en ChemiDoc™ Imaging

System.
3.4.6 Clonacion

Para realizar la clonacion del fragmento amplificado se eligié 1 muestra positiva para
Trypanosoma spp. por PCR. Este proceso se realizé con el Kit TOPO® TA Cloning® vy las
células quimicamente competentes One shot® TOP 10 de Invitrogen, siguiendo el protocolo

descrito en el inserto del kit.

3.4.6.1 Ligacion

En el proceso de ligacion se ensambl6 el fragmento de ADN amplificado con el vector
TOPO TA, esto fue posible gracias a la enzima topoisomerasa I, la cual tiene funciones tanto de
enzima de restriccion como de ligasa. Esta enzima es la encargada de ligar el extremo 3’ con una
polideoxitimina (T) extra del vector, al extremo 3’ del producto de PCR que contiene una
desoxiadenosina (A) afiadida por la Dream Taq Polimerasa, formando asi el plasmido el cual sera

insertado en bacterias E. coli para su replicacion (Technologies Corporation, 2014).
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Para realizar un eficiente proceso de ligacion todos los reactivos necesarios y el producto

de PCR deben permanecer en hielo. EI primer paso fue colocar en un tubo estéril de 250 pL los
reactivos y producto de PCR en el orden descrito en la Tabla 6; posteriormente se mezcld
gentilmente y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente para la posterior

transformacion.

Tabla 6
Reactivos necesarios para la ligacion

Reactivos Cantidad

Producto de PCR 2 UL
Solucidn salina 1uL
Agua 2 uL

Vector TOPO TA 1puL

Volumen Total 6 pL

Nota: pL: microlitro

3.4.6.2 Transformacion y seleccién de células transformadas

En el proceso de transformacion se insert6 el plasmido en las células quimicamente
competentes One Shot® TOP 10 (E. coli), para posteriormente ser sembradas en placas con
medio LB selectivas para kanamicina, suplementado con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-

galactopirandsido) e IPTG (Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido) (ThermoFisher, n.d.).

A continuacion, se detalla el procedimiento seguido para transformacion y seleccion,
tomando en cuenta la importancia de la cadena de frio en el proceso, por lo que las células

competentes y el plasmido fueron colocados en hielo durante todo el proceso.
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Para iniciar se colocé 2 pL del plasmido en un vial de 50 pL de células quimicamente
competentes One Shot® TOP 10 y se mezclo gentilmente, a continuacion, se incubd la mezcla en
hielo durante 10 minutos agitando 3 veces, para posteriormente incubar el vial a 42°C durante 30
segundos y se coloco en hielo nuevamente causando un shock térmico. Posteriormente se
adiciono 250 pL de medio SOC a temperatura ambiente y se incub6 a 37°C de manera horizontal

a 200 rpm durante 1 hora.

Una vez que transcurri6 el tiempo, se sembrd 100 pL de las bacterias en medio SOC en 1
placa con medio selectivo y 50 pL en 1 placa sin el antibidtico kanamicina, estas fueron
incubadas a 37°C durante toda la noche. Cuando se observo la proliferacion de las colonias se

seleccionaron 6 para realizar la purificacion del plasmido.

La preparacién de las placas de medio LB suplementadas con kanamicina, X-gal e IPTG

se describe en el ANEXO A

3.4.7 Purificacion del plasmido

El proceso de purificacion de plasmido permitié aislar y purificar el ADN plasmidico,
para esto se siguid el protocolo descrito en la base de datos del Laboratorio de Biotecnologia

Animal, el cual se detalla a continuacién.

Las colonias seleccionadas se sembraron en medio LB suplementado con Kanamicina (50
mg/mL), las cuales se dejaron crecer durante 24 horas a 37°C bajo agitacion vigorosa.
Posteriormente se transfirio 1.5 mL de cada cultivo a un tubo de microcentrifugacion y se

precipité las células centrifugando los tubos durante 1 min a 15000 RCF.
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A continuacion, se descartdo el sobrenadante y se agregdé 100 pL de solucidon de
resuspension o solucion A fria, seguida de 200 uL de solucién de lisis o solucion B y se invirtié
el tubo suavemente 8 veces, para luego incubar en hielo por 5 minutos. Al cabo de este tiempo,
se afladio 150 pL de solucidn C o solucién de neutralizacion fria y se incub6 la mezcla en hielo
por 5 minutos (observandose un precipitado blanco), se centrifugé la mezcla durante 7 minutos a

15000 RCF.

Para la precipitacion del ADN plasmidico se coloc6 400 pL de isopropanol en un tubo
estéril de 1.5 mL, y se transfirio el sobrenadante mezclando por inversién varias veces,
inmediatamente se centrifugd a 15000 RCF por 10 minutos y se descargd el sobrenadante
dejando el pellet lo més seco posible. Seguidamente, se afiadié 200 pL de etanol al 95% Yy se dio
un pequefio toque con el vortex, luego se centrifugd a 15000 RCF por 5 minutos y se descargo el

sobrenadante.

Para eliminar el etanol sobrante se dej6 secar los tubos boca abajo durante 15 minutos,
una vez transcurrido el tiempo, se procedio a resuspender las muestras de ADN en 50 pL de agua
destilada previamente calentada a 65 °C, dejando incubar a temperatura ambiente durante 10
minutos, luego de lo cual se afiadié 1 pL de ARNasa y se incubd por 10 minutos a 37 °C. Los

plasmidos purificados se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Las Soluciones A, B y C utilizadas en este protocolo se describen en el ANEXO B
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3.4.8 Amplificacion de plasmidos a través de PCR

Se realiz6 una PCR convencional de los 5 plasmidos purificados utilizando los cebadores
ITS 3 e ITS 4, con el fin de comprobar la presencia del fragmento de ADN clonado. Los
reactivos y concentraciones utilizados se detallan en la Tabla 4 y las condiciones de ciclado en la

Tabla 5.

