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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

SINTESIS
Trichomonas vaginalis puede encontrarse infectado con virus ARN de doble cadena
denominados Virus de Trichomonas vaginalis (VTVs). Los VTVs se han relacionado con
la expresion de algunos factores de virulencia del parasito. En el presente estudio se
demostro por primera vez la presencia de VTVs en aislamientos cubanos de T. vaginalis, y
se detecto la presencia de las especies 1y 2. El estudio filogenético que se realizé apoya la
monofilia de los VTVs, asi como su nomenclatura taxonémica en un género aparte,
Trichomonasvirus y no como un subgénero dentro de Giardiavirus. Cuatro variantes
genéticas (VTV 1-4) bien soportadas estadisticamente, se reconocen como especies dentro
del clado Trichomonasvirus. La presencia de los virus se asocié con el polimorfismo
genético del parasito. Particularmente, el marcador genético de RAPD Tv-549 asociado a
la virulencia, sugiere la presencia de una proteina de superficie con repeticiones ricas en
leucina involucrada en la entrada de los virus a otros protozoos. Estos resultados
demuestran el papel que juega el paréasito para la entrada de los virus, asi como permiten
especular sobre el habitat natural de los VTVs y el posible mecanismo de entrada de los
VTVs al parasito. Se comprobo que la infeccion viral influye en una mejor adhesion de T.
vaginalis a las células HelLa, particularmente los paréasitos infectados con la especie VTV-
2 y se demostré que la infeccion del parésito con los virus se asocia con la presencia e
intensidad de las manifestaciones clinicas de las pacientes de donde fueron obtenidos los
aislamientos. Estos resultados sustentan el papel de los VTVs en la virulencia de T.

vaginalis.
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I. INTRODUCCION

1.1. Introduccion

Trichomonas vaginalis, el agente etiologico de la trichomoniasis humana, es un protozoo
causante de vaginitis y de afectaciones ocasionales del exocérvix y la uretra (Muller, 1983). La
trichomoniasis es la forma mas comun de enfermedad sexualmente transmitida de origen
parasitario (Brown, 1972). Se considera una de las parasitosis mas frecuentes y se informan
alrededor de 160 a 180 millones de casos en el mundo anualmente. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) estima que la trichomoniasis representa la causa de la mitad de todas las
Infecciones de Transmision Sexual (ITS) (WHO, 2001; Harp y Chowdhury, 2011; Preethi et
al., 2011). Las mujeres que adquieren la infeccion con el parasito durante el embarazo estan
predispuestas a una ruptura prematura de la membrana placentaria asi como nifios de bajo peso
al nacer (Minkoff et al, 1984; Cotch, 1990; Klebanoff et al., 2001). También se relaciona con
el cancer cervical (Zhang y Begg, 1994), las enfermedades inflamatorias pélvicas atipicas
(Heine y Mc Gregor, 1993), la infertilidad (Grondstein et al., 1993; El-Shazly et al., 2001) y
se plantea que puede incrementar la transmision del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (Laga et al., 1994; Sorvillo y Kerndt, 1998; Sorvillo et al., 2001; Moodley et al., 2002;
McClelland et al., 2007) asi como del Papilomavirus humano y Mycoplasma hominis
(Hernandez et al., 2009).

Cerca del 50 % de las mujeres que contraen esta parasitosis suelen ser asintomaticas; el resto
pueden presentar sintomas tales como prurito, disuria y dispareunia, y signos como leucorrea
y eritema vulvar, vaginal y cervical (Donné 1936; Krieger et al., 1990a; Harp y Chowdhury,
2011). En los hombres la enfermedad se presenta de forma asintomatica en un gran nimero de
casos (cerca de 70%), aunque algunos pacientes pueden presentar prurito, uretritis con o sin
secreciones purulentas, epididimitis y prostatitis (Krieger, 1995; Sood y Kapil, 2008;

Fichorova, 2009). Se asocia ademas con la reduccién de la movilidad de los espermatozoides y

Capitulo: Introduccion
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la infertilidad (Harp y Chowdhury, 2011). Recientemente, se describié que puede incrementar
el riesgo de padecer cancer de prostata (Stark et al., 2009). A pesar de los planteamientos
anteriores, T. vaginalis se considera uno de los parésitos menos estudiados con respecto a su

virulencia, patogenicidad e inmunopatogénesis (Harp y Chowdhury, 2011).

