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RESUMEN

La presente investigacion se ejecutd en la Provincia de Cotopaxi, zona urbana del Cantén
Latacunga, el objetivo fue realizar la Tipificacion genética de Toxocara canis. Se recolectaron
muestras de materia fecal de 60 caninos domésticos, de ambos sexos, con propietario
identificado. La poblacion en estudio se distribuyd en un rango de edad de 2 meses hasta los 9
afios. Se tomaron 3gr de heces frescas, las cuales fueron procesadas en el laboratorio de la
Clinica Veterinaria Mundo Animal bajo la técnica de flotacion de Sheather. Resultaron
positivos 11 caninos, detectandose la presencia de huevos de Toxocara canis, (18.33%) de
prevalencia, segun el andlisis microscopico mediante la aplicacion de la técnica cualitativa
(Cruces) de deteccion de huevos de parasitos. Se desparasito via oral a toda la poblacion de
canes en estudio, teniendo en cuenta las diferentes condiciones de vida y el inadecuado control
profilactico, se observo la expulsion de parasitos en etapa adulta en 21 caninos, lo que
representa el 35% de presencia del parésito, basado en el diagnéstico macroscopico de materia
fecal. En 9 caninos de 2 a 4 meses de edad se realiz6 una desparasitacion sin previo analisis
fecal y como resultado se observo la expulsion de parasitos en el total de animales. EI 100% de
estos parasitos fueron identificados como Toxocara canis basandose en las caracteristicas
morfoldgicas que presentaron. Se determind que la técnica microscopica no es totalmente
efectiva si existe una baja carga parasitaria o los paréasitos se encuentran cursando una diferente
etapa evolutiva. Para la tipificacion molecular del parasito adulto se procedié a realizar la
diseccion siguiendo un protocolo estandarizado para la familia Ascarididae que contempla
Toxocara canis, preservando la integridad de la muestra bioldgica para garantizar la extraccion,
valoracion y cuantificacion del ADN al evitar la posible interferencia de los 6rganos
reproductores durante el proceso de amplificacion del ADN. De las 30 muestras en las que se
identificé morfol6gicamente como Toxocara canis, solo 24 fueron confirmadas como positivas
mediante PCR (80%), observandose una correcta amplificacién de bandas, el 20% restante
pudieran corresponder a otros tipo de Toxocara, posiblemente Toxocara cati. El estudio

demuestra la alta especificidad en el diagndstico al emplear herramientas moleculares.

Palabras clave: Parasitos gastrointestinales, identificacién, PCR, marcadores moleculares
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ABSTRACT

This research was carried out at Cotopaxi Province, in Latacunga urban area, the objective was
to perform the Toxocara canis genetic classification. With identified owner, 60 domestic
canines, both sexes, fecal matter samples, were collected. From 2 months to 9 years, age range,
was the study population distributed of 3gr of fresh feces were taken, which were processed in
the Laboratory of “Mundo Animal” Clinic Veterinary under the Sheather technique of flotation.
Eleven canines were positive, detecting the presence of Toxocara canis eggs, which is (18.33%)
of prevalence, according to the microscopic analysis by applying the qualitative technique
(Crosses) to detect parasite eggs. The dogs population under study was dewormed orally, taking
into account different living conditions and inadequate prophylactic control, the parasites
expulsion in adult stage was observed in 21 canines, which represents 35% of the parasite's
presence, based on the macroscopic diagnosis of fecal matter. In 9 canines from 2 to 4 months
of age, deworming was performed without previous fecal analysis and as a result the parasite
was expelled in the total number of animals, 100% of these parasites were identified as
Toxocara canis based on the morphological characteristics they presented. It was determined
that the microscopic technique is not fully effective if there is a low parasitic load or the
parasites are in a different evolutionary stage. For the molecular typing of the adult parasite, the
dissection was carried out following a standardized protocol for the Ascarididae family that
includes Toxocara canis, guaranteeing the integrity of the biological sample to certify the
extraction, titration and DNA quantification by avoiding the possible interference of the
Reproductive organs during the DNA amplification process. From 30 samples in which
Toxocara canis was morphologically identified, only 24 were confirmed as positive by PCR
(80%), observing a correct amplification of bands, the remaining 20% could correspond to other
types of toxocara, possibly Toxocara cati. The study demonstrates the high specificity in the

diagnosis when using molecular tools.

Keywords: Gastrointestinal parasites, identification, PCR, molecular markers
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1.

INFORMACION GENERAL
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1.3.Fecha de finalizacién
Julio 2019
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Cotopaxi
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Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
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Medicina Veterinaria
1.7.Proyecto de investigacion vinculado:
Determinacion de enfermedades infecciosas y parasitarias de animales domésticos de la
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Salud Animal
1.11. Sub lineas de investigacién de la Carrera:

Microbiologia, parasitologia, inmunologia y sanidad animal



2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La parasitosis es una de las patologias mas comunes tanto en animales como en humanos
ocasionando alta morbilidad y mortalidad ya que los parasitos logran permanecer durante un
tiempo largo en el organismo causando una alteracion fisiologica del huésped *. Por tal razéon
es de suma importancia realizar la identificacion clinica y molecular del parasito con el fin de

prevenir y controlar la enfermedad.

El diagnostico molecular es una técnica que se encuentra desarrollandose continuamente

revolucionando el diagnostico clinico mostrando gran impacto en las areas de la salud 2.

Los métodos para el estudio de parasitos son muy basicos por lo que existen marcadores
genéticos en los espaciadores transcritos del ADN ribosomal haciendo posible identificar
especificamente a nematodos de Toxocara canis, de igual forma el avance de técnicas
moleculares ha dado paso a la aplicacion de marcadores como ITS 1 para una PCR multiplex y

microsatélites para el reconocimiento de especies de Ascaris 3.

La identificacion molecular es una técnica que permite la generacién de métodos de diagndstico
mas alternativos, rapidos, sensibles y especificos para detectar, identificar y cuantificar a los

patdgenos que afectan al animal.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, es una técnica que consiste en la amplificacién de los
acidos nucleicos, para asi identificar secuencias de ADN de microorganismos con una
aproximacion diferente. Esta caracterizada por ser altamente especifica y poseer gran
sensibilidad en comparacion con otros métodos obteniendo los resultados en pocas horas; por

consiguiente tiene un alto potencial de aplicacion para el diagndstico de agentes infecciosos 4.

La PCR consiste en la amplificacion in vitro de un fragmento de ADN especifico. Para llevar a
cabo el experimento de amplificacion es necesario conocer, al menos parcialmente, la secuencia
del fragmento a amplificar (un gen, una parte de un gen, una region no codificadora, etc).
Basicamente, se trata de replicar una y otra vez un mismo fragmento de ADN vy, para ello,

debemos realizar in vitro lo que hacen las células in vivo para replicar su ADN 3,



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
3.1. Beneficiarios Directos

v Investigadores que se enfocan en el diagnostico molecular.
v Elinvestigador principal del proyecto, requisito previo a la obtencion del Titulo de Médico

Veterinario y Zootecnista.
3.2. Beneficiarios Indirectos

v' Estudiantes e investigadores de la carrera de Medicina Veterinaria que desarrollaran
actividades de investigacion en las catedras de Parasitologia, elementos incluidos en la
malla curricular.

v' Laboratorios clinicos que tendran una técnica mas especifica para la identificacion de

parasitos.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Las parasitosis intestinales representan un problema de salud publica debido a las multiples
enfermedades que pueden producir ocasionando deterioro de la salud animal afectando el
bienestar y vitalidad del huésped siendo capaz de causar la muerte, inclusive trae consigo dafios
econdmicos, sociales y ambientales, los cuales podrian disminuir notablemente si se contara

con diagndsticos tempranos y acertados del tipo de paréasito infectante.

Dentro de los parésitos intestinales encontramos ascaris, anquilostomas, tenias, tricdridos,
siendo el grupo de Ascaris aquel que engloba el género de Toxocara canis, esta es una especie
de nematodo que infecta a perros en todo el mundo siendo una de las parasitosis mas comunes

con la que se enfrenta el animal.

La identificacion de parasitos se realiza por estudios morfolégicos, inmunologicos y
moleculares tanto de las formas adultas como evolutivas, tomando a la técnica molecular como

técnica de diagnostico mas sensible para evitar la resistencia ante los farmacos antiparasitarios.

El diagndstico molecular engloba un conjunto de técnicas de biologia molecular que son
utilizadas para identificar y analizar marcadores biologicos en el genoma *; por lo tanto la

identificacion molecular se basa en la composicion constitutiva de los cidos nucleicos mas que



en los productos de su expresion. Dentro de las técnicas de identificacion molecular se
encuentra el PCR o Reaccién en Cadena de la Polimerasa, esta técnica ha revolucionado el

modo de manipular, clonar y detectar fragmentos de ADN °.

A nivel mundial la identificacién molecular de Toxocariasis canina no se encuentra totalmente
estudiada y existen inconvenientes en cuanto a los métodos de diagndstico empelados, como el
método estdndar que es la microscopia, la cual presenta problemas de sensibilidad en zonas de
baja intensidad de infeccidn parasitaria, no son especificos en cuanto a la identificacion de

género del paréasito y especie a la que pertenecen.

La prevalencia de Toxocara canis en perros es muy alta debido, sobre todo, a la transmisién
prenatal. Las tasas de distribucién mundial reportadas para la infeccion por Toxocara canis en

perros varian de 0 a2 99,4% .

La prevalencia general en Latinoamérica de helmintos gastrointestinales en caninos es del
22.2% al 76.5%, la amplia variacion se debe a que las condiciones de vida y medioambientales
de los animales son muy diversas en cada pais. La prevalencia general registrada para Toxocara

canis es de 19.75% ¢,

En el pais no se encuentra desarrollado estudios moleculares de alcance nacional, y para algunos
parésitos, ni siquiera se han llevado a cabo estudios de prevalencia local. Consecuentemente,
existen infecciones que pudieran ser subestimadas en nuestra poblacién resultando en
problemas de salud que incrementan la morbimortalidad y que para tratarlas se requiere mayor

financiamiento °.

En la provincia de Cotopaxi, existe un estudio de prevalencia de parasitos intestinales
identificada por medio de la técnica microscopica en algunas parroquias como Pastocalle en la
cual existe un porcentaje de 90,67% 2 y en la parroquia de Mulal6 existe un porcentaje de

93,33% de parésitos intestinales y de estos el 4.28% tiene Toxocara canis 3.

Para que exista un diagnostico microscépico debe existir la presencia de huevos de Toxocara
canis en las heces del animal, por lo que es necesario que el parasito se encuentre en esta etapa.
En caso de no poder visualizarlos se debe a que existe una carga parasitaria baja. Por otro lado
cuando la carga parasitaria es moderada a alta va a existir la expulsion del parasito adulto ya
sea por heces o vémito; el reconocimiento del tipo de parasito se lo realiza por sus

caracteristicas morfologicas pudiendo existir parasitos similares en cuanto a forma, en cambio



al realizar la identificacion molecular el resultado va a ser especifico del género que se requiera

reconocer, en este caso Toxocara canis.

Se realizara una recoleccién de muestras fecales para analizarlas mediante un examen
coproparasitario y determinar si existen formas evolutivas del parasito y proceder a la obtencion
del parésito adulto mediante desparasitacion; para asi analizar la muestra bioldgica mediante la
aplicacion de PCR en tiempo real para amplificar el ADN y obtener asi una secuenciacion

especifica.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Tipificacion genética de Toxocara canis mediante la caracterizacion morfologica y

molecular en la zona urbana de Latacunga.
5.2. Objetivos Especificos

— Determinar la presencia de Toxocara canis en muestras fecales de caninos mediante un
examen coproparasitario.

— Establecer el protocolo de diseccion ideal de la muestra bioldgica que permita conservar la
integridad del ADN del parésito para garantizar la identificacion molecular.

— ldentificar Toxocara canis mediante la amplificacion de una region conservada del genoma
mediante el uso de primers especificos que permitan el reconocimiento del género

parasitario.

6. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA



6.1. Toxocariasis

La toxocariasis es una infeccion provocada por las larvas de unas lombrices parasitarias

(Toxocara canis y Toxocara cati) que suelen vivir en los intestinos de perros y gatos 2.

6.1.2. Distribucioén

Toxocara canis y Toxocara cati pueden encontrarse en la tierra en todo el mundo. Los huevos
de estas especies aparecen en el 2-88% de muestras de tierra recogidas en varios paises y
regiones. Las altas temperaturas y la humedad ambiente de los tropicos favorecen la transmisién
de la especie Toxocara 4.

