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RESUMEN

El presente Trabajo de Integracion Curricular tuvo como principal objetivo determinar mediante
Tipificacion genética la prevalencia de Toxocara catis en felinos domeésticos de la parroquia
Totoras del canton Ambato en la provincia de Tungurahua, durante el periodo abril — septiembre
2022, esto mediante un analisis coproparasitario directo y el método de flotacion de Willis, para
ellos se recolectaron 120 muestras de heces fecales de felinos que una vez analizadas dieron como
resultado una prevalencia del 26,66 % que se catalogaron por sexo, edad, resultando mas
infectados los felinos de entre 1 a 3 afios y de sexo machos debido a su caracteristica actividad
bohemia, posterior a esto se realizé la Tipificacion Genética mediante la Técnica de Reaccidn en
Cadena de Polimerasa, al 5 % de las muestras positivas, para lo cual se sembraron dos muestras,
una de heces que no se detecto la presencia del parasito objeto de estudio y otra de resuspension
de huevos en la cual si se logro detectar, por ende, la muestra que si amplificd productos se
secuencio mediante SANGER y el resultado obtenido se procedi6é a comparar con la base de datos
GenBank, el cual arrojé un 100 % de identidad para este parésito. Para corroborar este resultado
se usé la aplicacion MEGA 11 la cual se encarga de alinear la secuenciacién resultante en conjunto
con secuencias de la base de datos, para después crear un arbol filogenético que corrobora el
género y especie de Toxocara catis. Se recomienda realizar un estudio a nivel general tanto en los
felinos como sus duefios para complementar el estudio anteriormente realizado, permitiendo

confirmar o no la relacion con la tenencia de mascotas felinas y la predisposicién al contagio.

Palabras clave: <Toxocara catis >, <FLOTACION DE WILLIS>, <REACCION EN CADENA
DE POLIMERASA>, < SECUENCIACION DE SANGER>, <ARBOL FILOGENETICO>.

2147-DBRA-UTP-2022
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SUMMARY

The main objective of this research study was to determine through genetic typing, the prevalence
of Toxocara catis in domestic cats from the Totoras parish of the canton Ambato in Tungurahua
province, during the period April - September 2022, through a direct coproparasitic analysis and
the Willis flotation method. For this purpose, 120 samples of fecal feces were collected, which
once analyzed resulted in a prevalence of 26.66%, which were classified by sex, and age, with
felines between 1 to 3 years of age and males being more infected. Due to its bohemian
characteristic activity, the Genetic Typing was carried out using the Polymerase Chain Reaction
Technique, at 5% of the positive samples, for which two samples were planted, one of feces that
did not detect the presence of the parasite under study and another of egg resuspension in which
it was possible to be detected. Therefore, the sample that had to amplify products were sequenced
using SANGER and the result obtained was compared with the GenBank database, which yielded
100% identification for this parasite. To corroborate this result, the MEGA 11 application was
used, which is responsible for aligning the resulting sequencing together with sequences from the
database, to later create a phylogenetic tree that corroborates the genus and species of Toxocara
catis. It is recommended to carry out a study at a general level both in cats and their owners to
complement the study previously carried out, allowing to confirm or not the relationship between

the possession of feline pets and the predisposition to contagion.

Keywords: <Toxocara catis>, <WILLIS FLOATATION METHOD>, <POLYMERASE
CHAIN REACTION (PCR)>, <SANGER METHOD>, <PHYLOGENETIC TREE>.
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INTRODUCCION

En los ltimos afios las infecciones transmitidas por mascotas como los felinos a los humanos,
han ido adquiriendo un alto grado de importancia llegando al punto de ser emergentes. Es por
ello, que entre uno de los objetivos de este trabajo esta el determinar la prevalencia a un parasito
que afecta mucho a este tipo de mascotas como es Toxocara catis, ya que a pesar de los esfuerzos
que realizan muchos propietarios para mantener sanos a esta especie su caracteristica e instinto
de cazadores y bohemios los hace vulnerables a infecciones de este tipo.

Por ello el presente trabajo de investigacion se enfoca en la parroquia Totoras, este lugar fue
elegido debido a que se encuentra en el paso de ser una parroquia rural a urbana que cuenta con
un gran namero de familias que alojan este tipo de especie y como son mascotas del diario vivir
ya sea con adultos o nifios, estos se vuelven vulnerables a infecciones zoonéticas que pueden
llevar los felinos a sus hogares.

En esta parroquia se realizara la recoleccion de heces fecales pertenecientes a los felinos, para
posteriormente analizarlas mediante un examen coproparasitario directo y una vez que se
determine la existencia de huevos pertenecientes a esta especie se proceda a implementar métodos
mucho mas especificos que permitan analizar esta muestra biolégica.

Como es de conocimiento en la actualidad se siguen usando procedimientos de deteccién como
el ya mencionado con el cual solo se obtiene la morfologia del parasito, pero este analisis puede
ser susceptible a errores debido a que el campo que observemos estard con muchos mas restos
que pueden ser de tipo alimenticios, por lo que en nuestra investigacion se implementé el us6 de
la técnica de flotacion de Willis que nos ayuda a tener un campo mucho mas limpio en el cual
solo estaran parasitos con alta densidad.

En la presente investigacion se prevé implementar también una Tipificacion genética mediante
el uso de PCR el cual consiste en la amplificacion de un fragmento de ADN que nos permite
identificar o replicar este fragmento con una aproximacion altamente especifica y sensible en
comparacién con otros métodos, esto debido a que en Ecuador no existen estudios de nivel
molecular acerca de Toxocara cati por ello el realizar una investigacion que permita detectar este
parasito, secuenciarlo y mediante programas bioinformaticos poder compararlo con estudios

realizados en paises subdesarrollados (Khademvatan et al.,2014 p.4)



CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

La parasitosis es una de las patologias mas comunes tanto en animales como en humanos esta
ocasiona alta morbilidad y mortalidad ya que los parasitos logran permanecer durante un tiempo
largo en el organismo causando una alteracion fisiolégica en el huésped por tal razén es de suma
importancia realizar un estudio que permita caracterizar de mejor manera la infeccién que estos
produzcan, con el fin de prevenir y controlarla (Stensvold, 2011, p. 186-189).

La toxocariasis es una enfermedad parasitaria de distribuciéon mundial, su amplia presencia se
relaciona con la constante necesidad del hombre de vivir rodeado de mascotas (perros y gatos) lo
cual ha facilitado su persistencia. Los nifios en edad escolar suelen ser el grupo de mayor
ocurrencia debido a sus habitos higiénicos, su frecuente contacto con animales, la exposicion a
lugares de juego contaminados y el consumo de vegetales y frutas mal lavadas.

La zoonosis causada por los parasitos del género Toxocara contindan registrando altas tasas de
incidencia en los paises lo cual podria convertirse en un obstaculo para el comercio y economia
de una ciudad o un pais; ya que estas enfermedades son capaces de producir la muerte no solo en
animales sino también en los humanos (Despommier, 2003, pp. 265-272).

En la actualidad, los métodos usados para el estudio de parasitos son muy béasicos por lo que al
realizar un estudio de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual consiste en la
amplificacion de los 4acidos nucleicos que permite identificar secuencias de ADN de
microorganismos con una aproximacién altamente especifica y sensible en comparacion con otros
métodos, siendo posible la obtencidn de resultados en pocas horas; lo cual demuestra que tiene
un alto potencial de aplicacion para el diagndéstico de agentes infecciosos.

El diagnostico molecular nos permite ademas reconocer la microbiota de una muestra como con
la técnica Metagenomica que al obtener secuencias del genoma de los diferentes microorganismos
permite extraer y analizar su ADN de forma global, ya que, esta técnica ha revolucionado el modo

de manipular, clonar y detectar fragmentos de ADN (Pereray Acevedo, 2018, pp. 1-10).

1.2. Limitaciones y delimitaciones

1.2.1. Limitaciones

e Recoleccion de muestras de heces de cada felino.

¢ Disponibilidad de equipos y materiales para la tipificacion genética en la Escuela Superior
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1.2.2. Delimitaciones

El presente Trabajo de Investigacion se llevara a cabo en felinos alojados en hogares de la
parroquia Totoras cantébn Ambato, provincia de Tungurahua, durante los meses de abril-

septiembre del afio 2022.

1.3. Problema General de Investigacion

¢Es factible determinar la tipificacién genética y prevalencia de Toxocara catis en felinos
domeésticos de la parroquia Totoras del canton Ambato en la provincia de Tungurahua, durante el
periodo abril- septiembre 2022?

1.4. Problemas especificos de investigacion

e :Se puede comparar la morfologia de los huevos de Toxocara catis entre los métodos
coproparasitario y Flotacién de Willis?

e ;Se podra determinar mediante un examen coproparasitario la prevalencia de infeccion por
Toxocara catis en muestras fecales de felinos alojados en hogares de la parroquia Totoras?

e ;Sera (til el caracterizar mediante diagnoéstico molecular PCR Toxocara catis el genoma que

permita el reconocimiento del género parasitario en el 5% de las muestras fecales.?
1.5. Objetivos
1.5.1.0bjetivo general
Determinar la tipificacion genética y prevalencia de Toxocara catis en felinos domésticos de la
parroquia Totoras del cantdn Ambato en la provincia de Tungurahua, durante el periodo abril-
septiembre 2022
1.5.2. Objetivos especificos
e Comparar la morfologia de los huevos de Toxocara catis entre los métodos coproparasitario
directo y Flotacién de Willis

e Determinar mediante un examen coproparasitario la prevalencia de infeccion por Toxocara

catis en muestras fecales de felinos alojados en hogares de la parroguia Totoras



e Caracterizar mediante diagndstico molecular PCR Toxocara catis el genoma que permita el

reconocimiento del género parasitario en el 5% de las muestras fecales.

1.6. Justificacion

1.6.1.Justificacion Teorica

El presente Trabajo de Investigacién es de interés tedrico practico ya que en Ecuador y
especificamente en Tungurahua existe escasa informacion sobre la realidad de infeccion por
Toxocara catis en gatos, es importante este tipo de estudio ya que el ser humano en especial los
nifios que son los méas propensos a sufrir zoonosis mantienen un gran vinculo afectivo y
emocional hacia las mascotas con las gque conviven como en este caso los felinos, por lo cual los
resultados obtenidos serviran como aporte epidemioldgico para futuras investigaciones con las
que se permitird alertar a la poblacion sobre las consecuencias de esta infeccion y asi evitar
problemas de salud.

Sorprendentemente, hay muy poco conocimiento sobre la genética de Toxocara catis,
especialmente en lo que respecta a su infeccion, mientras que se han realizado muchas
investigaciones sobre Toxocara canis en el perro durante las Ultimas décadas. De hecho, hay
pocas investigaciones sobre este tema: como la publicada por Sprent en 1956 y la otra por

Swerczek en 1971 que fueron la raiz para el inicio de estudios acerca de este parasito (Coati et
al.,2004, pp. 142 - 146).

1.6.2. Justificacion Metodoldgica

En el Ecuador no se encuentra desarrollados estudios moleculares de alcance nacional, y para
algunos parasitos como Toxocara catis, ni siquiera se han llevado a cabo estudios de prevalencia
local. Consecuentemente, existen infecciones que pudieran ser subestimadas en nuestra poblacion
resultando en problemas de salud que incrementan la morbimortalidad y que para tratarlas se
requiere mayor financiamiento

También el hecho que existen pocos estudios sobre la estructura genética del género Toxocara a
nivel mundial, como a la fecha han sido secuenciados un numero relativamente bajo de
nucleotidos de las especies que lo componen. En el GenBank®, la base de datos de secuencias
genéticas del NIH, se encuentran secuencias de nucledtidos solo para cinco especies del género

Toxocara (Bolivar et al., 2013, pp. 120 - 129).



1.6.3. Justificacion Practica

El realizar un reconocimiento mediante PCR que consiste en la amplificacién in vitro de un
fragmento de ADN especifico, al ser este un método de diagnostico alternativo, rapido, sensible
y especifico para detectar, identificar y cuantificar a Toxocara catis, lo cual, nos permitira conocer

maés a profundidad acerca de esta especie y la infeccion que puede provocar.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Estudios a nivel mundial han demostrado que los perros y gatos desempefian un papel importante
en la transmision de paréasitos zoondticos, estos animales domésticos pueden actuar como
huéspedes definitivos para varios helmintos y protozoos parasitos con gran potencial zoonético,
particularmente, la toxocariasis en humanos es una parasitosis que suele ser asintomaética pero
gue en ocasiones puede presentar sintomas graves que pueden llevar incluso la muerte (Rostami et
al., 2019, p. 2).

Segun la OMS se calcula que en varios paises en vias de desarrollo o subdesarrollados como en
el caso de Estados Unidos alrededor del 2,8% de personas con economia media y en estado de
extrema pobreza sufren de Toxocariasis. En Alemania también existe una alta tasa como es del
2,5% de la poblacion rural que ha sufrido esta infeccién, el Caribe es el lugar mas afectado ya que
presenta un 8,3 %, de la trasmision de esta enfermedad que se desarrolla con mayor frecuencia en
climas calidos y himedos puesto que hay una gran convivencia con animales de compafiia.

