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AUTORES: Antamba Yépez Marco Andrés

Milan Chariguaman Mayra Jessenia

RESUMEN

La presente investigacion se efectud en la Provincia de Cotopaxi, en los barrios del Canton
Salcedo, el objetivo de estudio fue realizar la secuenciacion de la region del espaciador
transcrito interno (ITS-2) del ADN ribosomico (ADNr) del Toxocara canis. Se recolectaron
106 deposiciones de caninos, entre adultos y cachorros de ambos sexos. La poblacion tiene un
rango de edad entre un mes a nueve afios. Se tomaron de 3 a 5 gramos de heces, las muestras
fueron realizadas en el laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi en el Laboratorio de
Biologia, bajo la técnica de flotacién de Sheather. Resultaron positivos 16 caninos, mostrando
la presencia de huevos de Toxocara canis, (16.96 %) de prevalencia segun las muestras tomadas
y analizadas mediante microscopio. Para la obtencion del parasito se desparasito via oral a la
poblacién en estudio, tomando en cuenta las condiciones nutricionales y condiciones que habita
la mascota, se recolecto de 24 caninos el parasito adulto, indica un 25.44 % la presencia del
nematodo, basado en la morfologia macroscopica. En 8 caninos de un mes a seis meses se
realizo la desparasitacion sin examenes coproldgicos donde hubo expulsién de parasitos. Las
20 muestras aisladas de caninos se identificaron como Toxocara canis cuando se compararon
usando el BLAST con secuencias previamente depositadas en el GenBank con un 100% de
identidad para T. canis. Para la Secuenciacion del parasito macho adulto se procedié a
diseccionar siguiendo el proceso de preservacion, la integridad de la muestra bioldgica, que
garantiza la amplificacion, purificacion, secuenciacion del ADN, evitando que se diseccione
organos reproductores y causen interferencia al momento de realizar la amplificacion de
fragmentos del ADN. Los examenes realizados indican la alta confiabilidad en el diagnéstico

de herramientas moleculares.

Palabras Clave: ADN, Amplificacion de fragmentos, Nematodos, Primer
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THEME: “Molecular identification of DNA in Toxocara canis in dogs in Salcedo”.

AUTHORS:  Antamba Yépez Marco Andrés
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ABSTRACT

The present investigation was carried out in Cotopaxi Province, in Salcedo Canton’s
neighborhoods, the objective of the study was to sequence the internal transcribed spacer region
(ITS-2) of the ribosomal DNA (rDNA) of Toxocara canis. A total of 106 canine stool samples
were collected from adults and puppies of both sexes. The population ranged in age from one
month until nine years. The samples were taken from 3 to 5 grams of feces, the samples were
taken in the laboratory of the Technical University of Cotopaxi in the Biology Laboratory,
under the Sheather flotation technique. Sixteen canines were positive, showing the presence of
Toxocara canis eggs (16.96 %) of prevalence according to the samples taken and analyzed by
microscopy. To obtain the parasite, the population under study was orally dewormed, taking
into account the nutritional and living conditions of the pet. The adult parasite was collected
from 24 canines, indicating a 25.44 % presence of the nematode, based on the macroscopic
morphology. In 8 canines from one month to six months old, deworming was performed without
coprological examinations where parasites were expelled. The 20 samples isolated from canines
were identified as Toxocara canis when compared using BLAST with sequences previously
deposited in GenBank with 100% identity for T. canis. For the sequencing of the adult male
parasite, it was proceeded to dissect following the process of preservation, the integrity of the
biological sample, which guarantees the amplification, purification and sequencing of DNA,
avoiding the dissection of reproductive organs and causing interference at the time of
amplification of DNA fragments. The tests performed indicate high reliability in the diagnosis

of molecular tools.

Keywords: DNA, fragment amplification, Nematodes, Primer
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los endoparasitos son aquéllos que habitan en el aparato digestivo del huésped, en este
caso, de las mascotas, se pueden dividir en tres categorias: nematodos, gusanos y
protozoos, también encontramos Ascaris, Taenia, siendo el grupo de Ascaris, el género
de Toxocara canis, esta es una especie de nematodo que afecta a caninos en todo el
mundo, es una de las enfermedades endémicas siendo una de las parasitosis mas

comunes que afecta al animal.

Los nematodos constituyen un importante problema de salud puablica, generan
potenciales riesgos de enfermedades infecciosas 0 zoondticas, como las parasitosis.

Los humanos son accidentales huéspedes de Toxocara spp. y se infectan a través de
ingestion de huevos infecciosos del medio ambiente o de articulos contaminados con
heces de animales infectados, los sintomas clinicos incluyen larva migrans visceral,
ocular larva migrans, meningoencefalitis eosinofilica, toxocariasis encubierta y

toxocariasis neuroldgica (1).

El Toxocara canis afectan a los caninos, siendo los mas vulnerables los cachorros
desde las 2 primeras semanas de su nacimiento, debido a su inmadurez inmunoldgica,
la poblacion canina es la especie que mas habita en esta ciudad. Estos parasitos
gastrointestinales son agentes patdgenos con una alta tasa de mortalidad y morbilidad
cuya infestacion acarrea consigo diversos sintomas vomito, diarrea, anemia, anorexia

hasta el decaimiento.

El diagnostico molecular es un método que se encuentra en continuo desarrollo,

permitiendo la deteccion e identificacion con precision de los neméatodos ascaridoides

(2).

Por ello la identificacion del nematodo ascarididos Toxocara canis de aislamientos en
caninos del canton Salcedo mediante la secuenciacion de la regién del espaciador
transcrito interno (ITS-2) del ADN ribosomico (ADNTr), constituye el objetivo del

presente estudio.



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Beneficiarios directos
e Propietarios de las mascotas.
e Los investigadores principales del proyecto, requisito previo a la obtencion del

titulo de Médico Veterinario.

3.2. Beneficiarios indirectos
e Sectores aledafios

e Laboratorios que apliquen técnicas especificas para la identificacion de parasitos.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La infeccion parasitaria es la enfermedad mas comun en el mundo, no solo afecta
seriamente la salud de las mascotas, sino que también afecta seriamente la salud de los
propietarios de estos animales, convirtiéndose en un grave problema de salud publica.
Los parasitos intestinales se consideran un problema de salud publica mundial.
Ademas de afectar la salud humana, también tienen repercusiones sociales,
economicas.

La infeccidon por Toxocara canis en perros tiene una distribucion a nivel global que
varian de 0 a 99,4%, con altas tasas de prevalencia en perros y en humanos en
Latinoamérica (2).

La deteccion de los parasitos nematodos como Toxocara canis, Toxocara cati y
Toxocara leonina se realiza fundamentalmente a través de analisis microscopico y
pruebas seroldgicas, sin embargo ambos métodos resultan insuficientes para
diferenciar especies estrechamente relacionadas como lo son T. canis y T. cati (3). Por
ello se han implementado los métodos moleculares para una identificacion precisa,
como es el caso del segundo espaciador transcrito interno (ITS-2) utilizado para

identificar neméatodos en perros, zorros y gatos (4).



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos General

Determinar la presencia del neméatodo ascarididos Toxocara canis de aislamientos en
caninos del cantén Salcedo mediante la secuenciacion de la region del espaciador
transcrito interno (ITS-2) del ADN ribosomico (ADNr).

5.2. Objetivos Especificos
v’ Establecer la presencia del Toxocara canis en muestras fecales de caninos del
canton Salcedo mediante examenes coproparasitarios.
v Identificar al Toxocara canis mediante la secuenciacion del gen I1TS-2 del ADN

ribosémico, de aislamientos en caninos del cantén Salcedo.



6. FUNDAMENTACION CIENTIFICA

6.1. Toxocara

Son nematodos de tono blanquecino, alargado, con una cuticula que posee delgadas
estriaciones diagonales. Posee tres labios y lateralmente dos alas cervicales (5). La
parte trasera de la hembra tiene un extremo romo y en forma de dedo en los machos
con dos espiculas desarrolladas, son pequefias no segmentadas, recubiertos por una
cuticula gruesa compuesta por tres capas, consta de un tubo digestivo provisto de
estructuras que le permiten anclarse y atravesar las paredes del intestino del
hospedador (6).

En los animales, la infeccion inicia al ingerir huevos de este parasito o alimentarse de

hospedadores de trasporte.

6.2. Morfologia

Los nematodos Ascaridos son gusanos dioicos, cilindricos, nacarados y no
segmentados; presentan cuticula, hipodermis y células musculares, tienen cavidad
corporal interior (7). Constan de aparato digestivo (boca trilabiada, intestino y ano),
asi como sistemas excretor, nervioso y reproductor. La hembra, mide de 6.5 a 15 cm
de longitud y 2.5 a 3 mm de diametro (7).

El macho mide de 4 a 6 cm de longitud y 2.5 mm de diametro; se caracteriza porque
su extremo caudal termina en curva, en donde se localiza la cloaca con dos series de
20 a 30 papilas preanales y cinco papilas postanales a cada lado. Los huevos miden

aproximadamente 90 por 75 micras (8).