6.1.3. Fisiopatologia

Los huevos de Toxocara canis, Toxocara cati y de otros helmintos &scaris de animales maduran
en el suelo e infectan a los perros, los gatos y otros animales. Los seres humanos pueden ingerir
accidentalmente huevos presentes en tierra contaminada con heces de animales infectados o
pueden alimentarse de huéspedes de transferencia infectados cocidos en forma insuficiente (p.
ej., conejos). Los huevos se incuban en el intestino humano y las larvas penetran en la pared
intestinal, para luego migrar a través del higado, los pulmones, el SNC, los 0jos u otros tejidos.
La lesidon tisular es secundaria al desarrollo de reacciones granulomatosas eosinofilas

desencadenadas por las larvas migratorias *°.

Las larvas no completan su desarrollo totalmente en el cuerpo humano, pero pueden permanecer

vivas durante varios meses.

6.1.4. Clasificacion taxondmica de Toxocara canis

Los neméatodos del Orden Ascaridida han sido el tdépico de muchas investigaciones sobre
filogenética y taxonomia. En el orden se han descrito mas de 50 géneros distribuidos en varias

especies 1.
Tabla 1 Clasificacién Taxonémica de Toxocara canis

Dominio: Eukaryota



Reino: Animalia
Subreino: Bilateria
Rama: Protostomia

Infrareino: Ecdysozoa
Superphylum: Aschelminthes
Phylum: Nemathelminthes
Clase: Secernentea
Subclase: Rhabditia
Orden: Ascaridida
Suborden: Ascaridina
Superfamilia: Ascaridoidea
Familia: Toxocaridae
Género: Toxocara

Especie: canis

Fuente: 16

6.1.5. Caracteristicas del parasito
Periodo de prepatencia

Variable, tipicamente 21 dias tras la infeccién prenatal; 27-35 dias tras la infeccion lactogénica;

32-39 dias tras la ingestion de huevos .

Periodo de patencia

4-6 meses dependiendo del estado inmunitario, ej. Cachorros 7.
Fases Infectantes y vias de transmision

Ingestion de huevos embrionados procedentes del suelo o pelo del animal, larvas en la leche u

hospedador paraténico. ’.

6.1.6. Descripcion morfoldgica del parasito y huevo de Toxocara canis



Son nematodos grandes de color blanquecino el cual posee una cuticula con finas estriaciones
transversales. El extremo posterior es romo en las hembras y digitiforme en los machos con dos

espiculas desarrolladas *8.

Fuente: 18 Fuente: 18

Grafico 1 Parasito adulto de Grafico 2 Extremidad cefalica de

. Toxocara canis
Toxocara canis

6.1.6.1. Huevos

Son similares a los de Ascaris suum pero un poco mayores de tamafio, miden 85 micras de
diametro, son subglobulosos, presentan una cubierta irregular ‘6, gruesa y ornamentada por
numerosos hoyuelos ° el protoplasma se aprecia con un aspecto granuloso y no estan
embrionados cuando salen a través de las heces de los canidos infectados. Presentan un sistema

reticular superficial de cresta y nervaduras'® y cada uno contienen una sola célula 2.

Los huevos necesitan madurar en el medio exterior durante varias semanas antes de ser
infecciosos. Se ha observado que los huevos de Toxocara canis evolucionan a su estadio

infectante segun las condiciones de temperatura, humedad y aireacion 2.

Los huevos fértiles larvados de Toxocara canis pueden mantenerse viables por varios meses e
incluso por afos; son resistentes a los factores ambientales, pueden permanecer infectantes en
suelo humedo y temperatura templada; también, soportan la desecacién por su cubierta

resistente 2.

Los huevos son casi esféricos, tienen una cubierta gruesa, rugosa y con un componente lipidico

superficial, que les permite adherirse a cualquier elemento 2%, La fertilizacion estimula



inmediatamente la formacidn de esta cubierta, que tiene cuatro capas, tres las forma el propio
huevo y la cuarta es afiadida por las secreciones del utero. En primer lugar aparece la capa
vitelina y, por debajo, una capa quitinosa que va seguida de una tercera de naturaleza lipidica
formada bajo la segunda por coalescencia de granulos refringentes. EI material secretado por la
pared del utero se adhiere a la superficie externa del huevo para formar la cuarta capa. Mientras
el huevo esté en el Utero, mantiene un aspecto albuminoso e incoloro; sin embargo al entrar en
contacto con la bilis intestinal del hospedero, se endurece y adquiere una coloracion pardo-

amarillenta .

Los huevos (6vulos) infértiles presentan una forma mas irregular y, generalmente, no tienen
bien definidas sus capas, ya que su formacion esta estimulada por la penetracion de los
espermatozoides en los oocitos ?2. Los huevos de Toxocara canis se caracterizan por su gran
capacidad de resistencia ante elementos quimicos, mecanicos y térmicos, debido a la estructura
de su cubierta. Los huevos producidos por las hembras se eliminan en las heces y son resistentes
a las condiciones del medio ambiente, siempre y cuando exista humedad 24,

Fuente: 2

Gréfico 3 Huevos de Toxocara canis
6.1.6.2. Larvas

Las larvas de Toxocara canis miden aproximadamente 0,4 micras de longitud por 0,015-0,021
de diametro y son facilmente distinguibles de las larvas de otras especies. En el medio externo

siempre se encuentran en el interior de los huevos *°.

En la region cefélica se encuentran las papilas cefalicas. El aparato bucal se continda en un
esofago largo, que ocupa un tercio de la longitud total de la larva. La porcion periesofagica esta
ocupada por abundantes nucleos ganglionares. El eséfago se prolonga en un intestino cilindrico
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que desemboca en un ano situado en posicion subterminal, el primordio genital se encuentra en
el altimo tercio y adosado a la pared intestinal. A nivel del primer tercio del es6fago se sitda un
anillo nervioso, mientras que en la posicion subterminal se encuentra la célula excretora que

desemboca en un poro excretor 2,
6.1.6.3. Adultos

Son nematodos que presentan tres labios y lateralmente dos alas cervicales 2°. EI macho mide
de 4 a 6 cm. y la hembra es mayor llegando a alcanzar de 6 a 10 cm 28, La boca se cierra con
tres labios?® y en la region cervical de ambos sexos existen aletas que son mucho mas largas
que anchas, miden de 2 a 4 mm por 0,2 mm 6, .El es6fago alcanza alrededor de 5 mm de largo
incluyendo el ventriculo, el cual mide 0,5 mm de longitud. En el macho el extremo posterior
tiene una forma caracteristica de enrollado en espiral. A diferencia del macho, la hembra
presenta un extremo posterior romo 22, la vulva se encuentra situada entre la quinta y sexta

partes anteriores del cuerpo del verme 6,

6.1.7. Ciclo de vida

En el caso de Toxocara canis existen diferentes hospedadores definitivos a parte del perro como
por ejemplo los céanidos salvajes, Los huevos se expulsan mediante las heces sin embrionar,
precisando un periodo de desarrollo en el medio externo, que, en condiciones adecuadas de
humedad y temperatura ambiente, suele ser de unas dos semanas 2. Los perros pueden adquirir
la infestacion mediante la ingestidn de huevos embrionados, la mayoria de los cuales eclosionan

en el duodeno entre las dos y las cuatro horas después de su ingestion.

Para Toxocara canis, el suelo es un gran reservorio, donde los huevos evolucionan hasta el
estadio juvenil (L2), lo que les permite permanecer estables durante uno a tres afos; esto eleva
la posibilidad de que el ser humano se infecte. La ingestion en caninos es por via oral, el
consumo de huevos infectados es la causa mas comun, pero se puede deber también por la
ingesta de hospedadores infectados con el parasito. Los huevos eclosionan en el intestino
delgado proximal; las larvas en estadio dos atraviesan la mucosa intestinal, hasta llegar a la
circulacion portal, donde llegan al higado, y siguiendo la circulacion llegan al corazén, pulmoén
y traquea; de la traguea son nuevamente ingeridos, y en el intestino mudan hasta alcanzar la
madurez sexual, donde se producen los huevos no embrionados; estos huevos son eliminados a
través de las heces y se desarrollan en el suelo, el cual les brinda las condiciones necesarias

para su desarrollo y crecimiento; hasta la eliminacion 7.
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En el hombre después de la ingestion de huevos embrionados, estos pasan al duodeno y por via
sanguinea y linfatica las L2 emprenden la migracion histica, los érganos més afectados son el

higado, los pulmones, el cerebro y los ojos 2

En los perros adultos el ciclo de infeccidn es igual hasta la migracion al pulmon, pero en estos
los huevos llegan a la circulacion y de alli pasan a los 6rganos y los musculos, donde las larvas

pueden sobrevivir durante varios afios 2’
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Graéfico 4 Ciclo Biol6gico de Toxocara canis

6.1.8. Sintomas

La Sintomatologia se caracteriza por descargas nasales que pueden llegar a ser mortales o
simplemente desaparecen después de tres semanas. Cuando hay infeccion masiva prenatal
existen gusanos en el intestino y estomago, alterando la digestion y causando trastornos como
vomitos acompafiados de gusanos, en otros casos hay diarreas de tipo mucoide con
deshidratacién, el abdomen esta distendido y presenta dolor a la palpacién. Los cachorros

algunas veces presentan neumonia por aspiracion de voémito que puede llegar a ser mortal.

La fase cronica en cachorros y perros de mas edad esta dada por un progresivo cuadro de

desnutricion a pesar de tener buena alimentacion. Puede presentarse diarrea intermitente. Otras
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veces pueden presentarse manifestaciones nerviosas consistentes en convulsiones de duracion

limitada 8.
6.1.9. Lesiones

El paso de las larvas sobre todo en pulmones, higado y rifion causa inflamaciones focales que

tienen un inicio hemorréagico y luego son granulomatoso-eosinofilico.
En el higado, las lesiones miden 0,5-1,5 mm y estan irregularmente distribuidas.

En una infeccion experimental se observa ligera hepatomegalia y microscopicamente
infiltracion de eosinofilos en la capsula de Glisson y focos granulomatosos en el parénguima
con pequefias hemorragias y necrosis celular local. Los ganglios linfaticos estan infartados
moderadamente. En los pulmones aparecen focos multiples amarillentos o rojizos de 0,5 — 3
mm dispersos en todos los lobulos. Hay también neumonitis intersticial multifocal, con
infiltrados inflamatorios y eosinofilia que persiste hasta siete semanas después del paso de las

larvas y que pueden superar el 80% a los 11 dias de la infeccion 2.

Los rifiones se decapsulan con dificultad, poseen zonas decoloradas irregulares en la superficie
y focos blanquecinos de 0,5 -1 mm en la corteza. También hay lesiones similares en el bazo,
diafragma y miocardio. En el intestino se encuentran toxocaras enrollados inmersos en
abundante mucus. Suele haber enteritis catarral mas o menos intensa dependiendo de la

importancia parasitaria 2.

6.1.10. Diagndstico mediante técnicas de Laboratorio
6.1.10.1. Técnica Coproldgica

Examen macroscépico. Debe realizarse inmediatamente a las muestras tomadas,
considerandose su consistencia, color, olor, presencia de mucosas, sangre, coagulos, cuerpos
extrafios y aun la posibilidad de encontrar parasitos o partes de ellos, elementos de importancia

para evitar errores de procedimiento °.

Examen microscopico. Para realizar un adecuado diagnostico de parasitos gastrointestinales
caninos como el Toxocara es recomendable detectarlos mediante la técnica de flotacion fecal

con solucion azucarada de Sheather o de Cloruro de Sodio (NaCl) 2°. Sin embargo es importante
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tomar en cuenta la aparicion de signos clinicos y una adecuada anamnesis antes de la fase de

excrecion del parasito, de esta manera se podra determinar correctamente el tratamiento.

El diagndstico puede parecer fallido por la ausencia de huevos y larvas o su excrecion fecal
intermitente, incluso en los casos sintomaticos, no obstante se puede realizar analisis de tres
muestras 0 mas, en dias alternos para asi aumentar la tasa de probabilidad de diagnosticar la

parasitosis en estadios positivos.
6.1.10.2. Técnicas cualitativas

Correspondiéndose con el sistema de cruces segun el namero de formas parasitarias asi:

Infeccion baja: (Campos con 1a 3 formas) = Unacruz. (+)

v

v Infeccion leve: (Campos con 4 a7 formas) = Dos cruces. (++)

v Infeccion moderada (Campos con 8 a 10 formas) = Tres cruces (++ +)
v

Infeccion grave: (Campos con méas de 10 formas) = Cuatro cruces (+++ +).
6.1.11. Tratamiento

En el tratamiento antiparasitario se requiere emplear antihelminticos de eficacia comprobada.
Es ademas de suma importancia definir el momento adecuado para la desparasitacion, ya que
un mismo tratamiento puede ser correcto y estar bien justificado en un momento dado, mientras
que en otro puede ser inadecuado e indtil. En la practica, el valor de un antihelmintico depende
de factores tales como el nivel del espectro, efecto residual, actividad frente a estadios adultos,

juveniles y larvarios de los vermes, via de aplicacion, seguridad y costo *°.