3.4.9 ldentificacién de muestras positivas a Trypanosoma vivax por (TviCatL-PCR)

Para la identificacion especie especifica de Trypanosoma vivax se amplificd la cisteina
proteasa CatL-like, siguiendo la metodologia descrita por (Cortez et al., 2009), utilizando los

cebadores TviCatL y DTO 155 descritos en Tabla 7.

Tabla 7
Cebadores de la region CatL-like para Trypanosoma vivax.

Cebador Secuencia

TviCatL 5-GCC ATC GCC AAG TAC CTC GCC GA-3
DTO 155 5-TTAAAG CTT CCACGAGTT CTT GAT CCAGTA-3

Fuente: (Cortez et al., 2009)

En las Tablas (8 y 9), se describen las concentraciones de los reactivos y las condiciones
de ciclo para la PCR que se utilizaron para identificar las muestras positivas a Trypanosoma
vivax. Se utilizd 4 uL de ADN a una concentracién de 100 ng/uL y el control positivo fue donado

por la Universidad Simén Rodriguez de Venezuela.
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Concentraciones y reactivos utilizados para la amplificacion de la region CatL-Like

Reactivos Unidad Stock Concentracion Final Volumen (pL)

H20 pL N/A 15,00

Buffer + Cl,Mg X/ mM 10,00/ 20,00 1,00 2,50

Cebador TviCatL UM 10,00 0,50 1,25

Cebador DTO 155 UM 10,00 0,50 1,25

dNTP UM 40,00 0,80 0,50

Dream Tag polimerasa U/uL 5,00 2,5 0,50
ADN ng/uL 100 400 4

Total 25,00

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

microlitro; dNTP: mix de desoxinucledtidos

Tabla 9

Condiciones para la reaccién de TviCatL-PCR.

Proceso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacidn inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 30s 35
Hibridacion 65 30s 35
Extension 72 30s 35
Extension final 72 10 1
Mantenimiento 4 0 -

Fuente: (Cortez et al., 2009)

3.4.9.1 Visualizacion de los productos de PCR amplificados de la regién CatL-Like

Para la visualizacion de los productos de PCR amplificados de esta region, se corrié por

electroforesis horizontal 10 pL de cada amplicén mezclado con 2 pL de buffer de carga Blue
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Juice 10X, en geles de agarosa al 2% (p/v) tefiidos con SYBR® Safe DNA Gel Stain (0,1 pL/mL
TBE 1X). Como marcador molecular se usé 3 uL de GeneRuler 100bp Ladder con 1 pL de

buffer de carga de ADN 6X.

La fuente para la corrida electroforética se programo a 120 V, 300 mA y se corri6 durante
90 minutos para un gel de 70 mL. Los resultados fueron visualizados en ChemiDoc™ Imaging

System.
3.4.10 Purificacion de producto de PCR

Se realiz6 una purificacién de los productos de PCR que dieron positivos para T. vivax,
mediante la amplificacién de CatL-like. Para esto se realizd una extraccion del fragmento de
ADN amplificado del gel y se utilizé el kit QIAquick® Gel Extraction de Qiagen, siguiendo el

protocolo descrito en el kit, el cual se detalla a continuacion.

Para iniciar este proceso se corto el fragmento de ADN del gel de agarosa con un bisturi
limpio y afilado en el transiluminador Safe Imager™ 2.0 de luz azul, y se coloco en tubos de 1,5
mL previamente pesados para asi conocer el peso del pedazo de gel cortado. Posteriormente se
agrego6 3 volumenes de tampon QG a 1 volumen de gel (100 mg ~ 100 pL) y se incub6 a 50°C
durante 10 minutos o hasta que se disolvié completamente el gel, durante este tiempo se agitd en
vortex cada 3 minutos. Es necesario verificar que el color de la mezcla sea amarillo esto indica
que el pH es menor a 7,5 dptimo para la adsorcion del ADN a la membrana QIlAquick, si presenta
una coloracion naranja o violeta agregar 10 puL de acetato de sodio (3M, pH 5). Una vez
verificado el color amarillo de la mezcla se afiadié 1 volumen de isopropanol por 1 volumen de

gel y se mezclo.
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A continuacion, se colocé una columna giratoria QIAquick en un tubo de recoleccion de 2

mL, se afiadio la mezcla a la columna y se centrifugd a 15040 RCF durante 1 minuto, se desechd
el sobrenadante y se colocé la columna en el mismo tubo recolector. Seguidamente se agreg6 0,5
mL de tampon QG a la columna QIAquick y se centrifugd a 15040 RCF por 1 minuto; esto sirvio

para eliminar todo el resto de agarosa.

Para lavar se agreg6 0,75 mL de tampdn PE a la columna, se dejo reposar durante 5
minutos y se centrifugd durante 1 minuto, seguidamente se elimino el sobrenadante y se realizo
una centrifugacion adicional por 1 minuto de la columna para eliminar el etanol residual del

tampon PE.

