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Resumen

La Tripanosomosis es una enfermedad hemoparasitaria, ocasionada por las especies del
género Tripanosoma, los cuales son parésitos protozoarios de la familia Tripanosomatidae.
Varias especies de tripanosomas son conocidos agentes infecciosos de varios animales salvajes
y domeésticos a nivel mundial, como Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi, Trypanosoma
equiperdum, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma theileri, los cuales son de importancia médica
y veterinaria en Sur America. Entre las diferentes especies, T. theileri es la menos estudiada,
probablemente de debido a la naturaleza, por lo general, no patégena descrita del parasito.

El presente estudio se realiz6 en la parroquia de Limoncocha, provincia de Sucumbios
en 15 muestras de ganado bovino, utilizando la técnica de PCR mediante la identificacion de
tres primers (ITS, 18S y CATL), obteniéndose una prevalencia de resultados positivos para T.
theileri de 26.6 % (4/15) con ITS, y 20% (3/15) con los primers 18S y Catepsina L; con lo que
se pudo obtener mediante secuenciacion 7 contigs para la identificacion de T. theileri y su
analisis filogénico, utilizando secuencias clones de CATL relacionadas con diversos estudios
similares de la misma especie; lo que nos llevo determinar que T. theileri se encuentra presente
en la zona de estudio, permitiéndonos identificar por primera vez en el Ecuador su relevancia

epidemioldgica.

Palabras clave: Tripanosomosis, Tripanosoma theileri, bovinos, PCR, primers, secuenciacion,

filogénia.
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Abstract

Trypanosomosis is a hemoparasitic disease, caused by the species of the genus
Trypanosoma, which are protozoan parasites of the Trypanosomatidae family. Several species
of trypanosomes are known infectious agents of various wild and domestic animals worldwide,
such as Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi, Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma
cruzi and Trypanosoma theileri, which are of medical and veterinary importance in South
America. Among the different species, T. theileri is the least studied, probably due to the

generally described non-pathogenic nature of the parasite.

The present study was carried out in the parish of Limoncocha, Sucumbios province in
15 samples of cattle, using the PCR technique by identifying three primers (ITS, 18S and
CATL), obtaining a prevalence of positive results for T. theileri 26.6% (4/15) with STI, and
20% (3/15) with primers 18S and Cathepsin L; with which it could be obtained by contig
sequencing for the identification of T. theileri and its phylogenic analysis, using CATL clone
sequences related to several similar studies of the same species; This led us to determine that
T. theileri is present in the study area, allowing us to identify its epidemiological relevance for

the first time in Ecuador.

Keywords: Trypanosomosis, Trypanosoma theileri, bovines, PCR, primers, sequencing,

phylogenesis.
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Introduccion

La Tripanosomosis es una enfermedad hemoparasitaria, ocasionada por las especies del
género Tripanosoma, los cuales son parasitos protozoarios de la familia Tripanosomatidae.
Varias especies de tripanosomas son conocidos agentes infecciosos de varios animales salvajes
y domésticos a nivel mundial, como Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi, Trypanosoma
equiperdum, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma theileri, los cuales son de importancia médica
y veterinaria en Sur América (Osério et al., 2008; Amato et al., 2019). Entre las diferentes
especies, T. theileri es la menos estudiada, probablemente debido a la naturaleza, por lo general,

no patogena descrita del parasito (Baticados et al., 2010).

T. theileri es un hemoprotozoario cosmopolita, el cual tiene como principales
hospedadores a los rumiantes y algunos artiodactilos domésticos y salvajes, incluidos bufalos,
ovejas, cabras, antilopes y ciervos (Desquesnes, 2004; Rodrigues et al., 2010). Pertenece a la
seccion Stercoraria de tripanosomatidos, los cuales se caracterizan por el estadio final del
desarrollo en el tracto digestivo del vector, lo que facilita su transmision por la contaminacion
con las heces del vector insecto infectado (Schuster y Sachaub. 2000). A pesar de esto, su modo
de transmision no estd enteramente entendida, por lo que también se ha propuesto que ocurre
de forma mecénica por moscas de los géneros Haematopota, Hybomitra, Tabanus y Culicoides

0 garrapatas del género Hyalomma anatolicum anatolicum e Ixodes (Latif et al., 2004).

