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RESUMEN

Trypanosoma vivax es el principal agente causal de la tripanosomosis en rumiantes.
Esta enfermedad se distribuye por paises tropicales y subtropicales de Asia, Africa y
América del Sur, afectando la productividad y salud de diversas especies ganaderas tales
como bovinos, ovinos, bufalos y caprinos. En Venezuela, ha demostrado ser de caracter
endémico, causando diversas patologias importantes que afectan directamente la
sobrevivencia de los animales infectados. En vista de la importancia de T. vivax, €s
necesaria la aplicacion de nuevos métodos de diagnostico que sean rapidos, sensibles,
sencillos, econdmicos y potencialmente aplicables en campo. La reaccion de amplificacion
isotérmica de ADN mediada por asas (LAMP) es un nuevo método especifico, sensible y
de bajo costo comparado otros métodos de diagnostico. En este estudio se desarroll6 la
técnica LAMP para su aplicacion en la deteccion de T. vivax en ovinos infectados
experimentalmente, empleando la secuencia de la region catalitica de la cisteina proteasa.
Para ello, se inoculé un ovino mestizo sano con el aislado Apure de T. vivax y se llevaron a
cabo seguimientos continuos de parametros clinicos y parasitologicos. Se incluyeron en el
estudio, técnicas como microhematocrito, Woo, y gota fresca. Para el analisis molecular se
utilizo el ensayo Tv-LAMP empleando cebadores especificos y se compar6 con la técnica
de PCR. Los resultados mostraron que la técnica LAMP fue especifica para la deteccién de
T. vivax con una sensibilidad de 1trip/mL de sangre a diferencia de la sensibilidad obtenida
por PCR la cual fue de 10trip/mL. Asi mismo, mostrd ser robusta al detectar el ADN del
parasito a partir de la capa blanca obtenida de sangre infectada y en sangre tratada con
buffer de lisis, disminuyendo el tiempo del procesamiento de la muestra. Los resultados
positivos fueron evidenciados por electroforesis en geles de agarosa, SYBR Green y

turbidez derivada de la formacidn de pirofosfato de magnesio.



LAMP demostro ser una técnica de facil riesgo de contaminacién por amplicones
por lo que el empleo del aceite mineral como barrera entre el medio externo e interno del
tubo de reaccidon mostro ser un metodo efectivo en la prevencion de contaminacion de los
productos.

La técnica Tv-LAMP mostro ser capaz de detectar T. vivax en ovinos infectados con
alta sensibilidad y especificidad. Sin embargo, se requieren estudios a futuros para validar

el ensayo Tv-LAMP en condiciones de campo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Tripanosomosis animal.

Uno de los principales problemas epidemioldgicos y de produccién animal que existe
en muchos paises tropicales y subtropicales de Asia, Africa, Centro y Sur América (Figura
1), es la tripanosomosis. La tripanosomosis es una enfermedad debilitante y cominmente
fatal en los animales domésticos, especialmente en bovinos, ovinos, equinos y pequefios
rumiantes de diferentes edades, sexos y razas, producida por varias especies del género
Trypanosoma, la cual recibe distintas denominaciones dependiendo de las caracteristicas
morfoldgicas y localizacién de la especie patdgena (Tafur y col., 2002; Davila y Silva,
2000). Los agentes causales de la enfermedad en América, son conocidos como
Trypanosoma vivax que afecta principalmente a bovinos (incluyendo bufalos), ovinos y
caprinos (Hoare, 1972; Davila y Silva, 2000) y T. evansi que afecta a equinos y otros
mamiferos (Rivera, 1996; Garcia y col 2002). En Africa, ademas de T. vivax y T. evansi,
estan presentes otras especies patdgenas de este género como T. brucei brucei causante de
la tripanosomosis animal africana (Morlais y col., 1998), T. congolense agente patdgeno
de antilopes, caballos, camélidos y bovinos; y T. theileri, el cual infecta principalmente a

rebafos de bovinos aungque no es una especie patdgena (Tafur y col., 2002).

T. vivax se distribuye ampliamente en Africa y América del Sur. Sin embargo, se ha
reportado que este hemoflagelado se ha establecido en ovinos del Este de la India (Hoare,
1972). En Latinoamérica, la tripanosomosis causada por T. vivax se distribuye
principalmente desde Centro América hasta Suramérica, abarcando al menos paises como:
El Salvador, Costa Rica, Panama, Colombia, Ecuador, Per(, Bolivia, Brasil, Paraguay,

Guyana Francesa y Venezuela (Rivera 1996; Desquesnes, 2004b). En Venezuela, el T.



vivax fue reportado por primera vez en 1920 por Enrique Tejera, quien lo observé en
bovinos y lo describi6 morfol6gica y biologicamente (Kubes, 1944; Shaw y Lainson,

1972).

OCEAND ATLANTICO

Figura 1. Distribucién geogréfica de T. vivax. Los puntos rojos en paises tropicales y
subtropicales de Africa (A), al Sur de la India (B) y América del Sur (C) y indican la
localizacién geogréfica de T. vivax (Tomado con modificacion de asiapacific.anu.edu.au).

La forma de transmision varia dependiendo de la localizacion geografica y de la
especie patogena. En Africa, la transmision de los tripanosomas puede ser de forma ciclica
0 mecanica. Para el caso del T. congolense y T. brucei es de forma ciclica debido a la alta
poblacién de la mosca tsetse (Glossina sp), Unico vector responsable de este tipo de
transmision (Hoare, 1972). Para el T. evansi la trasmision es mecénica principalmente por
dipteros como Tabanidae y Stomoxys sp. (Dia, 1997, Desquesnes y Lamine, 2004). T.
vivax puede trasmitirse tanto ciclica como mecanicamente (Hoare, 1972, Desquesnes y

Lamine, 2004).

En América del Sur, donde no estd presente la Glossina sp., los tripanosomas son

transmitidos mecénicamente por dipteros como Tabanus sp., Stomoxys calcitrans y



Haematobia irritans (Rivera, 1996, Osorio y col., 2008); mosquitos, jejenes y Simulidae
(Rivera, 1996).

Otra forma de transmision de estos agentes patdgenos es la transmision iatrogénica, a
través del uso de agujas e instrumentos contaminados durante la realizacion de jornadas de
vacunaciones e intervenciones quirurgicas (Desquesnes, 2004). Otro aspecto importante en
la propagacion del parasito en muchas regiones, es el transporte de ganado contaminado
que implica un gran riesgo para el ganado susceptible, con graves efectos clinicos y

patoldgicos sobre los mismos (Mavare y col., 1996).

Se ha sugerido que la tripanosomosis bovina y ovina tiene un caracter endémico, con
aparicion esporadica de brotes, teniendo una elevada prevalencia con alta morbilidad y
mortalidad en regiones ganaderas de Venezuela, donde se ha requerido la aplicacion de
drogas curativas y preventivas como Unicos recursos disponibles en la lucha contra esta

enfermedad (Toro, 1990; Riveray col., 1996; Tamasauka y col., 2006).

1.1.2 Patologia de la tripanosomosis.

La tripanosomosis se caracteriza principalmente por la presencia de parasitos en
sangre, fiebre y anemia. Los animales infectados usualmente presentan baja condicion
corporal, reduccion de la productividad y a menudo alta mortalidad (Osorio y col. 2008).
El progreso de la infeccion tripanosomal depende de la especie, del aislado asi como de las

caracteristicas propias del hospedador (Hoare, 1972; Losos, 1986).

Durante el curso de la infeccion, el animal manifiesta tres etapas bien definidas,

denominadas “Periodo prepatente”, “Fase aguda” y “Fase cronica”. El periodo prepatente



es definido como la etapa de la infeccidn parasitaria, comprendida desde el momento de la
aparicion de la sintomatologia hasta la presencia del parasito en la sangre del hospedador
(Osoério y col., 2008). La “Fase aguda”, la cual tiene una duracién de varias semanas, se
caracteriza por presentar altos picos de parasitemia, fiebre y una disminucion violenta de

los niveles de hematocrito (Ht) y hemoglobina (Hb).

En el caso de ovinos infectados se ha observado una conducta de negacion al
movimiento debido a la mala condicion corporal, lo que posibilita la accion hematdfaga de
ciertos vectores y la trasmision de tripanosomas a animales susceptibles (Garcia y col.
2009). Del mismo modo, estudios con ovejas infectadas experimentalmente demuestran
manifestaciones de leucopenia inicial asociada con neutropenia, linfopenia y eosinopenia
(Anosa, 1988). Se ha reportado que con el primer aumento de temperatura, hay incremento
de la parasitemia, hemodilucion y disminucion de la eritropoyesis. Ademas se producen
alteraciones a nivel metabolico, como hipoglicemia y desequilibrio en los mecanismos

hepaticos y endocrinos (Losos, 1986; Sandoval y col., 1995)

Se han observado ademas, rasgos clinicos importantes en animales infectados con T.
vivax como sindrome de septicemia fulminante con extensas hemorragias en la membrana
de las mucosas, sangre en las heces, dificultad respiratoria, mucosas péalidas, secrecion
ocular serosa, secrecion nasal y ocular sero-mucosa, disminucion de los niveles de
trombocitos, estado fisico desmejorado, edemas en testiculo con inflamacion,
incoordinacion, disnea, espasmos, postracion e incluso muerte (Losos, 1986; Suarez y col.

2003).



Si el animal sobrevive a la fase aguda, entra en una segunda fase denominada
“Crénica”, la cual puede durar varios meses e incluso afios. Esta fase se caracteriza por
mantener niveles bajos de los valores de Ht y Hb, con fluctuaciones menores, tendencia a
la recuperacion o elevacion del numero de plaquetas, caquexia progresiva, fiebre y
trastornos de locomocion (Suarez y col., 2003; Losos, 1986). En este estado cronico los
animales presentan baja concentracion de parasitos en sangre dificiles de detectar por

métodos parasitologicos convencionales (Rivera, 1996).

Diferentes investigaciones con aislados de T. vivax inoculados experimentalmente en
ovinos y caprinos procedentes de Venezuela, han demostrado un efecto altamente
patogénico de esta especie, que incluyen serios trastornos a nivel tisular, hematoldgico,
metabdlico y reproductivo (Sandoval y col., 1995; Mavare y col., 1996; Gonzalez y col.,
1999; Suéarez y col., 2003). A nivel reproductivo se ha encontrado una disminucion de la
concentracion, viabilidad, motilidad, asi como un incremento en las atipias de los
espermatozoides en toros infectados experimentalmente con T. vivax (Stefano y col. 1999).
Ademads, los animales infectados manifestaron disminucion en la calidad seminal, anorexia

y pérdida de equilibrio.

1.1.3 Clasificaciony caracteristicas generales de T. vivax

Hoare (1972), divide el género Trypanosoma en dos secciones que han sido de suma
utilidad. Se trata de la seccion Stercoraria: flagelados metaciclicos con un gran cinetoplasto
desarrollados en el tubo digestivo del vector y transmitidos por las heces; y la seccion
Salivaria: transmision de flagelados metaciclicos a través de las glandulas salivares del

vector. T. vivax se ubica en la seccion Salivaria (Hoare, 1972). El incremento de la



complejidad de los tripanosomas ha requerido una clasificacion méas acorde en base a las

hipotesis filogenéticas.

Segun Brener, (1979), Levin y col., (1980) y Rivera (1996), T. vivax se ubica
taxondmicamente en: Dominio: Eukaria; Reino: Protozoa; Phylum: Euglenozoa; Clase:
Kinetoplastidea; Ovrden: Trypanosomatina; Familia: Trypanosomatidae; Genero:

Trypanosoma; Subgénero: Duttonela y Especie: Trypanosoma vivax.

Hoare, (1972), mediante analisis biométricos a partir de muestras de sangre infectadas
con T. vivax, reporto que la longitud del cuerpo de este hemoflagelado oscila en un rango
de 18 a 31 pm, incluyendo la longitud del flagelo libre que oscila en un rango de 3 a 6um.
Sin embargo, estas longitudes varian entre los aislados de una localidad y otra,
encontrandose, por ejemplo en Guyana francesa y Venezuela, parasitos cuya longitud
oscila entre 20 a 26um hasta otros mas pequefios, con medidas entre 15um 16
(Desquesnes, 2004). Actualmente, se determind por Gomez (2011) que la dimension

promedio de los aislados venezolanos de T. vivax es 21 um.

Los hemoparasitos de la familia Trypanosomatidae presentan en su citosol un
organelo puntiforme remarcado denominado Cinetoplasto (ADNK). El cinetoplasto de la
mayoria de los miembros de esta familia, esta organizado en una compleja red con dos
tipos de moléculas circulares de ADN topologicamente interconectados, denominadas
minicirculos y maxicirculos (Borst y col., 1985). Cada red contiene varias decenas de
maxicirculos, en la mayoria de las especies el rango de tamafio es de 20 a 40kilobases (Kb)
y cientos de minicirculos cuyo tamafo oscila entre 0,5+ 2,5kb (Morris y col., 2001). Sin

embargo, T. evansi y T. equiperdum (otro tripanosoma del grupo brucei y también parasito



de los equinos), son los Gnicos tripanosomas que en forma natural carecen de maxicirculos
en el ADNKk (Canelon y Meléndez., 2003). ElI T. vivax presenta un gran cinetoplasto
redondeado, cuya forma puede variar de circular a eliptica, y usualmente se encuentra
posicionado terminalmente (Figura 2). Sin embargo, en algunas formas de este parasito el

cinetoplasto puede estar en una posicion subterminal o marginal. (Hoare, 1972).

Kinstoplasto terminal grands . L
\. Extramo posterior redondzado
‘/ "/’ \

membranz ondulznts |
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R\ term iq’al
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Flagelo libre

Flagzlo libre siempre prasente

Figura 2. Caracteristicas generales de T. vivax. A) Dibujo esquematico de T. vivax
(modificado de www.lookfordiagnosis.com). B) Frotis de sangre de un bovino infectado con
T. vivax de la region de Pantanal en Brazil. Tincidn pandptica, 1000x inmersion (Tomado con

modificacidn de Osério y col. 2008).

1.1.4 Ciclo bioldgico de T. vivax.

T. vivax es un parasito que requiere de la participacion de dos tipos de hospedadores,
hospedador invertebrado: dipteros hematdfagos; hospedador vertebrado: mamiferos. En
Africa, el parésito presenta un ciclo de vida alterno que incluye tanto el hospedador
invertebrado, Glossina sp., como el hospedador mamifero. Dentro de la mosca tsetse el T.
vivax es capaz de multiplicarse y permanecer en la fase infectiva durante toda la vida del
insecto (Osério y col. 2008). El parasito se desarrolla en la proboscis de este organismo
donde la forma tripomastigote pasa a forma epimastigote. Esta fase es crucial y conduce al

desarrollo de tripomastigotes metaciclicos, los Unicos capaces de infectar hospedadores
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vertebrados a través de las picaduras de las moscas tsetse infectadas (Figura 3A) (Hoare,

1972; Osorio y col. 2008).

Por el contrario en América del Sur, donde no existe la mosca tsetse, el parasito se
transmite de forma mecanica (directa) sin multiplicacion ni crecimiento en el hospedador
invertebrado. Una vez en el hospedador mamifero, el T. vivax es capaz de dividirse por
fision binaria, la cual es iniciada por biparticion del cinetoplasto, ocasionando las

patologias mencionadas anteriormente (Figura 3B) (Hoare, 1972; Rivera, 1996; Osoério y

col. 2008).
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Figura 3. Ciclo Bioldgico de T. vivax. A) Transmision ciclica de T. vivax en Glossina sp.
(Modificado de Pays y col., 2006). B) Transmisién mecéanica de T. vivax. (Modificado
Gardiner y col., 1988).

1.1.5 Métodos de Diagndstico de tripanosomosis causada por T. vivax.

Entre las técnicas que se emplean para la deteccion de T. vivax se encuentran las
técnicas directas como las parasitologicas Woo, gota fresca, y PCR, e indirectas como la
hemaglutinacion, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) e IFI
(inmunofluorescencia indirecta). En Venezuela actualmente, se emplean estas

metodologias para el diagnéstico de la tripanosomosis causada por T. vivax. La
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microscopia ha sido tradicionalmente utilizada en la identificacion positiva de T. vivax
(Woo 1971; Murray y col., 1977). El diagnostico parasitologico de infecciones activas esta
basado en la deteccion microscopica de parasitos en muestras de sangre fresca (morfologia,
morfometria y motilidad de los parasitos en los tejidos) (Desquesnes y Davila, 2002),
mediante técnicas como Woo y “buffy-coat” (Woo, 1969; Murray y col. 1977). Estas
técnicas se basan en la centrifugacidn en tubos capilares de muestras de sangre de ovinos
en estudio y posterior observacion de la capa blanca; presentan una sensibilidad de 700
tryp/mL en el caso de T. vivax (Woo, 1969; Desquesnes, 2004). Sin embargo, las téecnicas
parasitologicas son poco sensibles en la fase crénica de la enfermedad debido a la baja
concentracion de parasitos en sangre de animales infectados durante este estadio, por lo
que el empleo de estas técnicas es limitado al momento de examinar la prevalencia de

tripanosomosis en condiciones de campo (Nantulya, 1990).