Los vermes adultos localizados en el intestino se tratan facilmente y los principios activos con
actividad adulticida que se emplean con mayor frecuencia son: levamisol (7,5 mg/ kg VS),
fenbendazol (50 mg/kg en perros), mebendazol (20-40 mg/kg) *! y el albendazol como farmaco

de eleccion en una sola dosis de 100mg/kg 2.

6.2.  Diagnostico Molecular de Parasitos

Los metodos de biologia molecular se caracterizan por ser especificos y poseer elevada
sensibilidad, ya que detectan el acido desoxirribonucleico (ADN) del parasito, aunque exista

una cantidad pequefia de estos en la circulacion sanguinea. En un principio se usaron las
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técnicas de hibridacién y actualmente el diagndstico molecular se basa en la detecciéon de
fragmentos especificos de ADN del genoma del parasito mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa o PCR por sus siglas en inglés “Polymerase Chain Reaction”. que tiene como
finalidad amplificar varias veces un pequefio fragmento de ADN, para obtener maltiples copias
resultando muy sensible, ya que detecta poca cantidad de ADN, debido a la amplificacion de
una secuencia especifica del ADN de Toxocara canis .

6.2.1. Métodos moleculares para tipificacion

Se denomina tipificacion a la identificacion y caracterizacion de microorganismos patdgenos
que permite establecer la identidad de los microorganismos causantes de brotes infecciosos,
determinando la fuente de infeccion y sus posibles patrones de diseminacién; asimismo
establece la prevalencia del agente infeccioso en una poblacion; la técnica de tipificacion a
emplear dependera de los requerimientos y caracteristicas del sistema analizado; sin embargo,
cualquiera que sea el método de tipificacion, debe ser evaluado previamente en cuanto a su

capacidad para generar la informacion epidemioldgica requerida 3.

6.2.2. Métodos moleculares fenotipicos y genotipicos

Los métodos fenotipicos se basan en la determinacién de caracteristicas bioguimicas y/o
fisioldgicas, constituyen la primera herramienta para la comparacion de microorganismos que
incluye la determinacion de actividades enzimaéticas, la capacidad metabdlica y los
determinantes antigénicos o susceptibilidad a agentes bactericidas; sin embargo, con este tipo
de métodos no se pueden identificar genes, polimorfismo o mutaciones que determinen la
expresion de las caracteristicas visibles en medios de cultivos, pruebas bioquimicas y de

susceptibilidad .

Los métodos genotipicos estudian el genoma del microorganismo causal de la enfermedad y
posibilitan el analisis de caracteristicas de polimorfismo genético concurrente en los agentes
etioldgicos. Se basan en la localizacion del material genético del organismo, lo que permite
generar nuevos cambios en el patron de expresion genética, y brinda alternativas mas estables

y reproducibles 5.

Dentro de las técnicas empleadas en genotipificacion se describen: la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), secuencia del genoma que implica la secuenciacion NGS y pirosecuencia,
hibridacion con sondas de ADN, RAPD y RFLP “6.
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6.2.2.1. PCR

La técnica de PCR fue inventada por Kary Mullis a mediados de los afios 80 que consistia en
lograr la multiplicacion in vitro de fragmentos definidos de ADN sin necesidad de recurrir a los
vectores y su replicacion en bacterias. Esta técnica permite multiplicar ("amplificar” es, en
realidad, el término que se ha impuesto) pequefias cantidades de ADN entre cientos de miles y
millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta hasta mas de
dos mil nucleétidos de longitud. EI segmento de ADN que sirve de molde no requiere estar

necesariamente en estado puro, sino que puede ser parte de mezclas complejas .

Las pruebas de PCR utilizan iniciadores, cebadores o “primers” para delimitar la amplificacion
de un segmento determinado del ADN utilizando una ADN polimerasa termoresistente. El
resultado de la prueba es la amplificacion de un fragmento de ADN especifico, de tamafio
conocido, detectado a traves de la electroforesis en geles de agarosa donde es visualizado como
una banda discreta mediante la fluorescencia a la luz UV luego del tratamiento del gel con
compuestos fluorescentes intercaladores de ADN seguido por un registro fotografico .

Procedimiento de PCR

Este paso consiste en llevar la reaccion hasta una temperatura de 94-96 °C (6 98 °C si se esta
usando una polimerasa termoestable extrema), que se mantiene durante 1-9 minutos *. Esto
sdlo es necesario para ADN polimerasas que requieran activacion por calor 3. En el proceso de
desnaturalizacion, las dos cadenas del ADN se separan una de la otra y permiten que la matriz
(“template”) se encuentre como cadena simple, necesaria para la actividad llevada a cabo por

la polimerasa termoestable durante los pasos de amplificacion .

En el siguiente paso del ciclo, la temperatura se reduce a un valor que oscila en el rango de los
40 °C a los 60 °C. A esta temperatura, cada uno de los oligonucleétidos (primers) hibrida con
la secuencia complementaria en cada una de las cadenas simples de ADN, que se han separado
en el paso anterior, y sirven como cebadores para la sintesis, por la polimerasa termoestable.
La sintesis de ADN se inicia cuando la temperatura de la reaccion llega al valor 6ptimo para la
actividad de la polimerasa. Para la mayoria de las polimerasas esta temperatura se encuentra
en, aproximadamente los 72 °C. Luego se permite la sintesis durante 30 s a 2 min. Este paso
completa un ciclo y el siguiente ciclo se inicia con el retorno a los 94-95 °C para la

desnaturalizacion °.
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La cantidad de amplificado resultante va a depender de la disponibilidad de sustrato para la
reaccion por eso, los oligonucledtidos y los desoxirribonuclétidos trifosforilados se afiaden en
exceso respecto al ADN a amplificar. Como es facil inferir, la concentracion de ADN,
oligonucleotidos, de y ADN polimerasa activa disminuyen después de cada ciclo debido a la
sintesis que se esta produciendo por lo que la reaccion lleva a un méximo de amplificacion,
luego del cual el rendimiento y el nimero de copias obtenidas no aumentan. A esto se lo conoce
como el efecto “Platteau”. En la reacciéon de PCR ideal, existen tres fragmentos de acidos
nucleicos. El fragmento de ADN de doble cadena a ser amplificado (molécula blanco o target)
y dos oligonucle6tidos de cadena simple que hibridizan en alguna regién del ADN blanco

(iniciadores o primers) °.

La primera ronda de sintesis resulta en la generacion de cadenas de ADN nuevas sin una
longitud determinada, las cuales como las cadenas parentales, se pueden hibridizar a los primers
luego de la desnaturalizacion e hibridizacion. Estos productos se acumulan con una progresion

aritmética a través de los ciclos siguientes °.

Sin embargo, el segundo ciclo de desnaturalizacion, hibridizaciéon y sintesis, produce dos
productos de cadena simple que componen en conjunto un producto de doble cadena en el cual
posee la longitud exacta del fragmento original delimitado entre los primers. Cada cadena de
este producto discreto es complementaria a uno de los dos primers incluidos en la reaccién y

puede en consecuencia participar como blanco en los ciclos subsiguientes °.
Diagnostico de Toxocara canis por la técnica de PCR
La reaccion en cadena de la es una técnica de amplificacion de secuencias de DNA in vitro 8,

El diagndstico molecular utilizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR (por sus
siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), permite determinar ADN del parasito en muestras
de heces de perros y en suelos ¥, y podria ser una ventaja sobre las técnicas coproldgicas ya
que la deteccion de huevos en tierra no es muy sensible, debido a huevos rotos o deteriorados

y no facilmente identificables.

En otros paises se ha utilizado la técnica de PCR para deteccion de ADN de Toxocara canis en
muestras de tierra, permitiendo identificar las zonas donde esta circulando el paréasito; ademas
de permitir la diferenciacion del ADN de T. canis, del de T. cati, lo cual no puede hacerse por

técnicas parasitoldgicas, ya que los huevos son indistinguibles °,
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Tipos de Técnicas

1) PCRs para la amplificacion de un solo sitio conocido del genoma (locus). Estos PCRs
requieren conocer la secuencia que se trabaja (por ejemplo cuando amplificamos un gen
especifico como el 16S), en cuyo caso se utilizan oligonucleotidos disefiados a partir de la
secuencia de ese gen y se obtiene un solo fragmento de un tamarfio ya conocido. Con este tipo
de PCRs es posible hacer filogenias, y para obtener los datos hay distintos caminos: desde hacer
geles especiales que detectan cambios hasta de una sola base entre las secuencias (SSCP), hasta
utilizar enzimas de restriccion para generar patrones de cada individuo, aunque lo ideal es
obtener la secuencia completa del gen que amplificamos, sobre todo cuando se desea responder

a preguntas relacionadas con las fuerzas evolutivas que han actuado sobre él *.

2) PCRs en los que no es necesario conocer la region que se esta amplificando (se amplifican
regiones no conocidas, como zonas hipervariables del genoma), por lo cual no se sabe el tamafio
del fragmento (o fragmentos) que se esperan. Estos se utilizan para determinar polimorfismo
gendmico y son los mas comunes para fingerprint, ya que es sencillo obtener los datos (un gel
de agarosa después del PCR es suficiente), se observan varios loci simultaneamente y la
informacién de las zonas variables permite inferir los datos necesarios para analisis de genética
de poblaciones. En general este tipo de PCRs utiliza un solo oligonucleétido con 2
caracteristicas importantes: que sea de pequefio a mediano (de 6 a 18 bases) y sobre todo que

su secuencia esté presente muchas veces en el ADN del organismo que estudiamos L.

Existen zonas repetidas hipervariables del ADN que pueden amplificarse de esta manera, por
ejemplo los sitios que sirven para iniciar la sintesis de ADN en los cromosomas, conocidas
como microsatélites. En el primer ciclo de reaccion lo que sucedera es que el oligonucle6tido
utilizado hibridara en distintas zonas del ADN, y primero comenzaran a sintetizarse fragmentos
de tamafios variables e indefinidos (hasta donde la polimerasa logre copiarlos). En el segundo
ciclo las cadenas sintetizadas a partir de las primeras copias formadas seran del tamafio que
existe entre dos oligonucleotidos que no estén muy alejados entre si. Estos fragmentos se
copiaran una y otra vez, y de esta manera al final obtendremos muchos fragmentos de tamafios
diferentes, de los que conoceremos la secuencia con que inician y terminan, pero no la secuencia

completa de cada uno .
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Tabla 2 Caracteristicas y aplicaciones de las diferentes clases de PCR

TIPO DE PCR

Caracteristicas

Aplicaciones

PCR estandar

PCR anidada

PCR in situ

PCR Multiple

PCR - RFLP
(polimorfismos
de longitud de
fragmentos de

restriccion)

PCR con
transcriptasa
inversa (RT -

PCR)

PCR-RT
(Real Time) o
gPCR

Amplificacion de un segmento de ADN utilizando dos
cebadores. La deteccion de la ampificacion es
mediante geles de agarosa o poliacrilamida empleados
para las observaciones de regiones pequefias en
namero de pares de bases

En esta variante el producto de amplificacion es
utilizado como molde para realizar una segunda
amplificacion con iniciadores que se van a ubicar
dentro de la primera secuencia amplificada.

Deteccion cualitativa de un
segmento de ADN

Deteccion cualitativa de un

segmento de ADN,
altamente sensible y
especifico.

Los productos generados a partir de muestras biolégicas como secreciones y tejidos
pueden visualizarse en el sitio de amplificacion, y permiten la deteccién de cantidades

pequefias de material genético.

Amplificacion de dos o mas segmentos de ADN
utilizando varios partidores en una sola reaccion de
amplificacion. La deteccion de la amplificacion se
visualiza mediante geles de agarosa

PCR estandar con paso posterior de digestion con
enzimas de restriccion.

Este tipo de PCR utiliza como molde inicial el ARN y
se requiere una transcriptasa inversa para realizar la
conversion del ARN auntipo de ADN llamado ADNc
(ADN complementario)

PCR estandar donde se utilizan funciones o sondas con
fluoroforos para la deteccion de los fragmentos
amplificados; puede ser del tipo maltiple

Deteccion cualitativa de
varios segmentos de ADN en
una sola reaccién de PCR

Deteccién de polimorfismos
tipo RFLPs.