Posee una distribucién global, la cual corresponde a un grupo filogenéticamente
relacionado de tripanosomas aislados de los rumiantes, clasificados dentro del subgénero
Megatripanum de la seccion Stercoraria, junto con otras especies no patdgenas de tripanosomas
en los rumiantes como: Trypanosoma stefanskii, Trypanosoma melophagium (oveja),
Trypanosoma theodori (cabras), Trypanosoma cervi (ciervo) y otros tripanosomas silvestres de

rumiantes (Suganuma et al., 2019) (Calzolari et al., 2018).
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T. theileri induce una infeccion cronica y criptica que puede llegar a ser potencialmente
patogénica para los animales que estan bajo afectacion fisica severa o estrés emocional, recién
nacidos, en estado de gravidez y cuando se asocia a otras enfermedades infecciosas recurrentes.
En la mayoria de los casos, las infecciones por T. theileri persisten por largos periodos de
tiempo sin ningun signo clinico (Garcia et al., 2011). A su vez, se debe considerar que la
enfermedad al ser asintomatica puede estar presente por afios, hasta que esta pueda ser detectada
en la sangre periférica o hasta que se haga evidente una anemia crénica que esta puede causar.
Sin embargo, se debe considerar que la infeccion por otros hemoparésitos aumenta la
patogenicidad de T. theileri provocando en ocasiones abortos y muerte en terneros (Rodriguez

GoOmez, 1964).

Esta especie se puede distinguir de otros tripanosomas mediante técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos mediada por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
dirigidos a genes ribosomales (Villa et al., 2008). VVarios marcadores genéticos tales como la
subunidad pequefia rRNA (ssrRNA), espaciador interno del transcrito 1 (ITS 1) y la proteina
similar a la catepsina (CATL) son usados para analizar la variacion genética en los parasitos T.
theileri de varios hospedadores animales como bovinos, bufalos y ciervos (Yokoyama et al.,
2015). A pesar de la disponibilidad de herramientas moleculares, la presencia de T. theileri en
Sur América ha sido escasamente estudiada, mientras que en Ecuador no existe informacién, a
pesar de que se le considera como un parasito cosmopolita (Desquesnes, 2004). En Suramérica,
se han realizado estudios en animales de interés pecuario pertenecientes a Brasil y Venezuela,
en los cuales se ha descrito una prevalencia de T. theileri que oscila entre el 5y 30% (Garcia et
al. 2011b).

En el Ecuador, la ganaderia es una de las actividades mas representativas del sector de

la agricultura, con aproximadamente 4.1 millones de cabezas de ganado distribuidos en las
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cuatro regiones: en la sierra 48.4% (ganado lechero), en la region costa 42.4% (ganado de doble
propdsito, carne y leche) y 9.13% en el oriente y regién insular (Chavez-Larrea et al., 2021).
Con base en esta actividad econémica predominante, se hace necesaria la realizacion de
estudios que permitan conocer la situacion de estos agentes infecciosos causantes de
enfermedades desatendidas u oportunistas como la tripanosomosis inducida por T. theileri. Los
rasgos moleculares reportados apoyan la realizacién de futuros estudios epidemioldgicos para
entender los genotipos de los parésitos que se presentan en la circulacion de sus hospedadores
mamiferos. También resulta importante para introducir programas de vigilancia para este
parésito y sus vectores, entendiendo su potencial rol como agente patdégeno en animales
saludables y su impacto econdémico en las granjas y criaderos de ganado (Amato et al., 2019) e
implementar estrategias de diagndstico y control en la zona de estudio, permitiendo disminuir
la transmisidn del parasito a bovinos sanos y protegiendo a la industria ganadera del pais. Es
por ello que el objetivo de este trabajo de investigacion fue la identificacion molecular de T.
theileri en bovinos procedentes de pequefias unidades de produccion de la parroquia de

Limoncocha, en la provincia de Sucumbios, Ecuador.
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Materiales y métodos

Material biologico

El muestreo se realizo durante el mes de noviembre del afio 2019, a un total del 10 %
de los rebafios bovinos pertenecientes a 3 fincas de produccion agropecuaria, ubicadas en la
parroquia de Limoncocha, canton Shushufindi, provincia de Sucumbios, en la region amazonica
del Ecuador. Un total de 15 animales fueron muestreados, mediante la obtencion de 5 mL de
sangre en presencia de heparina, a partir de la vena coccigea de la cola. EI ADN total fue
extraido en los laboratorios de la UISEK, presentes en la Reserva Biologica de Limoncocha y
fueron enviadas a las instalaciones de la Universidad Internacional SEK, ubicadas en la ciudad

de Quito, para ser procesadas en sus laboratorios de investigacion.