Sistema Nervioso: Se componen de un anillo circumesofagico es decir una conexion
de tritocerebro al ganglio subesofagico, cordones nerviosos longitudinales dorsales,

ventrales y laterales (9).

Cavidad Bucal: En el orificio bucal tiene una capsula bucal y en su fondo posee

ganchos, dientes u otras complicadas modificaciones cuticulares.

Eso6fago: Es un potente érgano muscular y de succién, la funcidn es segregar enzimas

a través de tres glandulas en sus musculos. Una valvula esofagico-intestinal separa la



faringe del intestino. La funcion es impedir el regreso del alimento hacia la cavidad
bucal (9).

Intestino: Es un tubo cilindrico con pared no muscular, formado por una capa, el
nematodo absorbe los nutrientes del hospedador, gracias a los enterocitos que al igual
que el sistema digestivo de los animales vertebrados ayuda las micro vellosidades a
absorber sustancias nutritivas (9).

Recto: Es una invaginacion cuticular, cubierto por una cuticula que desembocan en el
esfinter, en las hembras y en los machos da lugar a la cloaca, por el ano a través de ella
salen los espermatozoides y en sus paredes se originan los érganos copuladores (9).

Sistema reproductor: Las partes del érgano reproductor del macho son testiculos,
vesicula seminal, vaso deferente y conducto eyaculador, En las hembras esta
constituido por el ovario, oviducto, receptaculo seminal, Utero y vagina, la abertura

vaginal esta situada en la linea media ventral del nematodo (10).

Figura N° 1 Macho y hembra adulto Toxocara canis

Fuente: (1).



Figura N° 2 Primer plano extremo anterior del Toxocara canis que muestra los 3 labios

Fuente: (2).

6.3. Ciclo Bioldgico
Figura N° 3 Ciclo bioldgico Toxocara canis
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Fuente: (3).

La propagacion entre caninos es directa, se infectan por algunas vias: ingestion de
huevos con larvas que infectan al animal, dispersos en el suelo, por alimentarse de
hospederos como roedores es decir animales paratenicos, por via placentaria o

mamaria, los cachorros se enferman al ingerir huevos de Toxocara canis (11).

Las hembras dejan huevos encapsulados sin segmentar en el intestino delgado, estos
huevos pasan a través de las heces, son fuertes por su cubierta, pueden perdurar varias

semanas en el medio ambiente (12).



Las larvas del Toxocara Luego de desarrollarse en el intestino se dirigen a invadir
6rganos vitales del canino como el pulmon, Gtero, glandula mamaria, musculos,
higado, rifiones. A la sexta semana las larvas L-Il infesta el sistema respiratorio

inferior, bronquios, bronquiolos se distribuyen por migracion somatica (13).

La larva Il (L-11) en esta fase infecta, se encuentra dentro del huevo después de la
primera muda, hasta que un hospedador se alimente de materia contaminada con el
parasito, luego de ingerir se libera dentro del organismo del animal, intervienen varios
hospedadores como ratas, aves, las larvas se adhieren a los tejidos, se encapsulan y

permanecen latentes (14).

Después de la eclosion las larvas se dirigen a las paredes del intestino delgado,
atraviesan la mucosa del intestino se dirigen hacia la circulacion sanguinea, iniciando
una migracion intraorganica de tipo ascaroides, en el lapso de 24 a 48 horas, llegan al
higado por la via porta, a través de la circulacion llegan a pulmones, pasan por venas

hepaéticas, cava posterior (15).

La larva L-Il infectan los pulmones, migran por las vias traqueal y digestiva, se
manifiestan a las 6 semanas de vida del cachorro. Inicia atravesando los alvéolos y
bajan por el arbol bronquial para ser ingeridos por secreciones traqueo bronquiales,
luego pasa al aparato digestivo, sigue desarrollandose en el estomago para finalizar en
el intestino, cambiando a larva (L-V), alcanza la madurez de 3 a 5 semanas después de
la infeccion. En hembras gestantes de 40-42 dias de prefiez, las larvas somaticas que

se mantenian en descanso se activan y viajan hacia placenta y glandula mamaria (13).

El mecanismo de infeccion del Toxocara canis en los perros se produce a través de
transplacentario o transmamario. La taza de contagio por via placentaria de los
ascaridos intestinales es del 95.5% y el 98.5%. La reactivacion de las larvas, depende
del estado nutricional y hormonal del cachorro, las larvas migran al higado del embrion
atravesando la placenta (16).

Despues del nacimiento del cachorro las larvas (L-111) siguen madurando después de

producir una muda poco antes del parto.

La maduracion sexual alcanza a las 4 semanas en el intestino del cachorro, No hace
falta que la perra se infecte nuevamente para que las camadas a través del calostro

pasan las larvas de Toxocara canis, infectando a los neonatos (17).



6.4. Clasificacién Taxonémica:

e Clase: Secernentea

e Sub clase: Rhabditia

e Orden: Ascaridida

e Suborden: Ascaridina

e Superfamilia: Ascaridoidea
e Familia: Ascarididae

e Género: Toxocara

e Especie: Canis

6.5. Distribucion

Los ascaridos de la especie Toxocara canis de los carnivoros se encuentran entre los
endoparéasitos mas frecuentes de estos hospedadores pueden encontrarse en la tierra en
todo el mundo.

En las muestras recogidas en varios paises y regiones aparecen huevos de nematodos
en una taza de 2% — 88%, Los factores que ayudan a la trasmision de la especie
Toxocara es la humedad, ambiente trépico, y temperaturas altas (18).

6.6. Sintomas y signos

Las infecciones moderadas no tienen manifestaciones clinicas evidentes en la fase de
migracién intraorganica. En las infestaciones intensas pueden manifestarse por tos,
taquipnea, flujo nasal y signos nerviosos como intranquilidad, que podria ser a una
accion irritativa de su forma adulta en el intestino (19).

6.7. Signos clinicos

Decaimiento, dolor abdominal, diarrea, vomito, fiebre, abdomen colgante, retardo en
el crecimiento y pelo hisuto, pueden cerrar la luz del intestino causando la muerte del
animal por obstruccién, perforacion intestinal o intususcepcion (20). Se producen
granulomas eosinofilicos cuando las larvas van hacia higado y pulmones. En esta etapa
en el vomitos o diarrea presenta la expulsion de ascaris. En etapa crdnica existe una
desnutricién progresiva con estado de deshidratacidn a causa de diarreas intermitentes,

falta de crecimiento a causa de anemia (21).

Se manifiesta como una enfermedad del sistema digestivo, como heces blandas, a
veces diarrea y, a menudo, se acomparia de grandes cantidades de moco y sangre. El
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abdomen es muy ancho y tiene una respuesta dolorosa a la palpacion, no es infrecuente
que los nematodos se eliminen espontaneamente a través del vomito o las heces. Las
enfermedades comunes en los cachorros pueden ser causadas por la fuerte invasion de

Toxocara canis (22).

6.8. Lesiones
Dafian varios 6rganos mientras migran por el organismo como higado, pulman, rifidn,
intestino, causando inflamaciones, hemorragias de caracter granulomatoso

eosinofilico.

Los rifiones presentan petequias blanquecinas irregulares en la superficie de un
milimetro en la corteza, manifiesta lesiones parecidas en bazo, diafragma, y miocardio.
La luz del intestino con abundante moco a causa de la infestacion de los Toxocara
enrollados (16).

6.9. Patogenia

Proviene de las migraciones larvarias y de su localizaciéon en diferentes tejidos y
Organos ejerce una accién traumatica acompafada de la mecanica obstructiva de su
paso por la pared intestinal, higado, pulmones, con ruptura de capilares y alveolos (23).
Los ascaridos juveniles y adultos en su fase intestinal ocasionan acciones mecanicas,
irritativas y obstructivas que pueden inferir con el transito y la digestion normal de los

alimentos (24).

6.10. Tratamiento

Existen varios productos que nos pueden ayudar a eliminar los parasitos intestinales
del hospedador para poder realizar esta investigacion, el desparasitante que se utilizara
es: Pamoato de pirantel 75 mg, Praziquantel 25 mg, Aceite de higado de bacalao 40
mg, vehiculo saborizado y excipientes (25).

Administrar en perros y gatos: 15 mg x kg de pamoato de pirantel y 5 mg x kg de peso
de praziquantel, equivalentes a 1 ml x cada 5 kg de peso. Repetir la dosis a las 2

semanas y luego cada 3 meses.

Los antihelminticos son efectivos para los gusanos de los intestinos, pero las larvas
hipobioticas de los tejidos son resistentes al tratamiento. En los perros, los parésitos
gue renuevan su migracion durante la prefiez son susceptibles a varios medicamentos
(12).
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El desparasitaste Génesis One contiene Abamectina 0.2 mg/kg, prazicuantel 5 mg/kg,

via oral. Dosis préactica: 1 tableta por cada 10 kilogramos de peso (26).