Debido las limitaciones del diagnostico parasitoldgico se ha requerido el desarrollo de
técnicas de diagnostico alternativas para este agente patogeno, entre ellas se encuentra el
ELISA (Nantulya, 1990; Luckins, 1977). Este ensayo esta basado en la sensibilizacién de
antigenos solubles extraidos del parasito y los cuales son afiadidos al suero de los
organismos en estudio fijados sobre placas de poliestrieno. Las inmunoglobulinas
especificas se unen a los antigenos y son visualizados por unanticuerpo enlazado a
una enzima marcada con un fluoréforo, capaz de emitir color al unirse a un sustrato. El
ELISA presenta la ventaja de tener excelente reproducibilidad, es de bajo costo y alta
capacidad de procesamiento de muestras (Desquesnes, 2004). Pero si bien este método ha
sido utilizado para el diagnostico de este hemoflagelado, tiene sus limitaciones debido a
que no es capaz de diferenciar entre una infeccion activa o una infeccion pasada (Masake y

col., 1997), ademas de que existe la posibilidad de que ocurra reaccion cruzada con otras
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especies de tripanosomas como T. brucei, T. congolense (Luckins y col. 1977). Otras
técnicas serologicas han sido aplicadas para el diagnostico de T. vivax como IFI
(Tamasaukas y col., 1998; Gonzalez, y col., 1999). Esta técnica permite la deteccion
directa de anticuerpos mediante observacion al microscopio de marcaje fluorescente al
agente patdgeno, pero presenta sus limitaciones ya que es subjetivo y depende del criterio
y entrenamiento del observador, ademas de que presenta baja sensibilidad en fase crénica
de animales con tripanosomosis. Se han empleado ademas técnicas como Hemaglutinacion
Pasiva (HP) y Adglutinacion Capilar (AC). Dichas técnicas pueden emplearse en
condiciones de campo pero tienen la limitacion de que los antigenos empleado son
altamente inestables, no es aplicable en estudios a gran escala y existe la posibilidad de que
ocurra reaccion cruzada con especies de este mismo género como la reportada por Toro y
col. (1981) quienes observaron que el antigeno preparado con T. evansi reacciond con

sueros provenientes de bovinos infectados con T. evansi y/o T. vivax.

Recientemente se ha empleado la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
ideada por Kary Mullis en 1985, la cual esta basada en la amplificacion de secuencias de
acidos nucleicos especificas empleando una DNA polimerasa, deoxinucleotidos (dNTPS),
buffer apropiado y cebadores especie-especificos. Esta metodologia se ha aplicado para la
identificacion precisa de T. vivax y otros tripanosomas empleando marcadores moleculares
especie-especifico localizada en el genoma de este parasito hemotropico (Masiga y col.,
1992; Masake y col., 1997; Almeida y col., 1997; Nijiru y col., 2005). Se ha asociado la
PCR ademas con ensayos de digestion enzimatica basados en la generacion de los
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) para la identificacion de polimorfismos genéticos y
evaluando la variabilidad intraespecifica entre los aislados de T. vivax (Garcia y col.,

2009). La técnica RAPD (amplificacion al azar de polimorfismos genéticos) ha sido otro
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método molecular aplicado en la identificacion T. vivax (Davila y col., 1997). Sin embargo,
el empleo de cebadores que anclan al azar limita la aplicabilidad de esta metodologia ya
que las condiciones de amplificacion deben establecerse de manera que los patrones
resultantes sean reproducibles, lo cual requiere ADN altamente purificado. Estas técnicas
son altamente sensibles y especificas, pero dificiles de realizar bajo condiciones de campo
donde se requiere un método de diagnostico rapido y efectivo de animales infectados con
T. vivax debido al requerimiento de personal capacitado y equipos de laboratorios

especializados.

La aparicion de brotes severos de T. vivax en rebafios de ovinos, bovinos y caprinos de
Venezuela con serias implicaciones econdmicas y sanitarias por sus efectos adversos a la
salud y a la produccion animal, amerita realizar investigaciones enfocadas al desarrollo de
técnicas de diagndstico especificas, sensibles y de bajo costo en condiciones de campo que
permitan la deteccion rapida de este agente patogeno y la aplicacion inmediata de

tratamiento apropiado para el control de la enfermedad.

1.2. Amplificacion isotérmica de ADN mediada por asas (LAMP).

Recientemente, ha sido desarrollada una nueva técnica para la amplificacion de
material genético por Notomi y col (2000) denominada LAMP, Amplificacion Isotérmica
mediada por Asas (por sus siglas en inglés Loop-mediated Isothermal Amplification), que
ofrece numerosas ventajas en comparacion con otras técnicas moleculares como la PCR.
En este sentido, LAMP permite amplificar de manera eficiente y rapida secuencias de
acidos nucleicos especificas bajo condiciones isotérmicas desde unas pocas copias hasta

10° copias en menos de una hora, empleando una ADN polimerasa con actividad
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desplazante de cadena sencilla, Bst-Polimerasa (extraida de Bacillus stearothermophilus) y
un conjunto de cuatro cebadores (dos internos y dos externos) los cuales contienen
secuencias (sentido y antisentido) que reconocen especificamente a 6 regiones distintas en
el ADN blanco (Figura 4) (Notomi y col., 2000). Debido a la actividad desplazante de la
Bst polimerasa, no se requieren cambios de temperatura para la desnaturalizacion del ADN
e hibridacion con los oligos prescindiendo asi del uso del termociclador en la incubacion
de la reaccion de amplificacion.Otra ventaja de la técnica LAMP sobre la PCR, es que el
producto final puede ser visualizado directamente sin requerir el empleo de la

electroforesis en geles de agarosa.

1.2.1.Mecanismo de accion de la técnica LAMP.

Para comprender mejor el mecanismo de accion de LAMP se muestra la Fig. 4,
donde se describen las seis regiones del ADN blanco denominadas F3, F2, F1, Blc,
B2c y B3. Los extremos de la region de amplificacion son llamados F3c (forward) y
B3 (backward) de 17-21 nucledtidos de longitud respectivamente. Al interior de estas
secuencias se hallan dos secuencias de 23-24nt denominadas F2c y B2,
Adicionalmente, entre la region F2c y B2 se encuentran dos regiones denominadas F1c
y B1 (23-24nt). Los cebadores externos son disefiados delimitando los extremos de la
regiéon de amplificacion, a su vez, el cebador interno forward (FIP) esta compuesto de
las secuencias F1c complementaria a la regiéon F1 en el ADN blanco y la secuencia F2
complementaria a la region F2c, ambas secuencias separadas por un espaciador de
cuatro timinas (TTTT). De la misma manera, el cebador interno backward (BIP)
contiene las secuencias B1c complementaria a B1 en el ADN blanco y la secuencia B2

complementaria a B2c igualmente separadas por cuatro timinas (Figura 4).
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Figura 4. Sitio de union de los cebadores LAMP sobre la secuencia de ADN blanco. Se
muestran seis regiones distintas sobre la secuencia de ADN blanco que se desea amplificar, F3,
F2, F1, Blc, B2c and B3. La letra ¢ indica secuencia complementaria (Mori y col., 2004).

1.2.1.1 Fases de la reaccion LAMP.

Segln Notomi y col. (2000), la reaccion LAMP consiste en tres fases: la primera fase
se ha denominado “Fase inicial de LAMP”. Esta primera fase se inicia cuando uno de los
cebadores internos hibrida con la secuencia complementaria, por ejemplo, el cebador
interno FIP se alinea con la secuencia F2c del ADN blanco e inicia la sintesis de la hebra
complementaria mediante la adicion de los dinucleotidos trifosfato (ANTPs) por la Bst
polimerasa con actividad de desplazamiento de la hebra (Figura 5, estructura 1) (Notomi y

col., 2000).

F3c F2¢Fle ADN blanco B1 B2 B3

e e ] . B EY
F3 F2 FI Blc B2c B3c
Fic F2cFle D' Bl B2 B3

tn

Estructural —p 1" el m

FIP 5~’|.,., 3’
‘1c

F ADN polimerasa con actividad

de desplazamiento de la hebra

Figura 5. Fase inicial LAMP. Sintesis de la hebra molde por la Bst polimerasa al unirse el
primer interno FIP. Formacion de la estructura 1 (Mori y col., 2004).
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Posteriormente el cebador externo F3, el cual es de menor tamafio y se encuentra en
menor concentracion en la mezcla de reaccion, hibrida a la secuencia complementaria F3c
fuera de la secuencia de unidén a FIP (estructura 2), e inicia la sintesis de una hebra
complementaria a la hebra molde (doble cadena) (Figura 6, estructura 3) liberando la hebra

de ADN recieén sintetizada por FIP (Figura 6, estructura 4) (Notomi y col., 2000).

r Fie F2eFle Bl B2 B3 rom

Estructura 2 —= S el e

T Primer -{5_.-, = I -
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_:—‘-h\"'\—n_
o~ T
F3c F2cFle Bl BX B3
3 o—— — 5 5 S —
e T B - Fle F? F1 Blec B2e Bic
F3} F2 F) Ble B2 Bic
Estruciura 3 Estructura 4

Figura 6. Fase inicial LAMP. Formacion de una molécula de ADN doble cadena (Estructura

3) y una molécula de ADN cadena sencilla (Estructura 4) (Mori y col., 2004).

La hebra liberada (cadena sencilla) produce un tallo doble cadena y un asa en el
extremo 5°por complementariedad de bases entre la secuencia F1 recién sintetizada y la
secuencia F1c dada por el cebador FIP (Figura 6, estructura 4). Esta estructura sirve ahora
como molde para la sintesis de la hebra complementaria iniciada por el cebador BIP. El
cebador interno BIP que lleva la secuencia B2 hibrida en la region B2c del ADN blanco e
inicia la sintesis de la cadena complementaria (Figura 7, estructura 5). A través de este
proceso, el ADN revierte de una estructura en forma de asa en el extremo 5" a una
estructura lineal. Simultaneamente, el cebador externo B3 hibrida a la secuencia
complementaria B3c del ADN blanco fuera del sitio de union del cebador BIP, y con ayuda
de la polimerasa inicia la sintesis de la hebra desde el extremo 3" a al extremo 5, liberando
el ADN cadena sencilla sintetizada por el cebador BIP. Originandose una doble cadena de

ADN (Figura 7, estructura 6), y una cadena sencilla capaz de formar un tallo doble cadena
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y un asa en ambos extremos del ADN blanco (Figura 7, estructura 7) (Notomi y col.,

2000).
E z ‘“ Ble B2c Bic ’
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Figura 7. Fase inicial LAMP. Formacion de un asa en el extremo 5 del ADN blanco y
posterior union del primer BIP en el extremo 3. Formacion de una molécula de ADN doble
cadena (estructura 6) y de una estructura con un asa en cada extremo del ADN blanco
(estructura 7) (Mori y col., 2004).

La estructura 7 sirve ahora como molde para las fases posteriores de la reaccion
LAMP. Esta estructura inicia la segunda fase denominada “Fase de ciclado”. En esta fase,
el cebador interno FIP alinea a la secuencia F2c (Figura 7, estructura 7) que se encuentra
en cadena sencilla dentro del asa, e inicia la sintesis de una nueva hebra de ADN en
direccion 5° separando las secuencias complementarias F1c de F1. Simultaneamente, a
partir del extremo 3" libre de F1, la Bst polimerasa inicia la sintesis de otra hebra de ADN
complementaria en direccion 5° (Figura 7, estructura 7) (Notomi y col., 2000). Luego,
comenzando del extremo 3" de la region B1, se inicia la sintesis de ADN utilizando esto
como un auto-cebador para sintetizar una hebra complementaria y posteriormente liberar
la hebra sintetizada por el cebador FIP en esta fase de la reaccion (Figura 8; estructura 8).
La hebra liberada forma nuevamente un asa en cada extremo por complementariedad de
bases entre F1y Flc, asi como Bl y Blc, respectivamente (Figura 8; estructura 10). Esta
estructura es equivalente a la estructura 7 formada en el paso inicial de la reaccion LAMP,
por lo que de forma similar sigue los pasos para formar las estructuras 8 y 9, pero con la

diferencia de que conduce a la sintesis de ADN a partir del extremo 3" de la region F1
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donde la polimerasa puede incorporar dNTPs sin el requerimiento de los cebadores (auto-

cebador) originando la estructura 12 (Figura 8) (Notomi y col., 2000).

Posteriormente, el cebador BIP alinea a la region B2c permitiendo la sintesis de ADN
por la polimerasa, liberando la hebra sintetizada por el auto-cebador B1. Se producen
nuevamente estructuras similares a la estructura 8 y 10 (Figura 8), asi como la misma
estructura 7 (Figura 8). Los cebadores internos BIP y FIP hibridan a las estructuras 10 y 12
respectivamente, continuando la sintesis de ADN aumentando asi el nimero de copias de
la secuencia blanco, lo que corresponde a la tercera fase de la reaccion denominada “Fase
de elongacién” (Notomi y col., 2000).
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Estructura 9

Figura 8. Fase del ciclado de la reaccion LAMP. Se muestran las estructuras que se van

originando durante el proceso de la técnica LAMP (Mori y col., 2004).

1.2.2 Métodos de deteccion del producto amplificado por la reaccion LAMP.

Existen diversos métodos de deteccion del producto amplificado mediante la

reaccion LAMP, entre ellos se encuentran la electroforesis en gel de agarosa (Notomi y
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col., 2000), la Deteccion visual por fluorescencia (Notomi y col., 2000), Fluorescencia en
tiempo real (Notomi y col., 2000), Turbidimetria (Mori y col, 2001), Turbidimetria en
tiempo real (Mori y col., 2004), Deteccion visual por adicion de polimeros cationicos
(Mori y col., 2006), Deteccion por el método ABC-LAMP (Tani y col., 2007), Deteccion
visual por dispositivo de flujo lateral (LFD) (Kiatpathomchai y col., 2008), Deteccién
visual empleando metales indicadores (Tomita y col., 2008) y Colorimetria utilizando azul

de hidroxinaphthol (Goto y col., 2009)

En este estudio, proponemos detectar el producto amplificado de la region catalitica
de la cisteina proteasa de T. vivax mediante la turbidez derivada por la formacion del
precipitado de magnesio, fluorescencia mediante la adicion de SYBR Green vy
electroforesis en geles de agarosa. Emplearemos estos métodos por ser economicos y

rapidos.

La Turbidimetria consiste en la formacion de un precipitado blanco de pirofosfato de
magnesio producto del ion pirofosfato liberado durante la polimerizacion del ADN por la
Bst polimerasa. Gran cantidad de este i6n es liberado, por lo que el pirofosfato es capaz de
interactuar con los iones magnesio en la mezcla de reaccion formando el precipitado
(pirofosfato de magnesio) (Mori y col., 2001). Esta reaccion puede ser resumida mediante

la siguiente ecuacion:

(DNA)n-1 + dNTP — (DNA)n + P,0,*

La LAMP genera mas de 4 pug de ADN lo cual es requerido para alcanzar una

concentracion aproximada del ion pirofosfato mayor a 0,5mM, lo que trae como
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consecuencia la interaccion de cargas entre los iones magnesio y pirofosfato por
interaccion de cargas y genera el precipitado:
P07 * +2Mg™ — Mg,P,0,

Por el contrario, en un ensayo de PCR, se producen alrededor de 0,2ug/25uL de ADN
y la concentracion del ion pirofosfato aproximada es de 0,02mM, por lo que no se produce
el precipitado (Mori y col., 2001). Otra razon es que debido a las altas temperaturas
empleadas en la PCR durante la fase de desnaturalizacion del ADN, el ion pirofosfato es
hidrolizado a i6n fosfato y por lo tanto no hay interaccion con los iones magnesio ni

formacion del precipitado (Mori y col., 2001).