Expresién de genes.
Deteccién de virus ARN

Deteccion cualitativa de uno
o varios segmentos de ADN.
Cuantificacion de ADN en la
muestra (cargas) 0 expresion
de genes.)

Fuente: 41,

Para cada aplicacion de la PCR es necesario ajustar las condiciones y el disefio de la reaccion,

por ejemplo 42

- La duracion de las fases de apareamiento y elongacion.

- El tipo de cebadores o primers empleados y sus temperaturas de fusion.

- El tipo de polimerasa utilizada.

- Las cantidad de los reactivos y de ADN molde.

- La longitud del amplicon o producto de PCR obtenido.

m
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6.2.2.2. La Taq polimerasa

Al igual que la replicacién de ADN en un organismo, la PCR requiere de una enzima ADN
polimerasa que produzca nuevas cadenas de ADN mediante el uso de las cadenas existentes
como molde. La ADN polimerasa que normalmente se utiliza en la PCR se

Ilama Taq polimerasa, por la bacteria tolerante al calor de la que se aislo (Thermus aquaticus)
43

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 *3.

6.2.2.3. Primers

Un iniciador o cebador es una secuencia corta de ADN de cadena simple que se utiliza en una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el método PCR se emplea un par de cebadores
para hibridar con el ADN de la muestra y definir la region del ADN que sera amplificada.

También se les conoce como oligonucledtidos 4.

Un iniciador o cebador se refiere a un nimero reducido de nucleétidos del ADN, por lo general
de 18 a 24 pares de bases de longitud. Un cebador puede ser utilizado para muchos procesos
experimentales diferentes. Se puede utilizar en una reaccion de PCR para llegar a un locus
determinado y asi amplificarlo para su posterior analisis. Es una manera de seleccionar una

secuencia muy especifica del ADN %4,

Longitud del primer

Un primer debe ser lo suficientemente complejo de tal manera que la probabilidad de
anillamiento con una secuencia diferente a la de nuestro interés sea muy baja. Como se anot6
anteriormente una secuencia de 16 pb de longitud tiene una probabilidad de ser encontrada una
vez cada 4 16 pares de bases. Por esta razon es muy recomendable que un primer tenga, como

minimo, 17 bases de longitud “°.


https://es.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-genetic-material/dna-replication/a/molecular-mechanism-of-dna-replication
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Temperatura y tiempo de elongacion del primer

Por lo general se encuentra entre los 70-72°C durante 0.5-3 minutos. Si la polimerasa tiene una

actividad especifica a 37°C 6,

NUmero de ciclos de amplificacién

El nimero de ciclos de amplificacion necesarios para obtener una banda visible depende en
gran medida de la concentracion inicial de nuestro DNA a amplificar. Se recomiendan de 40-
45 ciclos para amplificar 50 moléculas y entre 25-30 para amplificar 3 5 moléculas, a la misma

concentracion (plateau effect) *°.

Consejos generales para el disefio de primers:

1. Los primers deben tener una longitud de 17-28b

2. El contenido de G+C debe estar alrededor del 50-60%.

3. Los Tms entre 55-800C son deseables.

4. Se deben evitar secuencias de 3 0 mas Cs 0 Gs en las regiones terminales 3'.

5. Las terminaciones 3' no deben ser complementarias, ya que esto puede llevar a la formacion

de dimeros.

6. Debe evitarse los primers que formen secuencias auto-complementarias (habilidad para

formar estructuras 2°).
Tipos de primers que existen para la identificacion molecular de Toxocara canis

En un estudio realizado %’ sobre la “Optimizacion de una metodologia para el aislamiento y
deteccion molecular de huevos de Toxocara canis en muestras de suelo” determino que para el
estudio del ADN de las muestras fecales del parasito se lo realizé en el ADN total de todo el
fluido de flotacion que se extrajo al utilizar el kit de extraccion de ADN Takapozist de acuerdo

con las instrucciones del fabricante.
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Primero, los huevos se sometieron 5 veces en 20s. Las muestras homogeneizadas fueron
dispuestos a través de la técnica de congelacion y descongelacion (10 ciclos de congelacion [10
min en nitrégeno liquido] y descongelacion [10 min a 95 ° C]) y la digestion con proteinasa K
se realizo durante la noche. Para esto se identifico Toxocara spp. los cebadores especificos de
la especie se eligieron entre el gen espaciador transcrito interno 2 (ITS2) que se describid
previamente como Tcanl (5-AGTATGATGGGCGCGCCAAT-3) y NC2 (5-
TAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") ¥,

La amplificacion por PCR se llevo a cabo en 25 pl de volimenes de reaccion que contenian 0,3
pl (5 u/ pl) de ADN Tag polimerasa, 2,5 pl de x10 tampon de PCR, 0,9 ul (50 mM) de MgCl ,,
0.5 I (10 mM) de desoxinucledtido trifosfato (ANTP). Se mezcla, 10-13 pl de agua destilada
desionizada, 1 pl de cada cebador directo e inverso (15 pmol), 3-4 pl de albumina sérica bovina
al 0,1% como potenciador, y 3-4 pl de plantilla de ADN. Las amplificaciones se realizaron bajo
las siguientes condiciones: Ciclo inicial a 94 ° C durante 30 s, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 ° C durante 60 s, luego a 55 ° C durante 30 s y extension por polimerasa
a 72 ° C durante 30s y un ciclo final a 72 ° C durante 5 min. Los productos de la PCR se

sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1% (p / v) tefiido con tincion segura para ADN
47

Una investigacion realizada “8 con el tema “Produccion y evaluacion del antigeno recombinante
TES-30 de Toxocara canis para el inmunodiagndstico de toxocariasis” se realizd la
construccién del gen sintético siendo procesado de la siguiente forma: el fragmento N se
sintetizé por elongacién con Taqg ADN polimerasa a partir de los oligonucleétidos alineados
Tc30Nfw en sentido 5°

ACCCCAACAACCACACGGCGCATGATCGCCGCAATCGTCGTTTTGTTATGTCTCC
ACCTCTCCGCCACCAATGCTTGCGCCACCAACAATGACTGTGGTATTTTCCAAGT
GTGCGTTAACAACGTCTGCGTTGCCAATAACCAAGGATGCAATCCGCCTTGTGTG
CCTCCGCAGGTTTGCGTTGCACCA-3’y Tc30Nrv en anti sentido 5’-
GTGCACCAGTCGCTAGCCTGGTTGAAAAGGAAGCGTCCAGGTAGAGAGG
CGATATAGCAATTGTTGTTGAACGGCGTCCAATTGGGTGGGCAGGCACGTGGTCT
TGTAGTTGTAACGCCTGGAGCTGCAGTTGTAGTGGCTGCCGGTGGAGGGGCGACA
CACATTGGTGCAACGCAAACCTG-3’ de 189 y 182 bases respectivamente 2,
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Finalmente en el articulo de investigacion realizado con el tema “Toxocara canis genes for
internal transcribed spacer 2, 5.8S ribosomal RNA, partial sequence, isolate: TNJ presenta una

tabla de referencias de las diferentes secuencias de ADN para identificacion de Toxocara canis
49

Toxocara canis genes for internal transcribed spacer 2, 5.8S ribosomal RNA, partial sequence, isolate: Tnj
Sequence ID: dDj|AB110032.1] Length: 400 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 400 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

706 bits(382) 0.0 394/400(99%) 2/400(0%) Plus/Plus

Query 35 CATTGAGC-CTAGAATTTCGCACACTACATTGCNCCATCGGGTTCATTCCCGTTGGCACG o3
800 T oL T O I DA O O L G N 18 16 ) o 0 1 T S (Y R

Sbjct 2 CATTGAGCACTARRATTTCGAACGC-ACATTGCGCCATCGGGTTCATTCCCGTTGGCACG 60

Query 94 TCTGGCTGAGGGTCAGTATATTAAGGAGTATGATGGGCGCGCCAATTTATGGAATGTGAT 153
Sbict 61  TCTGECTCAGGOTCAGTATATTAAGCACTATCATCECCECECCAATTTATCEARTCTEAT 120
Query 154 TAACGCGCAAGGTTGTGGTGCATTCGGTGAGCTATGCTGGTGTGGTAATGGATATTGTGC 213
Sbict 121 TAACCCGCAAGCTTCTGCTCCATTCOCTCACCTATGETCETCTCETARTGEATATICTEE 180
Query 214 AATTGTACAGCGTACCTTGCCAAGGAAATATTCGCACAAGAAATGGCTGTCGTTTGCTCG 273
|

Sbjct 181 AATTCTACAGCCTACCTTGCCAAGGAAATATTCGCACAAGARATCCCTCTCETITECTCE 240
Query 274 TAAAGAGGCAAAATTGGCCATGAGTGTATGTTGCGTTGCTTCACGATACGGCCTCCAGCA 333
Sbict 241 TAAACACGCAAAATTCGCCATGACTETATGTTGCCTTCCTTCACCATACCECCTECAGEA 300
Query 334 AACGTTGTTTATTGTTTGGTTGTGGCAGCATCCAGGTTGGAGGTGGCGTTATCGGTCGCT 383
Sbict 301 AACCTIGTITATTCITTCOTTCTCGCACCATCCACETICEACCTEECETTATCEETCEET 360
Query 394 TGAATGAGGAATGCATGGCGAATGGTTGAAATGAGALLLE 433

PSRN BT AR LA R N R sl
Sbjct 361 TGAATGAGGAATGCATGGCGAATGGTTGAAATGAGATTTT 400

Fuente: 4

Gréfico 5 Alineamiento basico de la secuencia de nucleotidos del amplificado del ITS 2 del ADNr de

Toxocara. canis

7. HIPOTESIS

7.1. La tipificacion molecular permitira la identificacion especifica de Toxocara canis a partir

de muelstra bioldgica a través del uso de PCR.

7.2. La tipificacion molecular no permitira la identificacion especifica de Toxocara canis a

partir de muestra bioldgica a través del uso de PCR.

8. METODOLOGIA

8.1. Localizacion y Duracion del proyecto
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La investigacion se llevo a cabo en la provincia de Cotopaxi, canton Latacunga (0°56'6.8" S
78°36'55.9""), en la zona urbana de la ciudad, con una duracién de 120 dias.

8.2. Unidades Experimentales

Para el desarrollo de la presente investigacion, se utilizo el parasito adulto de género Toxocara
canis de 69 caninos de diferentes edades encontrados en la ciudad de Latacunga, obteniendo
alrededor de 5 parasitos aproximadamente de cada uno a través de la identificacion morfoldgica

del parasito.
8.3. Materiales, Equipos E Instalaciones

Para el presente trabajo investigativo se utilizd los siguientes materiales, equipos e instalaciones

entre los que tenemos:

8.3.1. Materiales
Material Bioldgico

v’ 69 perros
v 30 ejemplares de Toxocara canis

v" Muestras fecales

Materiales de Laboratorio

Tubos de Ensayo
Gradilla

Agua

Solucion azucarada
Cernidor

Vasos

Gradillas de laboratorio
Pinzas anatomicas
Pipeta

Tubos Eppendorf 1.5 mL

LSRN N N N N U N NN



AN NNV N N NN

Couler para transporte
Guantes

Mandil

Placas Petri

Mango de bisturi
Hojas de bisturi
Jeringuilla

Agua libre de nucleasas

Materiales de Oficina

AR NERN

8.3.2.

S N N N N N ST N N NN

Libreta de notas
Computadora
Impresora

Camara de fotos
Insumos

1 L de Etanol al 70%

Primers forward ATCGATGAAGAACGCWGC (200 nmol)
Primers reverse TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT (200 nmol)

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 teflido con SYBR

8.3.3. Equipos

AR NERNEEN

Microscopio
Centrifuga
Balanza

Estereomicroscopio

24
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Balanza analitica
Incubadora
Vortex de ADN
Termociclador

Espectrofotdmetro

N NN SR

Secuenciador
8.3.4. Instalaciones

v" Laboratorio Clinico de la Clinica Veterinaria Mundo Animal
v"Laboratorio de Parasitologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi
v' Laboratorio de Investigacion de Biologia Molecular de la Universidad de las Américas

9. DISENO DEL EXPERIMENTO
9.1. Aislamiento de la Muestra Biologica

Los caninos en estudios se desparasitaron con Albendazol al 10% a dosis Unica de 100mg/kg
via oral, al dia siguiente se reviso las heces de los canes en las que se observaron parasitos en
forma adulta (Anexo 3); se colocaron en un frasco de plastico para su clasificacion por sexos.
Se continud con la diseccidn seleccionada para Ascaris dentro del cual se encuentra Toxocara
canis estableciendo un protocolo a seguir, tomando en cuenta que es necesario adquirir los
conocimientos esenciales sobre la morfologia el parasito para de esta manera identificar las
diferentes partes que lo constituyen, recalcando que los parasitos machos presentan una
pequefa curvatura en el extremo caudal a nivel de la cola que permite identificarlo, a diferencia
de las hembras que exhiben una punta roma. Al realizar el protocolo de diseccidn constato que
en los parasitos machos no se seccione los tubulos seminiferos para evitar la alteracion del
resultado en cuanto a la extracciéon y amplificacion de ADN. Una vez seccionado el ultimo
tercio se procedid a tomar el peso en la balanza analitica y se realiz6 pequefias fracciones de
aproximadamente 1mm que fueron introducidas en un tubo Eppendorf de 1,5 mL al cual se
afiadié 1 mL de etanol al 70% como requisito para conservar el ADN de la muestra. Finalmente

se procedio a cerrar el tubo y se etiquetd con el codigo TXC 01 — 30 respectivamente.