Para eluir el ADN se coloco la columna en un tubo limpio de 1,5 mL y se agreg6 50 pL de
tampon EB en el centro de la membrana de la columna para posteriormente centrifugar durante 1
minuto a velocidad méaxima, adicionalmente se agreg6 30 pL de tampon de elucién en la
membrana se dejé reposar 1 minuto y se centrifugd durante 1 minuto, este ultimo paso aumenta

la concentracion de ADN. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

3.4.11 Secuenciacién

El proceso de secuenciacién de los clones y productos de PCR, se realiz6 en la empresa
Macrogen® Corea, mediante la técnica de Sanger. Estos tenian una concentracion de 100 ng/pL

y se envio 20 pL de cada uno.
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Los cebadores utilizados para la secuenciacion fueron ITS3, ITS4, TviCatL y DTO 155
como se muestra en las Tablas (3 y 7), los cuales se encontraban a una concentracion de 10 uM y

se envid 10 ul por cada reaccion.

3.4.12 Ensamblaje de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas mediante el programa Sequencher
5.4.6 para esto se observo la calidad de los picos del cromatograma y se elimind los extremos de

las secuencias donde se observé la menor calidad de estas.

Una vez que las secuencias estuvieron limpias se alinearon y se obtuvo una secuencia
consenso de alta calidad para cada una de las muestras, estas fueron guardadas en formato

FASTA.

3.4.13 Anadlisis de similitud y homologia

Este proceso se realizO mediante la herramienta Basic Local Aligment Search Tool
(BLAST) para nucleétidos, comparando las secuencias consenso obtenidas con la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) para determinar a qué especie de

Trypanosoma spp. tienen similitud estas secuencias.

3.4.14 Anadlisis filogenético

El andlisis filogenético de la region ITS del ADNr, se establecié mediante andlisis de las
secuencias obtenidas en el presente estudio, secuencias M20 y CMQ73 obtenidas por Cholota

(2017) y Rodriguez (2017) respectivamente, y aquellas recuperadas de la base de datos de
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GenBank detalladas en Tabla 10. La secuencia de Trypanosoma vivax se usG como grupo

externo.

Las relaciones filogenéticas basadas en el dominio catalitico de CatL-like, se establecieron
mediante un analisis de las secuencias obtenidas en el presente estudio y aquellas que fueron
recuperadas de la base de datos de GenBank detalladas en Tabla 11. La secuencia de

Trypanosoma evansi se us6 como grupo externo.

Para el andlisis filogenético se realizd6 un alineamiento multiple con la herramienta
MUSCLE del programa MEGA 7. Los alineamientos fueron analizados mediante el método de
méaxima verosimilitud y el modelo evolutivo Kimura 2 parametros, 1000 repeticiones fue

obtenido por el programa Mega 7.

Tabla 10
Secuencias ITS de Trypanosoma godfreyi de los diferentes aislados empleados en este estudio y

su origen geografico

Aislados de T.
) Origen NUmero de acceso de GenBank
godfreyi
ZWAG307 Africa centro-sur  Luangwa* JNG673383
ZWAT7407 Africa centro-sur  Luangwa* JN673384
TS06134 Africa central Serengeti* JN673385
M2 América del sur ~ Ecuador -
M20 América del sur  Ecuador -
CMQ73 América del sur Ecuador -
TvilL3905 Africa oriental Kenya DQ316042

Nota: * Parques nacionales de Africa
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Secuencias CatL-like de Trypanosoma vivax de los diferentes aislados, empleadas en este estudio

y su origen geografico

Aislados de T. ) i
Vivax Origen NUmero de acceso de GenBank
TviBrMi América del sur Brasil EU753790, EU753789
TviBrCa.cl3 América del sur Brasil EU753788
L3905 Africa oriental Kenya EU753802, EU753804
TviVeMe América del sur Venezuela EU753791, EU753792
Y486.cl3 Africa occidental Nigeria EU753794
1L2160.cI3 Africa occidental Nigeria EU753795
TviMzMa08 Africa oriental Mozambique EU753817
TviMzNy.cl39 Africa oriental Mozambique EU753815
TviMzMa07 Africa oriental Mozambique EU753816
TviBfMene Africa occidental  Burkina Faso EU753801, EU753798, EU753799
TviCo851.1 América del sur Colombia MF142349, MF142350
TviGha Africa occidental Ghana AB781078
TviZam Africa centro-sur Zambia AB781076, AB781075
TviEcuaM5 América del Sur Ecuador -
TviEcuaM14 América del Sur Ecuador -
TviEcuaM17 América del Sur Ecuador -
Ted2. T. evansi América del Sur Brasil EU753818
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Extracciony calidad de ADN

Se recolectaron un total de 21 muestras de sangre periférica de bovinos en 3 haciendas
ganaderas del cantén Chone, Provincia de Manabi; de cada muestra se extrajo ADN y se evaluo

concentracion, pureza e integridad.

La cuantificacion de la concentracién de las muestras mediante espectrofotometria se basa
en la propiedad de los acidos nucleicos de absorber la luz UV a una longitud de onda de 260 nm,
mientras que la pureza se determina a través de las relaciones A260/280 cuyo valor debe oscilar
entre 1,8 y 2,1 para descartar contaminacion por proteinas, y A260/230 que determina la
presencia de contaminantes organicos si el valor obtenido es menor a 1,8 (Thermo Scientific,

2007).

Las concentraciones de ADN de las muestras resultaron en un rango de 118 a 991 ng/uL,
y las relaciones A260/280 y A260/230 variaron en rangos de 1,78-1,94 y 1,80-2,4

respetivamente, por lo que se consideran éptimas para su analisis posterior mediante PCR.