6.11. TECNICAS DE LABORATORIO
6.11.1 TECNICA COPROLOGICA

Los examenes coprolégicos buscan determinar la presencia o ausencia de

endoparasitos en las heces del canino, como huevos, larvas, quistes, ooquistes (27).

El anélisis de heces es una serie de pruebas que se realizan, para ayudar a diagnosticar
ciertas afecciones que afectan el tubo digestivo. Estas afecciones pueden incluir
infeccién como de parasitos, bacterias, se debe hacer de manera rapida para que los
resultados sean los esperados, mantener en una temperatura adecuada hasta la llegada

al laboratorio (28).

6.11.2. TECNICA DE CONCENTRACION DE HECES

6.11.2.1. Técnica de Ritchie
Esta técnica ayuda a concentrar huevos y quistes a través de la sedimentacion con

ayuda de la centrifugadora, se coloca en el tubo formol y éter esto para separar y
observar de mejor manera el contenido de la materia fecal. Es mas util para la

concentracion de huevos de helmintos, es ideal para observar trofozoitos (29).

6.11.2.2. Método de Allen and Ridley
Esta técnica tiene los mismos pasos que la técnica de Ritchie, se debe diluir las heces,

se afiade 3ml de éter etilico se tapa €l tuvo, se agita, se pasa a la centrifuga a 2000 rpm
durante 5 minutos, para observar al microscopio se puede diluir el sedimento con dos

gotas de suero fisiologico (30).

6.11.2.3. Técnica de Kato — Katz
Por medio de esta técnica se puede estudiar helmintos, tiene un limite 100 huevos/g,

por debajo del cual las infecciones no se pueden detectar de forma fiable, aclara el
sedimento espeso con glicerina. Los materiales que se necesita en esta técnica son: La
solucion de Kato, que esté constituida de: Glicerina (100 ml), Agua destilada (100 ml),
Verde malaquita al 3% (1 ml), Papel celofan en trocitos de aproximadamente 2x4 cm
(32).
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6.11.3 TECNICA DE CONCENTRACION DE HECES POR FLOTACION

6.11.3.1. Método de Willis
El método de concentracion por flotabn es recomendado para estudiar protozoos y

helmintos.

6.11.4. METODOS DE FIJACION DE HECES

6.11.4.1. Método Mif
Facilita la observacién de formas vegetativas de protozoos a través del microscopio,

se utiliza la solucion de Mertiolato/Formol y la solucién de Yodo (32).

6.11.5. TECNICAS CUANTITATIVAS

La técnica cuantitativa es utilizada en veterinaria para observar la presencia de huevos,
quistes de nematodos, cestodos, helmintos, a través del método de flotacion. Con la
solucioén sacarosa con densidad entre 1.2 -1.3 gramos/ cm3 se puede observar huevos
de menor densidad y luego los méas densos, los huevos de los nematodos flotan a una
densidad de 1.10 — 1.20 gramos/ cm3 (33).

6.12. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Es un area dindmica en constante desarrollo que ha revolucionado el diagndstico
clinico. La deteccion y cuantificacion especifica de material genético en una muestra
biolégica ha mostrado un significativo impacto en todas las areas de la salud, sobre

todo en las &reas de las enfermedades infecciosas (34).

El desarrollo de nuevas tecnologias, mas rapidas y precisas, clave para el equipo
clinico en directo beneficio del paciente, en este proceso se usa para identificar una
enfermedad por medio del estudio de las moléculas, tales como proteinas, ADN y
ARN, de un tejido o liquido corporal (35).

6.12.1. METODOS DE TIPIFICACION MOLECULAR

La técnica de tipificacion se divide en Fenotipicas: es el analisis de las caracteristicas

expresadas por el microorganismo y genotipicas aplica para realizar serotipificacion,
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perfiles de resistencia a los antimicrobianos y Genotipicas: es el analisis de ADN

cromosomal y estracromosomal como PCR, VNNTR, PFGE (36).

Son utiles en la vigilancia y control de brotes porque nos permiten comprender la
clonalidad entre aislamientos, identificar reservorios y determinar la ruta de

transmision (37).

6.12.2. PCR

La Reaccién en Cadena de Polimerasa o fotocopiado molecular es una técnica que
permite realizar varias copias de una parte determinada del Toxocara canis del ADN
in vitro, es la prueba de referencia que permite detectar el ADN del parasito, a través
de reacciones quimicas, la amplificacion del ADN nos permite estudiar la molécula
del ADN para analisis moleculares y genéticos (38).

La prueba sera positiva cuando el analisis se detecte material genético del nematodo.
Una vez amplificado, se puede secuenciar, visualizar por electroforesis en gel o clonar
en un plasmido, el ADN producido por la RCP nos ayuda a realizar un mapeo del

genoma del Toxocara canis (39).

Para realizarlas pruebas de PCR se utiliza cebadores de ADN o primer disefiados
especificamente para la region de ADN de interés, se somete repetidamente a un ciclo
de cambios de temperatura que permiten la produccion de muchas copias de la region
blanco (40).

6.12.3. TAQ POLIMERASA

La técnica PCR se llama Taq polimerasa, por la bacteria tolerante al calor de la que se
aislé (Thermus aquaticus). Esta prueba requiere de una enzima ADN polimerasa que
produzca nuevas cadenas de ADN mediante el uso de las cadenas existentes como
molde. T. aquaticus vive en aguas termales y fuentes hidrotermales (41). Su ADN
polimerasa es muy termoestable y su mayor actividad se presenta cerca de los 70 °C.
La Taq polimerasa es ideal para la PCR gracias a esta estabilidad térmica. Como
veremos, la PCR utiliza altas temperaturas repetidamente para desnaturalizar el molde

de ADN o separar sus cadenas (42).
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6.12.4. CEBADOR PARA PCR

La polimerasa Taq solo puede producir ADN con cebadores, que son secuencias de
nucleotidos cortas que forman el punto de partida para la sintesis de ADN. En una
reaccion de PCR, la region de ADN que sera copiada, o amplificada. Los cebadores
para PCR son pedazos cortos de ADN de cadena sencilla, generalmente de unos 20

nucledtidos de longitud (40).

Se utilizan dos cebadores en cada reaccion de PCR, y estos cebadores estan disefiados
para ubicarse en el lado del area objetivo (el &rea a copiar). Es decir, les agregan
secuencias para que se unan a la hebra opuesta de la plantilla de ADN solo al final de
la region a replicar. El cebador esta unido al molde por complementariedad de bases
(43).

6.12.5. PROCEDIMIENTO DEL PCR

Para realizar la amplificacion las muestras se colocan en el termociclador programado
con las condiciones de amplificacion establecidas previamente, por lo general se

utilizan los siguientes pasos.
Esta etapa costa de tres fases:

e La desnaturalizacion es a 96 °C, la reaccion se calienta hasta separar o
desnaturalizar las cadenas de ADN, separacion de la doble hélice porque los
puentes de hidrégeno se rompen. Esto proporciona varios moldes de cadena Unica
para el siguiente paso (44).

e EIl Templado es a 55-65 °C, la reaccién se enfria para que los cebadores puedan
unirse a sus secuencias complementarias en el molde de ADN de cadena sencilla.
La tercera fase es la Extension a 72°C, la temperatura de la reaccion se eleva para
que la Taq polimerasa extienda los cebadores y sintetice asi nuevas cadenas de
ADN.

e En una reaccion de PCR tipica, este proceso se repite de 25 a 35 veces y suele

tardar de 2 a 4 horas, dependiendo de la longitud de la region de ADN que se va
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a copiar. Si la respuesta es eficaz (funciona bien), se pueden generar miles de
millones de copias a partir de una o varias copias del area objetivo.

e Extension: Esta etapa, también Ilamada elongacion, amplificacion o
polimerizacion, consiste en la sintesis de nuevas cadenas de ADN, el proceso
utiliza cuatro dNTP como sustratos y comienza desde el extremo 3 'del iniciador
a través de la accién del ADN polimerasa. En la mayoria de las reacciones, el paso
de extension se realiza a 72°C porque esta es la temperatura a la que la polimerasa
Taq (la enzima mas utilizada) alcanza su méaxima actividad.

o EIl tiempo de extension depende de la longitud del fragmento a amplificar, la

polimerasa Taq agrega 500 a 1000 nucledtidos por minuto (45).

6.12.6. TIPOS DE PRUEBAS PCR

¢ PCR anidada: Se utiliza dos pares de cebadores, consigue amplificar una regién
del genoma, se usa para ampliar fragmentos de una region especifica del genoma
(46).

e RT-PCR: Este método convierte el ARN de una muestra en ADN, se utiliza la
enzima retrotrascriptasa, se puede utilizar para saber si un gen se esta expresando
en una muestra bioldgica. Otra funcién es genotipar diferentes virus de ARN,
como el VIH o SARS (47).

e PCR cuantitativa: Esta prueba mide el grado de fragmentos de ADN que se
producen, se colocan en tubos de ensayo que se unen Unicamente a secuencias
especificas del ADN retrotranscrito del virus y emiten fluorescencia, entre mas

fluorescencia mas cantidad de copias del ADN (47).

e PCR multiple: en este tipo de PCR se realizan amplificaciones simultaneas de
mas de un fragmento de ADN. Para ello, se utilizan varios cebadores diferentes

en una misma reaccion (48).