Extraccién de ADN y amplificacion por PCR

La extraccion de ADN se realizo empleando el kit de Wizard ™ de Promega, siguiendo
las instrucciones de la casa comercial. Posteriormente, se cuantifico la concentracion de ADN
obtenida en cada una de las muestras mediante el kit de Invitrogen Qubit “dsDNA BR Assay
Kit, 500 assays”, en el equipo de invitrogen Quibit 2.0 Fluorometer. EI ADN extraido fue

almacenado a -20 °C para su posterior uso.

Para realizar la PCR de las muestras, se utilizaron 3 sets de primers, los cuales
amplifican regiones asociadas a los espaciadores internos transcritos 1 (ITS1 CF/BR), ADN
ribosomal 18S (609F y 709R) de la misma region y la subunidad catalitica de la proteasa tipo
catepsina (Tth F y DTTO R) (Tabla 1). Las mezclas de reaccion y los programas de ciclado se
implementaron segun las referencias descritas para cada primer. La reacciéon de PCR se llevd a
cabo en un volumen final de 25uL, en un termociclador MiniAmp Plus™ Thermal Cycler y

empleando 100 ng de ADN total.
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Tabla 1. Lista de los primers utilizados para la deteccion y genotipificacion T. theileri.

Tamafio
Region diana Primer Secuencia relativo del Referencia
amplicén
5'-CCG GAA GTT CAC CGATAT TG-3' .
ITS1 Forward (ITS CF) 5.TTG CTG CGT TCT TCA ACG AA-3' 396 bp Njiru et al. 2006
Region V7-V8 de 18S  Forward (609F) 5’-CAC CCG CGG TAATTC CAG C-3' 876 bp Da Silva et al.
ARNr Reverse (706R) 5'-CTG AGA CTG TAA CCT CAA -3’ 2004
Ntcleo catalitico de TthCATL1 5'-CGT CTC TGG CTC CGG TCA AAC-3' Rodrigues et al
5'-TTA AAG CTT CCA CGA GTT CTT GAT 289 bp '

proteina tipo Catepsina  DTO155 2010

GAT CCA GTA-3'

Los productos de amplificacion fueron revelados mediante geles de agarosa al 1.5 %
preparados en tampdon TAE, con de Safe View Classic (abm) a una dilucion 1/10000, para la
tincion de acidos nucleicos. En el primer pocillo de los geles se depositd el marcador molecular
(Ladder) de 100pb (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Los amplicones resultantes se
purificaron empleando el kit de Invitrogen PureLink “Quick PCR Purification Kit”, segtin el

protocolo establecido por la casa comercial.
Clonacion de los amplicones

Los amplicones purificados fueron clonados en el vector p-GEM-T Easy de Promega
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Brevemente, la mezcla de ligacion de cada
amplicon se realiz6 con 5 uL de buffer de ligacion, 1 uL del vector, 1 uL del producto de PCR
purificado, 1 uL T4 ADN ligasa y 2 uL de agua ultra pura, para un volumen final de 10 uL. La
ligacion se dejé incubando a 4°C por 16 horas. Para la transformacion, se emplearon las células
competentes (Ready-to-Use) de la cepa JM109, con una mezcla que consistio en la mezcla de
ligacion junto con 50 uL de las células. EI choque térmico fue de 10 min en hielo, 50 segundos
a42°C y una incubacion por 10 min de nuevo en hielo. Posteriormente, se afiadieron 950 uL de
medio Super Optimal Broth (SOC), y se incub6 por 1 hora a 37 °C. Por Gltimo, 100 uL de la

mezcla fue sembrada en placa de agar al 1.5 % con IPTG, X-gal y ampicilina, a concentraciones
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estandar. A partir de las colonias blancas obtenidas, se realizé una PCR colony a un total de 4
colonias por placa. Los productos obtenidos fueron enviados a secuenciar a la empresa
Macrogen, empleando los primers forward y reverse de cada amplicon. Las secuencias
obtenidas a partir de los diferentes sets de cebadores y clones generados fueron ensambladas en
una secuencia consenso (contigs), usando GeneStudio Professional Edition (disponible en

http://www.genestudio.com). La longitud de los contigs, asi como su % guanina-citocina

(%G/C) se determind por medio del servidor Biologics International Corporation.