4.2  Evaluacion de la presencia de diferentes especies de Trypanosoma spp. en muestras

sanguineas de bovinos

En la actualidad se han disefiado diferentes cebadores para detectar ADN de tripanosoma,
los cuales han permitido la identificacion especifica para la mayoria de las especies y subespecies

de este hemotropico, tanto en infecciones animales naturales como experimentales. Aquellos
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cebadores dirigidos a la amplificacion de la region espaciadora transcrita interna (ITS1, 5.8S e
ITS2) del ADNr dependen de las diferencias especificas en la longitud de la secuencia para
distinguir las distintas especies de Trypanosoma spp. Estas secuencias son altamente conservadas
en tamafio de una misma especie, pero varian entre especies; ademas de esto la region es un locus
multicopia aproximadamente de 100-200 copias, lo que lo convierte en un objetivo de

diagnostico optimo (Ahmed et al., 2013; Auty et al., 2012).

Es por esto por lo que, en el afio 2005, Cox y colaboradores disefiaron una técnica de
PCR anidada que amplifica la region ITS (ITS-PCR), que resulta beneficiosa en estudios de
prevalencia, ya que reducen tiempo y costos al aplicar una Unica PCR para diferenciar
simultaneamente varias especies de tripanosoma presentes dentro de una muestra, ya que se
conoce que los tripanosomas patdgenos se superponen en regiones endémicas de los vectores.
Ademas se minimiza el manejo de muestras y por lo tanto se disminuye la posibilidad de

contaminacion (Ahmed et al., 2013; Auty et al., 2012).

En este estudio la técnica de ITS-PCR utilizada, dio como resultado bandas bien definidas
de tamafio aproximado de 600 a 670bp para las 21 muestras del canton Chone como se observa

en Figura 4.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, de los productos amplificados de la region
ITS de Trypanosoma spp. por Nested PCR.
Nota: 100bp: Marcador molecular de GeneRuler 100bp Ladder; Muestras 1-21; CP: control

positivo (T. theileri); CN: control negativo

Segun la base de datos del NCBI el tamafio de banda esperado para Trypanosoma vivax es

de 611bp y en el estudio realizado por (Cox et al., 2005) se obtiene un fragmento de 620bp para

esta especie de tripanosoma; sin embargo, en el estudio realizado por (Auty et al., 2012) para la

identificacion de especies de tripanosomas en la vida silvestre mediante ITS-PCR, 12 de las

secuencias estudiadas representaron organismos que variaban en longitud y se superponian con

las longitudes de secuencia descritas para otras especies de tripanosomas, como fue el caso de T.
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vivax y T. godfreyi que presentaron una longitud de 594 a 654bp y de 648 a 650bp,

respectivamente.

Auty et al., (2012), analizaron posteriormente las muestras positivas a T. vivax y T.
godfreyi por ITS-PCR, con cebadores especificos para cada especie, obteniendo resultados

positivos solo para T. godfreyi.

4.3  Obtencion de colonias recombinantes y determinacion de la presencia del fragmento

de ADN clonado en plasmidos purificados

Para el proceso de clonacion se selecciond la muestra M2 ya que presenta una alta
concentracion (991,9 ng/uL) y estandares optimos de pureza 1,91 y 2,09 para las relaciones

A260/280 y A260/230 respectivamente.

El fragmento de 650bp de ADN amplificado se ligd con el vector TOPO TA,
posteriormente se realizé la transformacion en células quimicamente competentes One Shot®
TOP 10, se sembrd en placas con medio LBP selectivas para kanamicina suplementadas con X-

gal e IPTG y se dejo incubar por 24h a 37°C.

Este Gltimo proceso permitié seleccionar Unicamente las células que fueron exitosamente
transformadas, ya que el vector TOPO TA tiene en su secuencia genes de resistencia a la
kanamicina, ampicilina y el gen lacZo. En consecuencia, solo las células que incorporaron el
vector fueron capaces de crecer en el medio LB con antibidtico. Por otro lado, la expresion del
gen lacZo. que codifica la enzima R-galactosidasa se ve interrumpida al insertarse el fragmento de

ADN, por lo tanto, aquellas células en las que el fragmento no se ligd con el vector presentaron



43
coloracion azul ya que el gen lacZa estaba funcional y el IPTG absorbido por las células indujo a
la expresion de R-galactosidasa la cual hidrolizd el X-gal agalactosay 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxindol que se oxidda 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo, un compuesto azul insoluble

(Dorado, 2014).

Como se observa en la Figura 5A, existe un crecimiento masivo de bacterias en la placa
control sin antibidtico, esto permitio verificar la viabilidad de las células E. coli (One shot® TOP
10) utilizadas en la transformacién. Por otro lado, basado en lo descrito anteriormente la Figura
5B muestra el crecimiento de las células transformadas de color blanco y de color azul aquellas

células en las que el vector no logro ligarse al producto de PCR.

Figura 5. Placas Petri con medio LBP suplementadas con X-gal (40 mg/mL) e
IPTG (100 mM), de la muestra M2 clonada. A) Placa control sin antibiético B)
Colonias transformantes
Nota: (100 pL de bacterias sembradas)

Consecuentemente, se selecciono un total de 6 colonias blancas para realizar la extraccion

y purificacion de ADN plasmidico y se evaluo su integridad mediante electroforesis en un gel de
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agarosa 0,8% (p/v), obteniendo como resultado un patron de bandas definidas para 5 de las 6

colonias a las que se realizo la extraccion como se observa en la Figura 6.