¢ PCRinsitu: esta PCR se realiza en células o tejidos. Se utiliza para poder detectar
secuencias de ADN en el interior de las células que no son detectables mediante

otras técnicas (46).
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e PCR digital: es una de las ultimas generaciones en técnicas de amplificacion de
ADN. Esta basada en la separacion de cada muestra en mdltiples particiones
(microgotas), de forma que la reaccion de amplificacion se produce de forma

independiente cada una de ellas (46).
6.12.7. PRIMER

Los "primers” o cebadores son pequefias piezas de ADN que anillan a secuencias
especificas, en este caso se usan dos primers el 27F y el 1525R, que se "pegan™ a los

extremos opuestos del gen del ARN ribosémico 16S, uno en cada hebra de ADN (49).

Una vez que los "primers" se anillan los ADN polimerasas extiende e ADN desde el
extremo 5' hasta el 3' final. Los primers se seleccionan en manera tal que, cuando se
forman las dos nuevas copias ellos se superponen (“overlap™) en la region de interés.
Estos se hibridizan a las cadenas opuestas del blanco, de manera tal que la sintesis
llevada a cabo por ADN polimerasa se extiende a traves de todo el segmento del ADN

blanco situado entre ellos (41).

Son universales, es decir que anillan del gen del ARN ribosémico 16S de cualquier
bacteria (excepto quizés las mas inusuales). Esto es porque las secuencias a los cuales
se "pega" el primer son extremadamente similares entre las especies parasitarias,

bacterianas (secuencias altamente conservadas).

6.12.8. DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES (PRIMERS)

Los Primers mal disefiados pueden amplificar otros fragmentos de ADN diferentes a
los buscados (amplificacion inespecifica). El disefio tiene que ser delicado de los

primers para realizar un PCR de acorde a las necesidades del laboratorio (50).

6.12.9. REPLICACION DEL ADN ENZIMAS

Helicasa: La funcidn es fracturar los puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas
del ADN y ARN permite la replicacion, pertenece al grupo de enzimas de tipo proteica

hidrolitica llamadas proteinas motoras (51).
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Ligasa: Son enzimas que ayudan a la formacion de moléculas o trasformar a partir de
las dos moléculas ya existentes, capaz de catalizar, proporciona energia en estas
reacciones (52).

Topoisomerasa: Son enzimas isomeras modifican el nimero de vueltas de una

molécula del &cido desoxirribonucleico modificando la topologia (53).

7. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

H1: Se llego6 a identificar la cadena molecular del Toxocara canis.

H2: No se llegd a identificar la cadena molecular del Toxocara canis.

8. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

8.1. LOCALIZACION Y DURACION DEL PROYECTO
Esta investigacion se realizd en la provincia de Cotopaxi, canton Salcedo, latitud: -

1.043602, longitud: -78.590737, en los barrios de esta ciudad con una duracion de 100
dias.

8.2. MUESTREO Y EXTRACCION DE ADN
Fueron muestreados 106 caninos de diferentes edades y sectores del cantén Salcedo

en la Provincia de Cotopaxi. Se obtuvieron entre 2 a 6 paréasitos de cada canino, del

género Toxocara canis segun la identificacion morfoldgica en campo.

8.3. EXAMEN COPROLOGICO
Para determinar la presencia de Toxocara canis en los caninos se utilizo la técnica de

flotacion de Sheather, nos permite diagnosticar diversas infecciones parasitarias en los

perros, a través de la solucion sacarasa los huevos flotan en el tubo.

8.3.1. Procedimiento

1. Colocar la deposicion del canino en una tarrina o funda, el material fecal debe ser

fresco y rotular el nombre, edad, lugar donde se recolecto.
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2. En la balanza pesar de 3 a 5 gramos de heces de cada muestra recolectada.

3. Enun vaso plastico o de precipitacion colocar 50 ml de solucion sacarosa

4. Colocar 20 ml de solucion sacarosa con 3 gr de heces, con una paleta mezclar
hasta que sea homogénea la muestra.

5. En vasos de plastico colocar un cernidor o gasas, poner con ligas para evitar que

la gasa se mueva.

6. Luego de cernir, colocar en un tubo de ensayo taparlo y rotaralo.

7. Al momento de colocar en la centrifuga los tubos de ensayo se debe colocar en X
para equilibrar, la velocidad de centrifugacion es 1250 rpm por 10 minutos.

8. Tener cuidado al momento de manipular los tubos de ensayo ya que los huevos de
los parasitos se encuentran en la superficie.

9. Con la pipeta colocar tres gotas en el porta objetos, cubrir con el cubre objetos
evitando que se haga burbujas, colocar el tubo en una rejilla.

10. Colocar en el microscopio la muestra.

11. Analizar cada muestra, proceder a buscar los huevos del parasito en estudio.

8.4. DESPARASITACION

Se desparasito a los caninos gque presentaron huevos de Toxocara canis en el examen
coprolégico, con Pamoato de pirantel 75 mg, Praziquantel 25 mg, Aceite de higado de
bacalao 40 mg, equivalentes a 1 ml x cada 5 kg de peso de bongo forte. La recoleccion

del parasito adulto se hizo al dia siguiente.

8.5. RECOLECCION DEL PARASITO ADULTO TOXOCARA CANIS

1. La recoleccion de Toxocara canis se realizd en varios sectores de Salcedo, los
parasitos son expulsados en la deposicion.

2. Para limpiar a los parasitos se lavd con agua para evitar que la materia fecal dafie
la estructura, se coloca en frascos de orina con alcohol al 70%.

3. Se rotulo los frascos con el codigo que identifica la zona, y la edad del canino.
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8.6. DISECCION DEL TOXOCARA CANIS ADULTO

8.6.1 procedimiento

1. Para esta investigacion se utilizo Toxocara canis macho, se separ6 de las hembras
a través de la morfologia de los parasitos.

2. Se coloca en una caja Petri el parasito, identificar la cola y diseccionar el ultimo
tercio.

3. Con la balanza analitica se peso la parte diseccionada, y se realiz6 varios cortes.
4. Para el envi6 al laboratorio se colocé en tubos Eppendorf la parte diseccionada,
se afiadio 1 ml de alcohol al 70% para mantener la muestra hasta el laboratorio.

5. Cada tubo se fue identificado con su codigo Tox-S
6. Se enviaron las muestras en un termo a una temperatura de 20° C a las
instalaciones de QUERI, al laboratorio de investigacion molecular de la

Universidad de las Américas en el distrito metropolitano de Quito.

8.7. MATERIALES

8.7.1. Materiales y equipo de campo

e Alcohol al 70%
e Balanza

e Centrifuga

e Cofia

e (asas

e Guantes

¢ Hojas de bisturi
e Ligas

e Microscopio

e Palos de helado
e Pipeta

e Placas Petri

e Porta y cubre objetos
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Primers forward ATCGATGAAGAACGCWGC (200 nmol)
Primers reverse TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT (200 nmol)
Solucion Sacarosa

Tubos de ensayo

Tubos Eppendorf 1.5 ml

Vaso de recoleccion de orina

Vasos de plastico

Jeringuilla

Agua libre de nucleasas
5-ATCGATGAAGAACGCWGC-3" directo
5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3 inverso

Proteinasa K

Buffer de Extraccion

Fenol/Cloroformo/lsoamilico

Agua MilliQo TE

Resina Chelex al 10%

BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Qiagen Multiplex MasterMIx

Agarosa en TBE tefiido con SYBR

Agitador vortex

Centrifuga

8.7.2. Materiales de oficina

Cémara

Cartulinas
Cuaderno

Esferos

Hojas de papel bond
Impresora

Laptop

8.7.3. Material Bioldgico

20 Toxocara canis Adultos

Muestras Fecales
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8.8. EXTRACCION DE ADN