(https://www.biologicscorp.com/tools/GCContent/). El alineamiento de las secuencias clones y

las matrices de los porcentajes de identidad, se realizaron mediante el programa Multiple

Alignment using Fast Fourier Transform o MAFFT (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/).

Analisis filogenéticos

Las secuencias procedentes de los clones obtenidos fueron introducidas en el servidor
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool / https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del
NCBI, para obtener coincidencias con secuencias de tripanosomatidos de diferentes localidades

y hospedadores presentes en la base de datos del GenBank.

Las inferencias filogénicas fueron valoradas usando méaxima parsimonia (MP).

Resultados

Deteccion molecular de T. theileri y establecimiento de prevalencia

El ADN de las 15 muestras fue analizado por PCR, utilizando los primers género
especificos ITS, y especie especifica 18S y tipo catepsina, para determinar la prevalencia e

identificacion de la especie en estudio. En las figuras 1, 2 y 3 se muestran los productos de

15


http://www.genestudio.com/
https://www.biologicscorp.com/tools/GCContent/

Identificacion molecular de Tripanosoma theileri en bovinos de la parroquia de Limoncocha,
Ecuador

amplificacion obtenidos mediante PCR de las muestras recolectadas en el sector de
Limoncocha, provincia de Sucumbios. En el caso de las detecciones empleando los primers ITS
CF/BR, se puede observar un producto de amplificacion de aproximadamente 400 pb para las
muestras positivas, lo cual indica un 26.6 % de deteccion (4/15) (Figura 1). La muestra 9 de
campo presenta la mayor intensidad de amplificacion, mientras que el resto de positivos
presenta amplicones mas difusos. De igual forma, se observan bandas adicionales,
posiblemente asociadas a inespecificidades en la reaccion de PCR, lo cual motivé a cortar las

bandas para realizar el proceso de clonacion y secuenciacion.

Figura 1. Deteccion molecular de T. theileri empleando los primers ITS1. Productos de
PCR empleando el set ITSCF/BR. La flecha roja muestra los productos esperados de
amplificacion. Carriles: 1, Marcador de 100 pb. 3, 5, 6 y 8, muestras de campo 4, 7, 9 y 12

respectivamente. 9, control sin templado. 10, control positivo (480 pb) del aislado de T.

equiperdum, TeAp-ND1.

N® de podillo
1 2 3 a 5 6 7 8 9 10

100 bp DNA

i

B ¥ B BEBEE

La deteccién molecular empleando los primers 18S (Figura 2) y tipo catepsina (Figura
3) lograron generan un 20 % de deteccion (3/15), para todas las muestras de campo. Esta
deteccidn fue en casi las mismas muestras de campo positivas a ITS, con excepcion de la

muestra 4 para la region 18S y la 9 para la region tipo catepsina. De todos los primers utilizados,
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los dirigidos contra la porcion V7-V8 del 18S generaron los amplicones mas difusos dentro del
estudio, junto con una mayor cantidad de inespecificidades de la reaccion, mostradas como
bandas de tamafio superior a 2000 pb y menores a 500 pb, adicionales al producto esperado,
cercano a 900 pb. Las amplificaciones de la region del nucleo catalitico tipo catepsina muestran

bandas intensas cercanas a las 300 pb, y sin inespecificidades aparentes.

Figura 2. Deteccion molecular de T. theileri empleando los primers 18S. Productos de
PCR empleando el set 609F y 706R. La flecha roja muestra los productos esperados de
amplificacion. Carriles: 1, Marcador de 100 pb. 3, 5, 7 y 9, muestras de campo 4, 7, 9y 12

respectivamente. 10, control sin templado.

N° de pocillo

Figura 3. Deteccién molecular de T. theileri empleando los primers tipo catepsina.
Productos de PCR empleando el set Tth Fy DTTO R. La flecha roja muestra los productos
esperados de amplificacion. Carriles: 1, Marcador de 100 pb. 3, 5, 7 y 9, muestras de campo 4,

7,9y 12 respectivamente. 10, control sin templado.
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1500
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Secuenciacion y comparacién con bases de datos

A partir de las secuenciaciones obtenidas de cada uno de los clones de cada set de
primers, se obtuvieron un total de 7 contigs, 1 para la porcién ITS denominada LMITS9C1, 3
para la 18S denominados como LM18S7C1/LM18S9C1/LM18S9C2, y 3 para la region tipo

catepsina, denominados como LMCATL7C1/LMCATL12C1/ LMCATL12C2.