La relacion hospedero-parasito en el curso de la trichomoniasis es muy compleja y la variedad
de sintomas clinicos no puede atribuirse a un solo mecanismo de patogenicidad. EI mecanismo
exacto de patogenicidad, asi como los factores que influyen en las variaciones de las
manifestaciones clinicas, aln no estan claramente dilucidados, aunque se plantean diferentes
aspectos que intervienen en la patogénesis de la trichomoniasis como son: las proteinas de
superficie del parasito que participan en la adhesion a la célula hospedera, la adquisicién de
nutrientes (Alderete, 1988), la hemolisis (Krieger et al., 1983; Dailey et al., 1990; Fiori et al.,
1993), la excrecion de factores solubles tales como proteinasas extracelulares (Garber y
Lemchuk-Favel 1994; Mallinson et al, 1994), la interaccion con residentes de la microbiota
vaginal (McGrory et al., 1994) y los mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedero
(Demes et al, 1988; Alderete et al., 1992; Provenzano y Alderete, 1995).

La expresion de algunos factores de virulencia en T. vaginalis, se han correlacionado con la
presencia de virus ARN de doble cadena (ARNdc), denominados virus de T. vaginalis (VTVSs)
(Wang y Wang, 1985; Wang y Wang, 1991). La organizacion genémica y la diversidad
genética identifican a los VTVs como miembros legitimos de la familia Totiviridae (Wang et
al., 1993). Cuatro géneros dentro de la familia se reconocen en la actualidad: Giardiavirus,
Leishmaniavirus, Totivirus y Victorivirus (Ghabrial, 2008). Los virus que infectan protozoos
se agrupan en dos géneros (Giardiavirus y Leishmaniavirus), mientras que los otros dos
géneros infectan hongos. En particular, los VTVs se agrupan actualmente como un miembro
tentativo del género Giardiavirus, como una sub-especie, lo que se basa simplemente en que
Trichomonas y Giardia presentan el mismo hospedero (Catalogue of Life, 2007). Estudios
recientes de secuenciacion de los genomas virales y estudios filogenéticos, sugieren que los
VTVs no estan tan estrechamente relacionados con Giardiavirus como para garantizar su
posicién dentro del mismo género y se sugiere que formen un género aparte denominado

Trichomonasvirus (Bessarab et al., 2011; Goodman et al., 201lab). Tomando en
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consideracién que existen escasos datos informados sobre las caracteristicas geneéticas y
bioldgicas de estos virus, se impone ampliar los estudios relacionados con la secuenciacion y
filogenia de estos virus para llegar a conclusiones sobre su posicion taxondémica dentro de la

familia Totiviridae asi como su estructura poblacional dentro del género.

El nivel de infeccion de aislamientos de T. vaginalis infectados con VTVs varia entre 44 y 82
% en los diferentes informes (Wang et al., 1987; Vanacova et al., 1997; Snipes et al., 2000;
Hampl et al., 2001b; Wendel et al., 2002; Weber et al., 2003, Conrad et al., 2012). Sin
embargo, se considera que se han informado muy pocos estudios relacionados con la deteccion
de estos virus en aislamientos del parésito a nivel mundial y no existen estudios en la region
de América Latina y el Caribe. Hoy es importante no solo determinar la presencia de VTVs en
los aislamientos, sino ademas conocer la especie infectante, con vistas a conocer su
distribucion global. En este sentido solo se han estudiado a nivel mundial 22 VTVs
correspondientes a 9 aislamientos de T. vaginalis (Tai e Ip, 1995; Su y Tai, 1996; Kim et al.,
2007; Bessarab et al., 2000; 2011; Goodman et al., 2011a,b). De ahi la necesidad de
determinar la presencia de VTVs en aislamientos del parasito y la especie circulante entre los

aislamientos.