Hoy en dia, la comunidad de salud publica en general reconoce que la Toxocariasis en todas sus
formas clinicas constituye un riesgo importante para la salud, especialmente entre los nifios que
presentan. Toxocara catis, ya que se conoce que los huevos de esta especie aparecen en el 2-88%
de muestras de tierra en varios paises y regiones (Delgado y Rodriguez, 2021, pp. 19-21).

En el estudio “Detection of Toxocara catis Larvae from Ostrich and Wild Boar Meat Intended for
Human Consumption” Se realizé un analisis molecular de la carne de avestruz y jabali destinadas
al consumo humano en el que se identificd y confirmo la presencia de la especie Toxocara catis.
Confirmando asi que existe un gran riesgo de infeccion por el consumo de carne cruda o poco
cocida (Rubinsky et al., 2010, pp. 3 - 23).

En el trabajo de investigacion “Despistaje de Toxocara canis y Toxocara catis por el método de
ELISA en los nifios de la escuela de educacion basica “Garcia Moreno”, parroquia San José del
Batan provincia de Chimborazo”, se determind la incidencia de estos parasitos mediante pruebas
de Micro Elisa para determinar la presencia de 1gG e IgM, dando como resultado anticuerpos de
Toxocara canis en un 25%, y 5% de anticuerpos para Toxocara catis por lo que se establece la
relacion entre la presencia de Toxocara en perros y gatos con los nifios que poseen estas mascotas,
lo cual evidencia que la zoonosis que estos pueden crear es muy alta (Pazmifio, 2018, pp. 28- 36).

Sin embargo, se sabe que el uso de microscopia tiene baja sensibilidad, asociada a una minima
carga parasitaria con un requerimiento de recursos humanos poco capacitados y experimentados

para la identificacién precisa de estructuras parasitarias (Deng et al., 2019, pp. 2 — 3), no obstante, la
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sensibilidad y especificidad se puede mejorar mediante el uso de nuevas técnicas con mayor
sensibilidad, como PCR Y ELISA , como describe (Djokic.et al, 2014, pp. 67-71).

Las técnica PCR que se basa en la deteccidn de antigenos en heces ha mostrado un amplio rango
de sensibilidad y especificidad (Mathis y Deplazes, 1995, pp. 1145-1149), con el advenimiento de las
técnicas moleculares se mejoraron ciertos aspectos sin embargo, los insumos y equipos solian ser
costosos y los procedimientos requerian recursos humanos con capacitacion especifica que no
estan ampliamente disponibles en areas endémicas, lo que complica su implementacion, hoy en
dia esto se ha reducido ya que gracias a la capacitacion de mas profesionales los costos

disminuyeron haciendo que estas técnicas sean mayormente usadas (Knapp et al., 2016, pp. 2950-2958).

2.2. Referencias tedricas

2.2.1.Zoonosis

Este término proviene del griego zoon (animal) y nésos (enfermedad), por lo cual se estableceria
la siguiente definicion: Enfermedad propia de los animales trasmitida al hombre en condiciones

naturales (Fisher, 2003, pp. 167-170).

2.2.2.Infecciones frecuentes en felinos

La infecciones parasitarias en los felinos presentan tasas de prevalencia de hasta el 45% en
algunas poblaciones. Estos parasitos pueden ser organismos similares a gusanos o protozoarios
unicelulares. Es importante destacar que algunos paréasitos gastrointestinales de los gatos tienen
el potencial de infectar a los humanos.

Entre los principales grupos de parasitos que infectan a los felinos tenemos: Anquilostomas,
Tenias y Toxocaras, siendo Toxocara la mas frecuente con Toxascaris leonina y Toxocara catis,

estos dos son los parasitos intestinales mas comunes de los gatos (Despommier, 2003, pp. 265-272).

2.2.3.Toxocara catis

Toxocara catis es también conocida como la lombriz intestinal comdn de los gatos, esta produce
una zoonosis alarmante si llegase a haber un descuido por parte de sus duefios, ha reportado casos
en todo el mundo. Este paréasito es un helminto que pertenece al grupo de parésitos intestinales
que pueden infectar a los humanos sin saberlo, por lo que la infeccidn que provoca se considera

zoonotica (Barrios et al.,2020, pp. 6-22).



2.2.3.1. Morfologia

=  Huevo

Son esféricos, con una cubierta irregular gruesa con hendiduras en la superficie con forma
concava, de color marron oscuro a negro, granulares, miden de 70 a 80 um de tamafio, con tres

capas de quitina y una gruesa capa de proteina (Abou, 2018, pp. 189-197).

llustracion 1-2: Huevos de Toxocara catis
Fuente: (Abou, 2018, pp. 189-197).

= Larva

Las larvas de Toxocara catis miden aproximadamente 0,4 micras de longitud por 0,015-0,021 de
diametro y son fécilmente distinguibles de las larvas de otras especies. Tienen un frente
redondeado y no presenta ni punta ni filo. El es6fago y las regiones caudales estan compuestos
por glébulos grandes disecados y granulos oscuros esparcidos por una region del intestino medio
maés densa. En el medio externo siempre se encuentran en el interior de los huevos de distintas

formas (Abou, 2018, pp. 189-197).



llustracidn 2-2: Larva de Toxocara catis
Fuente: (Abou, 2018, pp. 189-197).

llustracion 3-2: Larva de Toxocara catis en eclosion
Fuente: (Sastre, 2015, pp. 3-9)

Sastre (2015, pp. 3—9) se han descrito cuatro distintos estados larvarios, estos son:

Estado Larvario 1: En el organismo de los felinos comienzan a ovular y sueltan larvas a
partir de los 60 dias, las cuales al ser fecundadas forman 6vulos sin embriones las cuales se
excretan juntamente con las heces fecales.

Estado Larvario 2: Los huevos son depositados en tierra, en un lapso de 2 semanas, para
que maduren, es necesario que exista un régimen de temperatura adecuada para el desarrollo
del embrion, al cabo de 4 dias a una temperatura de 30°C, que estos microorganismos seran
infectantes.

Estado Larvario 3: Los felinos a las cinco semanas que ingieran los huevos embrionarios de
la tierra, en el huésped hacen que las larvas maduren y viajen a 6rganos como los pulmones
y el sistema respiratorio hasta llegar a los intestinos donde completan su desarrollo.

Estado Larvario 4: Durante la etapa de diferenciacion sexual, el paréasito hembra pone
huevos y se excreta en las heces. El desarrollo de parésitos adultos en larvas varia segun el
cachorro o perro adulto. En perros mayores de 1 afio, las larvas anidan en tejido muscular,

corazon, pulmones e higado en el quiste, atraviesan la placenta y llegan al feto.



= Forma Adulta

Es un gusano redondo intestinal que pertenece al filo de los Nematodos. Los gusanos adultos, de
color amarillento, tienen forma cilindrica y en la parte anterior del cuerpo presentan una boca,
provista de tres labios bien desarrollados y unas aletas. Machos y hembras se diferencian en el
tamafio: los machos tienen de 4 a 6 centimetros (cm) y las hembras, de 6 a 10 cm. Ademas, la
parte posterior del macho es curvada, con papilas caudales, mientras que la parte posterior de la

hembra es recta y terminada en punta (Despommier, 2003, pp. 265-272).

llustracién 4-2: Forma adulta de Toxocara catis en eclosion
Fuente: (Sastre, 2015, pp. 3-9)

2.2.3.2. Clasificacién Taxondmica

La clasificacion taxonémica de Toxocara catis, es la siguiente:

Tabla 1-2: Clasificacién taxonémica de Toxocara catis

Dominio Eukaryota
Reino Animalia
Subreino Bilateria
Rama Protostomia
Infra reino Ecdysozoa
Superphylum Aschelminthes
Phylum Nematodo
Clase Secernentea
Subclase Rhabditia
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Orden Ascarida

Suborden Ascaridina
Superfamilia Ascaridoidea
Familia Eukaryota
Género Toxocara
Especie Toxocara catis

Fuente: (Pazmifio, 2018, pp. 28- 36).

2.2.3.3. Ciclo evolutivo

Q/’p\ Hospedador

b \ Toxocara cati

' Via lactacién Husculo Formas adultas
Via placenta (no gato) en intesting

i

Ve \‘ ;
Hospedador - ‘_/\
secundario N
Huevos emhnonados
con larvas

Hospedador accdental

llustracién 5-2: Ciclo evolutivo de Toxocara catis
Fuente: (Fisher, 2003, pp. 167-170).

El ciclo de vida de este parasito consiste en el desarrollo de las larvas en el interior de las heces
fecales en el lapso de 15 dias aproximadamente, tiene predileccion por los gatos, también se ha
observado en otros hospederos como ratas y roedores, denomindndose a estos huésped
intermediario, en el cual la larva se enquista y se mantiene en estado de latencia, sin llegar al
estado adulto, ya que son ingeridas por un felino y se reactivan en el intestino del gato y alcanzan
el estado de madurez (Fisher, 2003, pp. 167-170).

Cuando un roedor o lombriz es ingerida por un gato las larvas estado Il, PASAN la pared del
intestino, llegando a los pulmones y el higado a través de la vena porta (Alarcén et al., 2010, pp.10-
12).

Es en los pulmones maduran a larvas estado |11, atraviesan a la traquea, por medio del estornudo
salen o se quedan en las bocas del animal donde nuevamente son ingeridas, esta larva al llegar al

intestino muda a larva estado IV y alcanza el estado adulto, después de unos 25 dias que empieza
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da la infeccién y el paréasito empieza a producir huevos que seran expulsados con las heces fecales
(Junquera, 2017: 1A).
En los gatos adultos no se produce este ciclo vital con mucha frecuencia, en cambio las L-II

mediante una migracion somatica llegando 6rganos como, corazén, higado, pulmones y el sistema
gastrointestinal, el quiste encapsulan y entrafie un estado de dormancia, en el que todas sus

funciones bioldgicas se suspenden por largos periodos e incluso afos (Junquera, 2017: 1A).

2.2.4. Toxocariasis

La Toxocariasis es el término clinico que se aplica a la infeccion en el huésped humano por
Toxocara canis 0 Toxocara catis especies de nematodos relacionados que habitualmente infectan
a perros y gatos en todo el mundo. La infeccion en humanos, a diferencia de sus hospedadores
definitivos, permanece oculta, lo que a menudo resulta en una enfermedad causada por las etapas
larvarias migratorias (Delgado y Rodriguez, 2021, pp. 19-21).

Es también una enfermedad zoondtica transmitida por el suelo causada principalmente por la
ingestion de huevos larvados de Toxocara catis y que se eliminan sin embrionar con heces de

felinos y alcanzan la etapa infecciosa en el suelo (Abou, 2018, pp. 189-197).

2.2.4.1. Fisiopatologia

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

Este tipo de larvas no logran completar su desarrollo totalmente en el cuerpo humano, pero pueden

permanecer vivas durante varios meses produciéndole un gran dafio al mismo.

2.2.4.2. Sintomas

= Sintomas en el Felino

A ciencia cierta no se conoce el dafio que produce esta zoonosis en los felinos pero se cree que

en los gatos adultos pueden desarrollar infecciones patentes luego de ingerir huevos o larvas
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debido a que hay menos cantidad de larvas que completan la migracion traqueal en comparacion
con los cachorros pero de a ver una infeccion masiva en el intestino se produce una sintomatologia
como: falta de apetito, debilidad y facilidad para que contraiga otras enfermedades, llegando

inclusive a drganos como la bilis, estas larvas se encuentran principalmente en los musculos
(Bolivar et al., 2013, pp. 120 - 129).
Segun estudios este tipo de parésitos alteran la funcién normal del intestino y con ello impiden

que el felino infestado pueda absorber y aprovechar 6ptimamente los alimentos que ingiere. Es
posible que no presenten sintomas aparentes (infestacion silenciosa), pero los cachorros de corta
edad pueden enfermar gravemente e incluso morir. Por otra parte, pueden migrar y provocar
lesiones en los tejidos que atraviesan; esto sucede especialmente cuando el parasito migra a través

de los pulmones de los felinos (Bolivar et al., 2013, pp. 120 - 129).

= Sintomas en el humano

En el humano se han descrito tres sindromes provocados por Toxocara catis como: larva migrans,
visceral, ocular y Toxocariasis encubierta. Algunos autores denotan que a la enfermedad
neuroldgica como un cuarto sindrome. La mayoria de los casos de larva migrans visceral son
asintomaticos y se reconocen principalmente por eosinofilia persistente. Los signos tipicos en los
nifios afectados mas gravemente incluyen eosinofilia crénica, malestar general, fiebre,
hepatomegalia y molestias en la regién abdominal superior.