La secuencia consenso de la region ITS, denominada LMITS9CL, presentd una
longitud de 349pb y un G/C % de 39.8 %. Las secuencias consenso para la region 18S,
identificadas como LM18S7C1/ LM18S9C1 / LM18S9C2, presentaron longitudes cercanas a
830 pb, junto con porcentajes de identidad que variaron entre el 100 y el 99.9%, y un promedio
G/C % de 51.0 %. Por otra parte, las secuencias tipo catepsina, denominadas LMCATL7C1/
LMCATL12C1/ LMCATL12C2, presentan una longitud cercana a los 274 pb, junto con %

de identidad entre el 99 y 91 % y G/C % promedio de 53.1 %.

Las secuencias de los diferentes clones obtenidos fueron sometidas a BLAST para
comparar la estructura primaria de las regiones amplificadas con las secuencias de T. theileri
presentes en la base de datos del NCBI, proveniente de diferentes hospedadores y partes del

mundo. El BLAST de la secuencia LMITS9C1 muestra hasta un 97.7 % de identidad con otras

18



Identificacion molecular de Tripanosoma theileri en bovinos de la parroquia de Limoncocha,
Ecuador

secuencias de T. theleri provenientes de Asia y Sudamérica, aisladas de hospedadores como

bovinos y bufalos (Ver Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de identidad de la secuencia LMITS9C1 con la base de datos del
GenBank.

Trypanosoma theileri  NUmero de acceso Porcentaje de Localizacién Especies de
(LMITS9C1) GenBank identidad animales

Tr(ysp:;;ns&rrr:: ;?lelen LC546920 97.70 Filipinas Diferentes especies
2020)

T(régigc;sgtrr;? t;gilf)r ! HQ664824 93.49 Brasil Bovinos y bufalos

T(l};pi);r:;s:trrﬁ t;gilg)r ! MF142312 96.04 Colombia Bovinos y bufalos

Tr)(/lg?)r&cr)is;urzzzﬂ ;Te:llerl GQL76150 95.38 Brasil Bovinos
2009)

ElI BLAST de la secuencia LM18S7C1 muestra hasta un 99.76 % de identidad con otras
secuencias de T. theleri provenientes de Asia y Ameérica, aisladas de hospedadores como
bovinos y bufalos; para la LM18S9C1 muestra hasta un 99.40% de identidad con otras
secuencias de T. thelerii provenientes de Asia, Africa y Sudamérica, aisladas de hospedadores
como ciervos y vectores tabanos; y para la secuencia LM18S9C2 muestra hasta un 99.63 %
de identidad con otras secuencias de T. theleri provenientes de Asia, Africa y Australia, aisladas

de hospedadores como ciervos (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de identidad de secuencias clones 18S con la base de datos del GenBank.

Trypanosoma theileri  NGmero de acceso Porcentaje de Localizacién Especies de
(LM18S7C1) GenBank identidad animales
Trypanosoma
theileri (Suganuma LC385952.1 99.76 Japon Bovinos
et al. 2018)
Trypanosoma
the”e|”2((l):fgger et JX178182.1 99.64 Estados Unidos Bovinos y bufalos
al.
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Trypanosoma theileri

NUmero de acceso

Porcentaje de o Especies de
(LM18S9C1) GenBank onticind Localizacién e
Trypanosoma
theileri (Rosyadi et LC618030.1 99.40 Japén Ciervos
al. 2021)
Trypanosoma o
theileri (Votypka et KR024688.1 08.55 Repdblica central T4banos
al. 2015) africana
Trypanosoma theileri  N(mero de acceso Porcentaje de o Especies de
(LM18S9C?2) GenBank identidad Localizacion animales
Trypanosoma
theileri (Hatama et AB569249.1 99.63 Japon Ciervos
al. 2007
Trypanosoma
theileri (Hamilton FM202489.1 99.37 Cameriin Ciervos
et al. 2009)

El BLAST de la secuencia LMCATL7C1 muestra hasta un 100.0 % de identidad con
otras secuencias de T. theleri provenientes de Asia y Sudamérica, aisladas de hospedadores
como bovinos y vectores tabanos; para la LMCATL12C1 muestra hasta un 94.85 % de
identidad con otras secuencias de T. theleri provenientes de Asia, aisladas de hospedadores
como bufalos y bovinos; y para la secuencia LMCATL12C2 muestra hasta un 98.86 % de
identidad con otras secuencias de T. theleri y 97.35 % con Trypanosoma melophagium,
provenientes de Sudamérica, aisladas de hospedadores como bovinos, bufalos y ciervo (Tabla

6).