Por otra parte, no se conoce si los VTVs son habitantes naturales del parasito o son adquiridos
del hospedero en que reside el protozoo (Pindak et al., 1989) y por ende estd por definir el
mecanismo por el cual los VTVs penetran a T. vaginalis y si esa infeccion depende de las
caracteristicas propias del parasito, lo que explicaria en parte el hecho de encontrar
aislamientos infectados y otros no infectados con VTVs. La presencia 0 no de VTVs
observados en los aislamientos del parasito pudiera estar asociada a las variaciones genotipicas
de T. vaginalis. Estas variaciones del genoma marcan las diferencias en cuanto a la
patogenicidad, manifestaciones clinicas y susceptibilidad al metronidazol, demostradas en

muchos agentes infecciosos (Cornelious et al., 2010).

El polimorfismo genético entre los aislamientos de T. vaginalis se ha demostrado mediante la
utilizacion de diferentes métodos: la técnica de hibridacion molecular (Ryu et al., 1998), la

técnica del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, siglas en
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inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism) del gen hsp70 (Stiles et al., 2000; Meade

et al., 2009; Cornelius et al., 2010), la secuenciacion del gen ribosomal 5,8S (Snipes et al;,
2000) y el andlisis de microsatélites (Conrad et al., 2011; Prokopi et al., 2011; Conrad et al.,
2012). Otra técnica molecular, el ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD, siglas en

inglés Random Amplified Polymorphic DNA), se ha utilizado en investigaciones
epidemioldgicas, en estudios cuyo objetivo es conocer el polimorfismo genético y su relacion
con los diferentes fenotipos clinicos y las caracteristicas bioldgicas de los aislamientos de T.
vaginalis tales como: las manifestaciones clinicas en las pacientes, la presencia de VTVs, la
susceptibilidad al metronidazol, la presencia de Mycoplasmas y la virulencia de los
aislamientos (Vanacova et al., 1997; Snipes et al., 2000; Hampl et al., 2001b; Kaul et al.,
2004; Rojas et al., 2004a; Xiao et al., 2006; 2008; Valadkhani et al., 2011).

La asociacion entre el polimorfismo genético de los aislamientos y la infeccion con los VTVs
se estudio con anterioridad mediante las técnicas de RAPD, RFLP y microsatélites (Vanacova
et al., 1997; Hampl et al., 2001b; Snipes et al., 2000; Hussien et al., 2005; Conrad et al.,
2012), sin embargo, se encontraron resultados contradictorios en los diferentes estudios, de ahi
la necesidad de realizar nuevos estudios con vistas a corroborar 0 no esta asociacion y de esta
manera contribuir a los estudios relacionados con la determinacion del habitat de estos VTVs

y la forma de entrada al parésito.

El papel de los VTVs en la patogenia de la trichomoniasis queda aun por determinar (Sood y
Kapil, 2008). No existen informes que relacionen la presencia de los mismos con cambios en
la virulencia de T. vaginalis. No obstante, si tenemos en cuenta que las infecciones con estos
virus pueden modular la traduccion y expresion de las proteinas inmunogénicas del parasito
como: la expresion de la proteina altamente inmunogénica P270 (Khoshnan y Alderete, 1994)
y la expresion diferencial cualitativa y cuantitativa de cisteino proteinasas, que juegan un
papel importante en la citoadherencia al epitelio vaginal, la citotoxicidad, y la degradacion de
los componentes de membrana (Provenzano et al., 1997), es posible entonces, que la presencia
de los mismos pueda modular la virulencia de la infeccion con T. vaginalis y conllevar a
posibles diferencias en cuanto a las manifestaciones clinicas de la enfermedad, la resistencia a

drogas, la carga parasitaria y la transmisibilidad (Wendel et al., 2002; Weber et al., 2003;
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Goodman et al., 2011a). Lo anteriormente expuesto apoya la necesidad de determinar como
se afectan las manifestaciones clinicas o la morbilidad de la trichomoniasis debido a la
presencia de virus en Trichomonas asi como la relacién de la infeccién viral con la virulencia
del parésito (Wendel et al., 2002).