Algunos pacientes también pueden tener nduseas, vémitos o signos respiratorios tales como
sibilancia, tos o disnea. También se han registrado exantema pruritico, urticaria crénica,
linfadenopatia, artralgia, mialgia, edema angioneur6tico y signos neurolégicos. En los adultos,
los sintomas mas comunes son fiebre, debilidad y signos intestinales. Los sintomas de toxocariasis
pueden persistir por meses. Las muertes son poco frecuentes, pero se han observado casos de

miocarditis, meningoencefalitis eosinofilica 0 neumonia grave (Arévalo, 2013, p. 76-86).

2.2.4.3. Epidemiologia

La epidemiologia de esta parasitosis se mide en tres campos

a. Laenfermedad en los gatos

b. Laenfermedad en el ser humano

c. La contaminacién ambiental, esta enfermedad es considerada cosmopolita muy frecuente en
paises de clima calido

Es necesario considerar como Factor predisponente la cercania de los nifios con sus mascotas ya

que pueden ser contaminados por el pelo del animal que puede contener huevos de Toxocara. La

antigiedad se pensaba que solamente en las areas rurales estaba el riesgo de contraer la
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enfermedad, en la actualidad la toxocariasis es mas endémica en la zona urbana (Despommier, 2003,
pp. 265-272).
Varios paises del mundo han reportado prevalencia de Toxocariasis hasta en 35%, existen factores

asociados para la infestacion por Toxocara, son propensas las personas que tienen muy cercano a
una mascota, los nifios tienden a comer tierra y jugar al aire libre en parques y lugares donde los
duefios sacan a sus mascotas a hacer sus necesidades bioldgicas es por esta razon que las personas
menores a 20 afios son mas propensas a esta enfermedad.

Se reporta la presencia de toxocariasis en varias partes del mundo de un 37%, los factores
asociados son la cercania de los nifios con sus mascotas, los habitos de comer tierra en parques y
jardines, situacion que no ocurre con las personas adultas, otro factor que incrementa esta
parasitosis es la situacion socioeconomica de los duefios de los felinos especialmente en regiones

calidas (Alarcon et al., 2010, pp.10-12).

2.2.5.Diagnostico. Prevencion y control

El diagndstico de la enfermedad en el ser humano es problematico, ya que el estadio larval de
Toxocara catis no puede ser detectado directamente, salvo por estudio de biopsias. Por otra parte,
como en el ser humano las larvas no completan su evolucidn, no llegan a la postura de huevos, lo
cual torna imposible el diagndstico directo. El tnico método posible entonces es el diagnostico
indirecto mediante la deteccion de anticuerpos en sangre u otros fluidos biol6gicos.

La técnica seroldgica mas utilizada actualmente es un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) que
utiliza como antigeno los productos de excrecidn—secrecion de larvas de segundo estadio (ES/L2)
gue se obtienen manteniendo a las larvas en un medio de cultivo libre de proteinas. Estos
productos antigénicos se originan en los érganos secretorios del parasito (glandula esofagica y el

poro secretor) y dado que en su mayoria son glicoproteinas, no son especificos de especie
(Rodriguez et al., 2006, pp. 4-7).

2.2.5.1. Diagnostico en laboratorio mediante técnica Coproldgica

e Examen macroscopico. Debe realizarse inmediatamente a las muestras tomadas,
considerandose su consistencia, color, olor, presencia de mucosas, sangre, coagulos, cuerpos
extrafios y aun la posibilidad de encontrar parésitos o partes de ellos, elementos de
importancia para evitar errores de procedimiento.

e Examen microscépico. Para realizar un adecuado diagnostico de parasitos gastrointestinales
felinos como el Toxocara es recomendable detectarlos mediante la técnica de flotacion fecal
con solucidén azucarada de Sheather o de Cloruro de Sodio (NaCl). Sin embargo, es importante

tomar en cuenta la aparicion de signos clinicos y una adecuada anamnesis antes de la fase de
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excrecion del parasito, de esta manera se podra determinar correctamente el tratamiento. El
diagnostico puede parecer fallido por la ausencia de huevos y larvas o su excrecion fecal
intermitente, incluso en los casos sintomaticos, no obstante, se puede realizar analisis de tres
muestras 0 mas, en dias alternos para asi aumentar la tasa de probabilidad de diagnosticar la

parasitosis en estadios positivos (Rodriguez et al., 2006, pp. 4-7).

2.2.5.2. Método de Flotacion

Puede ser cualitativo o cuantitativo, puesto que permite identificar las especies parasitarias y
determinar el grado de infeccion. Basicamente los huevos de los parasitos son separados de las

masas fecales utilizando soluciones de peso especifico elevado (Inacio et al., 2021, pp. 4-6).

2.2.5.3. Técnicas cualitativas

Una técnica cualitativa muy usada es el sistema de cruces segun el nimero de formas parasitarias

encontradas:

Tabla 2-2: Técnica cualitativa conteo de formas parasitarias

Infeccion baja Campos con 1 a 3 formas (+)
parasitarias

Infeccion leve Campos con 4 a 7 formas (++)
parasitarias

Infeccion moderada Campos con 8 a 10 formas (+++)
parasitarias

Infeccion grave Campos con méas de 10 (++++)

formas parasitarias

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

2.2.5.4. Diagndstico Molecular de Parasitos

Los métodos de biologia molecular se caracterizan por ser especificos y poseer elevada
sensibilidad, ya que detectan el acido desoxirribonucleico (ADN) del parasito, aunque exista una
cantidad pequefia de estos en la circulacion sanguinea. En un principio se usaron las técnicas de
hibridacion y actualmente el diagnéstico molecular se basa en la deteccion de fragmentos
especificos de ADN del genoma del parasito.

Mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa 0 PCR por sus siglas en inglés “Polymerase

Chain Reaction”. que tiene como finalidad amplificar varias veces un pequefio fragmento de
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ADN, para obtener multiples copias resultando muy sensible, ya que detecta poca cantidad de

ADN, debido a la amplificacion de una secuencia especifica del ADN de Toxocara catis
(Pefaherrera, 2019, pp. 34 - 41).

2.2.6.Tratamiento para Toxocara catis

2.2.6.1. Albendazol

Como se ha mencionado es la droga de eleccion en el tratamiento de los estudios clinicos han
demostrado que pacientes que reciben 5 dias de tratamiento con albendazol, a una dosis oral de
10 mg/kg/dia divido en dos dosis, mejoran significativamente mas que pacientes recibiendo
tiabendazol. Una dosis de 400 mg de albendazol por via oral dos veces al dia por 5 dias es el

esquema recomendado de eleccion (Delgado y Rodriguez, 2021, pp. 19-21).

2.2.6.2. Mebendazol

Es una droga alternativa en el tratamiento de la toxocariasis. Desafortunadamente como otros
benzoimidazoles, exceptuando el albendazol, tiene poca absorcién y por ende su uso en
infecciones extraintestinales es limitado. Se ha reportado que podria ser mas exitoso su uso en la
toxocariasis si se usase a una dosis de 1 gramo o por més de 21 dias de tratamiento, ya que la

dosis habitualmente recomendada es de 100 a 200 mg via oral dos veces al dia por 5 dias (Delgado
y Rodriguez, 2021, pp. 19-21).

2.2.6.3. Dietilcarbamazina

Hasta hace unos pocos afios se consideraba la droga de eleccidn para la toxocariasis, pero en
paises como Estados Unidos de América ya no es usado para esta indicacion, al igual que ocurre
con la ivermectina. Esta droga se administra a una dosis de 3 mg/kg, via oral, cada 8 horas por 21

dias (Delgado y Rodriguez, 2021, pp. 19-21).

2.2.6.4. Nitazoxanida

Este farmaco es un miembro de las drogas de la clase de tiazolidas, la primera de ellas, con
documentada actividad principalmente contra parasitos y bacterias anaerobias. Esta ha sido usada

en el tratamiento de infecciones producidas por bacterias anaerobias, virus de Hepatitis B, virus

de Hepatitis C, protozoarios y helmintos (Delgado y Rodriguez, 2021, pp. 19-21).
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2.2.7.Técnicas Moleculares

Las técnicas moleculares es un término general que engloba un conjunto de técnicas de biologia
molecular empleadas para la identificacion y andlisis de marcadores bioldgicos, mediante las
técnicas moleculares es posible detectar la presencia de patdgenos y plagas en tejidos vegetales,

muestras de agua, suelo o cualquier sustrato ya que trabaja a partir de la molécula de ADN (Perera
y Acevedo, 2018, pp. 1-10).
Los métodos de biologia molecular se caracterizan por ser especificos y poseer elevada

sensibilidad, ya que detectan el &cido desoxirribonucleico (ADN) del parasito, aunque exista una

cantidad pequefia de estos (Pereray Acevedo, 2018, pp. 1-10).

2.2.7.1. Métodos moleculares fenotipicos y genotipicos

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

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

Dentro de las técnicas empleadas en genotipificacién se describen: la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), secuencia del genoma que implica la secuenciacion NGS y pirosecuencia,
hibridacion con sondas de ADN, RAPD y RFLP (Huapaya et al., 2009, pp. 283-290)

2.2.8.PCR

Reaccién en Cadena de la Polimerasa, es una técnica de biologia molecular que permite obtener
in vitro millones de copias de un fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN) a partir de una
sola molécula basandose en la replicacion celular en la que acttan varias proteinas para sintetizar
dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde (Larrachea, 1997, 247-249).

La técnica de la PCR consiste en la amplificacion de una region especifica de ADN utilizando

unos primers o cebadores (secuencias de ADN que delimitan la zona de amplificacidn, que tienen
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una longitud de 15-30 nucleétidos y son complementarios a la region del ADN que se quiere
amplificar).

Se basa en la accion de diferentes enzimas, entre ellas la ADN polimerasa, que incorpora los
nucledtidos en la sintesis de nuevas cadenas de ADN (amplificacién). En esta técnica se reproduce
lo que tiene lugar en el interior de la célula. La muestra de ADN se afiade en un tubo eppendorf
junto con los primers, los desoxinucle6tidos, una ADN polimerasa termoestable y un cofactor de

esta enzima (normalmente magnesio).

2.2.8.1. Origen de la técnica de PCR

La PCR surgid en 1971 cuando Gobind Khorana describe la técnica al explicar la replicacion de
un fragmento de ADN usando dos iniciadores. Pero fue en 1983 cuando Kary Mullis y sus
colaboradores de la compafiia californiana Cetus Corporation la Ilevaron a cabo por primera vez
mientras trabajaban en la fabricacion de oligonucleétidos y en el uso de iniciadores para la
secuenciacion de ADN. Para llevarlo a cabo usaron dos iniciadores que se alineaban con cada una
de las hebras del ADN, adicionaron ADN polimerasa | de Escherichia coli y nucle6tidos
trifosfatados. Como resultado obtuvieron la replicacion exponencial del fragmento de ADN

flanqueado por los iniciadores (Serrato et al, 2008, p. 53).

2.2.8.2. Procedimiento de PCR
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lHustracion 6-2: Reaccion en cadena de polimerasa
Fuente: (Dreyer, 1956, p.97).

Este paso consiste en llevar la reaccién hasta una temperatura de 94-96 °C (0 98 °C si se esta
usando una polimerasa termoestable extrema), que se mantiene durante 1-9 minutos 35. Esto sélo

es necesario para ADN polimerasas que requieran activacién por calor. En el proceso de
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desnaturalizacidn, las dos cadenas del ADN se separan una de la otra y permiten que la matriz
“template” se encuentre como cadena simple, necesaria para la actividad llevada a cabo por la
polimerasa termoestable durante los pasos de amplificacion (Pefiaherrera, 2019, pp. 34 - 41)

En el siguiente paso del ciclo, la temperatura se reduce a un valor que oscila en el rango de los 40
°C a los 60 °C. A esta temperatura, cada uno de los oligonucleotidos (primers) hibrida con la
secuencia complementaria en cada una de las cadenas simples de ADN, que se han separado en
el paso anterior, y sirven como cebadores para la sintesis, por la polimerasa termoestable. La
sintesis de ADN se inicia cuando la temperatura de la reaccion llega al valor 6ptimo para la
actividad de la polimerasa.

Para la mayoria de las polimerasas esta temperatura se encuentra en, aproximadamente los 72 °C.
Luego se permite la sintesis durante 30 s a 2 min. Este paso completa un ciclo y el siguiente ciclo
se inicia con el retorno a los 94-95 °C para la desnaturalizacion.

La cantidad de amplificado resultante va a depender de la disponibilidad de sustrato para la
reaccion por eso, los oligonuclettidos y los desoxirribonuclétidos trifosforilados se afiaden en
exceso respecto al ADN a amplificar. Como es fécil inferir, la concentracion de ADN,
oligonucledtidos, de y ADN polimerasa activa disminuyen después de cada ciclo debido a la
sintesis que se esta produciendo por lo que la reaccién lleva a un méximo de amplificacién, luego
del cual el rendimiento y el nimero de copias obtenidas no aumentan. A esto se lo conoce como
el efecto “Platteau”.