Existe una correlacion lineal entre la cantidad de ADN sintetizado y la cantidad de
pirofosfato de magnesio producido (Figura 8). La ausencia o presencia del precipitado en
la mezcla de reaccion, indica la ausencia o presencia de ADN blanco respectivamente

(Figura 8) (Mori y col., 2001).

1.4
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Figura 9. Turbidimetria derivada de la formacién de pirofosfato de magnesio en la
reaccion LAMP. A) Relacion lineal entre la cantidad de ADN sintetizado y la cantidad de
pirofosfato de magnesio producido (Mori y col., 2001). B) Diferencia en la turbidez de una
reaccion LAMP negativa contra una positiva de Salmonella sp., (tomado de
http://loopamp.eiken.co.jple/tech/detect_index.html).
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Por otra parte, la fluorescencia consiste en la adicion de colorantes
fluorescentes a la mezcla de reaccion que se intercalan al ADN doble cadena. Los
tubos que contienen los productos amplificados pueden ser visualizados directamente
en presencia de colorantes fluorescentes como SYBR Green, Bromuro de etidio,
entre otros empleando un transiluminado de luz UV. Sin embargo, en la practica la
inspeccion visual es realizada a través de la observacion directa de un cambio de
color mediante la adicion de SYBR Green al tubo de reaccion, un cambio de color de

naranja a verde indica la sintesis de ADN (Parida y col., 2008).
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2. ANTECEDENTES

La técnica LAMP fue desarrollada inicialmente por Notomi y col., en el afio 2000,
quienes utilizaron como modelo de estudio la region HBs del virus de la Hepatitis B. Los
autores demostraron que la técnica es altamente especifica, sensible y rapida, bajo
condiciones isotérmicas para la deteccion de secuencias especificas desde seis copias de
ADN blanco. El producto amplificado esta constituido por multiples bandas observadas
como un barrido (smear) en la corrida electroforética, debido a la formacién de estructuras
en forma de tallo — asa con repeticiones invertidas y alternadas de la secuencia blanco

producidas durante la reaccién, partiendo de un producto base (Figura 8).

Mori y col. (2001), propusieron utilizar el precipitado de pirofosfato de magnesio
como indicador de positividad de la amplificacion e inclusive demostraron la correlacion

lineal con la sintesis de ADN.

Mori y col. (2004) encontraron una correlacion lineal entre la formacion del
precipitado de pirofosfato y la sintesis de ADN, proponiendo cuantificar la cantidad de

ADN sintetizado por monitoreo en tiempo real empleando un turbidéometro.

LAMP se ha aplicado recientemente para la identificacion de especies de
tripanosomatideos. Estudios realizados por Kuboki y col. (2003), demostraron la
aplicabilidad de ésta técnica en la identificacion de T. brucei empleando la secuencia PFR
especifica. Incluyeron en el estudio T. brucei brucei, T. brucei gambiense, T. brucei
rhodesiense y T. evansi y evaluaron la positividad de la reaccion mediante electroforesis en

gel de agarosa para todas estas especies. En este estudio se detectd el ADN de los parasitos
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durante todos los dias post-infeccion empleando el metodo LAMP, comparado con PCR el
cual pudo detectar la presencia del ADN del parasito a partir de 10 dias post-infeccion,
concluyendo que la sensibilidad de la técnica LAMP es 100 veces mas alta que los

métodos basados en PCR.

Por otra parte, Thekisoe y col. (2005), emplearon LAMP para la deteccion de T.
evansi en cerdos infectados experimentalmente y la compararon con técnicas
parasitologicas y la PCR. Estos investigadores observaron un alto nivel de deteccion
positiva por el método LAMP comparado con PCR vy las técnicas parasitoldgicas como
MHC vy prueba de frotis de sangre (TBS), lo cual confirma resultados previos realizados
por Kuboki y col. (2003). Los autores concluyen que la técnica LAMP ofrece una
alternativa para el diagndstico de T. evansi en paises endémicos y pocos desarrollados
debido a la habilidad de sintetizar gran cantidad de ADN y facil deteccion del producto por

inspeccion visual de la turbidez descrita por Mori y col. (2001).

Thekisoe y col. (2007), desarrollaron la técnica LAMP para la deteccion especifica de
tripanosomosis humana y animal. Disefiaron los cebadores para marcadores moleculares
especificos de diferentes especies del genero Trypanosoma, tales como la region ITS2-5.8S
rRNA para T. brucei gambiense, rRNA 18S tanto para T. congolense como para T. cruzi, y
una glicoproteina de superficie VSG RoTat 1.2 para T. evansi. Los autores determinaron
que el método fue especifico para cada una de las especies de tripanosomas capaz de

detectar hasta 1 femtogramo (fg) del ADN del parésito.

Njiru y col. (2008a), evaluaron la técnica LAMP en la deteccion del sub-género

Tripanozoon con cebadores disefiados a partir de la secuencia conservada de elementos
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moviles insertados al azar (RIME) de éste género en aislados de T. brucei rhodesiense y T.
gambiense. En este estudio se reportd una sensibilidad analitica del ensayo RIME-LAMP
equivalente a 0.001 trip/mL; mientras que por un ensayo clasico de PCR el rango fue de
0.1 a 1000 trip/mL, indicando que podria ser posible detectar mediante LAMP bajas
parasitemias en pacientes infectados con este parasito. Los autores concluyen que la
sensibilidad y facil aplicacion de esta técnica, junto con la capacidad de detectar el
producto visualmente sin la necesidad de equipo sofisticado, indican que LAMP tiene gran

potencial para la deteccion de tripanosomosis africana en humanos.

Para esta misma fecha, Njiru y col. (2008b) reportaron la evaluacion de la técnica
LAMP para T. brucei rhodesiense basado en el gen asociado a la resistencia al suero
(SRA), encargado de la forma aguda de la enfermedad africana del suefio. Se emplearon
cebadores especificos a este gen para detectar al ADN de tripanosoma presente en la capa
blanca de sangre infectada, una alicuota precalentada y otra alicuota sin precalentar.
Obtuvieron un limite de deteccion de 1 picogramo (pg) de ADN purificado (equivalente a
10trip/mL) y 0.1 pg (1 trip/mL) usando la capa leucocitaria tratada con calor, mientras que
el limite de deteccion para el ensayo SRA-PCR fue de 1000 trip/mL. Los autores
demostraron que la sensibilidad analitica del ensayo SRA-LAMP aumenté cuando
precalentaron el templado (ADN o sobrenadante) y concluyeron que el uso de un proceso
de precalentamiento de la muestra sin comprometer la sensibilidad, elimina la necesidad de
la extraccion del ADN. Asi mismo, demostraron la utilidad de este gen como blanco en la

deteccién de ADN de T. brucei rhodesiense usando la técnica LAMP.

Otro estudio relacionado con la amplificacion de ADN de tripanosomatideos mediante

LAMP fue el realizado por (Thekisoe y col., 2009). Los investigadores estudiaron la
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estabilidad de los reactivos de la mezcla de reaccion LAMP vy su eficiencia de
amplificacion en templados de ADN crudo de tripanosomas. Los reactivos LAMP fueron
almacenados a -20°C, 25°C y 37°C y luego probados en la amplificacion de T. brucei
brucei (GUTat 3.1) y T. brucei gambiense (I1L2343), encontrando que no existian
diferencias significativas en la sensibilidad de deteccion de estas especies patdgenas en
todas las condiciones evaluadas. Los investigadores concluyen que la técnica LAMP tiene
alto potencial para ser usada en condiciones de campo para el diagnéstico de
tripanosomosis, sin ser afectada la sensibilidad por la temperatura ambiental de paises

tropicales y subtropicales, donde esta enfermedad es endémica.

Estudios recientes llevados a cabo por Njiru y col. (2010), evaluaron el uso de la
técnica LAMP para su aplicacion en la deteccion de la cepa B de T. evansi. En este trabajo,
utilizaron como blanco la secuencia VSG JN 2118Hu especifica de la cepa B de T. evansi
empleando la técnica LAMP y un ensayo clasico de PCR. Los autores reportan que la
sensibilidad analitica del ensayo LAMP fue de 0,1trip/mL, mientras que por la prueba de
PCR del mismo gen fue de 10trip/mL. Por otra parte, emplearon diferentes métodos de
deteccion del producto amplificado por LAMP (tincion por SYBR Green, electroforesis en
gel de agarosa, turbidimetria en tiempo real, analisis de restriccion y cromatografia con
dispositivo de flujo lateral), obteniendo un 100% de la eficiencia en todos los métodos
empleados. Los autores concluyen que, la prueba es especifica para la cepa B de T. evansi
y no mostré amplificacion de secuencias inespecificas, por lo que este estudio podria
distinguir entre las cepas A y B de este hemoflagelado, en ausencia de sintomas clinicos
del animal infectado. Este dispositivo de flujo lateral disminuye el riesgo de contaminacion

y generacion de resultados falsos-positivos.
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Por otra parte, se desarrollo6 la técnica LAMP para la deteccion especifica de T. cruzi y
T. rangeli basado en los genes de la unidad 18S ARNr y en los genes de ARN nuclear
pequefio respectivamente realizado por Thekisoe y col. (2010). El ensayo LAMP para la
deteccion de T. cruzi y T. rangeli fue especifica en cada caso, sin reaccion cruzada con
ADN humano, ADN del vector o de cada uno de estos tripanosomas. Adicionalmente,
reportaron una sensibilidad analitica para el ensayo LAMP de 100fg para T. cruzi y 1pg
para T. rangeli. Los investigadores indican que este estudio brinda una posible alternativa
como herramienta de diagnostico molecular para confirmar la presencia de ambos parasitos
en vectores infectados, muestras clinicas, muestra de transfusion de sangre y durante el
transplante de 6rganos. Asi mismo, concluyen que la enzima Bst polimerasa empleada en
la reaccion no es afectada por componentes de la sangre y derivados de tejidos como

mioglobina, complejos proteicos sangre-grupo hemo e inmunoglobulinas G.

En este mismo afo, Matovu y col. (2010), realizaron un estudio comparativo de la
técnica LAMP con la técnica PCR para la deteccion de ADN de tripanosomas empleando
sangre de pacientes con tripanosomiasis humana africana (HAT) preservadas en papel
FTA. Para ello, emplearon como marcadores moleculares la secuencia conservada RIME y
SRA de T. b. rhodesiense y una glicoproteina de superficie especifica (TgSGP) de T.
brucei gambiense. Los investigadores reportaron que la técnica RIME- y SRA-LAMP fue
significativamente mas sensible en base al nimero de muestras positivas que el ensayo
SRA-PCR Yy al tratamiento de la muestra en el papel FTA. Todas las muestras de campo

evaluadas mediante el ensayo TgSGP-PCR fueron negativas.

Wastling y col. (2010) realizaron un estudio comparativo de métodos de deteccion del

producto LAMP aplicados al diagnostico de HAT, empleando como marcadores
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moleculares la secuencia conservada RIME y la secuencia PfrA para el subgénero
Trypanozoon y la secuencia SRA para T. brucei Rhodesiense. Los métodos empleados
fueron 1) visualizacion de la turbidez; 2) adicidon de azul de hidroxinaftol antes de la
incubacion de la mezcla de reaccion; 3) adicion de calceina con MnCl, antes de la
incubacion y 4) adicién de Quant-iT PicoGreen después de la incubacion. El azul de
hidroxinaftol fue mejor que los otros métodos de deteccion comparados, por lo facil,
economico, preciso y confiable interpretacion de los ensayos LAMP para el diagnostico de
HAT. La deteccion visual de la turbidez no fue posible en todas las reacciones; la adicion
de calceina con MnCl, afecta la sensibilidad de la reaccion LAMP y por ultimo el reactivo

Quant-iT es costoso para el empleo en el diagnostico de esta enfermedad.

Njiru y col. (2011a) realizaron el ensayo LAMP para la deteccion del Grupo 1 de T.
brucei gambiense empleando la secuencia del gen TgsGP. Los autores demostraron que el
ensayo fue especifico y capaz de amplificar ADN del parasito en muestras clinicas. Asi
mismo, reportaron una sensibilidad de 10trip/mL usando ADN purificado y 1tryp/mL
cuando se empled el sobrenadante con derivados de sangre, en comparacion con los
ensayos de PCR que se obtuvo una sensibilidad de 10 a 10%rip/mL. Ademés se encontrd
que el ensayo fue capaz de detectar ADN del parasito en liquido cefalorraquideo nativo
(LCR), en sobrenadante doblemente centrifugado a partir de la capa leucocitaria y aspirado
de médula Osea. Los autores concluyen que la robustez, sensibilidad y capacidad de
detectar los productos visualmente proporcionan gran potencial al ensayo TgsGP LAMP

como prueba diagnostica de HAT.

En este mismo afio, Njiru (2011b) desarrollo la técnica LAMP combinada con la

deteccion del producto amplificado empleando un dispositivo de flujo lateral (LFD) para
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la deteccion de HAT. Este autor reportd mediante el ensayo LAMP-LFD una sensibilidad
analitica de 0.01 Trip/mL, cuyo valor fue idéntico a los obtenidos mediante electroforesis
en gel de agarosa y SYBR Green I. Sin embargo, LFD mostro superior sensibilidad que
SYBR Green en muestras biologicas de hueso humano. EIl autor concluye que el uso de
colorantes intercalantes no especificos puede generar falsos positivos, asi mismo, el ensayo

LAMP-LFD es simple, rapido y tiene gran potencial en el diagndstico de HAT.

Recientemente se desarrollo la técnica LAMP para la deteccion de T. vivax basada en
secuencias de ADN satelital, por Njiru y col. (2011c). Se evidencio una sensibilidad
analitica de 1trip/mL, a diferencia de ensayos con PCR cuya sensibilidad fue de 10 a
10%rip/mL. El ensayo LAMP para la deteccion de este parasito fue rapido, robusto y
simple con alto potencial para el diagnostico de tripanosomosis animal en condiciones de

campo.

Se ha aplicado la técnica LAMP a otras especies de interés veterinario tales como
Babesia sp. (Ikadai y col., 2004), L. donovani (Takagi y col., 2009) y Plasmodium sp.
(Kawai y col., 2010). Asi como para la identificacion de genomas virales, hongo patdgenos

y 0tros organismos.

En vista de que no existe ningun reporte hasta la fecha de la aplicacion de la técnica
LAMP para el diagnostico de tripanosomosis causada por T. vivax a partir de la regién
catalitica de la cisteina proteasa de aislados venezolanos, se propone desarrollar esta

técnica de amplificacion para la deteccion de este agente patdgeno.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

Desarrollar la técnica de amplificacion isotérmica de ADN mediado por asas
(LAMP) para su aplicacion en la deteccion de Trypanosoma vivax en ovinos

infectados experimental mente.

Objetivos especificos:

1.

Infectar experimentalmente ovinos sanos con un aislado venezolano de T. vivax y
realizar un seguimiento mediante técnicas parasitologicas y moleculares.

Disefar, mediante herramientas bioinformaticas, los cebadores internos y externos
de un ensayo LAMP sobre las secuencias internas del dominio catalitico de la
cisteina proteasa de T. vivax con fines diagnosticos.

Determinar las condiciones Optimas de temperatura, tiempo y de los componentes
de la mezcla de reaccion Tv-LAMP, utilizando los cebadores especificos para su
aplicacion en la deteccion de T. vivax.

Evaluar la sensibilidad y especificidad de la reaccién Tv-LAMP en muestras de
sangre de ovinos infectados experimentalmente.

Evaluar comparativamente la robustez de la reaccion Tv-LAMP en diferentes
condiciones de muestras de sangre provenientes de ovinos infectados
experimental mente.

Realizar un estudio comparativo de la sensibilidad y tiempo de la técnica Tv-

LAMP con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Infeccion experimental en ovinos en estudio.

Se incluyeron en el estudio dos ovejos mestizos sanos de 1 afio de edad, y de 20 Kg de
peso. Uno de ellos se inoculé con 10°parésitos de T. vivax cepa Apure provenientes de
sangre infectada a través de la vena yugular. Este aislado presenta un tamafio es de 21uM
(GOmez, 2011) vy fue obtenido inicialmente de un bovino infectado con T. vivax del Estado

Apure. El segundo ovejo se utilizd como control negativo del proceso infeccioso.

Los ovejos permanecieron en un Bioterio con todas las condiciones adecuadas para
su mantenimiento, con suministro de agua ad libitum y alimentados con pasto seco,
contando ademas con la participacion de personal veterinario abocado al seguimiento de la
infeccion. Al cabo de dos semanas de estudio con los ovinos infectados se realizo el
tratamiento post-infeccion con una dosis de 0,5mg/Kg de cloruro de isometamidium y 5mL

de suplemento vitaminico para garantizar la sobrevivencia de los animales.