En el presente estudio nos propusimos abordar uno de los posibles factores de virulencia en el
curso de la infeccién por T. vaginalis, los VTVs y para ello comenzamos por determinar la
presencia de los VTVs en aislamientos cubanos de T. vaginalis, estudio que se realiz6 por
primera vez en Cuba. Seguidamente se analizaron las relaciones filogenéticas de VTVs
cubanos Yy el resto de los VTVs secuenciados dentro de la familia Totiviridae, con vistas a
proponer y determinar su posicion taxonémica y finalmente evaluamos el papel del parasito
para la infeccion con los virus y la asociacion de la presencia de los VTVs con la virulencia
que ejerce el parasito.

1.2. Hipotesis

Los virus de Trichomonas vaginalis se agrupan en el género Trichomonasvirus y pueden

incidir en la virulencia que ejerce el parésito.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general:

Determinar las relaciones filogenéticas de virus de Trichomonas vaginalis dentro de la familia

Totiviridae y la asociacion de estos con la virulencia de T. vaginalis.

1.3.1. Objetivos especificos:

1. ldentificar las especies de VTVs presentes en los aislamientos cubanos del parasito.

2. Determinar las relaciones filogenéticas entre los VTVs con otros miembros de la familia
Totiviridae.

3. Evaluar la posible asociacién entre el polimorfismo genético de los aislamientos cubanos

del parasito y la presencia de los VTVs.
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Caracterizar los marcadores genéticos relacionados con la virulencia del parésito en
aislamientos cubanos.

Determinar la influencia de la presencia de los VTVs en la adhesion del parésito a células
Hela.

Evaluar la asociacion entre la presencia de VTVs en los aislamientos cubanos del parasito

y las manifestaciones clinicas de las pacientes de donde proceden los aislamientos.

1.4. Novedad Cientifica

1.

Se demostrd por primera vez la presencia de los VTVs en aislamientos cubanos de T.
vaginalis y solo se encontro la presencia de las especies VTV 1y 2 en los aislamientos
estudiados, lo que constituye el primer estudio de este tipo en Cuba y en la regién de

América Latina y el Caribe.

. Se realizaron aportes en relacion a la clasificacion taxonomica de los VTVs. Los mismos

forman un grupo monofilético separado del resto de los miembros de la familia Totiviridae
lo que apoya su clasificacion como un género aparte (Trichomonasvirus). Dentro del
género se observan cuatro grupos monofiléticos bien separados que constituyen especies
bien definidas.

Se demostro la asociacion entre el polimorfismo genético del parésito y la infeccion con
VTVs, lo que aporta elementos en el papel del parasito en la infeccion con los VTVs y la
predisposicion genética para la adquisicion y/o supervivencia de los VTVs.

Se caracteriz6 un marcador genético de virulencia, el cual se corresponde con una proteina
receptora, que pudiera estar relacionada con la entrada de los VTVs a T. vaginalis, de esta
forma se evidencio la participacion del parésito en la infeccion con los VTVs y el hecho de
que los VTVs son habitantes naturales del hospedero donde el parasito reside, pudiéndose
especular sobre el mecanismo de entrada de los virus al parasito.