En la reaccion de PCR ideal, existen tres fragmentos de &cidos nucleicos. El fragmento de ADN
de doble cadena a ser amplificado (molécula blanco o target) y dos oligonucleétidos de cadena
simple que hibridaban en alguna regién del ADN blanco (iniciadores o primers) (Rodriguez et al.,
2006, pp. 4-7).

La primera ronda de sintesis resulta en la generacion de cadenas de ADN nuevas sin una longitud
determinada, las cuales, como las cadenas parentales, se pueden hibridar a los primers luego de
la desnaturalizacidn e hibridacion. Estos productos se acumulan con una progresion aritmética a
través de los ciclos siguientes.

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

consecuencia participar como blanco en los ciclos subsiguientes (Rodriguez et al., 2006, pp. 4-7).
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2.2.8.3. Tipos de PCR

=  PCR Anidada

Se desarroll6, principalmente para aumentar la sensibilidad del ensayo usando dos parejas de
cebadores con las que se consigue amplificar muestras minimas de ADN a miles de millones de

fragmentos (Perera y Acevedo, 2018, pp. 1-10).

= PCR multiplex

La PCR mudltiplex es un proceso de amplificacién en la que dos o mas parejas de cebadores
especificos para diferentes dianas se introducen en el mismo tubo. Por lo tanto, mas de un ADN

diana en una muestra puede ser detectado simultdneamente (Pereray Acevedo, 2018, pp. 1-10).

= Reverso transcripcién-PCR

La RT-PCR fue desarrollada para moléculas diana de ARN que a partir del ARN se obtiene un
ADN complementario (ADNCc), esta conversion se logra con el empleo de la enzima transcriptasa
reversa o reverso transcriptasa, este es un método conveniente para la caracterizacion de especies,
especialmente aquellas que son dificiles de distinguir morfolégicamente. La técnica PCR-RT es
actualmente uno de los métodos moleculares mas utilizados para el diagnéstico de especies. Se
basa en la digestién de los productos de PCR por enzimas de restriccion o endonucleasas. Estas
enzimas cortan el ADN en fragmentos de cierto tamafio, cuyos andlisis en gel de agarosa o
poliacrilamida dan como resultado diferentes patrones de tamafios de fragmentos, lo que permite

la identificacion (Mikaeili et al., 2017, pp. 549-556).

2.2.8.4. Aplicaciones

La PCR es la técnica mas importante en la biologia molecular porque con ella se ha logrado la
simplificacidn e innovacion de muchas técnicas moleculares que permiten abordar nuevas lineas
de investigacion en diferentes ramas de la ciencia como biotecnologia, ecologia, evolucion,
biologia de la conservacion, arqueologia, patologia, medicina forense, entre otras (Serrato et al, 2008,
p. 53).

Hemos desarrollado un sistema cuantitativo de PCR en tiempo real para determinar la carga
parasitaria en muestras de sangre o heces periférica usando como blanco molecular la secuencia
satélite e iniciadores modificados para aumentar la capacidad de reconocimiento de los distintos

linajes parasitarios. Para mejorar la precision de la cuantificacion se ha incorporado al ensayo un
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plasmido recombinante lineal como estandar interno (IAC) que se agrega a la muestras de heces
original y se utiliza para normalizar el valor crudo de la carga parasitaria, segin el rendimiento

de la extraccion de ADN, la muestra y la eficiencia de amplificacion (Rubio, 2011, p. 3).

2.2.9.Secuenciacion de Sanger

Este método se basa en sintetizar, de forma secuencial, una hebra de ADN en presencia de ADN
polimerasa, con polimerizacién del mismo y el uso de dideoxinucle6tidos que sirven como
terminadores de la reaccion. Para dar como resultado fragmentos secuenciados de diferente
tamafio, segln dénde se hayan incorporado los dideoxinucledtidos. Para posterior a esto con una

electroforesis, se va a poder dilucidar la secuencia esperada (Garrigues, 2017: 1A).
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lustracion 7-2: Secuenciacion de Sanger

Fuente: (Garrigues, 2017: 1A).

2.2.10. GenBank

El GenBank es una base de datos que posee secuencias de nucleétidos y su traduccién a proteinas,
su uso es libre y de acceso abierto, forma parte del consorcio internacional donde también estan
el European Nucleotide Archive (ENA) y el DNA Data Bank de Japon, (DDBJ), estas en conjunto
intercambian datos diariamente, se disefid para proporcionar a la comunidad cientifica

informacion acerca de secuencias de ADN.
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2.2.11. FinchTV

El visor de cromatogramas denominado FinchTV es una muy conocida aplicacion para
computadoras creada por Geospiza, Inc. para lograr traducir los datos de seguimiento de la
secuenciacion de ADN obtenida de la Secuenciacién de Sanger. Este software nos permite
visualizar secuencias obtenidas por medio de cromatogramas es decir en forma de picos con los
cuales sabremos la calidad de la secuenciacion, también nos permite eliminar las condiciones que

no son Utiles para el momento de validarla (Rueda et al., 2015, pp. 541-548).

2.212. MEGA 11

El programa MEGA 11 (Analisis genético evolutivo molecular) es una herramienta integrada para
la alineacion de secuencias automatica y manual, la inferencia de arboles filogenéticos, la
extraccion de bases de datos basadas en la web, la estimacion de tasas de evolucion molecular y

la prueba de hipotesis evolutivas.
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llustracién 8-2: MEGA 11 software
Fuente: (Cummings, 2004: A1)

22



CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de investigacion

El presente trabajo de investigacion posee un enfoque cualitativo debido a que se realizd la
recoleccion de muestras de los felinos para su posterior estudio mediante técnicas
coproparasitarias y moleculares, también posee un enfoque cuantitativo debido a que permitié
realizar el anélisis estadistico descriptivo una vez realizada la recoleccién de datos y muestras de

heces de felinos, en cuanto a su edad, sexo, raza, y niveles de parasitosis.

3.2. Nivel de Investigacion

El nivel de investigacion fue de tipo descriptivo ya que se indaga entre una 0 mas variables para
que al obtener los datos, se realice una descripcion de ellos, prospectivo por que la informacion
se registra durante el proceso que dura la investigacion y de corte transversal ya que los datos se
recolectan en un solo momento y no involucran un seguimiento a través del tiempo en los Felinos
alojados en hogares de la parroquia Totoras del cantén Ambato, provincia de Tungurahua.

3.3. Disefio de investigacion

3.3.1. Segun la manipulacién o no de la variable independiente

No se realizaron manipulaciones de variables en el presente estudio.

3.3.2.Segun las intervenciones en el trabajo de campo

El presente trabajo de Investigacion se realizo en la parroquia Totoras donde se recolect6 por una

sola ocasion en cada casa que tenga albergado a un felino.

3.4. Tipo de estudio

El presente trabajo de Investigacion posee un enfoque no experimental, de tipo: Descriptivo ya

que se indaga la presencia de parasitos en heces de una poblacion de felinos, Transversal dado

que los datos se recolectan en un solo momento, en un tiempo Unico y no involucran un

seguimiento a través del tiempo, De campo porque se realizd en un lugar especifico, donde se
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recolectd heces felinas para su respectivo andlisis y se determiné la prevalencia de parasitosis y

la tipificacion genética de Toxocara catis.

3.5. Poblacion y Planificacion, seleccion y calculo del tamafio de la muestra

3.5.1.Localizaciéon

A dos mil metros sobre el nivel del mar se ubica la parroquia Totoras, una de las mas conocidas
de Ambato y Tungurahua, por ser el paso obligado al Oriente Ecuatoriano, Tiene una superficie
total de 841,8 hectéreas, Posee una poblacion de 7913 habitantes, de los cuales 3986 son mujeres

y 3927 son hombres; con porcentajes de 50,4% y 49,6% respectivamente (GAD Parroquial Rural de
Totoras, 2015, pp. 10).

Q
PARROQUIA
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O

& 0 -
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llustracién 1-3: Ubicacion Geografica de la parroquia Totoras via Google maps

Fuente: Google maps

3.5.2.Poblacion
El total de felinos analizados fueron 120 los cuales se encontraban alojados en hogares de la

parroquia Totoras del cantdn Ambato, provincia de Tungurahua que no se encuentren

desparasitados, durante el periodo de abril — septiembre del 2022.
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3.5.3.Criterios de Inclusion

Se consideraron como unidad muestral todos aquellos felinos que retinan los siguientes criterios:

e Felinos que no se encuentren desparasitados hace 6 meses.

e Felinos que bajo previo el consentimiento de sus duefios autoricen la recolecciéon de las
muestras.

¢ Felinos que se encuentren alojados en hogares de la parroquia Totoras.

3.5.4.Métodos de recoleccion de datos

La recoleccion de datos se efectué mediante el método de campo que inicié con un previo
consentimiento verbal con los duefios de los felinos quienes nos proporcionaron las medidas
higiénicas que estos tienen en el hogar, posterior a esto se analizé las muestras por las técnicas
parasitarias y moleculares que ayudaron a la ejecucion del proyecto hasta llegar a las conclusiones

del mismo, proceso que se describe a continuacion.

3.6. Materiales, equipos y reactivos

3.6.1.Material biolégico

e Muestras fecales de los felinos

3.6.2.Material de Laboratorio

e Tubos de Ensayo

e Cernidor

e Gradillas de laboratorio
e Pinzas

e Pipeta

e Tubos Eppendorf

e Palillos

e Couler para transporte
e Guantes

e Mandil

e Placas porta y cubre objetos
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3.6.3.Material de oficina

e Cuaderno de apuntes
e Cémara

e Computadora

3.6.4.Reactivos

e Suero fisioldgico

e Lugol

e Primers

e Buffer de Extraccion

e AguaMilliQoTE

o Kit comercial de extraccion de ADN

e BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
e Agarosaen TBE

3.6.5.Equipos

Microscopio

Balanza analitica

Termociclador

Espectrofotometro

3.6.6.Programas usados

e MEGA
e FINCHTV
e GENIUS
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3.7. Metodologia

3.7.1.Flujograma para el desarrollo de la investigacion

Oferta de estudio a
los duefios de los
felinos

Buscar otros hogares
con felinos

\

¢ | ST
2 g Colocar una gota de la
Recoleccion de la Recoleccion de la Procesamiento de las ld.ennﬂcac!on. muestra en un porta
L = 3 mediante la técnica : z
informacion del felino muestra muestras s objetos en conjunto con
; cop una gota de lugol
Huevos redondos de color Colocar el cubre
café con membrana ‘objetos y examinar al
) . marron gruesa microscopio con
Viales de plastico pertenecientes a T.catis lentes de 10Xy 40X
r
i Realizar la técnica
CARACTERIZACION de flotacion de
MOLECULAR Willis
Y
PCR y

Registro de
resultados e
interpretacion

Extraccion de ADN

A4
(D

Desnaturalizacion Desarrollo de
Conclusiones
Hibridacion I
- Desarollo de
2l Recomendaciones

\C—
Electroforesis .
)
- FIN
Determinar la
secuencia de \ /

nucledtidos

P T

Analizar la secuencia

de nucledtidos iﬁlt?:ogta;ﬁoz
resultantes P

resultados

Compararlos con

llustracién 2-3: Flujograma para el desarrollo de la investigacion.

Fuente: (Yuste, 2019, p. 39; Leon, 2017: 1A ; Perera'y Acevedo, 2018, pp. 1-10).
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.
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3.7.2.Recoleccién de las muestras

La recoleccion de las muestras se realiz6 durante 3 meses en horarios dados en dependencia a la
disponibilidad de tiempo de los duefios, el registro por cada felino se dio identificando el sexo,
edad aproximada, fecha de recoleccion y una vez obtenido las muestras de heces se las transportd
en un Cooler con gel refrigerante al Laboratorio de Analisis Clinico y Parasitoldgico de la
ESPOCH, lugar en donde se procedié inmediatamente a ejecutar el andlisis coproparasitario y

método de Flotacién de Willis.
3.8. Métodos de analisis
3.8.1.Examen coproparasitario

Para el examen coproparasitario, se utilizaron las heces de los felinos, estas se prepararon directo
en suero fisioldgico y Lugol con laminas porta objetos y cubre objetos y se procedié a observar

al microscopio.

3.8.1.1. Procedimiento

s N s N
1. Colocamos en un extremo de la

lamina portaobjeto una gota de

suero fisiolégico y, con ayuda de

un aplicador, agregar 1 a 2 mg de

6. Anotamos y fotografiamos todo
lo observado en un formato
previamente realizado en el costard

materia fecal, emulsionarla y el nombre de la especia observada
cubrirla con una laminilla y su estadio evolutivo
| cubreobjeto. | ‘ |
N S N ~
e ~ e ~

2. Luego en el otro extremo de la

lamina portaobjeto, una gota de
Lugol y proceder a la aplicacion de
la muestra fecal como en el parrafo

5. Recorremos la lamina siguiendo
un sentido direccional, ejemplo: de
derecha a izquierda, o de arriba a
abajo

anterior.