Figura 6. Integridad del ADN plasmidico M2.
Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, de las
colonias 1,2,5,8,9y 12.

En las colonias c1, 2, 5, 9 y 12 se confirmoé la presencia de ADN plasmidico por lo que
fueron seleccionadas para realizar la ITS-PCR con los cebadores ITS3 e 1TS4, para asi confirmar
la presencia del fragmento correspondiente a la region ITS (ITS 1, 5.8S e ITS2); observandose un

tamario de banda de 650bp para las 5 colonias (Figura 7).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, de los productos
amplificados del ADN plasmidico de cada colonia.
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Nota: 100 pb: Marcador molecular de invitrogen 100bp DNA Ladder;
Colonias 1,2,5,9 y 12; CP: control positivo (T. theileri); CN: control

negativo

4.4  Analisis de similitud y homologia de la secuencia amplificada por ITS-PCR

Mediante la técnica de PCR anidada se amplificd un fragmento de 650bp para la muestra

M2, el cual segun bibliografia seria T. vivax, sin embargo, el proceso de secuenciacion y analisis

de similitud confirmé una identidad del 91% de la muestra M2 con la secuencia de GenBank

JN673385 correspondiente a T. godfreyi (Tabla 12).

Tabla 12
Secuencia similar y homdloga de la base de datos de GenBank a la muestra M2 obtenida por
ITS-PCR
Aislado ;
Numero de  Porcentaje
muestras Tamario del S -
Secuencia similar de GenBank acceso de
Chone - fragmento ) value
GenBank Identidad
Ecuador
Trypanosoma godfreyi isolate TS06134 18S
ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
M2 650bp JN673385 91 2e-65

RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA

gene, partial sequence

Los resultados encontrados en este estudio son similares a los obtenidos por (Rodriguez,

2017) y (Auty et al.,, 2012) en los que mediante secuenciacion de la region ITS de

aproximadamente 750bp y 650bp respectivamente, se confirmé la homologia de los aislados
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hallados con T. godfreyi. Sin embargo, esta especie nunca ha sido descrita en América latina;
ademas, en la base de datos de GenBank se encuentran disponibles solamente 3 secuencias
obtenidas de hospederos de vida salvaje en Africa para comparar con nuestra secuencia. T.
godfreyi fue aislada por primera vez de moscas del género Glossina morsitans submorsitans en
Gambia donde se demostré que era genética y fenotipicamente distinta de T. simiae y T.
congolense como lo eran el uno del otro, por lo que se clasific6 como una nueva especie la cual
se sabe causa una enfermedad cronica ocasionalmente mortal en cerdos infectados

experimentalmente (McNamara et al., 1994).

Desafortunadamente, no se logro identificar Trypanosoma vivax mediante ITS-PCR, como
se observa en la Tabla 12, donde el resultado de secuenciacion no coincide con el esperado segun
el tamafio de fragmento obtenido por PCR segun (Cox et al., 2005), lo que refuerza otros estudios
que demuestran que la PCR dirigida a la amplificacion de la region ITS del ADNr tiene una baja
sensibilidad y especificidad para detectar T. vivax, en comparacién con aquellas PCR que utilizan
cebadores especificos para esta especie (Ahmed et al., 2013). Esto podria deberse a la compleja
estructura genética de T. vivax segun los aislados sudamericanos, africanos orientales y
occidentales, los cuales presentan grandes distancias genéticas (Cortez et al., 2009). Por lo tanto,

T. vivax puede ser dificil de detectar usando una unica PCR.

4.5  Ildentificacion de Trypanosoma vivax mediante TviCatL-PCR

Las enzimas catepsina L-like (CatL-like) son cisteina proteasas que se encuentran en los
tripanosomatidios, donde desempefian un papel importante en diferentes etapas de la infeccion

del parésito en su hospedero. Entre los principales procesos en los que intervienen podemos
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destacar el metabolismo, diferenciacion celular, infectividad, patogenicidad y la evasion del
sistema inmune. En la actualidad estas enzimas estan siendo estudiadas como posibles dianas

para el desarrollo de farmacos y vacunas, debido a su propiedad inmunogénica (Correia, 2013).

En el caso del diagnostico molecular, las CatL-like han demostrado ser objetivos 6ptimos
para la diferenciacion entre especies de Trypanosoma spp., como se observa en los estudios de
Tanaka, (1997) e Higo et al., (2007), donde los polimorfismos en los genes CatL-like permitieron

distinguir T. cruzi de T. rangeli y evaluar los genotipos de T. cruzi.

En el caso de T. vivax, Cortez et al., (2009), disefiaron un conjunto de cebadores
especificos para la amplificacion de una region altamente conservada del dominio catalitico de
CatL-like (cdCatL-like), entre los diferentes aislados de T. vivax de Africa Occidental, Africa
Oriental y América del Sur, la cual permitié una alineacion de secuencias fiable, incluso cuando
se compararon organismos genéticamente distantes y se comprob6 que este método es altamente
sensible y especifico para la deteccion del parasito en parasitemias tanto agudas como crénicas

(Cortez et al., 2009; Nakayima et al., 2013; Rodrigues et al., 2015)

En esta investigacion se utilizé TviCatL-PCR especifica para la identificacion de T. vivax
y se obtuvo como resultado un fragmento amplificado claramente definido de tamafio

aproximado a 210bp, de los aislamientos M5, 14 y 17 como se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, de los productos amplificados de la region
CatL-like de Trypanosoma vivax.
Nota: 100 bp: Marcador molecular de GeneRuler 100bp Ladder; Muestras 1-21; CP: control
positivo; CN: control negativo

En las investigaciones realizadas por (Cortez et al., 2009) y (Mossaad et al., 2017)

utilizando los cebadores TviCatL1 y DTO 155 para la amplificacion de cdCatL-like, se obtuvo
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una regién aproximada de 177 y 200 bp respectivamente, exclusiva del ADN genémico de T.
vivax por lo que el ADN aislado de las muestras M5, 14 y 17 corresponderian a este hemotropico

altamente patdgeno para el ganado.