Se demostro por primera vez, a nivel internacional, que los aislamientos infectados con
VTVs presentan un mayor nivel de adhesion a células HeLa en comparacion con los
aislamientos no infectados, en particular, los aislamientos infectados con la especie VTV-2
presentan los mayores niveles de adhesion y la significacion clinica de la presencia de

VTVs a partir de su asociacion con las manifestaciones clinicas de las pacientes de las
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cuales proceden los aislamientos, lo que demuestra que los VTVs inciden en la virulencia

del parasito.

1.5. Valor Teodrico

1.

La determinacion del genoma completo de tres aislamientos cubanos de VTVs permitird
realizar estudios filogenéticos futuros lo que contribuye al conocimiento de la comunidad
cientifica internacional.

Este trabajo contribuye con los estudios de los factores relacionados con la virulencia del
parésito al demostrar la influencia de los VTVs en las manifestaciones clinicas, en la
relacion hospedero-parasito y con otras propias de los aislamientos como la adhesion y el

polimorfismo genético.

1.6. Valor Préactico

1.

Las nuevas secuencias de VTVs obtenidas constituyen herramientas de trabajo para los

investigadores en el campo de las relaciones filogenéticas.

. Los resultados obtenidos en esta investigacion, seran Gtiles como base para estudios futuros

sobre la relacion patdgeno-hospedero, que a su vez pudieran ser utilizados para prevenir,
diagnosticar y tratar la enfermedad de manera adecuada.
Se introdujo en el laboratorio de Parasitologia del IPK, el método de RT-RCP para la

tipificacion de especies de VTVs, lo que servira de base para nuevas investigaciones.
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I1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Clasificacion taxondémica y caracteristicas morfoldgicas de T. vaginalis
Trichomonas vaginalis es un protozoo parasito descubierto por Alfred Donné en 1836 y

designado con este nombre por Enrenberg en 1838.

La posicion taxondémica de T. vaginalis, se basa en el esquema de clasificacion de Dyer
(1990):

Phylum: Zoomastigina (Posee flagelo).

Clase: Parabasalia (Presencia de un cuerpo parabasal, aparato de golgi asociado con
kinetosoma, axostilo, membrana ondulante, extension de membrana plasmatica, flagelo
cubierto (envainado)).

Orden: Trichomonadida (4 a 6 flagelos libres o unidos a una membrana ondulante, no forma
quistes).

Familia: Trichomonadidae (Presencia de citostoma, 3 a 5 flagelos libres, 1 flagelo ondulante,
axostilo protuberante en la parte posterior).

Género: Trichomonas (4 flagelos libres, uno recurrente, la costa en la base de la membrana
ondulante, un axostilo que se extiende a través de la célula)

Especie: Trichomonas vaginalis.

T. vaginalis es la especie de mayor tamafio dentro del género Trichomonas, mide entre 10 y 30
um, (13 um de media) (Honigberg et al., 1984), con variaciones que dependen de las
condiciones ambientales. Posee un tamafio mayor que los leucocitos polimorfonucleares y
menor que las células epiteliales. En cultivos axénicos, se describe como un protozoo de vida

libre de aspecto piriforme (Figura 1A), pero en co-cultivos con células de mamiferos, como
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células epiteliales vaginales (CEV), adopta una forma ameboide, donde se evidencia una union
con las células mediante fagocitosis tanto “in vivo” como “in vitro” (Figura 1B) (Heath, 1981,
Arroyo et al., 1993).

Figura 1. Trichomonas vaginalis en cultivo (A) y aspecto ameboide del parasito (B).
Tomado de Petrin et al., 1998.