9.2. Extraccion de ADN
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Para la extraccion de ADN se implementaron dos protocolos; el primero a partir de fenol
cloroformo que permitio obtener un alto rendimiento de la calidad de ADN sin embargo es
frecuente que restos de solventes organicos contaminen la muestra; mientras que el segundo
método consistio en el uso de resina chelex que es una técnica mas especifica para la deteccion
de pequefios fragmentos de ADN; por tal razon las muestras que fueron procesadas y resultaron
negativas con la extraccion a partir del primer protocolo se confirmé aplicando el procedimiento

esencial a partir de resina chelex.

9.2.1. A Partir de Fenol-Cloroformo

En el protocolo el lisado celular se mezcld con fenol, cloroformo y alcohol isoamilico para la
separacion de los acidos nucleicos y las proteinas; para esto se transfiri la muestra de tejido
del parasito re suspendido en alcohol previamente, a un tubo de 1,5 uLL donde se lavo con agua
libre de nucleasas para ser colocadas en el buffer de extraccion macerando con una punta de
pipeta durante 5 minutos en un bloque frio en el cual se tuvo una fase acuosa superior que
contiene los acidos nucleicos; se realizd vortex por 1 minuto y se colocé proteinasa K
incubando las muestras toda la noche a una temperatura de 56° C en el thermomixer. Al dia
siguiente se afadio fenol/cloroformo/isoamilico en una proporciéon de (25:24:1) realizando
vortex hasta formar una emulsion lechosa que luego se centrifugd durante 10 minutos a una
temperatura de 4°C a méaxima velocidad que dio paso a una fase organica que contenia las
proteinas disueltas en el fenol y los lipidos en el cloroformo. Se agitd bien y se coloco a
temperatura ambiente por dos horas continuando con la centrifugacién por 30 minutos a 4°C a
15000 rpm descartando el sobrenadante sin topar el pellet; se afiadié etanol 70% helado y se
centrifugo6 por 15 minutos a 12000 rpm, descartando el sobrenadante y dejando secar. Posterior
a esto se re suspendio en 40 puL de Agua Milli Q o TE y se incubo la muestra a 37°C por dos

horas para proceder a la cuantificacion de la concentracion de ADN.

Para verificar la integridad de las muestras se lo realizé al observar una banda definida en la

parte superior del gel de agarosa tras la migracion electroforética.

9.2.2. A Partir de Resina Chelex

Para la realizacion de este procedimiento se transfirio la muestra de tejido del parésito re
suspendido en alcohol a un tubo de 1.5 pL lavando con agua libre de nucleasas; se procedio a

cortar la muestra en pedazos de menor tamafio y se transfirié a un nuevo micro tubo colocando
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200 uL de Chelex al 10% en agitacion constante ya que actué como quelante de iones metalicos
polivalentes los mismos que fueron catalizadores en la ruptura de ADN a altas temperaturas; se
macer0 con una punta de pipeta durante 5 minutos en un bloque frio para luego incubar la
muestra macerada a -80°C, aproximadamente por 1 minuto, una vez que se haya congelado por
completo, se proporciond un shock térmico introduciendo el tubo con la muestra en agua
hirviendo, hasta que ésta se descongeld. Se repitio este paso de 3 a 5 veces consecutivas,
posteriormente se realizé vortex y se incub6 a 56°C durante 1 hora; luego se centrifugo la
muestra durante 1 minuto a 10000 rpm colocando el micro tubo en el termobloque a 95° C por
8 minutos volviendo a centrifugar por 2 minutos a 10000 rpm para finalmente proceder a
cuantificar la concentracion de ADN.

En la cuantificacion y valoracion de ADN se determinaron las impurezas proteicas del ADN

presentes en cada muestra utilizando un espectrofotémetro V — 630.

9.4. Disefio y Seleccion de Primers

La seleccidn de oligonucle6tidos iniciadores fue fundamental para la PCR en la hibridacion
con sondas y secuenciacion de ADN para gque sea exitosa en el laboratorio en cuanto al disefio
de primers se lo realiz6 segun la cadena de secuencia que se quiere codificar para un elemento

especifico como en este caso el ADN de Toxocara canis.

Para la seleccién de primers se realiz6 segun el uso, para PCR el fin es amplificar un locus por
lo que la posicién de los primers debe ser relativa a los codones de inicio y terminacion. Es
recomendable que el primer "forward" se encuentre mas o menos a 35 pb del inicio de la
secuencia gue codifica, de la misma forma el primer "reverse™ debe localizarse 35 pb después
de la region que codifica y si los primers son para secuenciacion se obtiene la secuencia de
ADN es recomendable que los primers se localicen por lo menos 50 pb antes de la regién que
se desea secuenciar, esto para el primer forward" cuando hay uno, y 50 pb después de la region

a secuencias para el primer "reverse", cuando hay uno *°.

La seleccion de primers se realizd mediante el disefio especifico de primer asociado al estudio
de especie que se desarroll6 y la otra opcidn fue seleccionar primers ya estandarizados por otros

investigadores y que se encuentran disponibles en las bases de datos gendmicos.
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9.5. Amplificacion de Fragmentos por PCR

Para la amplificacion de fragmentos de ADN se diluyeron las muestras de ADN hasta alcanzar
una concentracion de 10 ng/uL para asi continuar a ensamblar los componentes para una PCR
utilizando componentes como Agua MQ, los primers forward y reverse, master mix y la
muestra de ADN.

Las muestras se colocaron en el termociclador con el fin de realizar la desnaturalizacion inicial
que consiste en separar las cadenas de ADN y se llevo a cabo elevando la temperatura a 95.0°C
durante un ciclo de 15 minutos para posteriormente disminuir la desnaturalizacion un grado de
temperatura durante 30 segundos por 38 ciclos. Una vez separadas las cadenas de ADN se
procedid a la alineacion aplicando un descenso de la temperatura a 57.0°C durante 1 minuto a
través de 38 ciclos respectivos permitiendo que los cebadores se unan por complementariedad
al molde de ADN; a partir de la fase de elongacidn se establecio una temperatura de 72.0°C
durante 1 minuto y 38 ciclos aplicando la enzima Taq polimerasa que incorporé nucleétidos
complementarios a partir del extremo 3’ libre de la region en que han hibridado los cebadores.
Por ultimo la elongacion final se realiz6 a 72.0°C durante 10 minutos que dio paso a la fase

final de reposo a una temperatura de 4.0°C por 10 minutos.

9.6. Electroforesis

La electroforesis consistié en la separacion de biomoléculas como el ADN o ARN de acuerdo
a su tamarfio permitiendo el aislamiento de la zona de interés ya que cada fragmento se separd
en el gel por su tincion con bromuro de etidio que hace que el ADN sea fluorescente mediante
la emision de luz ultravioleta cuando una corriente eléctrica se aplica sobre el gel de agarosa la
carga negativa migré hacia el polo positivo; dicho gel disuelto en un buffer se fundié usando
un microondas hasta obtener una solucién homogénea y transparente. Esta disolucién se vacid
en un molde y se colocd un peine que va a formar pozos donde se depositan las muestras;
dejando enfriar para polimerizar y asi formar una matriz porosa variando el tamafio del poro
segun la concentracion de agarosa contenida en la disolucién. La migracion del colorante

contenido en el buffer de carga en un gel con 0.5-1.4% Agarosa van a partir del mismo punto



29

que el ADN ayudando a indicar la posicion de corrimiento del ADN; es decir se observo como

una Unica banda de elevado peso molecular.

9.7. Secuenciacion de ADN

La secuenciacion del ADN consistio en que las cuatro bases nitrogenadas se unieron con la
misma pareja para formar “pares de bases” que fueron copiadas de manera idéntica cuando las
células se dividieron. La realizacidn de este procedimiento es reservado por el Laboratorio de
Investigacion de Biologia Molecular de la Universidad de las Ameéricas siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

10. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
10.1. Preparacion de la Solucion Azucarada

1. Se colocé una olla el agua con el azlcar y calentar mezclando continuamente hasta disolver

el azlcar evitando la ebullicion, de esta manera se formara una solucion ligeramente espesa.

10.2. Realizacién de un Examen Coproparasitario mediante el Método Directo de
Flotacion de Sheather

Descripcién de la metodologia:

1. Recolectar el material fecal fresco de un perro en una funda y rotularlo.

2. En una balanza colocar un frasco plastico y observar que el conteo este en cero.

3. Utilizando una lenglieta de madera tomar una pequefia cantidad de heces de la funda y
colocarlo en el frasco plastico.

4. Pesar en la balanza 3 gr de heces.

5. Mezclar los 3 gr de heces en 20 mL de solucion azucarada con una lengieta hasta que

quede una pasta uniforme.
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6. En otro frasco colocar una gasa en la parte superior y colocarle alrededor una liga para
sujetarlo y asi utilizarlo como un colador.

7. Verter lamezcla de heces y solucion sobre la gasa, con la ayuda de la lengiieta removerlos
para que quede completamente cernido.

8. Tomar el frasco con el material ya cernido, verterlo en un tubo de ensayo y taparlo.

9. Colocar el tubo de ensayo en la centrifugadora (se colocan en forma de X).

10. Centrifugar a 1250 revoluciones (rpm) durante 10 minutos.

11. Tomar y abrir lentamente el tubo de ensayo debido a que los huevos se encuentran
flotando en su superficie.

12. Utilizando una pipeta colocar una o dos gotas de la mezcla en un portaobjetos y el tubo
de ensayo colocarlo en una rejilla.

13. Coger un portaobjetos y lentamente colocarlo encima del portaobjetos evitando que se
forme burbujas de aire.

14. Colocar la muestra en el microscopio.

15. Observar en el microscopio para detectar los huevos de los paréasitos.

10.3. Recoleccidn de los ejemplares de Toxocara canis

1. Losejemplares de Toxocara canis, se obtuvieron de caninos ubicados en la zona urbana de
Latacunga mediante la desparasitacion oral con Albendazol al 10% a dosis Unica de 100
mg/kg via oral.

2. Los animales desparasitados expulsaron a través de heces los parasitos adultos de Toxocara
canis.

3. Luego de su expulsion se lavo con agua y se introducen en un frasco plastico con etanol al
70%.

4. Se etiquetaron y rotularon los frascos con su respectivo codigo.

10.4. Diseccidn del parasito para garantizar la integridad del ADN
Descripcion de la metodologia:

1. Los paréasitos de Toxocara canis deben ser mantenidos a temperatura ambiente.
2. Se clasifican los parésitos por sexos hembra y macho segin su morfologia y se utilizan

exclusivamente los machos.
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3. Setomaal parasito y se coloca en la balanza analitica, digitando el peso correspondiente en
la computadora.

4. Utilizando el estereomicroscopio se ubica la cola del parasito procediendo a seccionar el
Gltimo tercio, observando que no queden restos de tubulos seminiferos.

5. La parte diseccionada se pesa en la balanza analitica y se continta a fraccionar en pequefios
pedazos.

6. Dichos pedazos se colocan en el tubo Eppendorf previamente esterilizado y se afiade 1 mL
de etanol al 70%.

7. Posterior a esto se sellan los tubos y se rotulan con el cddigo asignado TXC y el niamero de
muestra.

8. Las muestras son enviadas en un couler para su procesamiento al Laboratorio de
Investigacion de Biologia Molecular de la Universidad de las Américas en el campus
QUERI ubicado en la direccion José Queri y Av. de los Granados en el Distrito

Metropolitano de Quito.