4.6  Analisis de similitud y homologia de las secuencias amplificadas por TviCatL-PCR

Mediante los resultados de secuenciacion directa (ANEXO C) y un andlisis con la
herramienta BLAST se confirmo la identidad de las muestras M5, 14 y 17 cuyos fragmentos

tenian un tamafo de banda de 210bp, positivas para Trypanosoma vivax (Tabla 13).

Tabla 13
Secuencias similares y homélogas de la base de datos de GenBank a las muestras M5, 14, 17
obtenidas por TviCatL-PCR.

. . Ndmero de Porcentaje
Aislado muestras  Tamafio del o E-
Secuencia similar de GenBank acceso de
Chone - Ecuador fragmento ) value
GenBank Identidad

Trypanosoma vivax isolate
M5 210bp TviBrRp.cl1 cathepsin L (CatL) KR822728 100 2e-85
gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate
M14 210bp TviBrMo.cl4 cathepsin L (CatL) KR822726 100 3e-84
gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate
M17 210bp TviBrRp.cl1 cathepsin L (CatL) KR822728 100 2e-85

gene, partial cds

La tripanosomosis animal ha sido descrita en areas tropicales y sub tropicales de varios

paises de America del Sur, como Venezuela, Brasil y Colombia donde se han reportado altas
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seroprevalencias de los parasitos en bovinos y bdfalos de agua, sin embargo, en los ultimos 10
afios se ha reportado varios brotes epizooticos de enfermedades agudas en regiones no
endémicas, las cuales afectan no solo a los bovinos sino también a ovejas y caballos, los cuales
han ocasionado altas tasas de mortalidad y morbilidad en los hatos ganaderos americanos
(Gonzatti et al., 2014). Recientemente se realizé un estudio en los departamentos de Antioquia y
Arauca en Colombia un pais fronterizo con Ecuador donde se reportd una prevalencia del 39.2%
de tripanosomiasis animal causada por T. theileri (38.6%), T. evansi (6.7%) y T. vivax (0.2%)
mediante analisis molecular (Jaimes-Duefiez et al., 2018); lo que sugiere la presencia de estas

especies de tripanosoma en el Ecuador.

A pesar de que se han ejecutado pocos estudios, sobre tripanosomosis animal causada por
T. theileri, T. vivax y T. evansi en Ecuador, investigaciones realizadas en los ultimos afios
demuestran la presencia de estos hemoflagelados en el territorio ecuatoriano. Gonzalez, (2016) y
Medina et al., (2017), reportaron seroprevalencias de Trypanosoma spp., de 48% en Santo
Domingo y de 31,03% en Pastaza mediante ELISAI usando un extracto de T. evansi, como
antigeno. En el cantén EI Carmen, Cholota (2017), realiz6 un estudio mediante PCR anidada en
una poblacion de 264 bovinos, encontrando una seroprevalencia de 39,77% de T. vivax, 8,33% de
T. evansi y 1,89% de T. theileri; ademas Rodriguez (2017), comprob6 por PCR anidada y
secuenciacion genotipos circulantes de T. theileri en la costa ecuatoriana. Sin embargo, no se ha
comprobado la presencia de T. vivax por secuenciacion, ni como agente causal de un brote

epidemiologico.

En el presente proyecto de investigacion se documenta por primera vez la presencia de

Trypanosoma vivax en el Ecuador mediante TviCatL-PCR y se confirma esto mediante analisis
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de secuenciacion. Por lo que asumimos que el parasito se encuentra circulante en el pais y se cree
es el causante del brote epizodtico producido en la Parroquia Convento, Canton Chone, de la

provincia de Manabi.

La aparicion de los brotes epizoodticos se relaciona con diversos factores como
introduccion de animales infectados a un hato nunca expuesto al parasito, condiciones
ambientales, la actividad estacional de los vectores, caracteristicas del parasito y condiciones del
huésped. Durante esta etapa se presentan signos de la fase aguda de la enfermedad como alta
parasitemia, anemia grave, trastornos hematologicos y neuroldgicos progresivos que pueden
conducir a la muerte si los animales no son tratados apropiadamente (Cadioli et al., 2012; Galiza

etal., 2011; Jaimes-Duefiez et al., 2018).

Basado en lo anteriormente expuesto es probable que el brote reportado en la region de
Manabi en el mes de Noviembre durante la estacion seca, se deba a la importacion de ganado
infectado 0 a que los bovinos resultantes positivos a T. vivax eran portadores de una infeccién
cronica y las condiciones ambientales adversas caracteristicas de la estacion seca como las altas
temperaturas y la falta de lluvia, ademéas de las limitaciones de la ingesta de alimentos e
infecciones concurrentes, hayan ocasionado una inmunosupresion del rebafio, originando la
recrudescencia de la enfermedad, como se ha descrito en diversos estudios de brotes
epidemioldgicos producidos por T. vivax en América Latina (Desquesnes, 2004; Jaimes-Duefiez
et al., 2018; Osorio et al., 2008; Rodrigues et al., 2015; Cadioli et al., 2012). Por esta razon se
hace necesario mas estudios enfocados en la epidemiologia de T. vivax en el Ecuador, para asi
tener un mejor control y manejo de los brotes que causan grandes perdidas economicas para los

productores.
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Como se observa en la Figura 8, las 3 muestras positivas para T. vivax mediante TviCatL-

PCR se confirmaron mediante secuenciacion por lo que sugieren que esta técnica es altamente
sensible y especifica, y nos proporciona resultados confiables para estudios de caracterizacion y
epidemiologia de este hemotrdpico superando las barreras limitantes de otras pruebas utilizadas
como las parasitolégicas que presentan una baja sensibilidad y las seroldgicas que tienen baja

especificidad.