8.8.1. procedimiento
La preparacion de las muestras se realizo en el Laboratorio de Biologia y Parasitologia

de la Universidad Técnica de Cotopaxi - UTC; el analisis molecular fue desarrollado
en el Laboratorio de Investigacion de la Universidad de las Américas - UDLA.
Se extrajo ADN de una porcion de tejido de cada parasito mediante el método Fenol-
Cloroformo:
v' Diseccionar 2 mm de la muestra de tejido y transferirla a un nuevo tubo de 1.5
mL.
v" Anadir 500 uL de Buffer de Extraccion y macerar con una punta de pipeta o pistilo
por 5 minutos al interior de un bloque frio.
v" Realizar vortex por 1 minuto y colocar 5 puL de Proteinasa K (20 mg/mL).
v" Incubar las muestras a 56°C toda la noche en agitacién, a 300 rpm.
v’ Sacar las muestras del termobloque, dejar reposar 5 minutos a temperatura
ambiente.
v' Aiiadir 750 pL de Fenol/Cloroformo/Isoamilico y realizar vortex hasta formar una
emulsion lechosa.
v' Centrifugar 10 minutos a 4°C a maxima velocidad. Transferir toda la fase acuosa
a un nuevo microtubo de 1.5 mL.
v' Afadir a esa fase, 500 uL de Cloroformo: Isoamilico, homogenizar en vortex.
v" Centrifugar 10 minutos a 4°C a maxima velocidad. Transferir toda la fase acuosa
a un nuevo microtubo de 1.5 mL.
v" Afiadir al nuevo microtubo, 400 uL Isopropanol 100% y 40 uL de NaCl 3M.
v’ Agitar bien y dejar reposar a temperatura ambiente por dos horas.
v' Centrifugar por 30 minutos a 4°C a 15000 rpm.
v" Descartar el sobrenadante con mucho cuidado de no alterar el pellet.
v Agregar 1000 uL de Etanol 70% helado y centrifugar por 15 min a 15000 rpm.
v" Descartar el sobrenadante y dejar secar.
v" Re suspender en 40 pL de Agua Milli Q o TE e incubar la muestra a 37°C por dos
horas.
v" Cuantificar la concentracion de ADN.
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8.9. Cuantificacion y dilucion de muestras de ADN

La cuantificacion de las concentraciones de ADN se realizd mediante
espectrofotometro — nanodrop, posteriormente se procedio a diluir hasta alcanzar una
concentracion final de 5 ng/uL (Tabla N°1). Las muestras fueron almacenadas en
Freezer a -20°C hasta su uso.

Tabla N° 1 Diluciones muestras de ADN de Toxocara canis

DILUCIONES

VOLUMEN FINAL (uL) 20
CONCENTRACION FINAL (ng/uL) 5

ID MUESTRA C. INICIAL V. ADN V. AGUA
T001 21 4,76 15,24
T002 128,5 0,78 19,22
T003 189,7 0,53 19,47
T004 42,8 2,34 17,66
T005 55,4 1,81 18,19
TO006 86,8 1,15 18,85
T007 201,1 0,50 19,50
T008 99 1,01 18,99
T009 18,6 5,38 14,62
T010 130,6 0,77 19,23
TO11 159,7 0,63 19,37
T012 61,6 1,62 18,38
T013 55,1 1,81 18,19
T014 89,1 1,12 18,88
TO15 224.8 0,44 19,56
T016 222,3 0,45 19,55
TO17 80,6 1,24 18,76
T018 54,8 1,82 18,18
T019 237,5 0,42 19,58
T020 143,8 0,70 19,30

8.10. AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS
La amplificacion por PCR de la region del espaciador transcrito interno (ITS-2) del

ADN ribosémico (ADNrr) se realiz6 utilizando el siguiente par de cebadores (primers)
especificos para parasitos cestodos, disefiados por investigadores de la Universidad

Técnica de Cotopaxi — UTC y la Universidad de las Américas - UDLA.
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5-ATCGATGAAGAACGCWGC-3’ directo
5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3 inverso
Las reacciones de PCR fueron realizadas a un volumen final de 15 pl para cada muestra

(Tabla N° 2), compuesta de:

Tabla N° 2 Componentes para la PCR de amplificacion del gen nadl

COMPONENTE C. Inicial C. Final Vol. 1 Rx Vol. 60 Rx

(uL) (uL)

Agua MQ 8,8 528
Buffer 10X 1X 1,5 90
MgCI2 50 mM 1,5 mM 0,45 27
dNTP Mix 10 mM 0,2 0,3 18

Primer Fw 20 uM 0,5 uM 0,375 22,5

Primer Rv 20 uM 0,5uM 0,375 22,5
Taq Polimerasa* 10 U/uL 2 UluL 0,2 12

ADN 5 ng/uL 1 ng/uL 3
Volumen Final 15

*: Platinum® Tag DNA polymerase, Ref: 10966-034

Los fragmentos fueron generados por PCR mediante el uso de termocicladores, con
las siguientes condiciones: temperatura inicial de desnaturalizacion de 94°C por 2 min
(1 ciclo), seguido de 35 ciclos continuos de (desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
acoplamiento de los primers a 58°C por 30 seg, extensién a 72°C por 1 min y una
extension final de los productos a 72°C por 5 min), finalizando con10 min de reposo
a4°C.

Los productos de las amplificaciones fueron visualizados en geles de agarosa 2 % para
identificar posibles fallas. Los geles fueron coloreados con SYBR Safe, analizados
sobre luz ultravioleta y fotografiados. En cada caso se corrié un control negativo para

verificacién de contaminacion.

8.11. PURIFICACION DE LA PCR Y REACCION DE SECUENCIACION

El producto amplificado fue secuenciado con kit de secuenciacion BigDye v3.1
(Applied Biosystems). Las reacciones de secuenciacion fueron purificadas mediante
purificacion enzimatica, protocolo basado en resina de filtracion en gel. Se empled la

matriz de secuenciacion Sanger (BigDye - 3.1), analizada en electroforesis capilar.
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En el estudio fueron secuenciados un total de 383 pb de la region del gen ITS-2 del

ADN ribosoémico (ADNr) de T. canis aislados de caninos.

8.12. ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias fueron alineadas y editadas con el programa MEGA X (54), a partir de
la secuencia de referencia (MK309928.1) disponible en el GenBank (55).

8.13. IDENTIFICACION MOLECULAR

Las secuencias del gen ITS-2 de T. canis obtenidas en el presente estudio fueron
editadas y alineadas inicialmente en el programa MEGA X (54). La identidad de cada
aislado fue confirmada mediante una busqueda de similitud, al comparar su secuencia
de nucle6tidos con otras secuencias de nematodos ascaridoides disponibles en el
GenBank, a partir del algoritmo NCBI BLAST.

8.13.1. ANALISIS FILOGENETICO

Los arboles filogenéticos generados entre secuencias de la regidn del espaciador
transcrito interno (ITS-2) del ADN ribosdmico (ADNr) de T. canis y la comparacion
con otras secuencias depositadas en el GenBank con los nimeros de acceso:
MK447598; MK447599 (56) MK309928 (55), MK728991; MK728992 (57),
JN617989 (56), KP406763 (58) para Toxocara canis; KY003089; KY003091;
KY003065; KY003080 para Toxocara cati; KT737382 (59), FJ418784 (60),
KJ777160, MK100346 para Toxocara vitulorum y MT341323 (61) para Ascaris
suum, fueron construidos utilizando el método NJ (neighbor-joining) (62). La
confiabilidad de los arboles obtenidos se determind con un test de replicaciones
(bootstraping) con (1000 replicas), se muestra junto a las ramas (63). Todos los analisis

se realizaron en programa MEGA X (54).

9. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Exadmenes Coproldgicos

La poblacion de caninos de  este estudio es de diferentes edades, y diferentes

condiciones de vida lo que podria aumentar o disminuir el grado de parasitosis. Se
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recolectaron 106 muestras de las cuales de identifico la presencia de huevos de
Toxocara canis en 16 caninos es decir el 16.96 % de prevalencia a través del
microscopio, este examen se realizo en las instalaciones de la universidad Técnica de
Cotopaxi en el laboratorio de biologia, todos los individuos fueron desparasitados con
bongo forte suspensién, 1ml/kg ya que algunos caninos no presentaban sintomas de
parasitos gastrointestinales, se llegé a obtener 24 muestras cada perro arrojo entre 3 a
6 parasitos adultos, representando el 25.44% de prevalencia, la presencia del
nematodo, basado en la morfologia macroscopica. Hubo varias muestras que por
situaciones de los propietarios no se pudieron recolectar, las muestras se obtuvieron
de cachorros entre un mes a 6 meses de edad.

Identificar al Toxocara canis mediante la secuenciacion del gen 1TS-2 del ADN

ribosémico, de aislamientos en caninos del canton Salcedo

El arbol filogenético basado en secuencias ITS-2 muestra la formacion de dos
agrupamientos principales, confirmando la identidad de los aislados estudiados, como

pertenecientes al género Toxocara, particularmente la especie Toxocara canis.

Las secuencias de Toxocara cati y de Toxocara vitulorum se muestran distantes
formando grupos independientes, lo cual corrobora la identificacion del T. canis y los
resultados obtenidos coinciden con los reportes de Audu, Z por lo tanto determinamos
que el gen ITS-2 es una herramienta buena y sensible para la identificacion de gusanos

adultos de Toxocara spp. Y precisando su epidemiologia y caracterizacion genética.