Para la infeccion experimental, el animal fue sujetado empleando buenas préacticas de
laboratorio. Se realizo la inmunosupresion de los animales a infectar con el indculo de T.
vivax, aplicandoles dexametasona siguiendo el protocolo de 5 dosis de 2mg/Kg de forma
interdiaria. Simultaneamente con la cuarta dosis se tomé una muestra de sangre a través de
la vena yugular de los ovinos en tubos con anticoagulantes (EDTA) para el analisis de los
ovejos en estudio previamente a la inoculacion de los parasitos. Luego de dos dias post-
infeccion, se coloco la quinta dosis de dexametasona (Garcia y col., 2005). Se tomaron

muestras de sangre interdiario post-infeccion contando con la participacion de la Lic.
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Lucinda Tavares. Una alicuota de estas muestras se empledé para los ensayos

parasitologicos y una segunda alicuota para la extraccion del ADN gendmico.

4.2. Técnicas parasitoldgicas.

El seguimiento parasitologico de los ovinos inoculados se realizO mediante una
evaluacion interdiaria post-infeccion empleando los métodos: Brener para el contaje de
parasitos observando 100 campos (Brener, 1962), la técnica de MHC (Woo, 1969) y gota

fresca (Desquesnes y Tresse, 1996).

4.2.1 Centrifugacion de Microhe matocrito (MHC) y Woo:

Para la MHC, las muestras de sangre de los ovinos en estudio fueron analizadas segin
Woo (1969). Para ello, se tomaron 70 puL de sangre en un tubo capilar con EDTA (75 X
1.5mm). una vez sellado uno de los extremos del tubo capilar, se centrifugd a 3000xg
durante 10min. Se determind el porcentaje de globulos rojos presentes en la muestra
(determinacion de hematocrito) y posteriormente para la técnica de Woo se observo al
microscopio con un aumento de 200X, la capa leucocitaria de las muestras de sangre

tomadas, determinando la presencia o ausencia de los parasitos en sangre.

4.2.2 Gota fresca:

Para este estudio, se depositd una gota de sangre sobre un portaobjetos y se coloco un
cubreobjetos. Se observd directamente la preparacion al microscopio de luz con un

aumento de 400X la presencia o0 ausencia de parasitos. Los tripanosomas fueron
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reconocidos por su movimiento caracteristico entre los globulos rojos inmoviles en el caso

de las muestras positivas.

4.2.3 Cuantificacion de parasitos en sangre por el método de Brener (1962).

El método usado para la cuantificacion de parasitos, es una adaptacion del método
original descrito por Brener (1962). Para ello, se colocaron 5L de la muestra de sangre
en estudio en un portaobjetos y sobre la sangre un cubreobjetos (22mm x 22mm)
presionando suavemente para permitir que la muestra se distribuya homogéneamente bajo
la superficie del cubreobjetos. Posteriormente se contaron los parasitos en 100 campos, en
un microscopio Leica® a un aumento de 400X y la parasitemia se expresé como el nimero

de organismos/mL de sangre segun la siguiente formula:

Organismos __ Oc x Fm x Fd
mL
Donde: Oc representa el nimero de organismos contados, Fm es el factor optico del
microscopio, factor de conversion cuyo valor estd relacionado con el area de vision y el
nimero de campos observados al microscopio a un aumento 400X. Para este caso en
particular, el Fm= 5824 microscopio Leica®. Finalmente Fd es el factor de dilucion de la

muestra.

4.3 Obtencién de ADN gendomico.

El ADN genomico fue aislado utilizando el estuche comercial Promega “Wizard®

Genomic DNA Purification, siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.
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Brevemente partiendo de 300uL de muestra de sangre se agregaron 900uL de la
solucion de lisis celular en un tubo de centrifuga de 1,5mL, mezclando por inversion para
la ruptura celular de los globulos rojos y glébulos blancos. La mezcla fue incubada por 10
min a temperatura ambiente, invirtiendo el tubo periodicamente, seguida de una
centrifugacion por 20seg a 16000xg (Thermo electron corporation). El sobrenadante fue
descartado y se resuspendio el sedimento en un agitador mecanico (Digisyteml).
Seguidamente, se afiadieron 300pL de la solucion de lisis nuclear mezclando hasta formar
una solucion viscosa. Posteriormente se agregd 1,5ul. de RNAsas y se mezclO suavemente
por inversion. Seguido de una incubacion con ARNasa (15min a 37°C y 5min a
temperatura ambiente). Posteriormente, las proteinas fueron precipitadas afiadiendo 100uL
de solucidn de precipitacion de proteinas y removiendo la mezcla en el agitador mecénico
por 20seg aproximadamente hasta observar los pequefios agregados de proteinas. La
mezcla fue centrifugada por 3min a 16000xg (observandose un sediemento marron
oscuro), transfiriendo el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1,5mL para la
precipitacion de los &cidos nucleicos con 300ul de isopropanol, seguida de una
centrifugacion por 5min a 16000xg descartando el sobrenadante. El sedimento fue lavado
con 300uL de etanol al 70% y centrifugado a 16000xg por 1min. El sedimento fue secado
al vacio (Speedvac) por 10min a 65°C e hidratado con 100uL de agua bidestilada por 1
Hora a 60°C. Las muestras fueron rotuladas y preservadas en nevera a 4°C hasta su analisis
molecular.

4.4 Técnicas moleculares

4.4.1 Reaccion LAMP
4.4.1.1 Disefio de cebadores de la reaccion Tv- LAMP.
La secuencia de 684pb de la region catalitica de la cisteina proteasa de T. vivax de

aislados venezolanos fue el blanco genomico escogido para el disefio de los cebadores de
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la reaccion LAMP (Figura 10) (Resultado no publicado de Gonzalez, 2011). Para ello, se
empleé el software PrimerExplorer V3  disponible en la  web

(http://primerexplorer.jp/elamp3.0.0/index.html).

1 GIGAGGACGES TGEIGCAGST GOCGOCGGGC AGGCGOCCOS COGOCGIGEA CTGEOGCCES AMGGSIGOGS TGACGOCOST B0

81 CAAGGACCAS SGCACCIGOG GCTICCTOCTIC GICCTIICICC GOCATTGOOA ACATCGAGGS CCAGIGHGCS GCIGCTGGCA 160

AAhAsbbabas SAbbASsbess SEAASASREE SLESAAEeEE SAEASAsAssE SARLsssldss SEbssssRss Ssssssssss

161 ACOOGCTGAC GASTCIGICG GAGCAGATEC TIGTIGICGIG CGATITTICAAG GACAATGGST GOGGIGGTGS TITCATGGAC 240

T T T L L T T T T T T T T T T I TrI e TTITTIYITYITII LT

241 AARCGCATICG AGTGOATCST GAAGGAGAAC AGTGGCAMGS TGTACACGEA GAAGAGCTAT CCCTACGICT CGGAGSACGS 320

AAAAEESSES SASESEREEE SESASSEEEE SASESAEEEE SSAESEEESSE ASSASEESESE SSASSSEEEE SesSEssEEs

371 TAGTAAGCOG TICTIGTATIC CTTACGGGCAR CGAGGICOGGT GOCACGATCA COGGOCACGT GGACATOCOG CACGACGAGS 400

AAASASAEAS SASESESEEE BEEEELSEs A AAAASAAAAS SAAMASASEAS SAEAEGAEAEE SAAAGAGEEEE BEEEEE4EsE

401 ACGCCATCGS CAAGTACCIC GOCGACAACG GOUOGGTOR IGTGECCGTG GACGOCACCA CCTICATIGIC GTACASTIGES 480

481 GOTOTGOTOM COTCCTGOAD CTOCSARATS CTGAACCALS GOOTOCOTICCT COTCGECTAC AACGACAGCA GOAMAGCCGIC 560

FERAASRAAES SAASASEEEE SASASASEES SASSEEEEEE SAASAASSRAE SSLLEEAsEE SEEsEsssss SEssEsss s

561 GTACTGGATC ATCRAGAACT COGIGEAGCIC GICGIGEGEC GAGAAGGELT ACATCCOGCAT CGAGAAGGED ACGAATCMGT G40

],

AEELLAREES SSLESSESRE SASSLSEEEE SsdsssEsEs sess

Figura 10. Secuencia nucleotidica de la RcCp de T. vivax. Se muestra la secuencia
nucleotidica de la hebra sentido de la region catalitica de la cisteina proteasa de T. vivax
(684pb) empleada para el disefio de cebadores requeridos en la reaccion LAMP y PCR.
(Cortesia de M. Gonzatti).

Para disefiar los cebadores se consideraron los siguientes puntos citados en

http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html:

A.1- La espaciacion en relacion a ubicacion y distancia entre los dos pares de
cebadores requeridos en la reaccion LAMP (Notomi y col., 2000). La distancia
entre el extremo 5 del cebador F2y B2 la cual debe oscilar en un rango de 120 a

160 pb (Figura 11).
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2- La distancia entre F2 y F3 asi como entre B2 y B3 debe encontrarse en un
rango de 0 a 60 pb (Figura 11).

3- La distancia para las regiones formadoras de las asas especificamente entre el
extremo 5 de F2 al extremo 3" de F1y del extremo 5 de B2 al extremo 3" de B1

debe ser entre 40 y 60 pb (Figura 11).
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Figura 11. Espaciacion en relacién a la distancia y ubicacion de los cebadores en la
region del ADN blanco. Se muestran con los nimeros 1, 2 y 3 las distancias entre las seis
regiones distintas sobre el ADN blanco donde se ubican los cebadores en la reaccion LAMP.

B- La temperatura de fusion T; o T, (del inglés melting) de los cebadores debe oscilar
en un rango de 60 a 65°C para secuencias ricas en GC; y alrededor de 55 a 60°C
para secuencias ricas en AT. En este caso, la secuencia que se quiere amplificar
(Figura 10) es rica en GC con un porcentaje de 63,9 % (Oligo Explorer 1.1.2), por
lo que se tomd como rango de temperatura de 60 a 65°C para el disefio de
cebadores.

C- La estabilidad calculada para los extremos de los cebadores en las regiones 5° de
Flc/Blcyel extremo 3" de F2/B2 asi como F3/B3 debe ser menor que -4kcal/mol.

D- Los cebadores deben disefiarse de forma tal que no puedan formar estructuras
secundarias facilmente, por lo que el extremo 3" de la secuencia en cada cebador no

deberia ser rica en AT o complementaria al resto de los cebadores.
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Una vez generados el conjunto de cebadores por el software PrimerExplorer V3, se
procedio al analisis comparativo de la secuencia de cada uno de ellos mediante
herramientas bioinformaticas, empleando para ello la pagina web PUBMED (Blast del
inglés Basic Local Alignment Search Tool), con el fin de determinar la identidad de éstos
con la secuencia de la RcCp y determinar si existia homologia 0 no con otras especies,

escogiendose aquellos conjuntos con mayor grado de identidad con esta region en T. vivax.

4.4.1.2 Prueba de funcionalidad de los cebadores de la reaccion Tv-LAMP
mediante PCR para la deteccion de T. vivax en ovinos infectados

experimentalmente.

La evaluacion de la integridad de los cebadores FIB/BIP y F3/B3 se realizo
mediante un ensayo de PCR empleando los cebadores seleccionados a partir del analisis de

secuencia llevado a cabo empleando las herramientas bioinformaticas.

Los ensayos de PCR fueron ejecutados en un termociclador Eppendorf, en un volumen
total de reaccion deu25 L, conteniendo: 10mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM KClI,
0,1%Triton-X, 25uM MgCl,, 200uM de dNTPg, 10uM de los cebadores BIP/FIP y F3/B3,
1U de Platinum Tag ADN polimerasa (Invitrogen) y ADN genomico obtenido de los
ovinos infectados. El termociclador fue programado para generar las siguientes
condiciones de reaccion: una pre-incubacion por un periodo de 5 min a 95°C, seguida de
30 ciclos de amplificacidn, cada uno de los cuales con 1min a 95°C, 1min en gradiente de
temperatura de hibridacion (60, 61, 62, 63, 64 y 65°C) y 1min a 72°C, con un periodo
final de extension de 10 min a 72°C. Una alicuota (10 puL) de cada producto de PCR se

evaluod por electroforesis en geles de agarosa 2%, tefiido con SYBER Safe. Se realizd
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fotodocumentacion de los geles de agarosa utilizando un equipo transiluminador de luz UV

(Unitec).

4.4.1.3 Estandarizacién de la reacciéon Tv-LAMP.

Para la estandarizacion de la reaccion LAMP se utilizo la enzima Bst polimerasa de

New England Biolabs 8U/uL, MgCl* 2y Betaina (Sigma) y Buffer ThermoPol (20mM Tris-

HCL, 10mM (NH,);SO,4 10mM KCI, 2mM MgSO,. 0.1% Triton X-100, pH 8.8). Para

ello se consideraron los siguientes factores: temperatura de reaccion, concentracion de

magnesio (Mg*?), betaina y dNTPs en la mezcla de reaccion tomando como referencia los

valores reportados en la literatura (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de amplificacion de la técnica LAMP.

Componente Especificacion de Reportado por:
de la mezcla cantidades finales
MgSO, 2mM - 8mM Notomi y col, 2000; Mori y col.; 2001; Kuboki y col., 2003;
Nijiru y col., 2008a; Nijiru y col., 2008b;
Cebadores 0.8uM - 2uM Notomi y col, 2000; Mori y col.; 2001; Nijiru y col., 2008a;
internos Nijiru y col., 2008b;
(BIP-FIP)
Cebadores 0,2 M Notomi y col., 2000; Mori y col.; 2001; Nijiru y col., 2008a;
externos Nijiruy col., 2008b.
(F3yB3)
dNTPs 100pM- 200uM Notomi y col, 2000; Nijiru y col., 2008a; Nijiru y col., 2008b.
Betaina 0.8M-16M Notomi y col, 2000; Mori y col.; 2001; Thekisoe y col.,2005;
Thekisoe y col., 2008; Kuboki y col., 2003; Nijiru y col., 2008a
Bst DNA 8U/reaccion Notomi y col, 2000; Thekisoe y col.,2005; Thekisoe y col.,
polimerasa 2008; Notomi y col, 2000; Kuboki y col., 2003; Nijiru y col.,

Buffer de reaccion

20 mM Tris-HCI (pH8.8),
10 mM KCI, 10 mM (NH,),SO,
0.1% Triton X-100

20082
Notomi y col, 2000; Nijiru y col., 2008a; Nijiru y col., 2008b;

En el protocolo para la estandarizacion de las condiciones dptimas se evaluaron

conjuntamente las temperaturas 61, 63 y 65°C, las concentraciones de Mg* 2mM, 4mM y

6mM vy adicionalmente

200ng/uL y 300ng/pL.

tres concentraciones de ADN genomico total, 100ng/uL,
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En la determinacion de la concentracion optima de dNTPs se evaluaron
concentraciones finales de 50, 100 y 200mM, seguido de la evaluacion de cuatro

concentraciones de betaina 0,8M, 1M, 1,2M y 1,6 M.

Previamente a la adicion de los componentes de la mezcla de reaccion, el ADN
extraido de los ovejos en estudio fueron precalentados a 95°C por 10min y colocados en
frio por 5min. Posteriormente, se realizo la adicion del ADN a la mezcla de reaccion,
seguido por incubacion al rango de temperatura entre 60 a 65°C y un tiempo de incubacion
de 30 a 90min. Para detener la reaccién, se calentd la mezcla a 80°C por 10min para

inactivar la enzima (Notomi y col., 2000).

4.4.1.4 Analisis del producto de amplificacion LAMP.

El analisis del producto de amplificacion se inicié con la evaluacion de 10uL de
mezcla de reaccion LAMP por electroforesis en gel de agarosa al 2% (Invitrogen,
UltraPureTM Agarose), y tincion con SYBER Safe TM DNA diluido 1/1000 (Molecular
Probes, Eugene Oregon, EUA) (Notomi y col., 2000). Asi mismo, el producto fue
detectado visualmente directamente en el tubo de reaccion por Turbidimetria derivada por
la formacidn de precipitado de pirofosfato de magnesio descrito por Mori y col. (2001) y
por la visualizacion directa de fluorescencia mediante la adicion de 1uL de SYBR Green
diluido 1/10 a la mezcla de reaccion post-amplificacion (Poon y col., 2006; Parida y col.,

2008).
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4.4.1.5 Determinacion de la sensibilidad y especificidad de la reaccion

LAMP.