4.7  Relaciones filogenéticas entre secuencias de cdCatL-like de diferentes aislados de

América del Sur y Africa

Se establecié relaciones filogenéticas entre los aislados ecuatorianos obtenidos, los
sudamericanos y africanos de Trypanosoma vivax, mediante el analisis de secuencias
representativas de CatL-like las cuales han presentado una gran diversidad genética entre
los diferentes aislados. Un total de 23 secuencias de T. vivax fueron analizadas, 10
correspondientes a América del sur, 5 de Africa oriental, 6 de Africa occidental y 2 del
centro sur de Africa

Tabla 11.

El andlisis filogenético obtenido dio como resultado que los aislados de Ecuador estaban
mas estrechamente relacionados con los aislados de América del sur y los del occidente de
Africa, mientras que los aislamientos del sur y oriente de Africa presentaron diferentes genotipos
formando un clado diferente, a excepciéon de las secuencias de Mozambique (EA) las cuales
estaban estrechamente relacionadas con los genotipos sudamericanos como se observa en Figura

9.
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TviZam.c49 Zambia AB781076
g5 | TviZam.cl97 Zambia AB781075
IL3905.cl2 Kenya EU753802
IL3905.c112 Kenya EU753804
TviGha Ghana AB781078
TviBrCa.cl3 Braal EU753788
TviBrMi c2 Brazil EU753789
TviVeMe cl2 Venezuela EU753791
Y486.cl3 Nigeria EU753794
IL2160.cI3 Nigeria EU753795
TviBfMene cl2 BurkinaFaso EU753798
| TviBfMene cl8 BurkinaFaso EU753801
TviMzNy.cI39 Mozambique EU753815
TviMzMa07 Mozambique EU753816
TviMzMa08 Mozambique EU753817
TviEcuaM5 Ecuador Chone
TviEcuaM17 Ecuador Chone
TviCo851.1.cl2 Colombia MF142350
TviCo851.1 Colombia MF142349
TviEcuaM14 Ecuador Chone
TviBrMi cI3 Brazil EU753790
_JTviBfMene.clS BurkinaFaso EU753799
65 ITviVeMe cI3 Veneauela EU753792
Ted2 T.evansi Brazil EU753818 1

Figura 9. Neighbor-joining tree basado en el analisis de maxima verosimilitud de las secuencias
del dominio catalitico de Catepsina L-Like (cdCatL-like) de aislados de T. vivax de América del
sur y Africa.

La agrupacion de T. vivax de Ecuador en el clado de los aislados de Africa occidental y

América del Sur coincide con estudios filogenéticos previos para aislados sudamericanos (Cortez
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et al., 2009; Jaimes-Duefiez et al., 2018; Rodrigues et al., 2015), lo que reafirma la hipotesis de
que esta especie patogena para el ganado ingres6 al Nuevo mundo con bovinos importados de
Africa occidental. Ademas varios estudios muestran evidencia de que algunos aislados del este
africano pueden estar estrecha o remotamente relacionados con los genotipos de Africa
Occidental y Sudamérica debido a la alta variabilidad genética que se ha encontrado entre las
poblaciones de T. vivax del Este de Africa, la cual es mayor en comparacion a la diversidad
moderada de Africa Occidental y América del Sur, como se observé en este estudio en el caso de
los aislados de Mozambique (Cortez et al., 2009; Nakayima et al., 2013; Rodrigues et al., 2008;

Rodrigues et al., 2017).

En laFigura9, se observa que los aislados ecuatorianos se encuentran mayormente
relacionados con los aislados colombianos (TviCo851.1, TviCo851.1.cl2) y brasilefio (TviBr.cl3),
esto coincide con la teoria de que T. vivax fue introducido en América Latina a partir de un
ganado originario del Oeste de Africa, que entr6 a este continente a partir de unas importaciones
de ganado realizada por Guyana Francesa y posteriormente se disemind por toda América
latina (Gonzatti et al., 2014). Estos resultados sefialan la posibilidad que el origen de T. vivax en
Ecuador se deba a ganado importando desde Colombia debido a la proximidad genética

encontrada, y que este es un pais fronterizo.

Es importante recalcar que a pesar de la estrecha relacion que existe entre las secuencias
de los aislados de Africa Occidental y Sudamérica existen estudios que respaldan que ninguna
secuencia encontrada de Africa occidental es idéntica a las descritas en el continente americano,
ademas de que presenta una mayor diversidad, por lo tanto reafirman la hipotesis de que los

aislados de Ameérica del sur pueden ser un genotipo de cuello de botella que recientemente
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divergio de genotipos estrechamente relacionados que escaparon de Africa occidental (Rodrigues

etal., 2017).