. / . J

e ™ s ™
3. Con el suero fisioldgico, los
trofozoitos 'y quistes de los

protozoarios se observaron en 4. Visualizamos al microscopio a

forma natural, y con Lugol, las 10X 6 40X.

estructuras internas, nucleos vy

vacuolas.

AN / AN /

llustracion 3-3: Procedimiento para examen microscdpico general de heces

Fuente: (Salvatellay Eirale, 1996, pp. 215-223)
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022
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3.8.2.Método de Flotacién de Willis

Es una técnica que permite la separacion de quistes de protozoos y huevos de ciertos helmintos
del exceso de residuos mediante el uso de una solucién con elevada gravedad especifica como es
el NaCl. Los elementos parasitarios son recuperados de la capa superficial y los residuos se
mantienen en el fondo del tubo. Con estas técnicas los preparados son mas limpios que los

obtenidos por sedimentacion (Navone et al., 2005, pp. 178-181).

3.8.2.1. Procedimiento

6 ) 4 Colocamos un ( A
portaobjetos sobre el Llevamos lo colocamos
Pesamos 165,5 g de tubo de manera que el en un cubre objetos y
NaClg, liguido haga contacto lo llevamos a visualizar
con la ldmina y esperar al microscopio.

Y, 20 minutos ) y
~ Preparamosuna | ( A ( . )
solucidn saturada de En un tubo de ensayo, Examlmamos la .

NaCl (165,5 g de filtramos la mezcla, Mmuestra al MIcroscopio
. con el objetivo 40x, en
NaCl s, en 500 mL de cubriendo hasta el busca de quistes o
agua destilada en borde el tubo hue\ﬁos
caliente). g P, ' y
e ™ ' ™
Colocamos una
muestra representativa Colamos la muestra en : :
de heces de distintos un vaso de ¢ "
recipientes y precipitacion.
homogenizamos —~

lustracién 4-3: Metodologia usada para el método de Flotacion de Willis

Fuente: (Navone et al., 2005, pp. 178-181).
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

3.8.3.Método de analisis mediante PCR

El diagndstico molecular utilizando PCR, p determinar ADN del parasito en muestras de heces
siendo una gran ventaja en comparacion con otras técnicas.
La identificacion mediante diagndstico molecular PPCR nos permiti6 la identificacion (extraccion

de ADN, sintesis de primers especificos, amplificacién de barcode ITS, purificacion,
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secuenciacion Sanger, limpieza de productos de PCR y busqueda en base de datos) del parasito

objeto de estudio en muestras de heces siendo una gran ventaja en comparacion con otras técnicas.

Antes de la PCR Extraccién del ADN

a ™
- Preparacion de la muestra

- Amplificacion

Durante la PCR - Amplificacion unicial

- Ciclos de la PCR

- Extension final

\_ i

Despues de la PCR Electroforesis

llustracion 5-3: Metodologia para la realizacion de PCR

Fuente: (Yuste, 2019, p. 39)
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

3.8.3.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN total se realizo utilizando el kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI mencionado kit es disefiado para obtener
ADN genomico, bacteriano, viral, y de parasitos a partir de heces fecales frescas, congeladas,

conteniendo posibles inhibidores de PCR, asi como Resuspensiones de huevos de parasitos.
= Detalles técnicos
Se usaron 2 primers especificos para el parasito Toxocara catis, con target en la region ITS fueron

sintetizados quimicamente y su calidad evaluada por espectrometria de masas MALDI-TOF

(Macrogen, Korea).
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Tabla 1-3: Primers usados para diagnosticar parasitos de Toxocara catis por PCR punto

final y secuenciacion Sanger.

Primer Secuencia (5°-3%) Cebadores
NC2 TAGTTTCTTTTCCTCCGCT Cebador directo
Tcatl GGAGAAGTAAACTC Cebador inverso

Fuente: (Kaneva et al., 2020, p.26)
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Muestras usadas

3 muestras heces fecales

3 muestras resuspendido de huevos de parasitos

Extraccion de ADN

Procedimiento QlAamp DNA Stool Mini

S

La extraccion de ADN total se
realiz6 utilizando el kit QIAamp
DNA Stool Mini Kit (QIAGEN,
Alemania), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. El mencio-
nado kit es disefiado para obtener
ADN gendmico, bacteriano, viral,
y de parésitos a partir de heces
fecales frescas, congeladas, con-
teniendo posibles inhibidores de
PCR, asi como Re suspensiones
de huevos de parasitos.

- /

'ADN genémico o viral puro

lustracion 6-3: Instrucciones del fabricante para el uso del

kit QlAamp DNA Stool Mini Kit
Fuente: (Yuste, 2019, p. 39)
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= Procedimiento Técnica PCR

1)Doscientos
miligramos de heces
fecales fueron
homogenizadas con
1mL de buffer ASL en
un tubo de 2mL,
usando Vortex

2) Se dej6 reposar por
10 min.

3) Se centrifugd a
13000 rpm durante 3
min y el sobrenadante
setransfiri6 a un tubo

de 1.5 mL donde se
agreg6 15uL de
proteinasa Ky 200 uL
de buffer AL

(" 4)Sediovortexala
muestra por un periodo
de 15se
inmediatamente se
incub6 a 70°C por 10

min. Y,

AN

8) Se procedio a
descartar el filtrado y

en el mismo tubo de
recoleccion.

las columnas colocadas

-

colocaron 500 uL de
buffer AW1y se
centrifugd a 13000 po
1 min.

7) De manera gentil se

r

e 6) Luego de
centrifugar las

durante 1 min se
de silica en un nuevo

tubo de coleccion de
. 2mL.

muestras a 13000 rpm

pusieron las columnas

,/’

5) A continuacion se
afiadieron 200 uL de
etanol absoluto y se
mezco por vortex para
colocar el volumen
completo en una
columna de silica
insertada dentro de un
tubo de coleccién de 2
mL

4 N

N

| 9)Un volumen de 500 )

uL de buffer AW2 fue

agregado a cada una de
las columnas y se
centrifugd a 13000
rpm durante 3 min.

(" 10) Las columnas de
silica fueron
transferidas a nuevos
tubos de 1.5 mL donde

\.

4

se agregaron 50 uL de
\_buffer de resuspensién.

[ 11) Los tubos fueron b
incubados a 56°C por
3 min y finalmente se
centrifugaron a 13000
rpm por 1 min para
obtener el volumen de

L ADN total Y

llustracién 7-3: Procedimiento realizado paso a paso de la Técnica PCR

Fuente: (Wang et al., 2018, pp. 2-3).

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.
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Tabla 2-3: Componentes de reaccion de PCR convencional para cada muestra ensayada.

COMPONENTE VOLUMEN
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 125uL
Primer forward (10 uM) 1.25uL
Primer reverse (10 uM) 1.25uL
ADN template 100-150 ng
Agua libre de nucleasas a25uL

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Tabla 3-3: Condiciones de PCR convencional para barcode ITS de los parasitos estudiados.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
Desnaturalizacion 95 0,75 min
Alineamiento 53 0,75 min 40
Extension 72 0,50 min
Extension final 72 7 min 1

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

3.8.4.Electroforesis en gel de Agarosa

"Mediante una electroforesis en gel de
agarosa se determind la presencia o
ausencia de amplicon determinando la
presencia 0 ausencia del parésito

Finalmente se amplifico las muestras
para evitar falsos negativos

.analizado en cada una de las muestras | \
Se determino la presencia de T. catis en Posterior a esto se realizé un control
la muestra de flotacion en la muestra de de PCR amplificando la region 16S de
“heces no se logro detectar  bacterias.

[ Se volvieron amplificar los productos
de PCR de alrededor de 500 pb por
PCR usando los mismos primers y
condiciones de PCR para separarlos

k. y, _de los otros productos amplificados.

Antes de proceder con la secuenciacion
Sanger

llustracién 8-3: Electroforesis en gel de Agarosa
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.
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3.8.5.Secuenciacion de Sanger

- ~ e M
E‘eﬁiluz:sr?r(;s ISeSZ%Jeﬂ?c:gg'%T S?ggjétg Interpretamos los resultados obtenidos
esperado g P P y comparamos con Bibliografia

N v \. y
e N P -

Posterior a esto usamos los programas
Analizamos los electroferogramas bioinformétivos FinchTV y Geneious
obtenidos v11.1.5 en las secuencias limpias y

ensambladas

Y . .

lustracién 9-3: Procedimiento para la Secuenciacion de Sanger

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.
3.8.6.Analisis de Datos

Para comparar las secuencias de nucleotidos resultantes se analizaron utilizando programas y
basquedas en BLAST que es la base de datos GenBank, y se alinearon con las secuencias de
referencia utilizando el programa de alineacion de secuencias MEGA. Los analisis de union de
vecinos se realizaron utilizando estimaciones de distancia de parametros de Tamura y Nei (2011,
pp. 512-526), ¥ Se construy6 un arbol filogenético utilizando MEGA 11 (Cummings, 2004: A1). Los

valores de arranque se obtuvieron utilizando 1000 repeticiones (Serrato et al, 2008, p. 53).
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CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1. Morfologia de Toxocara catis
Se analizaron 120 muestras de heces fecales pertenecientes a felinos alojados en la parroquia
Totoras provincia de Tungurahua con ayuda del examen coproparasitario directo y método de

Flotacién de Willis para identificar la morfologia del parasito y establecer la prevalencia de

parasitosis gastrointestinal a su vez también se realizé una comparacion entre estas dos técnicas.

lHustracion 1-4: Huevos de T. catis vistos por examen coproparasitario

directo, objetivo 40x. A. Solucion salina 0.9%; B. lugol.

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

lHustracion 2-4: Huevos de T. catis vistos por método de Flotacion de Willis, objetivo 40x. A.
Sin. salina 0.9%; B. T. catis eclosionando; C: T. catis totalmente eclosionado

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

En lasilustraciones 1 -4y 2 —4 se puede notar diferencias significativas entre estos dos métodos,
el examen coproparasitario directo solo permite observar una morfologia de huevo redondeado

con una cubierta gruesa que aloja en su interior lo que serd la larva con el paso de los dias en
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comparacién con el Método de Flotacion de Willis en el cual podemos a més de visualizar lo
mencionado permite observar la eclosién, los rasgos caracteristicos y nos presenta un campo
limpio en el que va estar solo los huevos que tienen mayor densidad, pero al querer dar una
comparacion entre estas dos técnicas y usarlas como método de deteccion para todo tipo de
parasitos no se podria hacer ya que como explica Coati et al. No se pueden comparar las dos
técnicas debido a que cada una identifica diferentes phylum o clases de parasitos es decir la
primera técnica detecta todo tipo de parasitos, pero la segunda técnica tiene sus desventajas debido

a que no permite observar parasitos con densidad baja. (2004, pp.142-146).

4.2. Andlisis de muestras para determinar la prevalencia de Toxocara catis

El presente trabajo de investigacion se ejecutd en los meses de Mayo / Junio del 2022, en la
parroquia Totoras con la finalidad de determinar la prevalencia de Toxocara catis donde se

empled el andlisis coproldgico directo y la técnica de Flotacion de Willis.

4.2.1.Prevalencia de Toxocara catis en felinos alojados en la parroquia Totoras

Tabla 1-4: Prevalencia de Toxocara catis
POSITIVOS (%) NEGATIVOS (%) TOTAL
FELINOS 32 26,66 88 73,33 120

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Como podemos observar en la Tabla 1-4, se denota que si existieron diferencias considerables
entre los casos positivos que fueron 32 con un porcentaje de 26,66% Yy negativos 88 con un
porcentaje de 73,34% en base a estos valores se calcula la prevalencia general segun la siguiente

formula;

Casos Positivos

P 1 ia =
revalencia Casos Totales
2
P 1 ia = 100
revalencia 120 *

Prevalencia= 26,66%
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Prevalencia de Toxocara catis

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

CASOS POSITIVOS CASOS NEGATIVOS
m Toxocara catis 32 88

llustracion 3-4: Prevalencia total de Toxocara catis

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Comparando con el estudio realizado por Gallegos (2012, pp. 66-67) que determind la prevalencia
de parésitos Intestinales y Externos en determinadas Zonas del Ecuador solo el 7,5% de felinos
analizados presento este parésito el cual es un valor muy bajo a comparacién con el obtenido en
nuestra investigacion. Segun manifiesta Chavez (2021, pp. 1 - 3), la prevalencia de parasitosis
dependera de varios factores como habitat, alimentacion y limpieza, cabe indicar también que el
grado de parasitismo y prevalencia de nuestro estudio fue de categoria leve, es decir que las
muestras analizadas solo poseian una pequefia presencia de parasitos en el organismo, por lo que

no mostraron signos clinicos de la infestacion.

4.2.2.Analisis de Toxocara catis segin sexo de los felinos muestreados

Tabla 2-4: Prevalencia de Toxocara catis segln sexo de los felinos muestreados.