Para determinar la sensibilidad analitica de la reaccion LAMP se realizaron diluciones
seriadas de la muestra de sangre proveniente de los animales infectados en el pico de
parasitemia utilizando agua destilada. Partiendo de la cantidad de parasitos determinada en
el pico de parasitemia (5,6x10%ryp/mL, se calculé la concentracién de ADN del paréasito
tomando en cuenta que un parasito contiene 0,1pg de ADN (Fernandez y col., 2009). Las
diluciones seriadas partieron de una concentracion de 100 pgl hasta una concentragin
de 0,0001 pg/uL. Este ensayo LAMP fue comparado con los ensayos de PCR descritos en

la seccion 4.6, empleando las mismas diluciones seriadas.

Para determinar la especificidad de la reaccion LAMP se evaluaron muestras de cada
una de las siguientes especies: ADN proveniente de un ovino infectado con T. vivax; ADN

purificado de: T. cruzi, T. evansi, T. congolense; L. donovani, raton y de ovino sano.
4.4.1.6 Robustez de la reaccion LAMP.
Con la finalidad de determinar la eficacia de la técnica LAMP en condiciones Optimas
de incubacion para la identificacion de ADN de T. vivax a partir de muestras de sangre

proveniente de un ovino en pico de parasitemia bajo distintas condiciones de extraccion, se

realizaron los ensayos mencionados en la tabla 2:
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Tabla 2. Evaluacién de la robustez. Diferentes condiciones a tratar.

Condiciones de tratamiento

Tipo de Centrifugacion Extraccion de

muestra (Obtencion de la capa Precalentamiento ADN
blanca)

Sangre No No Si
Completa

Sangre Si No Si
Completa

Sangre No No No
Completa

Sangre Si No No
Completa

Sangre Adicién de Buffer de lisis
Completa

1uL de cada una de las condiciones de tratamiento fue utilizada en la reaccion LAMP

en las condiciones optimas de amplificacion.

4.4.2 Comparacion de la técnica LAMP conla PCR.

Para la evaluacion comparativa del ensayo Tv-LAMP se utilizd el ensayo de PCR
basado en la region catalitica de T. vivax realizado por Gonzalez (2011) (Resultados no

publicados).

Los ensayos de PCR fueron ejecutados en un volumen total de reaccion deit25 L,
conteniendo: 10mM Tris-HCI (pH 9,0), 50mM KClI, 0,1%Triton-X, 25uM MgCl,, 200uM
de deoxi-ribonucledtidos trifosfatos (ANTP;), 10uM de los cebadores TvRcCp (F/R), 1U de
Platinum Tag ADN polimerasa (Invitrogen) y ADN genomico obtenido de los ovinos
infectados. El termociclador fue programado para generar las siguientes condiciones de
reaccion: una pre-incubacion por un periodo de 5 min a 95°C, seguida de 32 ciclos de

amplificacion, cada uno de los cuales con 1mina 95°C, 1mina 64°C y 1mina 72°C, con
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un periodo final de extension de 10 min a 72°C. Una alicuota (10 pL) de cada producto de
PCR se evaluo por electroforesis en geles de agarosa 2%, tefiido con SYBER Safe. Se
realizo fotodocumentacion de los geles de agarosa utilizando un equipo transiluminador de

luz UV (Unitec).
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5. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio se pueden dividir en tres secciones cada
una vinculadas a los objetivos especificos descritos en el punto 3 (pagina 29) que incluyen:
el sequimiento mediante técnicas parasitologicas de la infeccion experimental con T. vivax,
el disefio de cebadores de la reaccion LAMP mediante herramientas bioinformaticas vy el
desarrollo de un ensayo LAMP para su aplicacion en la deteccion de T. vivax en ovinos

infectados experimental mente.

5.1. Evaluacion de parametros clinicos y parasitologicos del ovino

infectado con T. vivax.

El seguimiento de la infeccion experimental del ovino empleando el aislado
venezolano de T. vivax cepa Apure, se realizd mediante las técnicas parasitologicas MHC y

gota fresca, siguiendo el protocolo descrito en la seccion de materiales y métodos.

Durante el curso de esta infeccion con T. vivax, se distinguieron inicamente la fase
de prepatencia y la fase aguda de la enfermedad. No se pudo observar la fase cronica de la
enfermedad debido a que el animal no sobrevivié al proceso de infeccion. Al inicio de
este estudio, el ovino infectado manifestd valores de temperatura normal (anexos, Tabla 6)
que corresponden a la fase de prepatencia de la infeccion o al periodo de incubacidn del
parasito, el cual abarco desde el dia 1 al 3* dia post-infeccion (Tabla 3). Luego de este
periodo prepatente, se observo la fase aguda de la enfermedad que abarcé desde el dia 3 al
dia 13 post-infeccion (Tabla 3). Este periodo se caracterizd por la presencia de parasitos en
sangre a los 3 dias post-infeccion empleando la técnica de Woo, a diferencia de lo

observado con la técnica de gota fresca, donde los parasitos fueron observados a los 9 dias
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post-infeccién (Tabla 3). Se observaron parasitemias en el orden de 10° y 10° tryp/mL,
siendo el pico de parasitemia de 5.9x10° p/mL correspondiente al dia 13 post-infeccién

(Tabla 3).

En cuanto a la temperatura corporal, durante la fase de prepatencia el ovino
infectado no superd su punto critico de 40°C descrito para esta especie en particular
(anexos, Tabla 6), una vez detectado el parasito en sangre, el animal infectado mostré un
aumento en los valores de temperatura corporal desde el dia 3 al dia 13 post-infeccion, con
valores que oscilan entre los 39.5°C a los 40.8°C, hallandose la maxima temperatura
registrada durante todo el periodo de evaluacion para el dia 13, lo que coincide con el
aumento de la parasitemia (Tabla 3), encontrandose para estos dias la temperatura del

ovino en su punto critico y en algunos casos superior a este (anexos, Tabla 6).

En cuanto al hematocrito, es importante destacar que el ovino presentaba
inicialmente el hematocrito en 22% siendo normalmente superior a 30%, ya que se le
diagnosticd un parasito intestinal denominado Haemonchus contortus. Sin embargo fue
tratado previamente antes de la infeccion con T. vivax. Durante la infeccion experimental
con T. vivax, el ovino infectado mostrd un valor minimo de 18% para el dia 13 post-

infeccion (Tabla 3).
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Tabla 3. Seguimiento de la infeccion experimental del ovino mediante tecnicas
parasitologicas.

Dias | Hto | Temp. | Woo | Gota Contaje de Observaciones
. (°C) fresca parasitos
(%) por Brener
(x10°p/mL)
Dial | 22 38 ) ) Inmunosupresion (2mg/kg dex.) 1°
dosis
Dia3 | 22 ND ) () Inmunosupresion (2mg/kg dex.)
Pre- Inmunosu- 2°dosis
infeccion presione Dia5 | 22 ND () ) Inmunosupresién (2mg/kg dex.)
inoculacion 3°dosis
de parasitos pia7 | 22 ND ) ) Inmunosupresion (2mg/kg dex.) 4°
dosis. In6culo 10° p/mL de T. vivax
Periodo Dial | 21 385 ) ) Inmunosupresion (2mg/kg dex.)
prepatente 5°dosis

Dia3 | 20 | 395 | (9

()
Dia5 | 21 | 405 (+) (-) —_— T
Dia7 | 20 40 (+) (-)

Post- Fase Aguda | Dja9 | 21 | 398 | (4) O 058 |

oI Dia | 19 | 402 | () | 120 | —

11
Pico de parasitemia. Aplicacion de

Dia 18 408 +) (+) 59 tratamiento con isometamidium y
13 suplemento vitaminico
Dia Muerte del animal
15

(Hto) Hematocrito; (Temp.) Temperatura; (-) Muestra de sangre negativa; (+) Muestra de sangre positiva;
(ND) No determinado; (p) Parésitos; (c) Campo. (Dex.) Dexametasona.

5.2.Técnica LAMP.

5.2.1. Disefo de cebadores de la Reaccion Tv-LAMP.

Los cebadores de la reaccion LAMP fueron disefiados empleando el software
PrimerExplorer V3 basados en la region catalitica de la cisteina proteasa de T. vivax

tomando en cuenta los criterios descritos en la seccion de materiales y métodos.

Una vez introducida la secuencia en estudio (Figura 10) en el software libre
disponible en la web, se generaron un conjunto de secuencias que comprenden las regiones

F3, B3, FIP y BIP requeridas en la reaccion LAMP. Cada una de estas secuencias fue
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analizada mediante herramientas bioinformaticas empleando para ello la base de datos
NCBI (National Center of Biotechnology Information). Las secuencias elegidas como
cebadores en este estudio fueron aquellas que presentaron un 100% de similitud con la
secuencia blanco (anexo 2). Asi mismo, los cebadores de este estudio fueron elegidos de
forma tal que las temperaturas de fusion (Tm) se encontraran dentro de los rangos descritos
por Notomi y col., (2000) (Tabla 4), cuyas temperaturas oscilan entre 60 y 65°C. La
temperatura de las secuencias F1c y B1c son superiores a la de las secuencias F2 y B2, tal
y como fue descrito por Notomi y col., (2000) (Tabla 4). Los cebadores utilizados se
muestran en la Tabla 4, y la localizacion de estos sobre la secuencia de la RcCp de T. vivax

se muestra en la Fig. 12.

Tabla 4. Cebadores seleccionados para la reaccion LAMP en la deteccion de T. vivax

Cebador Posicion Posicion  Longitud Tm  %GC Secuencia
5 3

F3 274 291 18nt 5918 61 GGCAAGGTGTACACGGAG

B3 490 505 16nt 6004 69 CGGAGGTGCAGGACGT

FIP - - 44nt - - GTGATCGTGGCACCGACCTC-
TTTT-
CTCGGAGGACGGTAGTAAGC

BIP - - 42nt - - GCCATCGCCAAGTACCTCGC-
TTTT-CCGCCACTGTACGACATG

F2 309 328 20nt 6083 60 CTCGGAGGACGGTAGTAAGC

Flc 352 371 20nt 6466 65 GTGATCGTGGCACCGACCTC

B2 465 482 18nt 5952 61 CCGCCACTGTACGACATG

Blc 403 442 20 6533 65 GCCATCGCCAAGTACCTCGC

F3: Cebador externo forward; B3: Cebador externo backward; FIP: Cebador interno forward; BIP: cebador
interno backward. Las secuencias F2 y F1c forman el cebador interno forward (FIP), y las secuencias B2 y
B1c forman el cebador interno backward (BIP)
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| GTGAGGACGE TGGIGCAGST GOCGOOGGEC AMGGOGCOCE COGCOGTIGGA CIGECGOCES AMGGSIGOGS TGACGCOCGT a0

81 CAMGGACCAG GGCACCTGOE GCTOCTGETG GTOCTICTCC GOCATTGGGA ACATCGAGGG CCAGTGGGOG GCTGOCGGCR 160

AEAAssEEAs AEAEASAiid SEEEAASEEE SSEEAASAEd SAAESEAAEE SEAAEEEEEE SEEEEsssds Esscisssss

161, ACCOGCTGAC GAGTCIGIOG GAGCAGATGC TTGIGICGTG CGATTICAAG GACAATGGST GOGGTGGIGG TTTCATGGAC 240

241 AACGCATIOS ASTGGATCST GAAGGAGAAC AGTGGCAAGS TGTACACGGA GAAGAGCTAT CCCTACGICT CGSAGGACGS 320

AAASEAEEAS SAAAERSREE SSSEAEEREE SSEEAESSEE SEAESEAGEE SESSERsERE SAAEEESERE Sessssssss

EF3 F2

321 TAGTAAGCOS TICTGTATIC CTTACGGSCA CGASGTOGST GOCACGATCA COCGEOCACST GGACATOCCS CAOSACGAGS  A0)

Flc

401 ACGOCATOSS CAASTACCTC GOCGACAALS GOCOSGTOSS TGTGGOCSTS GACGOCACCA CCTTCATSIC STACASTSSS 480

Blc B2

481, GFISTGEIGA CFICCIGOAL CTOCHAGSHCS CTGAACTACS GOOTGCTICNT CUTCOGCTAL AACGACAGCA GCAAGITHCT 54D

361 GTACTIGGATC ATCAAGAACT CGIGGAGCIC GIOGIGHGEC GAGAAGGGCT ACATCCGCAT CGAGAAGGGT ACGAATCAGST 440

AR AASESE AMSAAAAEEE AAMAAAEAES ASAAAEEdAdEs SEAASAAAEE SAASSAAAAEd SASSEAAAsd AAAEEAdEEEE

fd] FICTOEIGET GCAFCIORCE TOGAGTRCTG TIGLIESIHE COCT G4

Figura 12. Localizacién de los cebadores del ensayo TVLAMP en la secuencia
nucleotidica de la region catalitica cisteina proteasa de T. vivax. Se muestra la

secuencia nucleotidica de la hebra sentido de la RcCp de T. vivax (684pb) y la
ubicacion de los cebadores disefiados.

5.2.2 Prueba de funcionalidad de los cebadores de la reaccion Tv-LAMP

mediante PCR.

Una vez seleccionados los cebadores a utilizar en el ensayo Tv-LAMP se evalud la
funcionalidad de los oligos internos y externos mediante una reaccion de PCR. Este ensayo
se realizd con el fin de evaluar la integridad de los oligos de la reaccion Tv-LAMP, asi
como, determinar la mejor temperatura a la cual amplifican dichos cebadores. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 13. Los cebadores internos (BIP y FIP)
analizados por PCR mostraron amplificacion a todas las temperaturas evaluadas (Figura
13, Gel A, 60, 61, 62, 63, 64 y 65°C) generando la banda esperada de 174pb. Sin embargo,

se observa mejor amplificacion a 64 y 65°C. Por otra parte, al evaluar los cebadores
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externos (F3 y B3) se obtuvo la banda esperada de 232pb a todas las temperaturas

evaluadas (Figura 13, Gel B 62, 63, 64 y 65°C).
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Figura 13. Evaluacién de la funcionalidad de los oligos de la reaccion Tv-LAMP
(BIP/FIP y F3/B3) mediante un ensayo de PCR. Corrida electroforética en gel de
agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe, mostrando los productos de
amplificacion por PCR empleando los cebadores FIP/BIP y F3/B3. Gel A) Carril 1:
ADN OI-T. vivax (60°C- FIP/BIP); Carril 2: ADN OI-T. vivax (61°C- FIP/BIP); Carril
3. ADN OI-T. vivax (62°C- FIP/BIP); Carril 4: ADN OI-T. vivax (63°C- FIP/BIP);
Carril 5: ADN OI-T. vivax (64°C- FIP/BIP); Carril 6: ADN OI-T. vivax (65°C-
FIP/BIP); MPM: Ladder 100pb. Gel B) Carril 1: ADN OI-T. vivax (62°C- F3/B3);
Carril 2: ADN OI-T. vivax (63°C- F3/B3); Carril 3: ADN OI-T. vivax (64°C- F3/B3);
Carril 4: ADN OI-T. vivax (65°C- F3/B3); MPM: 100pb.

5.3. Desarrollo de un ensayo LAMP para la deteccion de T. vivax en ovinos

infectados experime ntalmente.

Con el objetivo de optimizar las distintas condiciones y los diferentes componentes o
reactivos utilizados en la reaccion Tv-LAMP, se realizaron diferentes ensayos de
variaciones de temperatura, concentraciones de cebadores, dNTPs y betaina, tomando
como muestras positivas ADN total extraido de sangre infectada del ovino con una

parasitemia de 5,6x10°%rip/mL para el dia 13 post-infeccion.
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5.3.1. Determinacion de las condiciones éptimas de temperatura y Mg* de

la reaccién Tv-LAMP.

Los resultados del primer experimento de la estandarizacion de la reaccion LAMP se
muestran en la Figura 14. El primer ensayo dirigido a la determinacion de la temperatura
6ptima de alineamiento de los cebadores y concentracion de Mg*? consisti6 en la variacion
de las temperaturas de reaccion (61, 63 y 65 °C) y un rango de concentraciones de
magnesio (2, 4 y 6 mM), obteniéndose el patron de escalera caracteristico de la reaccion
LAMP indicando la formacidn de las estructuras de tallo-asas descrita por Notomi y col.
(2000). Sin embargo, se observaron problemas de falsos positivos en los controles de agua
y ADN del ovino sano a 61 y 63°C (Figura 14, Gel B, Carriles 1, 2 'y 3). So6lo a 65°C se
obtuvo el resultado esperado en los controles negativos (Figura 14, Gel B, carriles 8 y 9).
Este primer resultado nos alertd la consideracion de contaminacion asociado a la alta
sensibilidad en la reaccion LAMP. En cuanto a la temperatura de 65°C, solo amplificé la
muestra control positiva, obteniendose mejores resultados a ésta temperatura (Figura 14,
Gel B, carriles 6 y 7).