10.5. Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se lo realiz6 utilizando dos métodos, a partir de fenol — cloroformo y de
Resina Chelex, detallados a continuacion.

10.5.1. A Partir de Fenol-Cloroformo
Descripcién de la metodologia:

1. Transferir lamuestra de tejido del parasito adulto (5 mg aprox.), previamente re suspendido
en alcohol, a un tubo de 1.5 pL.

2. Lavar la muestra de tejido con agua libre de nucleasas. Descartar el agua.

3. Colocar 500 pL de Buffer de Extraccion y macerar con una punta de pipeta o pistilo por 5
minutos en un bloque frio.

4. Realizar vortex por 1 minuto y colocar 5 puLL de Proteinasa K.

5. Incubar las muestras a 56°C toda la noche.
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Sacar las muestras del thermomixer, dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente.
Anadir 750 uL de Fenol/Cloroformo/Isoamilico (25:24:1) y realizar vortex hasta formar
una emulsion lechosa.

Centrifugar 10 minutos a 4°C a maxima velocidad. Transferir toda la fase acuosa a un
nuevo microtubo.

Anadir a esa fase, 500 pL de Cloroformo: Isoamilico (24:1), homogenizar en vortex.
Centrifugar 10 minutos a 4°C a maxima velocidad. Transferir toda la fase acuosa a un
nuevo microtubo.

Anadir al nuevo microtubo, 400 pL Isopropanol 100% y 40 pL de NaCl 3M.

Agitar bien y colocar a temperatura ambiente por dos horas.

Centrifugar por 30 minutos a 4°C a 15000 rpm.

Descartar el sobrenadante con mucho cuidado de no topar el pellet.

Agregar 1000 uL de Etanol 70% helado y centrifugar por 15 min a 12000 rpm.

Descartar el sobrenadante y dejar secar.

Re suspender en 40 pL de Agua Milli Q o TE e incubar la muestra a 37°C por dos horas.

Cuantificar la concentracion de ADN.

10.5.2. A Partir de Resina Chelex

Descripcién de la metodologia:

Transferir la muestra de tejido (5mg aprox.), previamente re suspendido en alcohol, a un
tubo de 1.5 pL.

Lavar la muestra de tejido con agua libre de nucleasas. Descartar el agua.

Cortar la muestra en pedazos de menor tamafio, con la ayuda de un bisturi, y transferirlos
a un nuevo microtubo.

Colocar 200 pL de Chelex al 10% en el microtubo. (La solucion de Chelex debe estar en
agitacion).

Macerar con una punta de pipeta o pistilo por 5 minutos en un bloque frio.

Incubar la muestra macerada a -80°C, aproximadamente por 1 minuto, una vez que se haya
congelado por completo, proporcionar un shock térmico introduciendo el tubo con la
muestra en agua hirviendo, hasta que ésta se descongele. Repetir este paso de 3 a 5 veces
consecutivas.

Realizar vortex e incubar a 56°C durante 1 hora.
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8. Transcurrido el tiempo de incubacion, centrifugar la muestra por 1 minuto a 10000 rpm.
9. Colocar el microtubo en el termobloque a 95°C por 8 minutos.

10. Centrifugar el microtubo por 2 minutos a 10000 rpm.

11. Transferir aproximadamente 150 pL del sobrenadante (ADN) a un nuevo microtubo.

12. Cuantificar la concentracion de ADN.

10.6. Amplificacién de Fragmentos por PCR
Descripcién de la metodologia:

1. Dilucion de las muestras de ADN hasta alcanzar una concentracion de 10 ng/ulL.

2. Ensamblar los componentes para una PCR bajo las condiciones (Tabla 3)

Tabla 3 Condiciones de los componentes para una PCR

COMPONENTE C. Inicial C.Final Vol.1RX (uL) Vol.30 Rx (pL)

Agua MQ 4,9 147
Primer Fw 10 uM 0,2 uM 0,3 9
Primer Rv 10 uM 0,2 uM 7,5 9
Master Mix * 2X 1X 7,5 225
ADN 10 ng/uL 0,4 ng/uL 2 60
Volumen Final 15 450

*: QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 2X

Fuente: Laboratorio UDLA.

3. Colocar las muestras en el termociclador, estableciendo los siguientes parametros:

Tabla 4 Parametros del procedimiento de PCR

Paso T (°C) Tiempo N° Ciclos
Desnaturalizacion Inicial ~ 95.0  00:15:00
Desnaturalizacion 94.0 00:00:30
Alineacion 57.0 00:01:00 38
Elongacion 72.0 00:01:00

Elongacion Final 72.0 00:10:00
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Reposo 4.0 00:10:00

Fuente: Laboratorio UDLA.

10.7. Secuenciacion de ADN

Purificar los productos de PCR con perlas magnéticas (inmovilizacion reversible en fase sélida); y

realizar la secuenciacion Sanger, matriz BigDye 3.1 segun recomendaciones del fabricante.

11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Determinacion de la presencia de Toxocara canis en muestras fecales de caninos mediante

un examen coproparasitario

Los caninos evaluados eran de diferentes edades y vivian en diferentes condiciones, lo que pudo
influir en el grado de parasitismo, debido a diversos factores asociados. De las 60 muestras
recolectadas se logré observar la presencia de huevos de parasitos de Toxocara canis en 11
casos, representando el 18,33% de prevalencia segln la técnica microscépica y cualitativa
mediante cruces. Sin embargo todos los perros fueron desparasitados ya que no se encontraban
con un control profilactico adecuado utilizando Albendazol al 10% en una dosis Unica de
100mg/kg, y a pesar de no haber encontrado huevos en el analisis microscopico presentaban
algunos sintomas de parasitosis llegando a obtener parasitos de 21 perros, representando el 35%
de prevalencia segun la técnica macroscépica de materia fecal lo que significa que 10 animales
no resultaron positivos al diagndstico microscépico. Dichos paréasitos fueron clasificados como
Toxocara canis basandose en las caracteristicas morfoldgicas del parésito. Las 9 muestras
bioldgicas restantes se obtuvieron de cachorros de 2 a 3 meses de edad que fueron
desparasitados desconociendo la realizacion del examen coproparasitario; de los 9 caninos el

100% expulso el parasito en su forma adulta.

Protocolo de diseccidn ideal de la muestra bioldgica para conservar la integridad del ADN

del parasito requerida para la identificacion molecular
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El rango de peso de cada muestra varia segun lo indica la (Tabla 5), obteniendo un promedio
de peso de la muestra de 0,1167 gramos, la cual fue seccionada en aproximadamente 2 mm de
longitud y para preservar su integridad se afiadio etanol al 70%; determinando asi que el
protocolo de diseccion de Toxocara canis fue el ideal para la conservacion del ADN de la

muestra. (Anexo 4)

Tabla 5 Codigos y peso de la muestra parasitaria TXC15 0,102 0,0113
TXC16 0,098 0,0145
Cddigo del  Peso del Peso del TXC17 0,047 0.0109
tubo Parasito prod_ucto TXC18 0.234 0.0224
diseccionad TXC19 0,242 0,0114
TXCO01 0,065 0,0080 TXC20 0,111 0,0119
TXC02 0,060 0,0072 TXC21 0,083 0,0245
TXCO03 0,054 0,0071 TXC22 0,062 0,0082
TXC04 0,057 0,0069 TXC23 0,180 0,0302
TXC05 0,052 0,0065 TXC24 0,112 0,0065
TXC06 0,049 0,0065 TXC25 0,039 0,0064
TXCO07 0,071 0,0001 TXC26 0,127 0,0045
TXC08 0,273 0,0257 TXC27 0,312 0,0052
TXC09 0,148 0,0209 TXC28 0,150 0,0129
TXC10 0,330 0,0598 TXC29 0,098 0,0067
TXC11 0,084 0,0130 TXC30 0,113 0,0210
TXC12 0,057 0,0114 PROMEDI 0,1167 0,1167
TXC13 0,045 0,0157 ©
TXC14 0,047 0,0085

Identificacion de Toxocara canis mediante la amplificacion de una region conservada del

genoma mediante el uso de primers especificos para reconocer el género parasitario

La identificacion molecular de Toxocara canis a través de la amplificacion de una regién
conservada del genoma mediante el uso de los primers  forward
(ATCGATGAAGAACGCWGC) y reverse (TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT) que son

especificos para la deteccion y especificidad del parasito de interés (Anexos 5-7)
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Los resultados de la amplificacion de las muestras de TXC 1, TXC 3 y TXC4 pertenecen a
Toxocara canis ya que en la lectura de bandas de electroforesis se encuentran tefiidas con gel
de agarosa en su totalidad; es decir los primers seleccionados fueron los especificos para

detectar el ADN del parésito.

Ladder TXC1TXC3 TXC4 C-

Gréfico 6 Resultados de amplificacion de las muestras TXC 1, TXC 3y TXC 4, extraidas por el método de

fenol-cloroformo.

En cuanto a las muestras a partir de TXC 5 a TXC 15, se visualiza que todas pertenecen a
Toxocara canis; sin embargo las muestras TXC 11, TXC 14 Y TXC 15 no corresponden al

parasito en cuestion; pudiendo determinar que son otro tipo de Toxocara.

ems Txos | TGS Txe7  TXGB TXCB TKC0 TXCM2 TXGH  Txeis O Txewm
XCH2  TXEC > e

Gréfico 7 Resultados de amplificacion de las muestras TXC 5 a TXC 15, extraidas por el método de fenol-

cloroformo.
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Las muestras del parasito desde la TXC16 a TXC 30 corresponden a Toxocara canis; no
obstante la muestra TXC 22 no pertenece al genero parasitario segin su identificacion

molecular a pesar de su reconocimiento morfoldgico

Ladder TXC1E TXC17 TXCI8 TXC19

Gréfico 8 Resultados de amplificacion de las muestras TXC 16 a TXC 30,

extraidas por el método de fenol-cloroformo.

La amplificacion de las muestras pertenecientes a los codigos TXC 22, TXC 24, TXC 26 y
TXC 27 denotd que los primers seleccionados no son especificos del parésito salvo el caso de

TXC 26 en el cual dio positivo a Toxocara canis.

pLacder TAC22 TXC24 TRC26 THC27

Gréfico 9 Resultados de amplificacidn de las muestras TXC 22, TXC
24, TXC 26, TXC 27, extraidas por el método de fenol-cloroformo.
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Los resultados de amplificacion de las muestras TXC 2, TXC 14, TXC15, TXC 22 y TXC 27
fueron extraidas tanto por el método fenol/cloroformo como de resina Chelex debido a que es
una técnica mas concreta para reconocer pequefios fragmentos de ADN, sin embargo, no dieron
resultados favorables ya que ninguno resulto positivo a Toxocara canis. La lectura de bandas
no fue definida en su totalidad, ya que los primers no eran los especificos para este tipo de

parésito.

Ladder TXC2 TXC14 TXC15 THC22 THC27 C-»

—
—

Gréfico 10 Resultados de amplificacion de las muestras TXC 2, TXC 14, TXKC 15, TXC 22, TXC 27

extraidas por el método de resina Chelex

De las 30 muestras en las que se identifico morfol6gicamente al Toxocara canis, solo 24 fueron
confirmadas como positivas mediante PCR (80%), observandose una correcta amplificacion de
bandas, el 20% restante pudieran corresponder a otros tipo de toxocara, posiblemente Toxocara
cati. El estudio demuestra la alta especificidad en el diagnostico al emplear herramientas

moleculares.
Discusion

Estudios realizados en cestodos ° determinan que la caracterizacion molecular de Cysticercus
fasciolaris ha permitido obtener conclusiones fiables sobre la relacién filogenética entre los
miembros de la familia Taeniidae, en muchos casos dificil de obtener mediante el estudio
morfologico Unicamente; de igual manera en el caso de Toxocara canis y su relacion con la
familia Ascarididae; sin embargo se determina que es mas sensible el diagnostico molecular

para un diagnéstico acertado en comparacién con el reconocimiento morfolégico.

La investigacion realizada sobre la “Optimizacion de una metodologia para el aislamiento y
deteccion molecular de huevos de Toxocara canis en muestras de suelo” #? indica que siete

(53,84%) de las 13 muestras de suelo recolectadas se identificaron como Toxocara canis
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estableciendo un mayor porcentaje de especificidad del analisis molecular a comparacién del
microscopico o morfoldgico; de la misma forma en el caso de parasitos adultos de Toxocara
canis ya que tuvo un alcance de 24 muestras (80%) a comparacion del reconocimiento

morfologico.