No. (%) No. (%) No. Total (%)

Felinos Machos Casos (+) Hembras  Casos (-) Total
POSITIVOS 23 19,16 9 7,5 32 26,66
NEGATIVOS 20 16,66 68 56,66 88 73,34
Total 43 35,82 77 64,18 120 100

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Segun la tabla 2-4 de las 120 muestras de los felinos analizados se tiene como resultado que los
machos representaron el valor mas alto con 23 animales positivos, lo que corresponde al 19,16%;

en relacion con las hembras que presentan 9 casos positivos con el 7,5%; valor que se deberia a
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que los machos por su caracteristica independencia de vagabundeo tienden a salir mas de casa, lo
gue incrementaria mas sus posibilidades de contagio. Esto significa que el 64,18% de felinos de

la poblacion total fueron negativos.

POSITIVOS M
(19,16%); 23

NEGATIVOS

NEGATIVOS M (16,66%); 20

H (56,66%); 68

llustracidn 4-4: Prevalencia de T. catis segun sexo de los felinos muestreados.

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Segln Pazmifio se encontr6 que el 63 % de felinos analizados pertenecientes a machos, tuvieron
huevos de T cati, lo cual evidencia que un alto porcentaje de mascotas de este sexo se infestan
con este parasito, que puede ser adquirido por los huevos que depositan en la tierra otras mascotas

y estos al tener una independencia de vagabundos son méas probables a contagiarse (2018, pp. 28 -
36).

4.2.3.Casos positivos y negativos a Toxocara catis segun la edad

Tabla 3-4: Casos positivos y negativos a Toxocara catis segln la edad.

No. Positivos (%) No. Negativos (%) No. (%)
Felinos Casos Casos Total Total
) ©)
3-11 meses 5 4,16 8 6,67 13 10,83
1-3 afios 21 17,50 58 48,33 79 65,84
Mayor a 3 Afios 6 5 22 18,33 28 23,33
TOTAL 32 26,66 88 64,18 120 100

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Con base en la tabla 3-4 la relacion con la edad se obtiene el valor més alto para 1 a 3 afios con

un numero de 21 casos positivos representando al 17,50 % del total de la muestra, seguido de la
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edad de mas 3 afios, con un nimero de 6 casos que corresponde al 5%, y por ultimo de 3-11 meses
gue presenta 5 casos con el 4,16%. Estos valores se explicarian debido a que ya tenemos animales
de 1 a 3 afios considerados ya adultos que se encuentran en edad reproductiva y sentido de
independencia. De igual manera el 64,18 % de la poblacién no presenta Toxocara catis.

Mayor a 3 3-11 meses (+);
Aafios (-); 22; 5; 4%
18%

1-3 afios (+);
21; 18%

Mayor a 3
Aafios (+); 6;
5%

3-11 meses (-);
8; 7%

1-3 afios (-);
58; 48%

lHustracion 5-4: Casos positivos y negativos segun la edad

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

4.2.4.Andlisis de las especies parasitarias encontradas en los felinos

Tabla 4-4: Prevalencia de las especies parasitarias encontradas en los felinos

Parasitos Muestras Prevalencia Tipo de
Positivas infestacion
Giardia felis 87 72,50 Grave
Toxocara catis 32 43,33 Grave
Isospora felis 26 32,50 Leve
Toxoplasma gondii 14 11,67 Leve
Entamoeba histolitica 9 7,50 Leve
Ancylostoma spp 2 1,67 Leve

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

En los resultados obtenidos en la tabla 4 - 4 nos indican que no solo se encontro el parasito objeto
de estudio sino también se encontraron parasitos como: Giardia felis con un 72,50% que es

indicativo a que puede existir una zoonosis denominada Giardiasis en la poblacion de esta
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parroquia, Isospora felis con un 32,50% y Toxoplasma gondii con un 11,67% también poseen un
caracter prevalente y zoon6tico en nuestro estudio. Estos resultados son similares con Cafiar y
Lojano (2015, p.79) que identificaron con mayor frecuencia Toxocara catis, Mesocestoides sp.,
Giardia felis, entre otras, ademas, podemos acotar que al haberse observado una parasitosis de
origen doméstico se deberia poner en accion nuestro plan propositivo para disminuir esta
prevalencia y evitar riesgos epidemiolégicos a futuro en la zona estudiada.

Toxocara catis fue el segundo género parasitario mas frecuente en este estudio, con una
prevalencia del 43,33%, que, comparandolo con el estudio dado en zonas urbanas y rurales de
Santa Clara, Cuba se reportd la presencia de Toxocara catis con porcentajes de 9% y 40%
respectivamente (Castillo, 2016, pp. 1 - 5). En Quito-Ecuador, la frecuencia de Toxocara catis, del
33%, fue reportada por Latorre y Napoles (2014, pp. 66-67). Dicho resultado es mayor que el
encontrado en este estudio el cual fue ya mencionado. Como es de conocimiento cientifico este
género parasitario es un helminto, que segln estudios se puede encontrar en el pelaje de los
animales, por lo que podria ser un factor de transmision sobre todo a la poblacion infantil que esta

€n mayor contacto con mascotas (Chiodo, 2009, pp. 1 -7).

100
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80

70

60

50

40

30

‘108

: _

. B

- . Toxocara . Toxoplasma Entamoeba Ancylostoma
Giardia felis . Isospora felis - S
catis gondii histolitica spp
B Muestras Positivas 87 32 26 14 9 2

llustracion 6-4: Prevalencia de las especies parasitarias encontradas en los felinos

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

4.2 .5.Analisis mediante la técnica de Flotacion de Willis

En el trabajo de investigacién se realizd la técnica de flotacion para determinar los huevos de
Toxocara catis. Esta es una técnica rapida para la determinacion de huevos de alta densidad de

parésitos que a la vez nos brinda buenos resultados.
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Tabla 5-4: Andlisis segln la técnica de flotacién de Willis
POSITIVAS NEGATIVAS Muestras
Leidas
Método de 36 12 48

Flotacién

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

40
35
30
25
20
15

10

Positivas Negativas

lHustracion 7-4: Analisis segun la técnica de flotacion.

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

De la poblacion de estudio (120 felinos) que se leyeron mediante analisis coproparasitario al
realizar la técnica de flotacion se tomaban 15 muestras para mezclar y realizar la técnica
mencionada obteniendo de estas solo 6 placas para lectura al microscopio es decir se leyeron 48
placas por el método de flotacion de las cuales 36 muestras fueron positivas a Toxocara catis
denotando asi una mayor incidencia de este tipo de helmintos, correlacionando con el estudio de
Cafiar y Lojano, en el que también usaron la técnica mencionada obtuvieron la mayoria de casos

leves y solo uno de categoria muy grave para nuestro parasito objeto de estudio (2015, p.80).

4.3. Resultados de la Tipificacién genética realizada al 5% de muestras positivas para

Toxocara catis
4.3.1.Extraccién y visualizacién de ADN gendmico
La extraccion de ADN genomico de Toxocara catis, se realizd mediante el kit QlAamp DNA

Stool Mini Kit (QIAGEN, Alemania), de la que se obtuvo ADN gendmico, bacteriano, viral, y de
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parasitos a partir de heces fecales frescas, congeladas, conteniendo posibles inhibidores de PCR,
asi como resuspensiones de huevos de parasitos. EI ADN de Toxocara catis se visualizé mediante
electroforesis en gel de agarosa

4.3.2.Amplificacion del ADNg producto de la extraccion

Segun la bibliografia se utilizé el cebador Tcatl y el NC24

Tabla 6-4: Cebadores para la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Primer Secuencia (5’-3%) Referencia
NC2 TAGTTTCTTTTCCTCCGCT (Mikaeili et al., 2017, pp. 549-556).
Tcatl GGAGAAGTAAACTC (Mikaeili et al., 2017, pp. 549-556).

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

4.3.3.Electroforesis en gel de Agarosa

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 7 Carril 8 Carril 9 Carril 10

400 pb

llustracion 8-4: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa para determinar Toxocara catis

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Los productos de PCR punto final se analizaron en presencia de parasitos Toxocara canis,
Toxocara catis, y Ancylostoma caninum a partir de muestras de heces y resuspension de huevos.
Con el marcador molecular Invitrogen low mass. En el carril 7 se sembrd la muestra de heces y
en el carril 8 se sembrd la muestra de resuspension de huevos, estos productos de amplificacion

se analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa que determind la presencia o ausencia
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de este parasito analizado en cada una de las muestras. Se determiné la presencia de ADNg
perteneciente a Toxocara catis en la muestra de resuspension de huevos (carril 8), en la muestra
de heces fresca (Carril 7) no se logro la deteccion de este esto se pudo deber a que la muestra de
heces tomada para extraccién de ADNg no poseia una cantidad necesaria de parésitos para realizar
el procedimiento PCR.

En base a los resultados observados en la electroforesis, se podria afirmar la efectividad de la
técnica de extraccion elegida. A su vez, se considerd que la elucién de Toxocara catis en el carril
8 es util para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa con la finalidad de analizar la
especificidad de la técnica propuesta. Si bien el ADN de Toxocara catis se visualiz6 algo

degradado, puede ser utilizado para realizar la PCR.

4.3.4.Productos de PCR punto final analizando control interno de extraccion de ADN

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Carril 7 Carril 8 Carril 9 Carril 10 Carril 11

llustracion 9-4: Productos de PCR punto final analizando control interno de extraccion de ADN

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Antes de proceder con la secuenciacidon Sanger, el producto de PCR de alrededor de 500 pb se
volvieron a amplificar usando los mismos primers y condiciones de PCR para separarlos de los
otros productos amplificados como se puede observar en la llustracion 9 — 4 con esto se pudo

evaluar su calidad.
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4.3.5.Secuenciacion de Sanger

Se realizo la secuenciacion de Sanger para la 1 muestra que amplifico los productos esperados.
Los electroferogramas fueron analizados y las secuencias limpias y ensambladas usando los
programas bioinformaticos FinchTV y Geneious v11.1.5. Con los cuales finalizado dio la
siguiente secuenciacién de ADN
“TCGCGGGTGCTCCGACTGAGCTGAGGTCACATTGAGCACTAACATTTCGAA
CGCACATTGCGCCATCGGGTTCATTCCCGTTGGCACG”

ile Edit Options Help

= =] 3% & *N 4 = " S
Open Expot | Prmt Next Find | Revese Enhance Semple: TPENC2
10 20 30
s - = 3 = = @ = 3 = = = & 2 & = = 2 a & %= 2 & =3 = a

llustracion 10-4: Picos presentados por el programa GENIUS para la Secuenciacion de Sanger

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Cubierta
- Nombre Maximo ' Puntaje valor Por.
Descripcion R . de §
- cientifico puntaje = total E Identificador
- v - consulta = v
v
Toxocara cati espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial:_gen de ARN ribosomal 5.8S, secuencia ... Toxocara gato 13 13 69% 3e-21 100.00%
Rostellascaris spinicaudatum aislado NCSF espaciador interne transcrito 1, secuencia parcial; gen de A... Rostellascariss... 113 13 69% 3Je-21 100.00%
Aislamiento de Toxocara cati Tcat. R12 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ARN ri... Toxocara gate 13 13 69% 3e-21 100,00%
Alslamiento de Toxocara cati Teat M86 espaciador interno transcrito 1 _secuencia parcial, gen de ARN ri... Toxocara gato 13 13 B9% 3e-21 100.00%
Aislamiento de Toxocara cati Tcat. E135 espaciador interne transcrito 1, secuencia parcial._gen de ARN ri... Toxocara gate 13 13 69% 3e-21 100.00%
Aislamiento de Toxocara cati Teat. D145 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ARN r... Toxocara gato 13 13 B9% 3e-21 100.00%
Aislamiento de Toxocara cati Tcat D10 espaciador interno transerito 1, secuencia parcial; gen de ARN ri... Toxocara gato 113 13 69% 3e-21 100,00%
Aislamiento de Toxocara cati Teat.C30 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ARN ri... Toxocara gato 13 13 B9% 3e-21 100.00%
Aislamiento de Toxocara cati Tcat B72 espaciador interne transcrito 1, secuencia parcial;_gen de ARN rib .. Toxocara gato 113 13 69% 3e-21 100.00%
Aislamiento de Toxocara cati Tcat.B6 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ARN ribo... Toxocara gato 13 13 69% 3e-21 100.00%

llustracion 11-4: Secuencias Similares segiin BLAST
Fuente: (NIH, 2022: A1)
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Mediante el resultado arrojado por el programa GENUIS ilustracion 10-4 en la cual se puede
observar que si hubo formacion de picos por presencia de bases y posterior formacién de la
secuencias se procedié a comparar la similitud de las mismas con las del banco de datos GenBank,
el cual arrojo que la especie a la que pertenece esta secuenciacién es Toxocara catis con un 100%

de Identidad como podemos observar en la ilustracion 11-4.