La evaluacion de las concentraciones de Mg*? mostré una amplificacion a partir de
4 milimolar (mM) a todas las temperaturas evaluadas (Figura 14, Gel A, carriles2y3;5y
6; Gel B, carriles 6 y 7). No se obtuvo amplificacion a 2mM de Mg*? a ninguna de las
temperaturas empleadas (Figura 14, Gel A, carriles 1 y 4; Gel B, carril 5). La
concentracion de magnesio seleccionada para llevar a cabo el resto de los experimentos fue

de 4mM.
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5.3.2. Determinacion de las condiciones 6ptimas de dNTPs en la reaccion Tv-

LAMP.

Posteriormente, se realizd un ensayo para evaluar la concentracion optima de dNTPs
en un rango de 50puM a 200uM. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15. A
una concentracion de 5QuM no hubo amplificacOn del templado en la reaccion (Figura 15,
Carril 1), Sin embargo, a concentraciones de 100 y 200uM se obser® amplificacion del
producto con el patrdn tipico de la reaccion (Figura 15, carril 2 y 3), sugiriendo que ambas
concentraciones pueden ser utilizada en la reaccion para la deteccion de T. vivax

empleando al marcador molecular propuesto en este estudio.

Figura 14. Determinacion de las condiciones dptimas de temperatura y
concentraciones de Mg*? en la reaccién Tv-LAMP. Corrida electroforética en gel
de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe, mostrando los productos
de amplificacién del ensayo TVLAMP empleando los cebadores FIP/BIP y F3/B3 en
muestras de ADN provenientes de un ovino infectado (OI) con T. vivax Yy muestras
controles. Gel A) Carril 1: ADN OI-T. vivax- 2mM Mg**- 61°C; Carril 2: ADN OI-T.
vivax- 4mM Mg*% 61°C; Carril 3: ADN OI-T. vivax- 6mM Mg*? 61°C; Carril 4: ADN
OI-T. vivax- 2mM Mg*?% 63°C; Carril 5: ADN OI-T. vivax- 4mM Mg*?- 63°C; Carril 6:
ADN OI-T. vivax- 6mM Mg 63°C; MPM: Ladder 1Kb. Gel B) Carril 1: ADN
ovino sano-61°C; Carril 2: H,0-61°C; Carril 3: ADN ovino sano-63°C; Carril 4: H,O-
63°C; Carril 5: ADN OI-T. vivax- 2mM Mg*z— 65°C; Carril 6: ADN OI-T. vivax- 4mM
Mg*?- 65°C; Carril 7: ADN Ol- T. vivax- 6mM Mg**-65°C; Carril 8: ADN ovino sano-
65°C; Carril 9: H,0; MPM: 1Kb.
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Figura 15. Optimizacion de la concentracion de dNTPs en la reaccion Tv-LAMP.
Corrida electroforética en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR
Safe, mostrando los productos de amplificacion del ensayo TVLAMP empleando los
cebadores FIP/BIP y F3/B3 en muestras de ADN provenientes de un ovino infectado
(Ol) con T. vivax y muestras controles. Carril 1: ADN OI- T. vivax- 50uM dNTPs;
Carril 2: ADN OI-T. vivax- 100 uM dNTPs; Carril 3: ADN OI- T. vivax- 200 uM
dNTPs; Carril 4: ADN ovino sano; Carril 5: H,O; Carril 7: MPM 100pb.

5.3.3.Determinacion de las condiciones éptimas de Betaina en la reaccion

Tv-LAMP.

Para el ensayo de la determinacion de la concentracion optima de betaina en la
mezcla de reaccion, se vario la concentracion de la misma en un rango de 0,8 a 1,6 M. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 16. La variacion de la concentracion de
betaina no afectd la reaccion LAMP, ya que se observd amplificacion del ADN de T. vivax
a cada una de las concentraciones empleadas, indicando que la concentracion Optima
puede ser cualquiera de las utilizadas en este ensayo. Sin embargo, la ausencia de betaina
en la mezcla de reaccion no permite la amplificacion de la secuencia blanco (resultados no

mostrados). Se tomo como concentracion de betaina 1M para los proximos ensayos.
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Figura 16. Optimizacién de la concentracion de Betaina en la reaccién Tv-LAMP.
Corrida electroforética en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR
Safe, mostrando los productos de amplificacion del ensayo TvVLAMP empleando los
cebadores FIP/BIP y F3/B3 en muestras de ADN provenientes de un ovino infectado
(Ol) con T. vivax y muestras controles (1Hora, 65°C, 4mM de Mg**, 100pM de
dNTPs). Carril 1: ADN OI-T. vivax- 0.8M de betaina; Carril 2: ADN OI- T. vivax- 1M
de betaina; Carril 3: ADN OI- T. vivax- 1,2M de betaina; Carril 4: ADN OI- T. vivax-
1,6M de betaina; Carril 5: ADN ovino sano; Carril 6: H,O; Carril 7: MPM 100pb.

5.3.4. Determinacion de las condiciones 6ptimas de concentracion de ADN en

la reaccion Tv-LAMP.

Para la determinacion de la concentracion de ADN gendmico Optima para el ensayo
TVLAMP se evaluo la concentracién de ADN como una variable que afecta el desempefio
de la reaccion TVLAMP, se tomd un rango de ADN total de 100 a 300ng. Como se muestra
en la Figura 17, las concentraciones de 100 y 200ng de ADN de ovino infectado con T.
vivax presentan una amplificacion correspondiente a la secuencia blanco en la muestra
(Figura 17, carriles 1 y 2). Sin embargo, a 300ng de ADN proveniente del ovino infectado
hay inhibicion (Figura 17, carril 3). La concentracién éptima de ADN genémico

determinada en este estudio fue de 200ng.
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Figura 17. Optimizacion de la concentracién de ADN genémico proveniente de un
ovino infectado con T. vivax enla reaccion Tv-LAMP. Corrida electroforética en gel
de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe, mostrando los productos
de amplificacion del ensayo Tv-LAMP empleando los cebadores FIP/BIP y F3/B3 en
muestras de ADN provenientes de un ovino infectado (OI) con T. vivax Yy muestras
controles (LHora, 65°C, 4mM de Mg*?, 100uM de dNTPs, 1M de Betaina). Carril 1:
100ng de ADN OI-T. vivax; Carril 2: 200ng de ADN OI- T. vivax; Carril 3: 300ng de
ADN OlI- T. vivax; Carril 4: H,O; MPM: 100pb.

5.3.5. Deteccion del producto de amplificacion del ensayo Tv-LAMP.,

Los diferentes métodos de deteccion del producto amplificado por la reaccion
LAMP empleados en este estudio fueron la electroforesis en gel de agarosa, en el cual se
observo el patron tipico del producto LAMP descrito por Notomi y col. (2000) (Figura 18,
carril 1), deteccion mediante la adicién de SYBR Green, donde una reaccion positiva se
evidencio mediante un cambio de color de naranja a verde directamente en el tubo de
reaccion (Mori y col., 2001; Poon y col., 2006) (Figura 19), asi como la deteccion
mediante la observacion de la formacion del precipitado pirofosfato de magnesio en el tubo

de reaccion (Mori y col., 2001) (Figura 20).
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Figura 18. Deteccion del producto amplificado por Tv-LAMP empleando
electroforesis en gel de agarosa. Corrida electroforética en gel de agarosa al 2% en
buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe, mostrando los productos de amplificacion del
ensayo TVLAMP empleando los cebadores FIP/BIP y F3/B3 en muestras de ADN
provenientes de un ovino infectado (OI) con T. vivax y muestras controles (1Hora,
65°C, 4mM de Mg*, 100uM de dNTPs, 1M de Betaina). Carril 1: ADN ovino
infectado con T. vivax; Carril 2: ADN ovino sano; Carril 3: H,O; MPM: 100pb.

Figura 19. Deteccién del producto amplificado por Tv-LAMP empleando SYBR
Green. Adicion de 1pL de SYBR Green diluido 1/10, al producto final de la reaccion
LAMP. A) ADN ovino sano; B) ADN T. vivax H,0.

Figura 20. Deteccion del producto amplificado por Tv-LAMP mediante la
formacion de precipitado de magnesio. Adicion de 1yl de SYBR Green diluido
1/10, al producto final de la reaccion LAMP. A) ADN ovino sano; B) ADN T. vivax
H,0.
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5.3.6. Condiciones 6ptimas de la reaccion Tv-LAMP.
Una vez realizados todos los ensayos de estandarizacion se determind que las
condiciones Optimas del ensayo Tv-LAMP para su aplicacion en la deteccion de T. vivax

en ovinos infectados experimentalmente son las mostradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones dptimas de la reaccion Tv-LAMP.

CONDICIONES DE AMPLIFICACION CONDICIONES DE
INCUBACION
Componentes Conc. Conc.final  Vol.  Tiempo Temp.
inicial (ML) (min) (°C)
Buffer (Bst pol.) 10X 1X 25 60 65
MgSO, 50mM 2mM 1
dNTPs 10mM 100pM 0.25
FIP 10 yM 0.8 uM 2
BIP 10 M 0.8 uM 2
F3 10 yM 0.1uM 0.25
B3 10 M 0.1uM 0.25
Betaina 5M 1M 5
H20 - - 8.75
Bst Pol. 8U/ pL 8U 1
ADN 100ng/ pL 200ng 2
Total - 25

5.3.7. Comparacion de sensibilidad de las técnicas Tv-LAMP y PCR.

Se determiné la sensibilidad de los cebadores de la reaccién Tv-LAMP a partir de una
cantidad inicial de 100pg de ADN del parasito, realizando diluciones seriadas hasta
obtener una cantidad de 0,0001pg de ADN de T. vivax. Los resultados obtenidos en este
experimento fueron comparados con un ensayo paralelo de amplificacion con la prueba de

PCRT. vivax (Gonzalez, 2011, resultados no publicados) y se muestran en la Figura 21.
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Como se puede observar la reaccion LAMP para la deteccion de T. vivax logro
detectar hasta 0,01pg/uL. de ADN del pasito (equivalente a 1trip/mL de sangre) (Figura
21, Gel A, carril 5), mientras que con la prueba de PCR solo logro obtener un limite de
deteccion de 0,1 pgitL de ADN (equivalente a 10 trip/mL de sangre) (Figura 21, Gel B,
carril 4). Evidenciandose una sensibilidad 10 veces mayor de la prueba Tv-LAMP sobre el

ensayo PCR al detectar el ADN de T. vivax.

500

Figura 21. Comparacion de la sensibilidad de deteccion de Tv-LAMP y PCR.
Corrida electroforética en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR
Safe, mostrando los productos de amplificacion del ensayo TVLAMP empleando los
cebadores FIP/BIP y F3/B3 y el ensayo PCR empleando los cebadores TVRcCp F/R en
muestras de ADN provenientes de un ovino infectado (Ol) con T. vivax y muestras
controles. Carril 1:100 pg/uL de ADN de T. vivax; Carril 2: 10pg/uL de ADN de T.
vivax; Carril 3: 1pg de ADN de T. vivax; Carril 4: 0,1pg de ADN de T. vivax; Carril 5:
0,01pg de ADN de T. vivax; Carril 6: 0,001pg de ADN de T. vivax; Carril 7: 0,0001pg
de ADN de T. vivax; Carril 8: ADN ovino sano; Carril 9: H,O; MPM: 100pb.

5.3.8. Especificidad de la reaccion Tv-LAMP.

La especificidad de los cebadores utilizados y por tanto, la de la reaccién TVLAMP,
se determin6é empleando muestras de ADN de diferentes tripanosomatideos, asi como de L.
donovani, incluyendo ADN proveniente de un ovino sano y de raton, con ensayos Tv-

LAMP. Se observo el patron de bandas caracteristico del producto LAMP Unicamente para
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el ADN proveniente del ovino infectado con T. vivax (Figura 22, carril 1). No se observo
reaccion cruzada con el templado proveniente de otras especies de parésitos o vertebrados
(Figura 22, carriles del 2 al 6), lo que demuestra alta especificidad de los cebadores

disefados en este estudio contra el ADN blanco.
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Figura 22. Especificidad de los cebadores de la reaccion Tv-LAMP. Corrida
electroforética en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe,
mostrando los productos de amplificacion del ensayo Tv-LAMP empleando los
cebadores FIP/BIP y F3/B3 en muestras de ADN provenientes de un ovino infectado
(Ol) con T. vivax y muestras controles (1Hora, 65°C, 4mM de Mg**, 100pM de
dNTPs, 1M de Betaina). Gel A: Carril 1: ADN ovino infectado con T. vivax; Carril 2:
ADN ovino sano; Carril 3: 60ng ADN T. cruzi; Carril 4: 60ng ADN T. congolense;
Carril 5: 60ng ADN L. donovani; Carril 6: 60ng ADN raton; Carril 7: MPM 1Kb;
Carril 8: H,0. Gel B: Carril 1: ADN ovino infectado con T. vivax; Carril 2: ADN
ovino sano; Carril 3: 60ng ADN T. evansi.

5.39. Robustez de la técnica Tv-LAMP.

La robustez del ensayo Tv-LAMP fue determinada en este estudio evaluando
diferentes tratamientos de la sangre de ovino infectada con T. vivax, tal y como se
describid en la seccidn 4.5 de materiales y métodos. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 23. Solo se obtuvo amplificacion de la secuencia blanco Unicamente en el
ADN extraido de sangre infectada con T. vivax y ADN extraido de la capa blanca de

sangre infectada, asi como directamente de la capa blanca y en la sangre tratada con el
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buffer de lisis. Sin embargo, no se observé amplificacion empleando directamente la

sangre completa del ovino infectado (Figura 23, carril 3).

5.3.10. Problemas de contaminacion por amplicones presentados en la

reaccion Tv-LAMP.

Durante los ensayos de estandarizacion de la reaccion Tv-LAMP se presentd una
serie de problemas de contaminacion que afectaron considerablemente el término del
estudio. La presencia permanente de falsos positivos en los diferentes ensayos
representaron verdaderos inconvenientes a la hora de validar los resultados obtenidos. Se
ha reportado que los amplicones son los principales elementos causantes de la
contaminacion en los ensayos de amplificacion (Mifflin, 2003), por esta razdn se introdujo
una variacion de la técnica que consistio en la adicion de 10 pl de aceite mineral a cada
tubo de reaccion antes de la amplificacion con la finalidad de eliminar o detener el escape

de amplicones del tubo de reaccién (Figura 25).