La eleccion de un buen protocolo para la extraccion de ADN es crucial para la amplificacion
de ADN mediante PCR. La técnica més utilizada es la de solventes organicos como
fenol/cloroformo sin embargo esta técnica presenta ciertos inconvenientes en cuanto a tiempo
y toxicidad por lo que no seria viable en su totalidad ya que los protocolos de extraccion deben
ser sencillos, rapidos y reproducibles manteniendo la seguridad e integridad de la muestra. Por
tal motivo, se utilizaron dos protocolos de extraccion DE ADN a partir del parasito; uno se
encuentra basado en la extraccion con solventes organicos fenol/cloroformo y otro, utilizando

resina chelex que es quelante de iones metalicos polivalentes.

Las 30 muestras fueron analizadas mediante el protocolo fenol/cloroformo obteniendo un alto
rendimiento del 80% es decir 24 muestras se identificaron con los primers especificos de
Toxocara canis; sin embargo en un estudio realizado °! se determind que este protocolo clasico
obtuvo un bajo rendimiento que podria atribuirse a la posible oxidacién del fenol utilizado;
ademas que incluye gran cantidad de pasos que lo hacen largo y laborioso, por lo que puede
ocurrir pérdida del ADN en los diferentes pasos de la técnica; incluyendo que se utilizan
solventes contaminantes y toxicos. No obstante; la integridad del ADN se mantuvo en
condiciones Optimas notandose una banda unica de gran tamafio al igual que en las muestras

procesadas de Toxocara canis.

Por otro lado al realizar la extraccion de ADN con la resina Chelex se obtuvo un bajo
rendimiento en las 6 muestras procesadas de Toxocara canis a diferencia del analisis realizado
por otros investigadores °, donde se extrajo mayor cantidad de ADN que en el protocolo con
solventes organicos. En cuanto a la integridad del ADN de las muestras de Trypanosoma cruzi
fue deficiente donde se observé en el gel de agarosa un extendido a lo largo de todo el carril,
evidenciando degradacion de igual manera que en el caso de Toxocara canis en el cual se puede
observar una ligera banda en la electroforesis; no excluyendo la posibilidad que estos valores
estén sobrestimados por contaminacion que pudiese estar en la muestra. Otro estudio > definié
que el uso de resina chelex redujo la manipulacion de las muestras, minimizando las posibles
contaminaciones accidentales durante la extraccion de ADN; presentando la ventaja de ser una

técnica econdmica, sencilla y rapida y mostré la mayor eficiencia de recuperacion de ADN en
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muestras de Giardia. Por lo anterior expuesto y para verificar si el protocolo de extraccién de
ADN mediante cloroformo afect6 a la muestra, se decidié utilizar el protocolo de resina chelex
con el fin de establecer si la no lectura de bandas se debia a la baja calidad del ADN, sin
embargo luego de utilizar los dos protocolos, se llegd a la conclusion de que los resultados de
las muestras que fueron negativas para Toxocara canis se mantuvieron luego de la lectura de
bandas; determinando que la informacion de los primers seleccionados no corresponden al

parasito estudiado.
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12. IMPACTOS

El impacto que genera el presente proyecto incurre en la salud animal, ya que al contraer
parasitos gastrointestinales la vitalidad y bienestar del canino disminuye ademas de convertirse

en un factor zoonotico relacionado con los problemas de Salud Publica.

El impacto ambiental se produce cuando los huevos del parésito son expulsados a través de las
heces y se diseminan en el entorno, los mismos que produciran una re infestacion tanto en animales

como en el ser humano dando paso a la continuacion del ciclo bioldgico del parasito.

Al ser una enfermedad que afecta al animal y deteriora su estado de salud, ocasiona un impacto
econdmico ya que el diagndstico y tratamiento del canino merma la economia del propietario;

y en la mayoria de casos no seran tratados.

El impacto técnico se evidencia en la realizacién de los analisis coprologicos y la obtencion de
datos estadisticos en cuanto al porcentaje de casos diagnosticados mediante la técnica
microscopica. Incluyendo también el diagndstico molecular del parésito para generar datos

especificos de la identificacion del género Toxocara canis en la zona urbana de Latacunga.

Finalmente se debe tomar en cuenta el impacto social al dar a conocer a los propietarios de las
mascotas sobre los resultados encontrados en el diagnostico de laboratorio y la identificacion
molecular para posteriormente informarles sobre los sintomas y lesiones que causan el deterioro
de la salud del animal y el posible contagio a través de la propagacion de una zoonosis; de ser

el caso puede traer consigo complicaciones graves como ceguera en humanos.
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13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1. CONCLUSIONES

v

El andlisis coproldgico evidencio un bajo porcentaje de huevos de Toxocara canis en
las muestras procesadas; sin embargo luego la desparasitacion fueron expulsados
parésitos que posiblemente se encontraban cursando la etapa adulta y no la etapa de
huevo o larvaria, permitiendo la identificacion morfol6gicamente del Toxocara canis
en 30 muestras.

El protocolo de diseccion de la muestra biolégica fue completamente adecuado
preservando la integridad del ADN y la no contaminacién, permitiendo una mejor
tipificacion molecular.

La técnica de PCR confirmd la identificacion de Toxocara canis en el (80%) de las
muestras evaluadas; lo que indica que los primers seleccionados fueron los
especificos para la identificacion molecular del parésito en cuestion; sin embargo el
diagndéstico molecular también detect6 la posible infestacion de algunos caninos con

Toxocara cati.

13.2. RECOMENDACIONES

v

Adquirir los conocimientos fundamentales sobre los diferentes temas de
parasitologia e identificacion molecular.

Realizar un adecuado examen coproparasitario utilizando las técnicas descritas segun
sea el caso.

Estudiar la posible infestacion cruzada con Toxocara cati en caninos de la
comunidad.

Implementar camparias de desparasitacion como cuidado profilactico en animales de

compafiia para evitar el desencadenamiento de una zoonosis.
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Fecha De Nacimiento
Edad

Estado Civil
Nacionalidad
Domicilio Actual
Teléfono Celular

Cédula

Anexo 1

AUTORA

: Pefiaherrera Ordéiiez

: Maria Victoria

: 04/08/1996

1 22 Afos

: Soltera

: Ecuatoriana

: Latacunga

: 0987844688

: 0503623001

ESTUDIOS REALIZADOS:

Primaria
Secundaria
Superior

TITULOS OBTENIDOS:

29

: Escuela de Educaciéon Basica “Once de Noviembre
: Unidad Educativa “Victoria Vasconez Cuvi”

: Universidad Técnica de Cotopaxi

Bachiller en Ciencias

Proceso de Médico Veterinario
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Anexo 2
TUTOR DE TITULACION

DATOS PERSONALES
APELLIDOS: Sambache Tayupanta

NOMBRES: Juan Eduardo

ESTADO CIVIL: Soltero

CEDULA DE CIUDADANIA: 1721796751

NUMERO DE CARGAS FAMILIARES: 0 b
LUGAR Y FECHA DE NACIMIENTO: Quito, 22 de febrero de 1989 f t
DIRECCION DOMICILIARIA: Simén Bolivar E-85 y calle del Hogar -
TELEFONO CONVENCIONAL: 022315247 TELEFONO CELULAR: 0998937933
EMAIL INSTITUCIONAL.: juan.sambache@.utc.edu.ec

TIPO DE DISCAPACIDAD: Ninguna

# DE CARNET CONADIS:

ESTUDIOS REALIZADOS Y TITULOS OBTENIDOS

CODIGO DEL
FECHADE | REGISTRO
NIVEL TITULO OBTENIDO REGISTRO | CONESUP O
SENESCYT
: 1040-13-
TERCER | MEDICO VETERINARIO Y ZOOTECNISTA |2013-07-08 | ..

MASTER  OFICIAL EN  MEJORA
CUARTO | GENETICA ANIMAL Y BIOTECNOLOGIA [2017-05-11 | 7241100599
DE LA REPRODUCCION

MASTER OF SCIENCIE IN ANIMAL

CUARTO | BREADING AND REPRODUCCION EN EN PROCESO

BIOTECNOLOGY PROCESO
PUBLICACIONES RECIENTES (maximo 3)
Autor/ C,oautor . Nombre de la Lugar ~echa de la
de articulo Nombre del Articulo . Lo N
. revista (Pais-ciudad) publicacion
indexado

ANALISIS GENOMICO DE LA
Juan Eduardo | CALIDAD DE LA CARNE Y DEL PUBLICACIO BARCELONA,
Sambache METABOLISMO DE LOS | NES CRAG ESPANA
ACIDOS GRASOS EN PORCINO
SELECCION Y DETECCION DE
Juan Eduardo |INDELS EN EL GENOMA

Sambache PORCINO A PARTIR DE DATOS
Daniel Crespo P. |DE SECUENCIACION
PARALELA MASIVA

04/07/2016

AIDA VALENCIA,
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Tabla 6 Datos recolectados sobre los caninos en estudio

Anexo 3
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Fecha de
. recoleccion Fecha de
N Nombre del Sexo Edad Habitat | Vacunado Desparasitado Frecuencia Parasitado Tec_:nlc_a dela FECh"’! de_ . Recoleccion
canino cualitativa desparasitacién .
muestra del parasito
fecal
1 Tommy Macho | 3meses | Tierra No No - Si + 22/04/2019 24/04/2019 25/04/2019
2 Moncha Hembra | 10 afios Tierra No No - No - 22/04/2019 24/04/2019 -
3 Lucero Hembra | 2 afios Casa Si Si Cada afio No - 22/04/2019 24/04/2019 -
4 Kelly Hembra | 2afios | Terraza No No - No - 22/04/2019 24/04/2019 -
5 Clarita Hembra 1 afio Potrero No No - Si + 22/04/2019 24/04/2019 26/04/2019
6 Chocolate Macho 4 afos Potrero No No - Si + 22/04/2019 24/04/2019 30/04/2019
7 Yuly Hembra | 7 afios Casa No No - No - 22/04/2019 24/04/2019 -
8 | Davicho | Macho 16 Tierra Si Si Cada 6 No - 22/04/2019 | 24/04/2019 ;
meses meses

9 Coqueta Hembra | 1 afio Tierra No No - No - 22/04/2019 24/04/2019 -
10 Bobby Macho | 3meses | Tierra No No - Si - 22/04/2019 24/04/2019 29/04/2019
11 Saturno Macho | 9 meses | Terraza No No - No - 25/04/2019 26/04/2019 -
12 Lunita Hembra miges Tierra No No - No - 25/04/2019 26/04/2019 -
13 Goty Macho 3 afios Tierra No No - No - 25/04/2019 26/04/2019 -
14 Bruno Macho | 2 meses Casa No No - Si + 25/04/2019 26/04/2019 26/04/2019
15 Laika | Hembra mifes Tierra No No : No : 25/04/2019  26/04/2019 :
16 Sukita Hembra | 2 afios Tierra No No - No - 25/04/2019 26/04/2019 -
17 Teddy Macho 1 afio Casa No No - No - 25/04/2019 26/04/2019 -
18 Solovino Macho | 2 meses Tierra No No - Si - 25/04/2019 26/04/2019 27/04/2019
19 Doky Macho | 4 afios Tierra No No - No + 25/04/2019 26/04/2019 -



20
21
22
23

24

25
26
27
28

29

30
31
32

33
34
35
36

37

38
39
40
41

42

43
44
45

Franchesca
Hada
Toby

Negrito

Gally

Aranza
Bernavé
Liss
Dalila
Sofia

Juanita
Andy
Caracol

Cumanda
Piolin
Pedro
Ricky

Rufo

Solecito
Campedn
Chapi
Raul

Jhon
Patricio

Kiara
Kuki

Tefy

Hembra
Hembra
Macho
Macho

Hembra

Hembra
Hembra
Hembra
Hembra

Hembra

Hembra
Macho
Macho

Hembra
Macho
Macho
Macho

Macho

Hembra
Macho
Hembra
Macho

Macho

Hembra
Hembra
Hembra

1 afio
4 afos
3 meses

4 meses

15
meses

2 afios
2 afios
4 afos

3 afios

15
meses
18
meses

3 afios
1 afio
6 afios
1 afio

8 meses
1 afio

18
meses

1 afio
2 afios
2 afios
3 afios

3 afios

5 afios
4 afos
3 afios

Terraza
Terraza
Tierra
Tierra

Tierra

Tierra
Tierra
Casa
Casa

Casa

Casa
Casa
Casa

Tierra
Tierra
Tierra
Tierra

Tierra

Tierra
Casa
Casa
Casa

Terraza

Casa
Casa
Tierra

No
Si
No
No

No

No
No
No
No

Si
No
Si
Si
No
No

No
No

No

No
No
Si
No
No

No
No
No

No
Si
No
No

No

No
No
No
No

Si
No
Si
Si
No
No

No
No

No

No
No
Si
No
No

No
No
No

Cada 2 afios

Cada afio

Cada 2 aflos

Cada 4
meses

No
No
Si
Si
No

No
No
No
No

No

No
No
No
Si

No
Si

No
No
Si

No

No
No

No

No
No
No

25/04/2019
27/04/2019
27/04/2019
27/04/2019

27/04/2019

27/04/2019
27/04/2019
27/04/2019
27/04/2019

27/04/2019

27/04/2019
31/04/2019
31/04/2019

31/04/2019
31/04/2019
31/04/2019
31/04/2019

31/04/2019

31/04/2019
31/04/2019
31/04/2019
03/05/2019

03/05/2019

03/05/2019
03/05/2019
03/05/2019

26/04/2019
28/04/2019
28/04/2019
28/04/2019

28/04/2019

28/04/2019
28/04/2019
28/04/2019
28/04/2019

28/04/2019

28/04/2019
01/05/2019
01/05/2019

01/05/2019
01/05/2019
01/05/2019
01/05/2019

01/05/2019

01/05/2019
01/05/2019
01/05/2019
04/05/2019

04/05/2019

04/05/2019
04/05/2019
04/05/2019
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29/04/2019
30/04/2019