Figura N° 4 Huevos de Toxocara canis

Y

Fuente: Directa.
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Los 20 aislados de caninos se identificaron como Toxocara canis cuando se

compararon usando el BLAST con secuencias previamente depositadas en el GenBank
(Figura 5), con un 100% de identidad para T. canis reportado por (57). MK728991 y

MK728992. Este resultado sirvié como analisis primario para la confirmacion de los

aislamientos en caninos del cantén Salcedo como T. canis.

Figura N° 5 BLAST (porcentaje de identidad) entre secuencias de ITS-2 del ADNr
(383 pb) de los aislados Toxocaras canis y otras secuencias recuperadas del GenBank.
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Por otro lado, revela que la secuencia de la region del espaciador transcrito interno

(ITS-2) del ADN ribosémico (383 pb) de T. canis, es una region muy conservada

(Figura 6). Como ha sido planteado en otros estudios (64), que la region ITS contiene

dos regiones no codificadoras variables que se encuentran dentro de las repeticiones

altamente conservadas del ADNr, entre la subunidad pequefia, la region para 5.8S y

los genes para ADNr de la subunidad grande. Por ello las regiones del ADNr mas

comunmente estudiadas son los tres genes codificantes (18S, 5.8S, y 28S) y los dos

espaciadores internos (ITS1 e ITS2) (65).
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La amplificacion por PCR de la region del espaciador transcrito interno (ITS2) del
ADN ribosémico (ADNTr) se realiz6 utilizando un par de primers especificos para
parasitos cestodos, disefiados por investigadores de la Universidad Técnica de
Cotopaxi — UTC y la Universidad de las Américas - UDLA.

Resultado que confirma lo planteado por (66), que la secuencia altamente conservada
del gen 5.8S, ha sido utilizada como punto de union de cebadores universales para
amplificar las regiones espaciadoras flanqueantes, y el ITS1 e ITS2, que si son de gran

utilidad para establecer relaciones filogenéticas.

Figura N° 6 Alineamiento entre secuencias de ITS-2 del ADNr (383 pb) de los
aislados Toxocaras canis y otras secuencias recuperadas del GenBank.

Descriptions Graphic Summary Taxonomy

Alignment view | Pairwise v | [] cos feature @ Download ~

100 sequences selected 0

& Downloadv  GenBank Graphics ¥ Next <« Descriptions

Toxocara canis isolate C4 SVVU 5.88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, partial sequence
Sequence ID: MK7283992.1 Length: 501 Number of Matches: 1

Range 1: 34 to 416 CenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
708 bits(383) 0.0 383/383(100%) 0/383(0%) Plus/Pius

Query 1 A-J«TTT(CAACGCA«(—.TTC(GC(AT(CCGTT(-JTCC(CTTGG(ACC‘CTG\_(T\_LGGGT 60

LU LU LELELELLELEELELT L L LT LLL] [I1]]]
Shjct 34 ARATTTCOACGCACATTGCGCCATCRGGTTCATICLOTTGRCACGTCTGRTGAGRGT 93

Query 61  CAGTATATTAAGGAGTATGATGGGCGCGCCAATTTATGGAATGTGATTAACGCGCAAGGT 128

LU [LLLCLELLLLLELEL LU LU L] (L]
Sbjct 94  CAGTATATTAAGGAGTATGATGGGCGCGCCAATTTATGGAATGTGATTAACGCECAAGGT 153

Query 121 T(". GVT?(‘:’(‘TTC\;C!(‘,HG(‘»\T‘GC‘TGC G}GE‘:’[IAATG?ATTTT(‘.TG(‘ATTT\.MC‘A(FC‘G‘T 180
Sbjct 154 TGTGGTGCATTCGGTGAGCTATGC TGGTGTGGTAATGGATATTGTGCARTTGTACAGCGT 213
Query 181 ACCTTGCCAAGGAAATATTCGCACAAGAAATGGCTGTCGTTTGCTCGTASAGAGGCARAL 248
Sbjct 214 Aé(T1IGC‘C‘~LGGALJATT(GC‘-«(‘I‘\ACJJ‘AA‘-T(‘;([( I'CY(]CTh(‘x(‘TC(l.T:lkAA\‘J«&‘.C—l‘AAL 273
Query 241 T‘TGG(I(TTGTCT\,TAI"GTTC(C‘T‘T?(T1(TE?TU(GCJ:(C'{(C‘TCCTA?(GT’CTTHT}' 300
Sbjct 274 TTGGCCATGAGTGTATGTTGCGTTGCTTCACGATACGGCCTCCAGCAAACGTTGTTTATT 333
Query 301 GTTTGGTTGTGGCAGCATCCAGGTTGGAGGTGGCGTTATCGGTCGCTTGAATGAGGAATG 360
Sbjct 334 G‘T'TiGH’G‘TCGELG(‘ATC(AC‘G]"TG(]ZLGiTéé(CTTiT(lGTC‘GC“i\éLATGAC‘.G.U«Té 393
Query 361 CATGGCGAATGGTTGAAATGAGA 383

[LLILLLT [T11111]
Sbjct 394 CATGGCGAATGGTTGAAATGAGA 416

9.2. ANALISIS FILOGENETICO

El arbol filogenético basado en secuencias ITS-2 (Figura 7 ), muestra la formacion de
dos agrupamientos principales, el primero de ellos para las secuencias de Toxocara
canis de aislamientos en caninos del canton Salcedo junto a las secuencia de referencia
de T. canis reportadas por varios autores (55,56,58), confirmando la identidad de los
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aislados estudiados, como pertenecientes al género Toxocara, particularmente la

especie Toxocara canis.

Las secuencias de Toxocara cati (67) y de Toxocara vitulorum (60)se muestran
distantes formando grupos independientes, lo cual corrobora la identificacion del T.

canis.

Figura N° 7 Arbol de relaciones filogenéticas segun el algoritmo Neighbor-Joining,
basado en las secuencias de ITS-2 del ADNr (383 pb) de los aislados Toxocaras canis
y otras secuencias recuperadas del GenBank. Los valores de Bootstrap para 1000
réplicas se muestran para cada agrupamiento.

MK447598.1 Toxocara canis
MK447599 1 Toxocara cans
ME308928.1 Toxocara canis
MKT728991 1 Toxocara canis
MK 728992 .1 Toxocara canis
JNB17989.1 Toxocara canis
MEKT28992 1 Toxocara canis
Toxocara canis Ecuador-1

Toxocara canis Ecuador-10

Toxocara canis Ecuador-11
Toxocara canis Ecuador-12

Toxocara canis Ecuador-13

Toxocara canis Ecuador-14

Toxocara canis Ecuador-15

Toxocara canis Ecuador-16
Toxocara canis Ecuador-17

Toxocara canis Ecuador-18

Toxocara canis Ecuador-19

Toxocara canis Ecuador-2
Toxocara cans Ecuador-20

Toxocara canis Ecuador-3

Toxocara canis Ecuador-4

Toxocara canis Ecuador-5

Toxocara canis Ecuador-6
Toxocara canis Ecuador-7

Toxocara canis Ecuador-8

Toxocara canis Ecuador-9
KP406763.1 Toxocara canis
KXY003089.1 Toxocara cati
KY 003091 1 Toxocara cati
KXY003065.1 Toxocara cati
KXY003080.1 Toxocara cati
KTF37382.1 Toxocara vitulorum
FJ418784.1 Toxocara vitulorum
54 KJ777160.1 Toxocara wvitulorum
54 MKE100346.1 Toxocara vitulorum
MT341323.1 Ascaris suum

La secuencia de Ascaris suum MT341323 (61) se emplea taxon externo al grupo de

estudio.

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Audu, Z (67) quien al

realizar la caracterizacion molecular y el analisis filogenético de especies de Toxocara
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en perros, bovinos y budfalos en Egipto, concluyd que el gen ITS-2 es una buena
herramienta sensible para la identificacion de gusanos adultos de Toxocara spp.

Direfenciando al T. vitulorum del T. canis en su estudio.

En relacion a este criterio otros autores demostraron que el ADN ribosomico (ADNTr)
es un marcador valioso, empleado frecuentemente para conseguir la identificacion de

parasitos de especies en Toxocara y Toxascaris (14,55).

10. IMPACTOS

e Sociales
El impacto social es positivo porque se puede evitar enfermedades en los

propietarios y en las mascotas, cuidando y previniendo la salud, es importante
informar cronogramas de desparasitacion, higiene en el lugar que habita la
mascota.

e Ambientales
El impacto es indirecto no es consecuencia directa de las acciones humanas, sino

de los productos o desechos que esta investigacion va a generar como los envases
donde se van a llevar las muestras al laboratorio, desechos de alcohol al 70 % a
las aguas residuales.
El Toxocara canis es un problema de salud publica cuando los huevos son
esparcidos a través de las heces del canino en el medio ambiente, infectando a los
animales del alrededor y a las personas, continuando con el ciclo biolégico.

e Técnicos
A través de los examenes coproparasitarios que se realizo, se puede observar la
carga parasitaria que presenta las mascotas.

e Economicos
El impacto es positivo, la eliminacion de este parasito no es costoso existen buenos
desparasitantes a precios econémicos, los propietarios invierten en su calidad de

vida.
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11. CONCLUSIONES

v' Las muestras aisladas de los caninos fueron identificadas con un 100% como
Toxocara canis, después de su comparacion con BLAST.

v' Mediante los examenes coproparasitarios se obtuvo como resultado que 20
caninos de los 106 muestreados estaban parasitados con toxocara canis.

v' La secuenciacién del gen ITS-2 del ADN ribosémico mostré ser una herramienta
eficaz en la identificacion de Toxocara canis de aislamientos en caninos del
cantdn Salcedo, permitiendo esclarecer su epidemiologia y caracterizacion

genética.