Los resultados obtenidos con el uso de aceite mineral se muestran en la Figura 24.
Como se puede apreciar, en los tubos donde se agrego la alicuota de aceite mineral no
presentaron problemas de contaminacion por amplicones (Figura 24, carriles 3 y 5),
observandose amplificacion Gnicamente en la muestra positiva (Figura 24, carril 1),
mientras que en aquellos tubos donde no se agregd la alicuota del aceite mineral
presentaron contaminacion observandose amplificacion en la muestra de agua y de ADN

de ovino sano (Figura 24, carriles 2y 4).
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Figura 23 Robustez de la reaccion Tv-LAMP. Corrida electroforética en gel de
agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe, mostrando los productos de
amplificacion del ensayo Tv-LAMP empleando los cebadores FIP/BIP y F3/B3 en
muestras de ADN provenientes de un ovino infectado (Ol) con T. vivax y muestras
controles (1Hora, 65°C, 4mM de Mg'?, 100uM de dNTPs, 1M de Betaina). Carril 1:
ADN extraido de un ovino infectado con T. vivax; Carril 2: ADN extraido de la capa
blanca de sangre de un ovino infectado con T. vivax; Carril 3: Sangre de un ovino
infectado con T. vivax; Carril 4: Capa blanca obtenida de sangre de un ovino infectado
con T. vivax; Carril 5: ADN ovino sano; Carril 6: H,O

MPM

Figura 24. Evaluacion del problema de contaminacion de la reaccion Tv-LAMP.
Corrida electroforética en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con SYBR
Safe, mostrando los productos de amplificacién del ensayo Tv-LAMP empleando los
cebadores FIP/BIP y F3/B3 en muestras de ADN provenientes de un ovino infectado
(Ol) con T. vivax y muestras controles (1Hora, 65°C, 4mM de Mg, 100pM de
dNTPs, 1M de Betaina). Carril 1: ADN ovino infectado con T. vivax- con aceite
mineral; Carril 2: H,O- sin aceite mineral; Carril 3: H,O- con aceite mineral; Carril 4:
ADN ovino sano- sin aceite mineral; Carril 5: ADN ovino sano- con aceite mineral;
MPM: 100pbh.
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6. DISCUSION

La Tripanosomosis causada por T. vivax afecta un nimero considerable de distintas
poblaciones de bovinos, ovinos y caprinos y representa una problematica importante en
Venezuela. Desquesnes (2004) sefialé una tasa de mortalidad ganadera por T. vivax de
40%, con implicaciones relevantes debido a las perdidas por mortalidad, abortos,
infertilidad y costos altos por tratamientos, control y diagnostico (Garcia y col., 2002).
Existen diferentes métodos de diagndstico desarrollados utilizados para detectar este
patdgeno en los animales infectados, en los que se encuentran las técnicas parasitoldgicas
basadas en la microscopia de luz como la gota fresca y la metodologia de Woo o0 MHC, las
técnicas seroldgicas como el ELISA, IFI y Hemaglutinacion y finalmente, las técnicas
moleculares como la PCR. Si bien es cierto que la PCR ha sido de gran utilidad en la
ejecucion de pruebas diagndsticas de diversas especies por su alta sensibilidad, la
aplicacion de esta técnica en el campo es limitada debido al empleo de equipos costosos e
infraestructura. Asi mismo, las pruebas parasitologicas son poco sensibles en la fase
crénica de la enfermedad debido a la baja concentracion de parasitos en sangre (Rivera,
1996). Por el contrario, las técnicas seroldgicas son altamente sensibles, sin embargo, no
son capaces de diferenciar entre una infeccidn pasiva de una activa, y ademas de presentar
reaccion cruzada con otras especies de tripanosomatideos (Luckins y col., 1977; Masake y

col., 1997).

LAMP es una alternativa innovadora como método de diagnostico especifico de
patdgenos infecciosos como T. vivax, puesto que presenta ciertas ventajas competitivas
sobre los métodos convencionales mencionados anteriormente. Es por ello, que el objetivo
de este estudio fue desarrollar un ensayo LAMP para la deteccion de T. vivax ya que

apunto ser una técnica mas sensible y especifica, ademas de ser aplicable en campo por el
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empleo de un simple bloque de calentamiento o bafio de agua caliente, ademas de ser

rendidora en cuanto al balance de costos y sencillez.

En cuanto al seguimiento de la infeccion experimental del ovino infectado con T.
vivax, el periodo de incubacion del parésito en el hospedador o periodo de prepatencia fue
de tres dias (Tabla 3), aproximandose con lo sefialado en infecciones con aislados
venezolanos de T. vivax en bovinos, ovinos y caprinos (Sandoval, 1995; Mavare, 1996;
Pellin y col., 2003). Asi mismo, Gomez (2011) determind que el periodo de prepatencia

para el aislado Apure de T. vivax es alrededor de 2 a 3 dias post-infeccion.

En cuanto a los valores de hematocrito, se observo una disminucion de estos
niveles, lo que coincide con reportes previos (Hoare, C., 1972; Losos, G. 1986; Sandoval y
col., 1995). Esta disminucion es una evidencia del caracter anemizante de la enfermedad

(Desquesnes, 2004)

En relacion a las variables temperatura corporal y parasitemia se observo una
estrecha relacion entre el primer aumento de la temperatura corporal y la presencia de los
parasitos en sangre (Tabla 3), dicha relacion ha sido anteriormente sefialada en estudios
sobre tripanosomosis experimental en ovinos y caprinos ocasionada por el T. vivax
(Mavare, 1996; Sandoval, 1995; Losos, 1986; Sandoval y col., 1995). Asi mismo, el ovino
infectado mostré un pico de parasitemia de 5,6x10° trip/mL a los 13 dias post-infeccién
con el aislado de T. vivax empleado (Tabla 3), lo cual se aproxima a reportes realizados por
Pellin y col. (2003) en un estudio de comportamiento parasitologico, clinico y
hematoldgico en ovinos infectados experimentalmente con un aislado venezolano de T.

vivax. Se ha reportado que la patogenicidad varia dependiendo del aislado parasitario y de
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la resistencia del hospedador. Asi mismo, la virulencia parece ser una propiedad estable de
cada aislado, ya que la enfermedad presenta rasgos agudos de corta duracionen algunas

regiones, mientras que en otras, sigue un curso cronico (Hoare 1972; Losos, 1986).

Al comparar las técnicas parasitologicas empleadas se pudo constatar que Woo
presentd mayor sensibilidad que la técnica de gota fresca detectando el parasito al tercer
dia post-infeccién (Tabla 3). Se ha reportado que Woo es mas sensible que la técnica de
gota fresca (Woo, 1969; Desquesnes 2004), lo que coincide con el estudio realizado en esta
investigacion. En el caso de infecciones con T. vivax, la sensibilidad de Woo es de un
100% cuando la parasitemia es mayor que 700 trip/mL de sangre (Desquesnes, 2004). Sin
embargo, la sensibilidad disminuye en un 50% cuando las parasitemias de los animales
infectados oscila entre 60 y 300 trip/mL de sangre (Woo, 1969; Desquesnes, 2004). Asi
mismo, es dificil detectar el parasito en sangre con la MHC si la parasitemia es menor que
60tryp/mL (Woo, 1969; Desquesnes 2004). Por el contrario, la gota fresca presenta una
sensibilidad de 100% cuando las parasitemias oscilan alrededor de 10° trip/mL (Fernandez
y col., 2007), lo que dificulta el diagnostico parasitologico de animales infectados con este

patdgeno y mas aun cuando se encuentran en estado crénico.

Una vez realizado el estudio del seguimiento parasitologico del ovino infectado, se
procedio con el desarrollo de la técnica LAMP para el diagnostico de T. vivax (Tv-LAMP)
en las muestras de sangre obtenidas a lo largo del proceso infeccioso. Se inicio con la
eleccion de las secuencia blanco, la cual es de vital importancia en el éxito de la reaccion,
por tanto requiere de ciertas caracteristicas primordiales como estar dirigidas a genes
especificos y altamente conservados entre especies 0 grupos de patdgenos y con alta

estabilidad.
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Los cebadores empleados fueron disefiados basados en la region catalitica de la
cisteina proteasa de T. vivax de aislados venezolanos (Figura 10, Tabla 4) ya que se ha
empleado como blanco especifico mediante la PCR para la deteccion de T. vivax en ovinos
infectados, siendo un marcador especifico y de igual o mayor sensibilidad que otros
marcadores (Gonzalez y col., resultados no publicados). Ademas, presenta caracteristicas
distintivas en la secuencia nucleotidica de los distintos tripanosomatideos de aislados
venezolanos. A pesar de que esta secuencia presenta Unicamente 18 copias en el genoma
de T. vivax (Dato obtenido de GeneDB), los resultados del presente estudio demostraron
que la técnica LAMP fue capaz de detectar este parasito en ovinos infectados
experimentalmente (Figura 14). Estos resultados sugieren que un mayor namero de copias
de la secuencia blanco no necesariamente garantiza mayor sensibilidad de la prueba, lo que
coincide con reportes de Gonzalez y col., (2006) quienes demuestran que a pesar de que la
secuencia ITS presenta de 100 a 200 copias en el genoma de T. vivax, los cebadores

especificos para esta secuencia presentaron menor sensibilidad que otros cebadores.

La estandarizacion de la técnica consistio en la variacion de las cantidades de
algunos de los componentes de la mezcla de reaccién tomando en cuenta un rango de
concentracion previamente reportado para ensayos LAMP de diferentes tripanosomatideos
(Tabla 1), asi mismo, se vari6 la concentracion de ADN y la temperatura de la reaccion.
Las condiciones Optimas para la deteccion especifica de T. vivax determinadas en este

estudio se muestran en la Tabla 5.

La temperatura Optima determinada en este estudio fue de 65°C, ya que a

temperaturas inferiores a ésta se obtuvieron resultados falsos positivos (Figura 14). Si bien
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es cierto que esta técnica es altamente sensible y que existe alto riesgo de contaminacion
de los productos de reaccion (Figura 24), no se puede descartar el hecho que posiblemente
a las temperaturas de 61 y 63 °C se este favoreciendo la amplificacion de blancos
inespecificos en el caso de las muestras de sangre de ovino sano, mientras que a
temperaturas mayores (65 °C) se favorece solo la amplificacion de la secuencia de intereés.
Los problemas de inespecificidad de cebadores coincide con la literatura (Luque J. y
Herraez A., 2001). Sin embargo, se requieren posteriores estudios con digestion enzimatica
de los productos para asegurar que las amplificaciones a estas temperaturas son productos

de contaminacion o de apareamientos inespecificos de los cebadores.

Por otra parte, la presencia de 50uM de dNTPs en la mezcla de reacciOn no permite
la amplificacion de la secuencia blanco (Figura 15). No obstante, concentraciones de 100 y
200uM de dNTPs amplifican eficientemente el templado (Figura 15), lo que coincide con

reportes de Njiruy col., (2008a, 2008b ).

La presencia de betaina en la reaccion LAMP aumenta la eficiencia de
amplificacion por desestabilizacion quimica de las hélices de ADN (Notomi y col., 2000).
La concentracion de betaina dptima determinada fue de 1M. Sin embargo, concentraciones
de 0.8 a 1,6M de betaina utilizadas en este estudio proporcionaron buenos resultados de
amplificacion de la secuencia blanco (Figura 16). Asi mismo, Notomi y col., (2000)
reportaron que concentraciones de betaina de 0.5 a 1.5M reducen el apilamiento o
superenrollamiento de ADN, aumenta la tasa de eficiencia de la reaccion e incrementa la
selectividad de la secuencia blanco con una disminucidon de amplificacion de secuencias
irrelevantes. Por otra parte, la ausencia de betaina en la mezcla de reaccion no permite la

amplificacion de esta secuencia (resultados no mostrados), esto se debe a la ausencia de la
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quimica desestabilizante de la betaina lo que disminuye la apertura de la doble hélice de

ADN impidiendo la actividad autodesplazante de la Bst polimerasa (Notomi y col., 2000).

Al variar la concentracion de ADN en la mezcla de reaccion resultd que una
concentracion de 300ng de ADN genomico inhibe la amplificacién de la secuencia blanco
(Figura 16). Por el contrario, concentraciones de 100 y 200ng permiten la amplificacion de
la secuencia blanco (Figura 17). Estos resultados coinciden con otros reportes, donde
concentraciones superiores a 200ng/ puL mostraron un efecto inhibitorio en la reaoci

(Njiruy col., 2008a; Thekisoe y col., 2009).

Por otra parte, la comparacion de los métodos de deteccion del producto en este
estudio incluyo la electroforesis en geles de agarosa dando la apariencia de un marcador de
peso molecular en las reacciones positivas (Figura 18), la adicion de SYBR Green (Figura
19) y la formacion del pirosfosfato de magnesio (Figura 20). La gran cantidad de ADN
formado en la reaccion permitio la deteccion visual de los productos mediante la adicion de
colorantes fluorescentes como el SYBR Green (Mori y col., 2001; Poon vy col., 2006). La
combinacion de SYBR Green con los productos formados en la reaccion LAMP (ADN
doble helice) inicia un cambio de color de naranja a verde (Njiru y col., 2008a; Tomita y
col., 2008). Este cambio de color en la reaccion es un método rapido y elimina la necesidad
de utilizar bromuro de etidio para la coloracion de geles de agarosa, el cual es
potencialmente mutagénico (Parida y col., 2008). Sin embargo, ésta metodologia al
requerir la apertura de los tubos para la adicion del colorante aumente el riesgo de

contaminacion del producto (Nijiru y col., 2008a).
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La formacion de precipitado de pirosfosfato de magnesio en la reaccion permite la
visualizacion del producto LAMP sin requerir la apertura de los tubos (Mori y col., 2001),
por lo que disminuye el riesgo de contaminacidn por amplicones. En la polimerizacion del
ADN por la Bst polimerasa se libera el ion pirofosfato, el cual interactia con los iones de
magnesio contenidos en la mezcla de reaccion y forman el precipitado de pirofosfato de
magnesio. Si el precipitado es producido, la turbidez incrementa en correlacion lineal con

el ADN sintetizado (Mori y col., 2001; Mori y col., 2004).

De los métodos de deteccion del producto Tv- LAMP utilizados en este estudio, la
reaccion colorimétrica mediante la adicion de SYBR Green mostré mejores resultados
disminuyendo el riesgo de contaminacion a diferencia de la electroforesis en gel de
agarosa. No obstante, la deteccion mediante la formacion del precipitado de pirofosfato de
magnesio no presenta riesgo de contaminacion (Mori y col., 2001; Mori y col. 2004;
Wastling y col. 2010). Sin embargo, este método es subjetivo al momento de observar los

resultados ya que depende de la experiencia del operador (Wastling y col., 2010).

La técnica Tv-LAMP estandarizada en este estudio mostré tener una sensibilidad
mayor que los resultados obtenidos por PCR (empleando la misma secuencia), logrando
detectar hasta 0,01pg/uL de ADN del pasito equivalente a 1trip/mL, a diferencia de la
PCR que fue capaz de detectar hasta 0,Ipg/ul de ADN deésiiar (equivalente a
10trip/mL) (Figura 21). Esta sensibilidad coincide con la reportada por Nijiruy col., (2011)
empleando la secuencias repetitivas de ADN satelital en la deteccion de T. vivax. El
resultado obtenido representa un buen limite de deteccion debido a las bajas parasitemias
de este hemoflagelado en el hospedador durante la fase cronica de la enfermedad. Sin

embargo, segun Njiru y col., (2008), esta sensibilidad en condiciones de laboratorio no
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necesariamente puede ser reproducible en condiciones de campo, es por ello que

posteriores evaluaciones de la técnica LAMP en el campo puede ser el siguiente paso.

Asi mismo, LAMP mostré ser especifica con la secuencia de la RcCp de T. vivax
(Figura 22). A pesar de que el analisis bioinformatico (BLAST) mostraba que ciertos
cebadores se anclaban a secuencias de tripanosomatideos (anexo 2), al momento de
realizar el ensayo de especificidad en este estudio se obtuvo Gnicamente amplificacion de
la secuencia blanco para T. vivax. EI empleo de cuatro cebadores anclado a los blancos

aumenta la especificidad de la reaccion LAMP (Notomi y col., 2000).

La robustez de la reaccion LAMP se caracteriza por la habilidad para amplificar
ADN blanco en diferentes condiciones de muestras sin un proceso previo de purificacion
(Njiruy col., 2008a; Njiru y col., 2011b). De acuerdo a los resultados obtenidos mostrados
en la Figura 23, se puede decir que la técnica LAMP estandarizada en este estudio mostro
ser robusta empleando la capa blanca obtenida de un ovino infectado con T vivax, lo que
coincide con reportes de Njiru y col., (2008a) quienes demostraron que la técnica LAMP
fue capaz de amplificar ADN blanco empleando 1L de la capa blanca de sangre infectada
con T. brucei rhodesiense en 25uL de reaccion sin observar efectos inhibitorios. La
capacidad de la reaccion LAMP para amplificar ADN de T. vivax a partir de la capa blanca
de sangre infectada con este parasito sin comprometer la sensibilidad de la reaccion,
elimina la necesidad de utilizar protocolos costosos de extraccién de ADN y disminuye
aun mas el tiempo de procesamiento de muestras de ovinos en estudio. No obstante, en
sangre completa la reaccion LAMP no fue efectiva en la amplificacion de T. vivax (Figura
23), lo cual se asemeja a resultados obtenidos por Kaneko y col. (2007) quienes

demostraron que el grupo Hemo presente en la sangre actia como un potente inhibidor de
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la PCR y el LAMP. Resultados similares fueron obtenidos por Akane y col. (1994) en la
amplificacion mediante PCR. Esto ademas coincide con resultados obtenidos por Thekisoe
y col., (2008), quienes al utilizar 1uL de sangre fresca infectada con T. brucei no
obtuvieron buenos resultados. Estos autores suponen que no es facil debilitar los puentes
de hidrégeno de la doble hélice de ADN cuando se emplea sangre cruda. Por otra parte,
Deguo y col., (2008) reportaron resultados similares donde no observaron amplificacién
cuando el ADN templado no estaba puro o la fase de extraccion habia sido omitida,
sugiriendo como lo reportado por Kaneko y col., (2007) que un amplio rango de
inhibidores incluyendo sustancias organicas e inorganicas, tales como detergentes, sales,
proteinas y grasas pueden inhibir tanto la reaccion LAMP como la PCR. A pesar de lo
antes mencionado, posteriores estudios son requeridos para la estandarizacion de la técnica
LAMP en sangre completa que podria ser Util para la deteccion de T. vivax en condiciones

de campo.