4.3.6.Creacion de un arbol Filogenético

Se procedio a crear un arbol filogenético con base en la secuenciacion obtenida, para corroborar
que la misma es perteneciente al parasito que estamos estudiando, este nos muestra un conjunto
de posibles nucleétidos en cada nodo ancestral en funcién de su probabilidad inferida para

corroborar que se trata de Toxocara catis

4.3.6.1. Alineamiento para la creacion del &rbol Filogenético

[T 171: Alignment Explorer
Data Edit  Search  Alignment ~ Web  Sequencer  Display Help

feB%EmErb ri «0XExal+ar @ 238

DNA Sequences Translated Protein Sequences

Species/Abbrv
1. MK381263.1:414-474 Toxocara cati internal transcribed spacer 1 partial sequent
2 MH824528.1:538-598 Rostellascaris spinicaudatum isolate NCSF intsrnal transcri
3. MF392402.1:373-433 Toxocara cati isolate Tcat R12 internal transcribed spacer

4. 1HF592401.1:412-472 Toxocara catiisolate Tcat.M8 internal transcribed spacer

5. MF592400.1:412-472 Toxocara cati isolate Tcat 135 internal transcribed spacer
&, MF592399.1:390-450 Toxocara cati isolate Tcat.D145 internal transcribed spacet
7. MF582398.1:408-468 Toxocara catiisolate Tcat D10 internal transcribed spacer

8. MF592357.1:390-450 Toxocara catiisolate Tcat C30 internal transcribed spacer

9. F592396.1:412-472 Toxocara catiisolate Tcat B72 internal transcribed spacer

10. MF592395.1:407-457 Toxocara cati isolate Tcat B6 internal transcribed spacer

11. MUESTRA T. CATI

c c
c c
c c
c c
c c
c c
c c
c c
c c
c c
c slasc

PN OO0R OO0 00
OO0 00E 00000
00000000000

llustracién 12-4: Alineacion de la secuencia mediante MEGA

Fuente: MEGA 11
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Como podemos observar en la ilustracion 12-4 con ayuda del programa MEGA se alineo nuestra
secuenciacién en conjunto con 10 secuenciaciones obtenidas del GenBank para proceder con la

creacidn del arbol filogenético de nuestro paréasito objeto de estudio.
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MF392395.1:407-46F Toxocara cati isolate Tcat B6 internal transcribed spacer 1 partial sequence 3.85 ribosomal RNA gene complete sequence and intemnal transcribed spacer 2 partial sequence

MUESTRA T. CATI

MF392396.1:412-472 Toxocara cati isolate Tcat B72 intemal transcribed spacer 1 partial sequence 5.85 ribosomal RMA gene complete sequence and internal transcribed spacer 2 parfial sequence

MF592397.1:390-450 Toxocara cati isolate Teat.C30 internal transcribed spacer 1 parlial sequence 5.88 ribosomal RMNA gene complete sequence and internal transcribed spacer 2 partial sequence

MF392398.1:408-46B Toxocara cati isolate Tcat D10 internal transcribed spacer 1 partial sequence 5.85 ribosomal RNA gene complete sequence and internal franscribed spacer 2 partial sequence

MF392399.1:390-450 Toxocara cati isolate Tcat. D145 internal transcribed spacer 1 partial sequence 5.85 ribosomal RNA gene complete sequence and internal transcribed spacer 2 partial sequence

MF392400.1:412-472 Toxocara cati isolate Tcat E135 intemal transcribed spacer 1 partial sequence 5.858 ribosomal RMA gene complete sequence and internal transcnibed spacer 2 partial sequence

MF392401.1:412-472 Toxocara cati isolate Tcat M86 intemal transcribed spacer 1 partial sequence 5.85 ribosomal RNA gene complete sequence and intemal transcribed spacer 2 partial sequence

MF392402 1:378-438 Toxocara cati isolate Tcat R12 internal transcribed spacer 1 partial sequence 5.85 ribosomal RNA gene complete sequence and internal franscribed spacer 2 partial sequence

MHB24528.1:538-098 Rostellascaris spinicaudatum isclate NC5F internal iranscribed spacer 1 partial sequence 5.85 ribosomal RNA gene complete sequence and intermal transcribed spacer 2 partial sequence

MK381263.1:414-474 Toxocara cali internal transcribed spacer 1 pariial sequence 5.85 ribosomal RMNA gene complete sequence and internal transcribed spacer 2 partial sequence

lustracion 13-4: Arbol filogenético de Toxocara catis

Fuente: MEGA 11
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.
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En la ilustracion 13-4 podemos observar el Arbol Filogenético perteneciente a nuestra muestra de
Toxocara catis el cual es un Analisis evolutivo por el método de Maxima Verosimilitud que
muestra el arbol con la verosimilitud logaritmica més alta, Los arboles iniciales para la bisqueda
heuristica se obtuvieron automéaticamente aplicando los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una
matriz de distancias por pares estimadas mediante el modelo Tamura y Nei y luego seleccionando
la topologia con un valor logaritmico de verosimilitud superior. La proporcion de sitios donde al
menos 1 base inequivoca esta presente en al menos 1 secuencia para cada lado descendiente se
muestra al lado de cada nodo interno en el arbol. Este analisis involucré 11 secuencias de
nucledtidos, 10 pertenecientes al Gen Bank y la Ultima perteneciente a nuestro estudio
secuenciacion. Las posiciones de codon incluidas fueron 1°-2°-3° sin codificacion, hubo un total
de 88 posiciones en el conjunto de datos final, denotando asi un 100% de identidad para nuestro
parasito, en la llustracion mencionada la MUESTRA Toxocara catis se encuentra a la misma
distancia de la muestra MF592395.1 y no muy alejada de las otras muestras del mismo género y
especie. Al no haber estudios filogenéticos acerca de Toxocara catis no se puede realizar una
comparacion bibliografica, pero si se puede aseverar segun lo obtenido que la muestra estudiada

fue perteneciente a Toxocara catis.

4.3.7.Resultado de la determinacion de Toxocara catis mediante muestra de Heces y

Resuspension de huevos por la Técnica PCR

Tabla 7-4: Resultado de la determinacion de Toxocara catis mediante muestra de Heces y

Resuspension de huevos por la Técnica PCR

© o 2 @ =] & '8 g el
b (@] = % + = -E (] bo] ©
172) = > = D = = o =]
@ T o @ @ Q =y =
> 8 o 9)' Lf E % @ GC_, 353
[5)
p= £ a o0 & =] O
1 TGH Felis Heces Toxocara ITS 2 No - -
silvestris catis detectado
catus
2 TGE Felis Resuspensio  Toxocara ITS2 Detectado = 99,78 82,86

silvestris =~ nde huevos  catis

catus

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

En la tabla 7-4 se denota resultado de la Tipificacion de Toxocara catis el cual da a entender que
en la muestra de heces no hubo deteccion de este parasito esto pudo deberse a que la muestra
enviada no tenia una cantidad representativa de huevos o que se debi6 administrar algun tipo de

helmintico a los felinos para obtener una muestra rica en huevos en comparacion, con la muestra
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de resuspension de huevos en la que si se detectd la identidad y con una buena calidad el parasito,
Estos resultados son semejantes a los encontrados por Wang, quien, al realizar el analisis de PCR,
de heces gatos infectados naturalmente después de la administracion de antihelminticos en un
refugio de animales en Miyazaki, Japon obtuvo con una identidad del 99,26% y una calidad de
83,76 siendo positivas para Toxocara catis con ampliaciones de tamafio de 160 pb en todas las

muestras (Wang et al., 2018, pp. 2-3).
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CAPITULO V

5. MARCO PROPOSITIVO

Elaboracion de un shampoo a base del extracto de RUDA para el cuidado y desinfeccién corporal

de las mascotas

5.1. Propuesta

5.1.1.Introduccion

Elaborar un shampoo a base del extracto de RUDA (Ruda graveolens), con materias primas
orgénicas y limpias con el ambiente, seria de gran ayuda para los duefios de los felinos debido a
que ayudaria a disminuir la proliferacion de plagas causantes de enfermedades infecciosas
transmisibles al humano, como por ejemplo la Toxocariasis provocada por Toxocara catis, ya
que, al momento de acariciar a estos felinos en su pelaje se pueden encontrar restos fecales de los
mismos que podrian iniciar su ciclo evolutivo el cual provocarian una zoonosis en los humanos,
cabe indicar también que ayudariamos a concientizar los riesgos a los que estan expuestos los

duefios.

5.1.2.Metodologia

Las materias primas por utilizar son
» Texapon

» Fragancia

« Comperlan

+ Planta Ruda

» Colorante

* Agua destilada
A continuacién, se describe el paso a paso de la elaboracion del shampoo, donde tratamos de

aprovechar al maximo todos los beneficios que nos proporciona la planta “ruda” y los

componentes adicionales que agregamos.
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(Luego de reposar, se)

agrega colorante,
Trasladar el extracto Comperlan 'y para gr?a(r)anc? T(?e eil'[lr\laﬁ\tl(;
de ruda a un recipiente finalizar la fragancia de RUpDA
donde todo es agitado
\.constantemente
Mezclar  25mL  del Almacenamos y

dejamos reposar por
un dia, para que la
mezcla se  vuelva
| espumante.

extracto de ruda en un
recipiente con 1 litro
de agua (5 min)

\ J

) (Después diluimos el

Texapon agitando
Dejamos reposar la constantemente hasta
mecla durante 20 min. formar una mezcla

homogénea, y se
\ \_inspecciona la misma

lHustracion 1-5: Procedimiento para elaborar un shampoo a base de RUDA

Fuente: (Cobefia et al., 2020, pp. 3-6)
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

Tabla 1-5: Forma de uso, Control de calidad y Ensayos de Tolerancia
Forma de uso Corporal

Color: Perlado
Olor: Caracteristico (frescura)
pH:7-8

Control de calidad Viscosidad: 3000+/- 1000 cps.
Materias extrafas: Ausencia
Almacenamiento: Lugar fresco

Caducidad: Aproximadamente 6 meses

e Ensayo de irritacion ocular
Ensayo de Tolerancia e Ensayo de irritacion cutanea primaria
e Ensayos in vitro no se sobre células en cultivo o

tejidos aislados

Fuente: (Basto, 2016, pp. 5 - 16)
Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.
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5.1.3.Costo de la propuesta para la elaboracion del Shampoo a base de ruda

Tabla 2-5: Desglose de costos de la propuesta para la elaboracién del Shampoo a base de ruda

Materia Prima Cantidad Valor Cantidad Valor
Requerida Unitario ($) Comercial Unitario ($)

Extracto de Ruda 25 mL 0,50 200 mL 4
Texapon 100g 0,60 1200g 7,20
Coperland 2509 0,35 3000g 4,20
Colorante 2mL 0,15 16 mL 1,20
Fragancia 10 mL 0,20 80 mL 1,60
Agua destilada 1L 0,55 12 litros 6,60
Costo Total 2,35 Costo Total 24,80

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.

En la Tabla 2 -5, tenemos el costo total para realizar esta propuesta que es un shampoo a base de
RUDA (Ruda graveolens) que si deseamos realizar 1 L que seria para cada duefio de los felinos
el costo total es de 2,35 ddlares que al comparar con los precios de marcas reconocidas de
shampoo es un gran ahorro ya que un shampoo Felino ronda por los 5 dolares y si se deseara
realizar una campafa de desinfeccion del pelaje de los felinos la elaboracion de 12 litros de
shampoo tendria un valor de 24,80 el cual nos serviria para que cada duefio de los felinos sea

acreedor a 100 mL de shampoo.

5.1.4.Responsables a cargo de la propuesta para la elaboracion y uso del Shampoo a base de

ruda

Tabla 3-5: Responsables a cargo de la propuesta para la elaboracion y uso del Shampoo a base

de ruda.
RESPONSABLE FUNCIONES PARTICIPACION
Presidente del GAD Totoras Aprobar la propuesta para 20%
desarrollarla en la parroquia
Duefio de los felinos Cuidado y alimentacion sana 40%
Elaborar el shampoo con los 100%
Profesional BQF correctos  estdndares  de

control de calidad

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.
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Los responsables a cargo de la elaboracion de este shampoo cumplen un rol muy importante
como, el profesional Bioquimico Farmacéutico que sera el encargado de elaborar un shampoo
que contenga los estandares para asegurar una alta desinfeccion del pelaje de los felinos y cada

duefio que se encargara de usar apropiadamente este producto.
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CONCLUSIONES

« El reconocimiento morfoldgico de los huevos de Toxocara catis se dedujo mediante el
método coproparasitario y el de Flotacion de Willis, cabe indicar que no pueden ser
comparadas entre si ya que cada una identifica diferentes phylum de parasitos pero se logré
mediante esta Ultima concentrar los huevos de mejor manera sin restos fecales y al momento
de observar al microscopio se observa claramente su morfologia en diferentes formas dando
como resultado que estos son casi esféricos, poseen una cubierta gruesa y rugosa con varias
capas concéntricas que son de color marrén oscuro, no segmentado y su contenido ocupa
practicamente todo el interior de los huevos.