Tabla 6. Comparacion de identidad de secuencias clones tipo catepsina con la base de datos
del GenBank.

Trypanosoma theileri Nuar(r:lsgstode Porcentaje de Localizacién Especies de
LMCATL7C1 identidad animales
( ) GenBank
Trypanosoma theileri AB930159.1 ) ]
(Yokoyama et al. 2014) 100.00 Sri Lanka Bovinos
Trypanosoma theileri GU299409.1 . ]
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Hap Numero de
Trypanosoma theileri ACCESO Porcentaje de Localizacion Especies de
(LMCATL12CI) GenBank identidad animales
Trypanosoma theileri HQ543062.1 I .
(Garcia et al. 2010) - 94.85 Tailandia Bovinos
Trypanosoma theileri
(Yokoyama et al. 2016) LC125449.1 94.74 Vietnam Bufalos
Hap Numero de
Trypanosoma theileri ACCESO Porcentaje de Localizacion Especies de
(LMCATL12C2) GenBank identidad animales
Trypanosoma theileri . . ,
(Garcia et al. 2011) HQ664745.1 98.86 Brasil Bovinos y bufalos
Trypanosoma
melophagium (Garcia MN756796.1 97.35 Brasil Ciervos
et al. 2009)

Analisis filogenéticos

La figura 4. ilustra el arbol filogénico de T. theileri basado en la distancia con especies
genéticamente similares, desde la mas idéntica hasta la menos idéntica (datos generados

mediante el BLAST).

A partir de lo expuesto anteriormente, y mediante la utilizacion de las secuencias tipo
catepsina, determinadas en el presente estudio, las 3 secuencias consenso LM12C1, LM12C2
y LM7C1 para T. theileri, se compararon con estudios definidos por el BLAST mostrando un
porcentaje de similitud de alrededor del 96.32% con T. theileri HQ543074.11 y HQ543075.11,
estos hallazgos son consistentes con el analisis de datos de secuenciacion descritos en las tablas

4,5y 6, siendo estas las de mas alto parentesco.

T. theileri presenta ademas una relacion directa con la especie T. rangeli, sin embargo,
se puede apreciar que con otras especies de tripanosomas como son T. vivax, T. brucei, T. evasi

y T. equiperdum (las mismas que tienen alta similitud entre si) forma clados mas lejanos; y con
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respecto a T. cruzi se puede afirmar que su parentesco es mas distante en comparacion con los

anteriormente mencionados, por lo cual T. cruzi estd ubicado en la raiz del arbol.

Los resultados de los analisis filogenéticos usando el marcador de la region tipo

catepsina sugieren que la especie detectada mediante pruebas moleculares es T. theileri.

Figura 4. Arbol filogenético basado en la region tipo catepsina.

Tiheiler HO543074.11
Tiheiileri HO543075_1

rLM12CA

LM12C2

LM7TC1
Trangeli FJ897570.1
A{Tlangali FJ997571 1
_ T vivax-KRB22727 1
AI T vivax-KR822729_1

Thrucei gamb EUT53821 .1

T evansi EUT53818 .1

Thrucei rhod ELIT53822 1

T equip-KT356218.1

[ Toong-KF414054 1
T cong MTE73762
f T simiae-MTE73770.1

T simiae-MTE73778.1

Toruzi-JNTO 18584 1
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Discusion

El clado de T. theileri, es un grupo de tripanosomas filogenéticamente relacionados,
aislados de rumiantes y clasificados en el subgénero T. (Megatrypanum) (Rodrigues et al., 2006,
2010a,b), considerados parasitos complejos, segregados en dos linajes (Tthl y Tthll), que
albergan 14 genotipos distintos, validados utilizando al menos dos marcadores moleculares

diferentes, SSU e ITS rADN (Hamilton et al., 2009; Lee et al., 2010; Rodrigues et al., 2010a,

b; Garcia et al., 2011a,b; Fisher et al., 2013).