12. RECOMENDACIONES

e Es muy necesario que a los habitantes del cantén Salcedo se les imparta charlas
educativas para que estén informados de todo lo referente a las afecciones por
Toxocara canis en sus mascotas.

¢ Realizar nuevos estudios en otras zonas rurales y urbanas del pais para que el
sistema epidemioldgico siga perfeccionandose

o Realizar campanas para controlar y prevenir las infecciones de Toxocara canis en
las mascotas del canton Salcedo.

e Hablar con los presidentes de cada barrio o sector para poder realizar la

desparasitacion de una manera mas facil y organizada.
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15. ANEXQOS

Anexo N° 1 Hoja de vida estudiante 1
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HOJA DE VIDA

DATOS PERSONALES:

APELLIDOS: Antamba Yépez
NOMBRES: Marco Andrés
CEDULA: 100373514-7

FECHA DE NACIMIENTO:

02/Abril/1995

EDAD: 26 afos
TIPO DE SANGRE: O+
GENERO Masculino
ESTADO CIVIL: Soltero
CARGAS FAMILIARES: Ninguna

NACIONALIDAD:

Ecuatoriano

DOMICILIO ACTUAL:

Otavalo/Av. Abdon Calderén 7-09

TELEFONO CELULAR:

0999209003

CORREO ELECTRONICO:

marco.antamba5147@utc.edu.ec

ESTUDIOS REALIZADOS

Primaria: Unidad Educativa “10 de agosto”
Secundaria: Unidad Educativa Otavalo
Superior: Universidad Técnica de Cotopaxi (en proceso)

REFERENCIAS PERSONALES

Myriam Y épez

Parentesco:

Madre

0994092451

Marco Antamba

Parentesco:

Padre

0993948664




Anexo N° 2 Hoja de vida del estudiante 2
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HOJA DE VIDA

DATOS PERSONALES:

APELLIDOS: Milan Chariguaman
NOMBRES: Mayra Jessenia
CEDULA: 172637917-3
FECHA DE NACIMIENTO: 03/Agosto/1997
EDAD: 24 anos

TIPO DE SANGRE: O+

GENERO Femenino
ESTADO CIVIL: Casada

CARGAS FAMILIARES: 1 hijo

NACIONALIDAD:

Ecuatoriana

DOMICILIO ACTUAL:

Quito/Ecuador del futuro/Mz E/lote 15

TELEFONO CELULAR:

0939549597

CORREO ELECTRONICO:

mayra.milan9173@utc.edu.ec
mayrajm1997@hotmail.com

ESTUDIOS REALIZADOS

Primaria: Unidad Educativa “Pedro Vicente Maldonado”
Unidad Educativa Bilingiie “New Life”

Secundaria: Unidad Educativa Municipal “Julio. E. Moreno”

Superior: Universidad Técnica de Cotopaxi (en proceso)

REFERENCIAS PERSONALES

Alberto Guzmén Parentesco:

Esposo 0991221182

Parentesco:

Marlene Chariguaman

Tia 0986990707



mailto:mayra.milan9173@utc.edu.ec
mailto:mayrajm1997@hotmail.com

Anexo N° 3 Hoja de vida Tutora

TUTOR DE TITULACION

Datos informativos personal docente

APELLIDOS: Toro Molina

NOMBRES: Blanca Mercedes

ESTADO CIVIL: Soltera
CEDULADE CIUDADANIA: 0501720999
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LUGAR Y FECHA DE NACIMIENTO: Latacunga, 20 de noviembre de 1970

DIRECCION DOMICILIARIA: Latacunga, La Estacion, Gral. Julio Andrade y Marco A.

Subia

TELEFONO CONVENCIONAL: 032800638

TELEFONO CELULAR: 0995272516

CORREO ELECTRONICO: blanca.toro@utc.edu.ec

bmtmmercedestoro@yahoo.com

EN CASO DE EMERGENCIA CONTACTARSE CON: Monica Toro (0998102630)

ESTUDIOS REALIZADOS Y TITULOS OBTENIDOS

NIVEL TITULO OBTENIDO FECHA DE CODIGO DEL
REGISTRO REGISTRO
TERCER | Doctora en Medicina Veterinaria y | 4 octubre/2002 1006-02-283706
Zootecnia
CUARTO | Magister en Clinica y Cirugia canina | 28/agosto/2014 1018-14-86050818

Diplomado en Didactica de la
Educacién Superior

06 diciembre 2012

1020-12-86029975

Magister en Gestion de la Produccion

loctubre/2007

1020-07-667220

Diplomado superior en Medicina y
manejo de urgencias de pequefias
Especies

22septiembre/2005

1005-05-610370

Diplomado Superior en
anestesiologia y cirugia en perros y
gatos.

28 Abril/2004

1005-04-498652




Anexo N° 4 Recoleccién de Muestras

Nombre Sexo Edad Lugar Desparasitacion  Parasitado Fecha de Fecha de Fecha de
del canino donde recoleccionde la  desparasitacion recoleccion del

duerme muestra parasito

la

mascota
1 Paco M 4 afios Terreno Si No 15/03/2021 16/03/2021 = e
2  Francisca H 6 afios Casa No No 15/03/2021 16/03/2021 = -
3  Beili M 1 afio Terraza No No 15/03/2021 16/03/2021 = -
4  Balto M 9 mes Terreno No No 15/03/2021 16/03/2021 = e
5 Dogui M 5 afios Terreno Si No 15/03/2021 16/03/2021 = -
6  Titi H 7 afios Casa No No 15/03/2021 16/03/2021 -
7  Jonas M 2 meses Casa No No 15/03/2021 16/03/2021 = e
8  Solovino M 1 mes Terreno No Si 15/03/2021 16/03/2021 17/03/2021
9  Roki M 6 meses Terraza No No 15/03/2021 16/03/2021 = e
10 Pinky H 1 afio Terreno No No 15/03/2021 16/03/2021 = -
11 Cloy H 11 meses  Terreno Si No 16/03/2021 17/03/2021 = -
12 Morita H 2 afnos casa No No 16/03/2021 17/03/2021 = e
13 Luzma H 1 afio casa No No 16/03/2021 17/03/2021 = -
14 Nachito M 3 meses casa No Si 16/03/2021 17/03/2021 18/03/2021
15 Negro M 1 mes Terreno No Si 16/03/2021 17/03/2021 18/03/2021




N Nombre Sexo Edad Lugar donde Desparasitacion Parasitado Fecha de Fecha de Fecha de
del duerme la recoleccion de la desparasitacién recoleccién
canino mascota muestra del parasito

16 Ratita H 3 meses Casa Si No 16/03/2021 17/03/2021 W -

17 Joli M 9 meses Terraza No No 16/03/2021 17/03/2021 W = -

18 Coki H 6 meses Casa No No 16/03/2021 17/03/2021 W e

19 Negra H 3 meses Terreno No Si 16/03/2021 17/03/2021 18/03/2021

20 Tarzan M 11meses Terreno Si No 16/03/2021 17/03/2021 -

21 Monito M 7 meses Casa No No 17/03/2021 18/03/2021 W e

22 0Oso M 1 afio Terraza Si No 17/03/2021 18/03/2021 W = e

23 Max M 6 afios Casa No No 17/03/2021 18/03/2021 W = e

24 Sony M 1 mes Terreno No Si 17/03/2021 18/03/2021 19/02/2021

25 Ema H 6 meses Casa No No 17/03/2021 18/03/2021 W = -

26 Once M 3 meses Terreno No Si 17/03/2021 18/03/2021 19/03/2021

27 Chispita H 4 meses Casa No No 17/03/2021 18/03/2021 -

28 Balu M 8 meses Casa No No 17/03/2021 18/03/2021 W = -

29 Nala H 2 afos Casa No No 17/03/2021 18/03/2021 W e

30 Bixer M 2 meses Casa No No 17/03/2021 18/03/2021 W e

44
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N  Nombre Sexo Edad Lugar donde Desparasitacion Parasitado Fecha de Fecha de Fecha de
del canino duerme la recoleccion de  desparasitacion recoleccion
mascota la muestra del parasito
31 Brenda H 6 afios No No 22/03/2021 23/03/2021 e
32 Rio M 2 meses Terreno No Si 22/03/2021 23/03/2021 24/03/2021
33  Rumi M 2 meses Casa Si No 22/03/2021 23/03/2021 -
34 Suri M 2 meses Terraza Si No 22/03/2021 23/03/2021 = e
35 Tita H 2 meses Terraza No Si 22/03/2021 23/03/2021 24/03/2021
36 Blanco H 6 meses Casa No No 22/03/2021 23/03/2021 e
37 Beatriz M 9 meses Casa No No 22/03/2021 23/03/2021 e
38 M 5afios Casa No No 22/03/2021 23/03/2021 e
Shikan
39 Max M 1 afio Casa No No 22/03/2021 23/03/2021 e
40 Bujia M 1 afio Casa No No 22/03/2021 23/03/2021 e
41 Rey M 3 meses Casa No No 23/03/2021 24/03/2021 e
45 Lider M 4 meses Terreno No No 23/03/2021 24/03/2021 = e
43 Firulais M 1 mes Terreno No Si 23/03/2021 24/03/2021 25/03/2021
44  Pimpa H 9 meses Terreno No No 23/03/2021 24/03/2021 = e
45 KimKong M 1 mes Terreno Si No 23/03/2021 24/03/2021 = e