Las inferencias filogenéticas encontradas para Trypanosoma vivax, estan relacionadas con
las caracteristicas morfoldgicas, inmunoldgicas, patologicas, moleculares y de comportamiento
en la mosca tse-tsé y los huéspedes mamiferos de los aislados del oeste y este de Africa, por lo
que es necesario conocer su verdadera diversidad considerando las diferencias en el resultado de

la enfermedad (Nakayima et al., 2013).

4.8  Analisis filogenético entre secuencias de la regién ITS y 5.85 de Trypanosoma

godfreyi.

Las relaciones filogenéticas para T. godfreyi se establecieron mediante el andlisis de las 3
secuencias disponibles en GenBank para la region ITS (ITS1, 5.8s, ITS2) de esta especie, la

secuencia de la muestra M2 obtenida en este estudio y las secuencias M20 y CMQ73 (Tabla 10).

Como se observa en Figura 10, las muestras M2, M20 y CMQ73 constituyen un grupo
monofilético agrupados en un solo clado, sin embargo, se evidencia polimorfismos entre las
secuencias, ya que los aislados de la provincia de Manabi (M2 y M20) se encuentran
estrechamente relacionadas entre ellas, pero la muestra de Santo Domingo (CMQ 73) diverge de
estas. De igual manera se puede observar que los aislados africanos (ZWA6307, ZWA7407,
TS06134), presentaron diferentes genotipos agrupandose en un anico clado diferente al de los

aislados ecuatorianos.
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Figura 10. Neighbor-joining tree basado en el analisis de maxima
verosimilitud de las secuencias de la region ITS del ADNr de aislados de T.
godfreyi.

Adicionalmente se realiz6 un analisis de la region 5.8s de los aislados correspondientes a
T. theileri (Tthe2095, Tthec3, TtheZPU2807), T. vivax (TviMzG375p1, Tvic8), T. godfreyi
(TS0134, ZWAT7407, ZW6307) y las muestras similares a T. godfreyi de los aislados

ecuatorianos.

Segun Rodriguez, (2017) la region 5.8s del ADNr es altamente conservada entre las
diferentes especies de tripanosoma. Los resultados obtenidos del analisis de esta regién confirmo
lo descrito por Rodriguez, ya que como se observa en la Figura 11, los aislados correspondientes

a T. vivax, T. theileri y T. godfreyi que se encuentran descritos en GenBank se agruparon en un
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unico clado para cada especie, al igual que los aislados ecuatorianos M2, M20 y CMQ73; sin

embargo, estos se agruparon en un clado diferente al de T. godfreyi.

71

99
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Figura 11. Neighbor-joining tree basado en el analisis de maxima
verosimilitud de las secuencias de la regién 5.8s de los aislados de T.
godfreyi, T. vivax, T. theileri y muestras de Ecuador

Basado en los resultados obtenidos, se determind que la muestra M2 presenta homologia

con T. godfreyi, no obstante, no es idéntico. Es por esto, que se requieren mas estudios para la

correcta clasificacion de este tripanosomatidio.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Este estudio reportd por primera vez la asociacion de Trypanosoma vivax, con un brote de
tripanosomosis bovina, identificado mediante diagnostico molecular utilizando TviCatL-PCR y
confirmado mediante secuenciacion. Obteniendo una identidad del 100% con otras CatL-like

descritas para T. vivax.

Los resultados de secuenciacion e ITS-PCR no fueron coincidentes, por lo que se
concluye que el método de PCR anidada no fue sensible para la determinacion de Trypanosoma

vivax en las muestras analizadas.

El analisis filogenético de los aislados ecuatorianos de Trypanosoma vivax, mostré que
estos se encontraban estrechamente relacionados con los aislamientos de Colombia y Brasil, al

igual que con Africa occidental, lo que sugiere el origen de T. vivax de Ecuador.

Los andlisis filogenéticos de las regiones ITS y 5.8s demuestran que la muestra M2
presenta una homologia de 91% con T. godfreyi evidenciando en Ecuador una especie nueva aun
no bien identificada por lo que se requieren de mas estudios para identificar plenamente este

parasito.
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RECOMENDACIONES

La presencia de Trypanosoma vivax en el pais representa un nuevo enfoque en el estudio
de tripanosomosis animal, es necesario realizar un diagndstico adecuado con pruebas eficaces
para determinar el mejor tratamiento de la enfermedad y establecer medidas de control para
prevenir los brotes epizodticos y la propagacion de los parasitos, evitando asi, grandes pérdidas

econdmicas producidas por esta enfermedad.

Utilizar los primers DTO 154 y DTO 155 para amplificar la region completa de cdCatL-

like de las muestras positivas a T. vivax por TviCatL-PCR, para ampliar estudios filogenéticos.

Realizar un estudio molecular exhaustivo para determinar la identidad de la muestra M2,
para comprobar los resultados obtenidos o identificar de que especie se trata, ya que se han

reportado secuencias similares en muestras del EI Carmen y Santo Domingo.

La regiones de la costa y el oriente ecuatoriano son areas tropicales donde coexisten
reservorios, vectores tabanidos y Stomoxys spp., junto a hospedadores susceptibles, por lo tanto
representan areas optimas para el desarrollo de tripanosomosis animal la cual puede presentarse
de manera cronica o aguda, causando una alta cantidad de muertes de ganado por lo que se
recomienda realizar estudios epidemioldgicos que permitan determinar la situacion actual del pais

mediante técnicas de diagnostico sensibles y especificas.

Se recomienda estudiar un tratamiento adecuado con tripanocidas para la recuperacion de
los animales afectados en los brotes, también sera necesario que se establezcan medidas de

control de los vectores.
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