» Se determind la prevalencia perteneciente a Toxocara catis en 120 muestras de felinos
domeésticos mediante el método coproparasitario, dando un resultado positivo del 26,66% que
corresponde a 32 muestras, por ende, 68 de ellas resultaron negativas para este parasito, que
catalogandolos segun la edad datarian en 5 felinos (6 a 11 meses) que corresponde 4,16%, 21
felinos (1 a 3 afios) con el 17,5% ,6 felinos (> de 3 afios) con el 5%, y 64,18% de casos
negativos que equivalen al porcentaje de la poblacion total. Con base en el sexo 23 machos y
9 hembras presentaron este parasito dando a conocer que los felinos machos por su
caracteristica conducta bohemia tienden a salir mas de casa y a ser mas propensos a contagios.

» La caracterizacion molecular para Toxocara catis se realizd mediante la técnica PCR,
misma que fue llevada a cabo con un 5% de muestras positivas correspondiente al 4,16%,
efectuando primero los protocolos preestablecidos por los fabricantes de los Kits a usar,
empezando por amplificar el ADNg por electroforesis en gel de Agarosa, de manera que
obtuvimos una amplificacion positiva solo para la muestra de resuspension de huevos a
la que se le realizd la Secuenciacion de Sanger, de manera que, con ayuda de programas
bioinforméticos dio la secuenciacion mencionada en la P&g. 44, comparandola en el
programa Genius presenta la formacion de picos que al buscarla en el GenBank arrojé
100% de identidad para Toxocara catis, con esto se pudo crear un arbol filogenético con
ayuda de MEGA 11 el cual nos asever6 que la muestra estudiada fue 100% Toxocara
catis, concluyendo asi, que esta técnica al ser mas sensible y especifica ayuda a una
determinacion més factible del género y especie de dicho parésito.
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RECOMENDACIONES

« Realizar un estudio a nivel general tanto en los felinos como sus duefios complementaria el
estudio anteriormente realizado, permitiendo confirmar o no la relacién con la tenencia de
mascotas felinas y la predisposicion al contagio.

» Empezar un tratamiento de desparasitacion a los felinos que dieron positivo a los examenes
coproparasitario.

« Usar mayormente la técnica de flotacion ya que gracias a la alta densidad que posee permite
un enriquecimiento de huevos en la parte superior y una mejor observacion de la morfologia
de los mismo

» Implementar técnicas moleculares como PCR en los laboratorios de la ESPOCH ya que al ser
un método sensible y especifico nos permite dar un mejor diagnostico de patdégenos
parasitarios con alta probabilidad zoondtica.

«  Tomar mayor precaucion al momento de acariciar a los felinos ya que los huevos de Toxocara
catis, se pueden encontrar en el pelaje de los animales, lo que podria ser un factor de

transmisidn sobre todo a la poblacién infantil que estd en mayor contacto con mascotas.
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GLOSARIO

ADN: Abreviacion de Acido Desoxirribonucleico. Es la forma de almacenamiento de nuestro
material genético. Todas las instrucciones para la produccion de nuestras proteinas estan
codificadas en nuestro ADN (Garrigues, 2017: 1A).

Agarosa: Compuesto no tdxico con diversas propiedades y especificaciones que la hacen util
como gelificante en muchas aplicaciones, como la electroforesis de &cidos nucleicos (Armisén, 2003,

pp. 17).
Bacorde: Es un cddigo de barras de ADN que permite diferenciar taxonémicamente, pero esta

flanqueada por secuencias de ADN que son iguales para todas estas especies para que se unan los
cebadores (Bento Bioworks, 2013: Al).

Cebador: Los cebadores son secuencias cortas de ADN que indican qué region de ADN que se
amplificard en una PCR (Pérez, 2011, p. 10).

Coddn: Un triplete de nucledtidos que codifican para un aminoécido (lllana, 2014, pp. 1 - 2).
Filogenético: La filogenética es una rama de la biologia evolutiva que se encarga trazar la relacion
ancestro descendiente de los organismos a diferentes niveles taxonémicos con base a diversos
caracteres homologos tanto morfol6gicos como moleculares (Conogasi, 2017: Al).

Nucledtido: Es uno de los componentes estructurales o unidades constituyentes del ADN o del
ARN. Un nucle6tido consta de una base (adenina, timina, guanina, uracilo o citosina), mas una
molécula de azlcar y una de acido fosférico (Kovanen y Cantell, 1980, p.4).

Polimerasa: La polimerasa es una enzima capaz de transcribir o replicar acidos nucleicos, que
resultan cruciales en la divisién celular (ADN polimerasa) y en la transcripcion del ADN
(Larrachea, 1997, 247-249).

Proteina: Una molécula compuesta por una o méas cadenas de aminoécidos. Las proteinas
desempefian una amplia gama de actividades vitales en la célula (Ropero, 2000, pp. 1-7).

Tipificar: Identificacion y caracterizacion de microorganismos patdgenos que permite establecer

la identidad de los microorganismos causantes de brotes infecciosos (Bolivar et al., 2014, pp. 25-33).
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ANEXOS

ANEXO A: DATOS DE LAS PARASITOSIS PRESENTADAS POR LOS FELINOS EN LA
PARROQUIA TOTORAS
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1[macro X 2 Afios X POSITIVO | POSITIVO
2|MACHO X 9 Mes X POSITIVO | POSITIVO
3|HEMBRA X 4 Afios X
4|HEMBRA X_| 1Afo
5|HEMBRA X_| 2 Afios X POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
6|HEMBRA X 3 Mes X POSITIVO POSITIVO
7|MACHO X 1Afo X
8|HEMBRA X 2 Afios X
9[HEMBRA X_| 1Afo X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
10|MACHO X 3 Mes X
11|MACHO X 2 Aios X POSITIVO
12|HEMBRA X 7 Afios X
13|MACHO X 1 Afio X POSITIVO
14|HEMBRA X 3 Mes X POSITIVO [ POSITIVO POSITIVO
15|MACHO X 1Afo X POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
16|HEMBRA X 8 Afios X
17|HEMBRA X_| 2 Aios X POSITIVO
18|HEMBRA X | 7Mes | X POSITIVO | POSITIVO
19|MACHO X 1Afo X POSITIVO
20|HEMBRA X 2 Afos X
21[mAcHO X 4 Afios X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
22|HEMBRA X | 5Mes | X POSITIVO POSITIVO
23|MACHO X 6 Afos X POSITIVO
24|HEMBRA X 4 Mes X
25[HEMBRA X_| 1Afo X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
26|HEMBRA X_| 2 Afios X
27|HEMBRA X 7 Afios X POSITIVO
28|MACHO X 1Afo X
29|MACHO X 3 Afios X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
30[HEMBRA X_| 2 Afios X POSITIVO POSITIVO
31|HEMBRA X 1Afo X POSITIVO [ POSITIVO POSITIVO
32|MACHO X 5 Afios X
33|HEMBRA X 6 Mes X
34|HEMBRA X_| 6 Afios X POSITIVO
35[MACHO X 1Afo X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
36|HEMBRA X 2 Aios X POSITIVO
37|HEMBRA X 1Afo X
38[mACHO X 6 Afios X POSITIVO
39|HEMBRA X_| 2 Aios X POSITIVO | POSITIVO
40(HEMBRA X 2 Aios X POSITIVO | POSITIVO
41(HEMBRA X 5 Mes X POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
42[macHO X 1 Afio X POSITIVO | POSITIVO
43[HEMBRA X_| 2 Afios X
44(HEMBRA X 7 Afios X POSITIVO | POSITIVO
45(MACHO X 1Afo X POSITIVO | POSITIVO
46{HEMBRA X_| 2 Aios X POSITIVO POSITIVO
47|HEMBRA X | 4Mes | X
48|MACHO X 8 Afios X POSITIVO POSITIVO
49(HEMBRA X 2 Aios X POSITIVO POSITIVO
50[HEMBRA X_| 1Afo X
s1{mACHO X 7 Afios X__| posmivo | posiTivo
52|HEMBRA X 2 Aios X POSITIVO | POSITIVO
53|HEMBRA X 2 Afos X POSITIVO | POSITIVO
54|MACHO X 2 Afos X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
55|HEMBRA X_| 2 Aios X POSITIVO | POSITIVO POSITIVO | POSITIVO
56| MACHO X 6 Afos X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
57|HEMBRA X 2 Aios X POSITIVO | POSITIVO
58/ MACHO X 2 Afos X POSITIVO
59|HEMBRA X_| 3 Afios X POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
60[HEMBRA X | 1Afo X




61{MACHO X 2 Afios X
62|HEMBRA X | 3Afos X POSITIVO
63|[MACHO X 1Afio X
64{HEMBRA X | 3Afos X POSITIVO
65[MACHO X 2 Afios X POSITIVO | POSITIVO
66[MACHO X 1 Afio X POSITIVO [ POSITIVO POSITIVO
67|HEMBRA X | 2Afos X POSITIVO | POSITIVO
68[MACHO X 2 Afios X POSITIVO | POSITIVO [ POSITIVO
69[HEMBRA X | 1Aho X POSITIVO
70[HEMBRA X | 3Afos X
71|MACHO X 3 Afios X POSITIVO [ POSITIVO | POSITIVO
72|HEMBRA X | 2Afos X POSITIVO POSITIVO
73|HEMBRA X | 1Afo X POSITIVO [ POSITIVO
74{MACHO X 1Afio X
75|MACHO X 2 Afios X
76{HEMBRA X | 6Afos POSITIVO
77|{HEMBRA X | 2Afos X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
78|HEMBRA X | 3Mes
79|HEMBRA X | 5Afos POSITIVO
80|MACHO X 2 Afios X POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
81{HEMBRA X | 1Afo X
82|HEMBRA X | 7Afos POSITIVO POSITIVO
83[MACHO X 2 Afios X POSITIVO
84[HEMBRA X | 3Afos X POSITIVO | POSITIVO
85[HEMBRA X | 8Mes POSITIVO | POSITIVO
86|MACHO X 6 Afios POSITIVO [ POSITIVO | POSITIVO
87|HEMBRA X | 2Afos X
83|HEMBRA X | 2Afos X
89[MACHO X 1Afio X
90|HEMBRA X | 4Afos POSITIVO
91|HEMBRA X | 2Afos X POSITIVO | POSITIVO [ POSITIVO
92[HEMBRA X | 1Afo X POSITIVO
93|HEMBRA X |12 Afos POSITIVO POSITIVO
94|HEMBRA X | 4Afos POSITIVO
95|HEMBRA X | 8 Ahos POSITIVO
96|HEMBRA X | 2Ahos X
97|HEMBRA X | 7Afos POSITIVO
98|HEMBRA X | 2Ahos X POSITIVO POSITIVO
99|MACHO X 5 Afos POSITIVO
100|HEMBRA X | 1Afo X POSITIVO | POSITIVO
101{MACHO X 3 Afos X POSITIVO
102|HEMBRA X | 2Afos X POSITIVO
103[HEMBRA X | 8Afos POSITIVO [ POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
104|HEMBRA X | 6Mes POSITIVO | POSITIVO
105|MACHO X 3 Afos X POSITIVO
106|HEMBRA X | 1Afo X POSITIVO POSITIVO
107[HEMBRA X | 2Afos X
108|HEMBRA X | 7Afos POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
109|HEMBRA X | 2Afos X POSITIVO
110|HEMBRA X | 2Afos X POSITIVO
111{HEMBRA X | 1Afho X POSITIVO | POSITIVO [ POSITIVO
112[MACHO X 5 Afos POSITIVO
113|HEMBRA X | 3Afos X
114{MACHO X 2 Afios X
115|HEMBRA X | 6Afos POSITIVO
116|{MACHO X 2 Afios X POSITIVO
117|HEMBRA X | 1Afo X POSITIVO | POSITIVO [ POSITIVO | POSITIVO
118MACHO X 4 Afos POSITIVO
119|HEMBRA X | 2Afos X
120|MACHO X 1Afio X POSITIVO [ POSITIVO

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.




ANEXO A: RECOLECCION DE MUESTRAS EN LA PARROQUIA TOTORAS.

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.



ANEXO B: PREPARACION DE MUESTRAS PARA EXAMEN COPROPARASITARIO Y
METODO DE FLOTACION DE WILLIS

Filtramos la solucion que se encuentra Colocamos cubre objetos en cada tubo
con las muestras para que los parasitos suban por
densidad

Colocacion en placas y numeracion Oservacion al microscopio

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.



ANEXO C: FORMAS PARASITARIAS ENCONTRADAS

Giardia felis Isospora felis

Lente: 40X Lente: 40X
Ancylostoma spp Ancylostoma spp
Lente: 40X Lente: 40X
- s ~S
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Entamoeba histolytica
Lente: 40X

Toxoplasma gondii
Lente: 40X

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.



ANEXO D: PCR A LA MUESTRA DE HECES

i

Calibracion del Termociclador Applied
PCR Biosystems™ Sistema de PCR ProFlex™, 3

x 32 pocillos

Corrido de las muestras en el Termociclador Resultado arrojado por el Termociclador

Realizado por: Arias Rodriguez, Jonathan, 2022.