Las infecciones por T. theileri del ganado son generalmente cronicas y asintomaticas y
permanecen asi durante afios, ya que los parasitos rara vez se detectan en sangre periférica y
suelen evadir las respuestas inmunitarias (Hoare, 1972; Wells, 1976). La especie T. theileri es
considerado no patégena, aunque la infeccion por esta ha sido relacionada con patogenicidad
en bovinos infectados concomitantemente con otros hemoparasitos o sometidos a estrés severo

(Ward et al., 1984; Seifi, 1995; Braun et al., 2002; Villa et al., 2008)

En Ecuador, la extensa area geografica utilizada para la crianza de animales y el intenso
flujo interno de estos, favorecen el contacto y transmision de T. theileri, lo que permite
incrementar la diversidad genética de estos parasitos. Con este antecedente, la presencia de T.
theileri en la parroquia de Limoncocha, provincia de Sucumbios, fue determinada a través de
PCR basados en los genes de ITS, 18S y tipo catepsina, lo que nos permitio identificar al

parasito en esta poblacion de bovinos.

La prevalencia de T. theileri encontrada en el presente estudio utilizando el primer ITS
indica un 26.6 % de deteccion (4/15), y con los primers 18S y tipo catepsina se logro generar

un 20 % de deteccion (3/15). Este estudio de prevalencia y deteccion de T. theileri constituye
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hasta la fecha y de acuerdo a nuestra revision bibliografia, el primer estudio molecular en la

deteccion de esta especie en el territorio ecuatoriano.

Otros trabajos, como el de Medina-Naranjo et al (2017), en la provincia de Pastaza —
Ecuador, determinG una seroprevalencia mediante ELISAI del 31.03% (18/58) positivos a
anticuerpos anti Tripanosoma spp en la zona. En el estudio de Hinojosa (2021), se determiné
una seroprevalencia general de anticuerpos anti Trypanosoma spp. mediante ELISAI del
16.82% (n = 18/107), este estudio fue realizado en las provincias de Napo, Orellana y
Sucumbios. Estos trabajos sugieren la presencia de tripanosomatidos asociados a las especies
T. evansi y T. vivax, por lo cual la region del oriente ecuatoriano presenta una gran variedad de

este género de hemoparasitos circulando en el ganado bovino.

Debido a que Ecuador es una zona de alta actividad ganadera concentrada en las
regiones costa y oriente, la presencia de T. theileri en esta poblacion puede aumentar en
animales inmunodeprimidos, desencadenando patogenicidad en el huésped infectado pudiendo
provocar anemia, abortos y la muerte, con paréasitos que se dispersan por varios érganos, incluso
al SNC (Ward et al., 1984; Seifi, 1995; Braun et al., 2002; Villa et al., 2008). De igual forma,
en cuanto a estudios moleculares, el estudio de Chavez-Larrea et al. (2020) realizado en la
provincia de Manabi determind que el 15% (3/20) de la poblacién de estudio fue positiva para

T. vivax mediante la utilizacion de primers tipo catepsina.

Cassalett et al (2011), manifiesta en su estudio que las secuencias de genes de ADN
ribosomal (rDNA) o de sus constituyentes en copias multiples, da la posibilidad de abordar bajo
pruebas moleculares los valores de sensibilidad y especificidad (Prichard y Tait, 2001;
Delespaux et al., 2003; Geysen et al., 2003; Malele et al., 2003; Tamasaukas et al., 2010).
Ademas, investigaciones llevadas a cabo por Desquesnes et al. (2001), quienes a traves de la

técnica de PCR utilizaron los espacios internos de transcripcion (ITS) del rDNA, amplificando
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el ITS1 situada entre los genes rRNA 18S y 5.8S, mostraron diferencias entre especies, con
cierta disminucion en la deteccidn, cuando se presentaban infecciones combinadas de varias
especies de tripanosomas, siendo una herramienta potencial para el diagndstico especie-
especifico. Geysen et al. (2003), implementaron la utilizacion de secuencias conservadas
especificas del gen 18S de la Ssu rDNA del Tripanosoma, demostrando que es un método
altamente especifico ante infecciones cruzadas con cepas de T. vivax, T. brucei, T. congolense,