Un punto importante que hay que tomar en cuenta a la hora de realizar pruebas
diagnosticas son los problemas de contaminacion en los procesos de amplificacion de
acidos nucleicos, ya que pueden arrojar resultados falsos positivos y dar un diagnostico
erroneo del animal que se esta evaluando. En este estudio en particular se presentaron
ciertos inconvenientes con respecto a la contaminacion en la amplificacion de la RcCp de
T. vivax empleando la técnica LAMP, obteniendose resultados equivocos en controles
negativos como agua y ADN de ovino sano (Figura 24). Mediante un estudio con digestion
enzimatica del producto obtenido se determind que la contaminacion era el mismo
producto de amplificacion del ADN de T. vivax (Resultados no mostrados), 1o que permite
deducir que los amplicones son los principales contaminantes en los analisis post-

amplificacion de los productos obtenidos por LAMP (Njiru y col. 2010). A pesar de que

65



esta técnica es altamente sensible y especifica por el empleo de cuatro pares de cebadores
que reconocen seis secuencias en el ADN blanco, presenta alto riesgo de contaminacion
por amplicones cuando los analisis post-amplificacion requieren de la apertura del tubo
(Notomi y col., 2000; Njiru y col., 2008a). Asi mismo, Mifflin y col. (2003) reportaron que
la fuente mas importante de contaminacion de los productos obtenidos por PCR es la
generacion de amplicones aerosoles que se asocian con los analisis post-amplificacion. Asi
mismo reportd que la contaminacion por amplicones depende de la frecuencia de
amplificacion de un blanco especifico y de la cantidad y concentracion de los amplicones
creados por los ensayos de PCR. En LAMP funciona de igual forma, debido a que el
método es capaz de sintetizar de 10 a 2Qig de ADN espedfico por cada 25uL de reaccion

en un tiempo de 30 a 60min (Mori y col., 2001). Es por ello, que al realizar los analisis
post-amplificacion en electroforesis de geles de agarosa, aumenta el riesgo de
contaminacion debido a que gran cantidad de amplicones son liberados al abrir los tubos de

reaccion como se puede observar en la Figura 25A (Goto y col., 2009).

A) Escape de
amplicones

No hay escape
de amplicones

Sin aceite Con aceite
mineral mineral

Figura 25. Efecto del aceite mineral enla mezcla de reaccion LAMP. La figura muestra
la funcionalidad del aceite mineral al evitar el escape de los amplicones generados en la
reaccion LAMP (B). Al momento de abrir el tubo los amplicones no pueden escapar puesto
que el aceite mineral actla como una barrera aislante entre la mezcla de reaccion vy el
medio externo.
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Debido a la gran cantidad de resultados falsos positivos obtenidos en este estudio se
propuso emplear el aceite mineral como barrera aislante entre la mezcla de reaccion vy el
medio externo, de forma tal de poder evitar el escape e incorporacion de amplicones en los
analisis post-amplificacion (Figura 25 A y B). Como se puede observar en la Figura 24, en
las muestras de controles negativos (Agua y ADN de ovino sano) se observo amplificacion
en ausencia de la alicuota de aceite mineral a diferencia de los resultados obtenidos en
presencia de aceite mineral, indicando que el método propuesto en este estudio funciona
como aislante de contaminacidn por amplicones en las muestras de controles negativos. Es

importante destacar que este método no habia sido propuesto antes por ningun autor.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en esta investigacion
representan un aporte tecnologico para el avance de la ciencia en Venezuela ya que hasta la
fecha no se ha implementado una reaccion LAMP para la deteccion especifica de T. vivax
empleando la secuencia de la RcCp. Estudios a futuros requieren la validacion de la
prueba en cuanto a reproducibilidad, aumentando el nimero de muestras estudiadas, asi
como, la elaboracion de la técnica en condiciones de infecciones naturales con T. vivax

donde los animales se encuentran por lo general en estado cronico de la enfermedad.
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7. CONCLUSIONES

1. Durante la infeccion del ovino se observaron dos fases: la fase de prepatencia y la
fase aguda de la enfermedad con un comportamiento en cuanto a duracion, nivel de
parasitemia, cambios en temperatura y hematocrito acordes con los patrones

descritos para la infeccion con T. vivax.

2. Durante la fase aguda, la técnica de Woo resultdé mas sensible en la deteccion de T.
vivax en ovinos infectados experimentalmente en comparacion con el método de la

gota fresca.

3. La secuencia de la region catalitica de la cisteina proteasa de T. vivax resultd ser un
excelente blanco para el disefio de los cebadores de la prueba de amplificacion

isotérmica Tv-LAMP.

O Los juegos de cebadores escogidos lograron detectar la presencia del
parasito en la sangre del animal infectado con una sensibilidad de 1 trip/mL,
diez veces mayor que la reaccion PCR basada en la misma secuencia
blanco.

0 La prueba Tv-LAMP desarrollada en este estudio, fue especifica para T.
vivax al evaluarla frente a ADN genomico de T. evansi T. congolense, T.

cruzi, Leishmania donovani, ADN de raton y de ovino sano.

4. La prueba Tv-LAMP fue robusta logrando amplificar ADN de T. vivax
directamente a partir de la capa blanca de sangre infectada, asi como en sangre
completa tratada con buffer de lisis, simplificando el tratamiento de la muestra y

disminuyendo el tiempo de procesamiento.
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5. La prueba Tv-LAMP demostr0 ser una técnica altamente sensible y en
consecuencia, de facil contaminacion por los amplicones generados en el proceso de
amplificacion de ADN. En este sentido la inclusion de una capa de aceite mineral en
el proceso de amplificacion, funciona como barrera aislante de contaminacion de los

productos LAMP durante los analisis post-amplificacion.

6. La técnica Tv-LAMP puede ser considerada una herramienta valiosa por su alta
especificidad, sensibilidad y bajo costo para una posterior aplicacion en la deteccién

de T. vivax en animales infectados experimental mente.
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8. RECOMENDACIONES

Para estudios a futuros con respecto a la técnica LAMP aplicada a la deteccion de T.

vivax se recomienda:

1-

Realizar trabajos que permitan la validacion de la prueba en condiciones de campo y
la reproducibilidad de la misma, para que pueda ser empleada como método de

diagnostico de tripanosomosis por T. vivax en Venezuela.

El empleo de equipos, materiales y reactivos con alto nivel de esterilidad, asi como,
la separacion de areas de procesamiento de muestras, preparacion de la mezcla de

reacciony analisis post-amplificacion de la reaccién.

Deteccion de los productos LAMP empleando métodos que no requieran de la

apertura de los tubos de reaccion para evitar el riesgo de contaminacion.

El uso de los cebadores aceleradores de reaccion para disminuir el tiempo de

reaccion de forma tal de obtener un diagnostico preciso en corto tiempo.

Incrementar los estudios sobre analisis de Tv-LAMP en sangre completa infectada

conT. vivax.
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10. ANEXOS

Anexo 1

Temperatura promedio normal de un ovino con su punto critico

Tabla 6. Promedio de temperatura normal con su punto critico en ovinos.

Especie Rango normal Punto critico
Ovino 39.0°C (102,0 °F) 40.0°C (104,0 °F)
Radostitits y col., (2004)
Anexo 2

BLAST de los cebadores disefiados para LAMP

CEBADOR EXTERNO F3

Description

Trypanosoma theileri isolate Tab7VR clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tab7VR clone 4 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc8 clone 5 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc8 clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc10 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc10 clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc9 clone 4 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc9 clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc2 clone 4 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate Tthc16 clone 4 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma theileri isolate TthATCC clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds

Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 39 cathepsin L-like protein-like gene, partial sequence

Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 21 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 5 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 9 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 6 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate SaMz61 clone 35 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate SaMz61 clone 12 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate 1L3905 clone 14 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate 1L3905 clone 12 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate 1L3905 clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate IL3905 clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 6 cathepsin L-like protein gene, partial cds
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 5 cathepsin L-like protein gene, partial cds

Max Total Query E Max
score score cowverage value ident
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 092 100%
362 362 100% 0.92 100%
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Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 36.2 100% 0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate IL2160 clone 11 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 36.2 100% 0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L2160 clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 362 100%  0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L2160 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 362 100%  0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 362 100%  0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 36.2 100% 0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate TviVeMe clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 36.2 100% 0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate TviVeMe clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 36.2 100% 0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrMi clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 362 100%  0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrMi clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 362 100%  0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrCa clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 362 100%  0.92 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrCa clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 362 362 100%  0.92 100%
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1, complete genome 342 139 100% 3.6 100%
Halorhabdus utahensis DSM 12940, complete genome 342 342 94% 3.6 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 15 cathepsin L-like protein gene, partial cds 342 342 94% 3.6 100%
Trypanosoma cruzi strain CL Brener hypothetical protein partial mMRNA 302 302 83% 57  100%
CEBADOR EXTERNO B3
Description Max Total Query —E M
score score cowverage value ident
Trypanosoma vivax isolate SaMz08ca cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate SaMz07ca cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 39 cathepsin L-like protein-like gene, partial sequence = 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 21 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 15 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 5 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 9 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 6 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate SaMz61 clone 35 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate SaMz61 clone 12 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L3905 clone 14 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate IL3905 clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate IL3905 clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 6 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 5 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L2160 clone 11 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate IL2160 clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate IL2160 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviVeMe clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviVeMe clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrMi clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
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Trypanosoma vivax isolate TviBrMi clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrCa clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrCa clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 322 322 100% 14 100%
Thalassiosira pseudonana CCMP1335 predicted protein, mRNA 322 322 100% 14 100%
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 complete genome, chromosome 36 302 233 100% 57 100%
Leishmania donovani BPK282A1 complete genome, chromosome 15 302 302 93% 57 100%
Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 complete genome, chromosome 33 302 828 93% 57 100%
Leishmania infantum JPCM5 genome chromosome 15 302 302 93% 57 100%
Acidobacterium sp. MP5ACTX9, complete genome 302 109 100% 57 100%
Alicycliphilus denitrificans BC, complete genome 302 248 93% 57 100%
PREDICTED: Ailuropoda melanoleuca spectrin, beta, non-erythrocytic 5 (SPTBN5), mRNA 302 302 93% 57 100%
Ralstonia solanacearum str. CFBP2957 chromosome, complete genome 302 828 100% 57 100%
Geobacillus sp. C56-T3, complete genome 302 302 93% 57 100%
Streptomyces bingchenggensis BCW-1, complete genome 302 268 100% 57 100%
PREDICTED: Taeniopygia guttata tripartite motif-containing 37 (LOC100225193), MRNA 302 302 93% 57 100%
Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-1, complete genome 302 379 100% 57 100%
CEBADOR INTERNO FIP
Description Max Total Query E M_ax
score score coverage value ident
Trypanosoma vivax isolate 1L2160 clone 11 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L2160 clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviVeMe clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrCa clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Enterobacter sp. 638, complete genome 322 322 80% 14 100%
Puccinia graminis f. sp. tritici CRL 75-36-700-3 hypothetical protein, mMRNA 302 302 75% 56  100%
Acidiphilium multivorum AIU301 plasmid pACMV3 DNA, complete sequence 302 302 95% 56 94%
Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 complete genome, chromosome 29 302 302 75% 56  100%
Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 complete genome, chromosome 23 302 302 75% 56  100%
Leishmania major strain Friedlin complete genome, chromosome 23 302 302 75% 56  100%
Halogeometricum borinquense DSM 11551, complete genome 302 565 85% 56  100%
Loa loa hypothetical protein (LOAG_01779) mRNA, complete cds 302 302 75% 56  100%
Marine bacterium HP15, complete genome 302 302 75% 56  100%
TPA: TPA reasm: Aspergillus nidulans FGSC A4 chromosome IV 302 565 75% 56  100%
Burkholderia phymatum STM815 chromosome 1, complete sequence 302 302 75% 56  100%
Leishmania major hypothetical protein, conserved (LmjF23.0120) partial mMRNA 302 302 75% 56  100%
Thermotoga lettingae TMO, complete genome 302 302 75% 56  100%
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 complete genome, chromosome 16 282 282 90% 223 94%
Leishmania donovani BPK282A1 complete genome, chromosome 23 282 282 70% 223 100%
Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 complete genome, chromosome 18 282 282 70% 223 100%
Leishmania major strain Friedlin complete genome, chromosome 27 282 282 70% 223  100%
Leishmania infantum JPCM5 genome chromosome 23 282 282 70% 223 100%
Uncultured Amphinema clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S 28.2 282 90% 223  94%

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Dickeya dadantii 3937, complete genome 282 282 70% 223 100%
PREDICTED: Saccoglossus kowalevskii four-jointed box (Fjx1), mMRNA 282 282 70% 223 100%
Spirosoma linguale DSM 74, complete genome 282 545 70% 223 100%
Saccoglossus kowalevskii four-jointed box mRNA, partial cds 282 282 70% 223 100%
Pseudomonas sp. 365 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 282 282 70% 223 100%
Pseudomonas sp. 4-66 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 282 282 70% 223 100%
CEBADOR INTERNO BIP
. Max Total Query E Max
DEEEEr el score score coverage value ident
Trypanosoma vivax isolate SaMz08ca cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate SaMz07ca cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 39 cathepsin L-like protein-like gene, partial sequence 40.1 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 21 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 15 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviMzNy clone 5 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 9 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 6 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate CBbo12 clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate SaMz61 clone 35 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate SaMz61 clone 12 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L3905 clone 14 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate IL3905 clone 12 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L3905 clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate IL3905 clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 6 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 5 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TVmenegue clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate IL2160 clone 11 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L2160 clone 8 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate 1L2160 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate Y486 clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviVeMe clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviVeMe clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrMi clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrMi clone 2 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrCa clone 3 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100%  0.059 100%
Trypanosoma vivax isolate TviBrCa clone 1 cathepsin L-like protein gene, partial cds 401 401 100% 0.059 100%
Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3, complete genome 362 145 100%  0.92 100%
Zea mays full-length cDNA clone ZM_BFb0018E01 mRNA, complete cds 362 362 90% 0.92 100%
Arthrobacter chlorophenolicus A6, complete genome 362 887 90% 0.92 100%
Aspergillus terreus NIH2624 conserved hypothetical protein (ATEG_07470) partial mMRNA 362 362 90% 0.92 100%
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1, complete genome 342 415 100% 3.6 100%
PREDICTED: Ailuropoda melanoleuca myosin-Ig-like (LOC100479750), mMRNA 322 322 80% 14  100%
Coprinopsis cinerea okayama7#130 ### Cullin-4B, mRNA 322 322 80% 14  100%
Coprinopsis cinerea okayama7#130 ## hypothetical protein, MRNA 322 322 80% 14  100%
Ralstonia solanacearum str. CFBP2957 chromosome, complete genome 322 112 100% 14  100%
Streptomyces bingchenggensis BCW-1, complete genome 322 353 95% 14  100%
Meiothermus silvanus DSM 9946 plasmid pMESILO1, complete sequence 322 322 80% 14  100%
Vibrio phage VP58.5, complete genome 322 322 80% 14  100%
Cupriavidus metallidurans CH34 megaplasmid, complete sequence 22 141 100% 14  100%
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Xanthomonas albilineans str. GPE PC73, chromosome, complete genome

Streptomyces scabiei 87.22 complete genome
Geobacter sp. M21, complete genome
Ralstonia solanacearum strain MolK2 Genome Draft

PREDICTED: Equus caballus similar to UBX domain containing 1 (LOC100146236), mMRNA

Methylobacterium radiotolerans JCM 2831, complete genome
Mycobacterium abscessus chromosome, complete sequence
Methylobacterium sp. 4-46, complete genome

Physcomitrella patens subsp. patens predicted protein (PHYPADRAFT _94651) mRNA, complete

cds
Shewanella halifaxensis HAW-EB4, complete genome
Rattus norvegicus UBX domain protein 6 (Ubxn6), mRNA

Marcador de peso molecular 1Kb

1 Kb Ladder

DNA Marker
(300-10,000 bp)

Anexo 2
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Anexo 3

Marcador de peso molecular 100pb Ladder

100 bp Ladder

DNA Marker
(100-3,000 bp)
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