N Nombre Sexo Edad Lugar Desparasitacion Parasitado Fecha de Fecha de Fecha de
del donde recoleccion de la desparasitacién recoleccion del
canino duerme muestra parasito

la
mascota

46 Pandora H 4 anos Terreno No No 29/03/2021 30/03/2021 W -

47 Nieve H 6 meses Casa No No 29/03/2021 30/03/2021 -

48 Sofia H 6 mese Casa Si No 29/03/2021 30/03/2021 e

49 Pulgas M 5anos  Terreno No No 29/03/2021 30/03/2021 -

50 Lobo M 2 afos Casa No No 29/03/2021 30/03/2021 e

51 Pitufina H 8 meses Terreno  Si No 29/03/2021 30/03/2021 e

52 Paco H 2 meses Casa No Si 29/03/2021 30/03/2021 31/03/2021

53 Kiko M 2 meses Casa No Si 29/03/2021 30/03/2021 31/03/2021

54 Loba H 7meses Terreno No Si 29/03/2021 30/03/2021 31/03/2021

55 Blanco M 8 meses Terraza Si No 29/03/2021 30/03/2021 -

56 Spanki M 4 meses Casa Si No 05/04//2021 06/04//2021 -

57 Caramelo M 1 mes Terreno No Si 05/04//2021 06/04//2021 07/04/2021

58 Rayo M 1 afio Terraza No No 05/04//2021 06/04//2021 -

59 Luna H 2 afios Casa No No 05/04//2021 06/04//2021 W —mmmmemmmeeeeee-

60 Nena H 9meses Terraza Si No 05/04//2021 06/04//2021 W —mmmemmmmmeeeeee
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Nombre Sexo Edad Lugar Desparasitacion Parasitado  Fecha de Fecha de Fecha de
del canino donde recoleccion desparasitacion recoleccion
duerme la de la muestra del parasito
mascota

Oso M 2 afos Terraza No No 05/04//2021 06/04//2021 = —mmmemmeeeeeee
61
62 Kitty H 3 afos Casa No No 05/04//2021 06/04//2021 = —memmmmeeeeeeee
63 Pitufo M 9 afios Terreno No No 05/04//2021 06/04//2021 = —mmmemmeeeeeee
64 Coketa H 2 meses Casa No Si 05/04//2021 06/04//2021 07/04/2021
65 Balto M 5 afios Casa No No 05/04//2021 06/04//2021 = —mmeeemeeeeeee
66 0Oso M 4 meses Terraza No Si 12/04/2021 13/04/2021 14/04/2021
67 Asla H 4 meses Casa Si Si 12/04/2021 13/04/2021 14/04/2021
68 Francisco M 7 meses Terraza No No 12/04/2021 13/04/2021 = e
69 Memo M 5 afios Casa Si No 12/04/2021 13/04/2021 = e
70 Dulce H 4 afos Casa No No 12/04/2021 13/04/2021 = e

Maria
72 Mordelén M 8 anos Casa No No 12/04/2021 13/04/2021 = e
73 Pulguita M 5 meses Terreno No No 12/04/2021 13/04/2021 -
74 Pancha H 5 afios Casa No No 12/04/2021 13/04/2021 = e
75 Daniela H 4 afos Casa No No 12/04/2021 13/04/2021 = e

Bruno M 7 meses Casa  Si No  12/04/2021  13/04/2021 W  --m-mmmmmmemeee-

76

Si

No

12/04/2021

13/04/2021
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N Nombre Sexo Edad Lugar donde Desparasitacion Parasitado Fecha de Fecha de Fecha de

del canino duerme la recoleccion de desparasitacion recoleccion
mascota la muestra del parasito

77 Frutilla H 2 meses Casa No Si 19/04/2021 20/04/2021 21/04/2021

78 Lili H 1 afio Terreno Si No 19/04/2021 20/04/2021 = e

79 Max M 9 meses Terreno Si No 19/04/2021 20/04/2021 W = e

80 Nifo M 4 meses Terreno No No 19/04/2021 20/04/2021 W e

81 Dok M 2 meses Terreno No Si 19/04/2021 20/04/2021 21/04/2021

82 Batman M 8 meses Terraza Si No 19/04/2021 20/04/2021 W = —mmemmmeeee

83 Princesa H 3 afios Terreno No No 19/04/2021 20/04/2021 W e

84 Principe M 5meses Terraza No Si 19/04/2021 20/04/2021 21/04/2021

85 Osito M 1 meses Terreno No Si 19/04/2021 20/04/2021 21/04/2021

86 Chiki H 6 meses  Terreno Si No 28/04/2021 29/04/2021 e

87 Alana H 2 afos Casa Si No 28/04/2021 29/04/2021 W e

88 Newton M 4 meses Casa No No 28/04/2021 29/04/2021 W e

89 Gabo M 7 meses  Terreno No No 28/04/2021 29/04/2021 -

90 Rey M 9 meses Casa No No 28/04/2021 29/04/2021 -
Cabezas

91 Zoe H 11 meses Terraza No No 28/04/2021 29/04/2021 W = —mmeemmmeeeee




N  Nombre Sexo Edad Lugar Desparasitacion Parasitado  Fecha de Fecha de Fecha de
del canino donde recoleccién desparasitacion recoleccién
duerme la de la muestra del parasito
mascota
92  Thiago M 5meses  Terreno Si No 03/05/2021 04/05/2021 = ---ememmmeeeeee-
93  Chiripa H 4 meses  Terreno No No 03/05/2021 04/05/2021 -
94  Agust M 1 afio Casa No No 03/05/2021 04/05/2021 e
95 Teo M 2 meses  Terraza No Si 03/05/2021 04/05/2021 05/05/2021
96  Hachi M 2 meses  Terraza No Si 03/05/2021 04/05/2021 05/05/2021
97  Scooby M 3 meses Terraza Si No 03/05/2021 04/05/2021 = -meemeemeeeeeeee-
98 Toby M 4 meses  Terreno Si No 03/05/2021 04/05/2021 e
99 Lucas M 1 mes Terreno No Si 03/05/2021 04/05/2021 05/05/2021
100 Chispa H 6 meses  Terreno No No 03/05/2021 04/05/2021 = e
101 Odie M 2 meses  Terreno No No 03/05/2021 04/05/2021 -
102 Wil H 4 afios Terreno No No 03/05/2021 04/05/2021 e
103 Alf M 2 afios Terreno No No 03/05/2021 04/05/2021 = ---ememmmeeeeee-
104 Ken M 9meses Casa No No 03/05/2021 04/05/2021 -
105 Luke M 3 meses  Terreno No Si 03/05/2021 04/05/2021 05/05/2021
106 Gordo M 1 mes Casa Si No 03/05/2021 04/05/2021 = ---ememmmeeeeee-




Anexo N° 5 Desparasitacion en diferentes barrios de Salcedo

Figura N° 8 Barrio San Marcos
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Figura N° 10 Barrio San Isidro

Figura N° 11 Barrio Econémico
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Figura N° 12 Expulsion del parasito adulto Toxocara canis.

Figura N° 13 Toma de pesos
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Anexo N° 6 Aval del Traductor

UNIVERSIDAD & CENTRO
TECNICA DE = DE IDIOMAS
gl COTOPAX @
AVAL DE
TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica
de Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccioén del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo titulo versa:
“IDENTIFICACION MOLECTULAR DEL ADN EN TOXOCARA CANIS EN
CANINOS EN SALCEDO?” presentado por: Marco Andrés Antamba Yépez y Mayra
Jessenia Mildn Chariguaman, egresados de la Carrera de: Medicina Veterinaria,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales, lo
realizaron bajo mi supervisiény cumple con una correcta estructura gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a los peticionarios hacer uso
del presente aval para los fines académicos legales.

Latacunga, agosto del 2021

Atentamente,

Msc. Borja Salazar Erika Cecilia

DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS-
UuTC

CC: 0502161094