T. theileriy T. simiae.

La diversidad filogénica de T. theileri es mas efectivamente evidenciada cuando se usa
marcadores polimorficos tales como ITS, SL o CATL. Los tradicionales gGAPDH y SSU
rDNA son mas conservados Yy no evidencian todos los genotipos de T. theileri (Pacheco et al.
2018). En el estudio realizado en Colombia por Jaimez-Duefiez et al. (2018) en el cual se
utilizaron primers de la pequefia unidad ribosomal (18S) vy tipo catepsina determinaron por
analisis molecular en bovinos una prevalencia de 39.2% de Tripanosomas spp. (T. theileri
38.6%, T. evansi 6.7% y T. vivax 0.2%); mientras que en bufalos la prevalencia fue de 28.2%
(T. theileri 28.2% y T. evansi 1.3%). Un nuevo estudio realizado en Colombia en 2020 por
Jaime-Duefiez et al. en 39 muestras de sangre de murciélagos usando marcadores genéticos
SSU rDNA, ITS rDNA, y CATL, determinaron por PCR 66.7% (26/39) Tripanosomas spp; de
las cuales 61.5% (24/39) fueron identificadas como T. theileri y 5.1% (2/39) como T. wauwau-
like. Mientras que en Brasil, Pacheco et al. (2018) determino 39 (12.19%) muestras positivas

de 329 bovinos para T. theileri mediante PCR-TthCATL.

La deteccion molecular de T. theileri en el presente trabajo fue confirmada mediante la
clonacion y secuenciacion de los amplicones obtenidos por PCR. Como se pudo evidenciar
mediante el BLAST, se muestran elevados porcentajes de identidad para la especie de T.

theileri, con secuencias presentes en la base de datos del GenBank pertenecientes tanto a
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Sudamérica y Asia, de diferentes hospedadores, principalmente bovinos y bufalos. Se hace
necesario llevar a cabo andlisis filogenéticos mas detallados y robustos con la finalidad de
establecer con mayor claridad las relaciones genéticas entre los parasitos circulantes en Ecuador
con los presentes en Sudamérica y el resto del mundo. De igual manera, es importante realizar
investigaciones para establecer las potenciales cadenas de transmision y aclarar el rol de los
vectores, como tabanos y garrapatas en la transmision del parasito, por lo cual, es recomendable

Ilevar a cabo estudios moleculares en vectores potenciales.

Conclusiones

Este estudio representa el primer reporte de T. theileri detectado por PCR y confirmado
mediante la secuenciacion de diferentes marcadores que son ITS, 18S y CATL, en Ecuador. El
uso de este conjunto de primers constituye un elemento apropiado para los estudios
epidemioldgicos de la tripanosomosis causada por T. theileri en animales naturalmente
infectados. La presencia de T. theileri indica un riesgo importante para bovinos que tengan
comprometido su sistema inmunoldgico, con enfermedades concomitantes, asi como también
para sus crias y el ganado en etapa de gestacion. La deteccion del T. theileri por PCR en
animales sin diagnostico ni sintomatologia permitio establecer la presencia de animales
positivos, independientemente de los niveles de parasitemia que tenian. La depresion del
sistema inmune permite un aumento de la parasitemia. La identificacion del parasito en los
bovinos de la parroquia de Limoncocha sugiere la presencia de portadores asintomaticos del
parasito, generando una problematica dificil de resolver mediante la implementacion exclusiva
en campo de pruebas parasitologicas clasicas. De acuerdo con los resultados obtenidos, puede

darse una situacion bioldgica, donde no se detecta la presencia del parasito con diagnostico
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parasitologico directo, pero son positivos mediante pruebas moleculares como la PCR. Por
tanto, es necesario realizar estudios epidemioldgicos para un diagndéstico sensible y especifico
de tripanosomosis por T. theileri, cuyo proposito sea tomar las medidas sanitarias adecuadas
para el control de la enfermedad y evitar pérdidas econdmicas en el campo ganadero. Con los
resultados obtenidos en este trabajo, Limoncocha se puede considerar una zona donde
prevalecen la especie de tripanosoma T. theileri, debido a las muestras que resultaron positivas
a este parasito por medio de la PCR. La diferenciacion entre especies de Tripanosoma por PCR,
permitird un mejor manejo epidemioldgico de la enfermedad en esta zona, dado que la
diferenciacion entre especies determinara las medidas de prevencién y control a emplear, para
lo cual se recomienda realizar investigaciones en poblaciones cercanas a las del estudio,
determinar cudles son los vectores involucrados en la transmision, el impacto y los riesgos que
representa la presencia del parasito en dichas poblaciones, como afectan las vias de produccién
ganadera, y su prevalencia en otras regiones donde el clima facilite la diseminacion de este

parésito.
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