03/05/2019

03/05/2019

03/05/2019
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47
48
49
50
51
52

53

54
55
56

57

58

59
60

Carlo
Rubi
Lazy
Blanca
Dogo
Chiquita
Pelusa
Tiago

Yankee
Josafa
Luld

Romeo
Junior

Julieta

Hugo

Macho
Hembra
Hembra
Hembra

Macho
Hembra

Macho

Macho

Macho
Macho
Hembra

Macho

Macho

Hembra

Macho

1 afio
4 meses
6 meses
3 meses
2 meses
2meses

5 meses
14
meses
2 afios
1 afio
4 meses
2,5
meses
2,5
meses
2,5
meses
8 afos

Tierra
Césped
Césped
Césped
Césped
Césped
Césped

Tierra

Casa
Casa
Césped

Césped
Césped

Césped
Césped

No
No
No
No
No
No
No

No

No
No
No

No

No

No
No

No
No
No
No
No
No
No

No

No
No
No

No

No

No
No

No -
Si ++
Si +
Si +
Si -
Si -
Si -
No -
No -
No -
Si -
Si -
Si -
Si -
No -

03/05/2019
03/05/2019
03/05/2019
03/05/2019
03/05/2019
06/05/2019
06/05/2019

06/05/2019

06/05/2019
06/05/2019
06/05/2019

06/05/2019

06/05/2019

06/05/2019
06/05/2019

04/05/2019
04/05/2019
04/05/2019
04/05/2019
04/05/2019
07/05/2019
07/05/2019

07/05/2019

07/05/2019
07/05/2019
07/05/2019

07/05/2019

07/05/2019

07/05/2019
07/05/2019
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05/05/2019
05/05/2019
05/05/2019
05/05/2019
08/05/2019
08/05/2019

08/05/2019
08/05/2019

08/05/2019

08/05/2019
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Anexo 4

DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION

UDLA - LAB

i Formulario de Solicitud Servicio de Secuenciacion Sanger de Toxocara canis

4 CodlgoUolI)eLI;l\'oyecto Investigador / Cliente CO(thIJ%C:) del Pe?j?s(:i:: iF())rnoaddl:)Cto
1 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXCO01 0.0080
2 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXCO02 0.0072
3 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXCO03 0.0071
4 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC04 0.0069
5 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXCO05 0.0065
6 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXCO06 0.0065
7 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXCO07 0.0091
8 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXCO08 0.0257
9 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC09 0.0209
10 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC10 0.0598
11 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC11 0.013
12 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC12 0.0114
13 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC13 0.0157
14 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC14 0.0085
15 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC15 0.0113
16 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC16 0.0145
17 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC17 0.0109
18 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC18 0.0224
19 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC19 0.0114
20 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC20 0.0119
21 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC21 0.0245
22 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC22 0.0082
23 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC23 0.0302
24 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC24 0.0065
25 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC25 0.0064
26 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC26 0.0045
27 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC27 0.0052
28 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC28 0.0129
29 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC29 0.0067
30 DGI-STOX-19-001 Ma. Victoria Pefiaherrera TXC30 0.0210
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Anexo 5

e SERVICIOS ESPECIALIZADOS DE LABORATORIO
&5 0aGl

LABORATORIOS DE INVESTIGAGION ﬁ%&

COTIZACKIN #: DEI-5TOX-19-001
FECHA- 04 Julic 2049
VALIDET- 30 dias

ATENCION: Victoria Penshemrermns
E-MAIL mavickydiemail.com
TELEFOND: -

DIRECCIGN: -

Estimiada Wictora,

Por medio de la presente, le ofrecemos nuestros servicios de Secusnciadion Sanger oe Toxooang conis,

Hos == grato poner 8 su consigeracon la siguiente cotizacion:

. Cosho por kobe de
Desompoion 10 musesiras
Extraccion de ADN %5900
PCE de Amalificscon 5 45.00
Elsctroforess &n Azmroza % 3B.00
Purificacion y S=osenciscion SANGER {(fwd y rev] 5134.00
TOTAL 5 299.00

Dakallzs aicionsles:

»  Los predos induysn VA,
*  El sevwicio s= cotiza por kotes de 10 muestras. Siel chents no entregs kobes &n moRkiptos de 10, se cobrara

el yalor de la fracdon 2 @ gue comesponca (Ej. 5i s entregan 11 musstras, se cobrar por el valor del loke
o= 20 muestras].

*  El costo por lote s= mantiene &n los grupos de 10 & 30 muestras {en un solo pedido).

*  Seotorgaun Sesouento cel 3% en grupos de 60 8 100 muestras, y del 10% eni grupos de muestrmas meayores
3 100 [en un solo pedida).

Al contratar ios s2ricos especticacos en este documents, el diente deciara haber keido, entendico y sceptado
los términos y condiciones que se adjuntan a esta cotizacion.

AlEnimmente,

Gabriel Fharrside
Coordimador de Laboratorios de Investgacion UDLA
Servicio de Analisis o= Metsies

LASCRATORICE DE INMVESTHAACHON - DL

Liversided de Las. Amedoas — Dultn, Eosedor. Sede Duerl - Boque &
Tedeforn +303 [T 3381000 =i 2354

Inbartonio InvesgacioniBedia sy et

Fig Tded
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SERVICIOS ESPECIALIZADOS DE LABORATORIO

LABORATORIOS DE INVESTIGACION Zn

TERMINOS ¥ CONDICIONES DE SERVICIOS

1.  L== muestras deben serentregsdas =n los Labomstorios de inyestizscion de UOLA (los Laborstorios]. £l
contratante asume tods |s responsabilidsd sobre |a recoleccicn, slmacereamisnto y brarsports de jas
muestras hasts ser epiregadas en los Laborstorios. Los costos gpemerados por cualquisrs de estos
procedimientos seran asumidas por & contratante.

2. Elcontretanke suministrans los primers para |8 amalificacion y lectura de a5 muestras. Por tanta, s UDLA no
tiene responsabiided soore el diseho, sintesis o eventos no contemplados gue dependan o b calidad de los
primers, kanto &n ls ampificacion de FCR, como 13 lecture subsecusnts &0 18 sEcuERcBcon.

3. Parm realizar & pedide, =1 contratants dets completar y erviar 2] “Formulanio de Solicivud de Serdcio™ que s
sdjunts & ests cotizacion. Enviario a la direccion Jghgratoria imvegiencion @ydls sy =

4. Pam el analsis mokeoser solictado se reguiere 2 entrega de musstras de s siguients maners:

= El ciente debe entregar el tejido disecdonando, empacsdo ndividusiments =n microtubos de 1,3ml,
conservado en etanod al 70% (NUNCA EN FORMOL).

®  La: mussiras Geben ser presenvacss en cadena de frio de 20°C.

®  Cadetubo Oon muestra debe estar clarements identificado y debe coincdir con s codigos consignados
en 2| “Formiulario de Solicked de Servidos™.

5. SErechiran mussiras hests s 4pmodel i martes de cada semans, ks Osales seran procesacas el dis
misrooles, Los resultados sErAn ersiacos al Correo electronico del contratant: hasts quince diss lsborebles
dﬁpu&s ded dlin que S Drocesaron las mussras.

6. Elcontratante debe conkar oon tods s pormativa i=egal respecto 8 las reguisciones sobre las muestras o b
informecion erviada. La UDLA asume, de buens fe, que todas las muestras recibidas osentan con el respalda
legal obtenido por el contratants en materis de permisas de obtencion, manipulacion y demas
reguerimisntos establecidos en las normativas de la l=gislacon ecuatorians,

7. CONFIDENCIALIDAD: Los resultados obtenidos se tratarsn como informacion configendal. Ls UDLA ratitic
que las muestras y resufacos oe ks sardcios tienan tods la awtors int=leciual Gl contratants. Y que ios
datos son BnGnimas, S ro 52 recide por vis ofical Ringuna indicecion espedal por parte del contratante, |as
piacas ootenicas del analisis podran ser desechadas pasacos cuatro semanas despues del envio de
resufados.

B. EMVIO DE RESULTADDS: 52 Erwiars I informacion ESTRICTA ¥ UNACAMENTE &l cormes elsctronion
suministrado por el oonkratants. De reguerirse uns copis, 5= debera solicitar desde el corren electronico o
quizn contraks el servico.

9. Confirmacion y ac=peacion de b cotizacion, ko t2rminas y condiciones Ge los servicios, por parte de los
solcitantes.

FIRM A Momare a:

WOTA: Enviar ks cotizacion y los barminas y condiciones de los senicios de anglisis de metales firmados,
Conjusmbaments con las MUEstras, para poder inidar el servida.

LASOAATORICE DE NVESTIGACHON - UDLA

Lisjvesmiie] g Lus Arnsdces — Dubn, Eoasdoe, Sede Dusd - Soque 5
Teisfong +303 (7 3981000 =1 2384
mﬂﬂ_‘@ﬂ!ﬂlﬂ

Fig Idad
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Anexo 6

o ARECCION INFORME DE SERVICIOS DE ENSAYO ?
E W
']
GENER&L DE SERVICIO TOX AT ARA
IRV STHRACICN - = f‘.f /é:"
: Laboralonos de Invesfigocion - UDLA
Informe Mo, LI-5TOX-0001
Fecha de emision: Julio 25, 2019
1. Infocrmacion Clisnte
Clianbs:
Contactn: ictoria Penmhemens
Cirecoion:
Tiedisfiomi:
Comen slectmoni oo meswicinpd@ emailoom
2. Cotizaciom
7 Costo por
Servicio solicRada =rcs lobe e 10 Costo Total
rrasssires
Exbraccion d= ADH 30 5 00 5 207,00
PCR d= Ampiificacion 30 5 8500 5 3500
Ebectrofonesis con 30 5 3500 5 11400
Purificacion y Senssndscion SAMGER [Fwr y Rev] 30 5134,00 5 402,00
Total fincluido VA) 5 85100
3. Dakos de ls Mssstras®
. Puriticacion y Fecha de
m“m" Tu FLEE Bectroforesis com SeCueEncacion recepcion de
# : BEArosS SANGER |fwd y rew musestras
30 30 30 30 30 08,07 2049
Ak [ Lol d ‘e da coda mositra estragods]
o | il ed dns ladkan fox o por il dlants pove S andifal an ke Labovebonio de iwtigacion = LAGLA
A UEHA amrma, cat B fie, guir b o & ol b ipol b b por al 1
dw divr i, o ek fing o chem am de vor dw la -
4. Reporte de resultados
Metodo de analisis Fecha oe
= PLR oz - s —r = —r Feihes de snaliss oibrbe RO ide
de ADN | Amplificacion | con aganoss SAMGER |Fad y rev) resundos
enTBE | Furifizcon bassca &n perias
. t=nic com SYER magnstices (rmovilizecan
Fanal, Ding=n = .mim i) 15.07.2015/ 17.07. 2015/
doroformo | Muitinke: - 0 i 18 07.2015) 19, 07. 2015/
J Tl Fastertallx _3.1|Illi EndE B i 22 07.2M3 24.07. 2012
capilar.
LABDAATORIOS DE INVEES THAACHN - UDLA
ZUniversidad de Las Amidricas — Gulio. Eossdor
S Qe (Calle Quer y Gromados) — Bloque S — Plso 3
Tedsfono =553 [2) 3981000 =¥t 2384
Iaoraborio.ireestimscion Sudis.edu.ec