T. vaginalis presenta un nucleo oval, redondeado y cubierto por una membrana nuclear con un
pequefio carisoma y granulos dispersos de cromatina, aparato de golgi, un cuerpo parabasal,
cuatro flagelos anteriores y un quinto flagelo que se dispone por todo el borde libre de la
membrana ondulante, que origina la motilidad tipica del parasito. Presenta un axostilo
posterior largo, verdadero esqueleto que recorre el cuerpo celular, desde la extremidad anterior
hasta la posterior (Figura 2) (Krieger, 1981; Campbell, 2001; Lee et al., 2009). Ademas, posee
granulos cromaticos denominados hidrogenosomas, que son analogos biologicos y
estructurales de las mitocondrias, organelos sin ADN, donde ocurre la fermentacion del

piruvato, relacionado con el catabolismo de los carbohidratos (Muller, 1988).
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Figura 2. Estructura de T. vaginalis. A) Imagen de Microscopio Electrénico de barrido.
B) Imagen de microscopio electrénico de transmision. C) Estructura tridimensional. D)
Dibujo en el que se muestran los aspectos esenciales de la morfologia de T. vaginalis. AF:
flagelos anteriores; Ax: axostilo; CO o C: costa; HY o H: hidrogenosoma; N: nucleo, PB
o Pf: filamento parabasal; PG o G: aparato de golgi; RF: flagelo recurrente; UM,
membrana ondulante. A, B y C tomadas de Lee et al., 2009 y D de Harp y Chowdhury,
2011

La caracteristica fundamental que permite la visualizacion del parasito es su motilidad tipica,
con movimientos que simulan sacudidas o temblores. Es un organismo dependiente de la via
glicosilica, con temperaturas Optimas de crecimiento de 37°C, y pierden rapidamente su
motilidad a temperatura ambiente; mientras que las temperaturas superiores a 45°C y la
desecacion son letales para el parasito. Crece en medio alcalino y no sobrevive en agua
destilada puesto que en pocos minutos se muere por hipotonicidad y son microorganismos

anaeradbicos por excelencia (Whittington, 1957; Muller, 1988).

2.2. Ciclo de vida
El ciclo de vida no se conoce con exactitud (Petrin et al., 1998). Se plantea que el parasito
reside en el tracto genital femenino y en la prostata, uretra y epididimo en los hombres, donde
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se replica por division binaria. Se reproduce en las vias urinarias y genitales en forma de
trofozoito y no existe la forma quistica (Honigberg 1984). EI hombre es el Gnico hospedero
natural conocido y la infeccién tiene como mecanismo de transmision principal el contacto

sexual (Figura 3).

cbc

Relaciones sexiiales

T

0¥,

~

A= fase infectante
LA\ = fase diagnostica

Trichomonas vaginalis

©  Duision binaria
longitudinal

o Trofozoito en
secreciones vaginal y'
prostatica, y orina

@ Trofozoito en
vagina u orificio
uretral

Ciclo de

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/images/trichomonas_ciclo-b.jpg

Figura 3. vida de Trichomonas vaginalis. Tomado de:

T. vaginalis posee una elevada especificidad para unirse solamente a las células epiteliales del
tracto genitourinario. Una vez implantado, el microorganismo es capaz de obtener nutrientes a
partir de las bacterias y leucocitos presentes en el medio, ademas de destruir las células del
hospedero, donde se producen lesiones superficiales, ya que el parasito es incapaz de penetrar

a los tejidos del hospedero (Enghring y Alderete, 1998).

La causa principal de la afectacion producida por T. vaginalis se encuentra en la accion
mecanica del parasito sobre las mucosas genitales, que derivan en procesos inflamatorios y en
la accion toxico-alérgica producida por las alteraciones citoplasmaticas y nucleares de las

células de la mucosa (Petrin et al., 1998)

Capitulo: Revision Bibliografica

=
=



Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

2.3. Manifestaciones clinicas
La trichomoniasis presenta un amplio intervalo de patrones clinicos. En la mujer las
manifestaciones clinicas van desde las formas asintomaticas hasta sintomaticas severas, de ahi

que se clasifican en asintomatica y sintomatica (aguda o cronica) (Petrin et al., 1998).

T. vaginalis, infecta principalmente el epitelio escamoso del tracto genital. La infeccidn, una
vez establecida, persiste por largos periodos de tiempo en las mujeres, pero solo por un corto
intervalo en los hombres. El periodo de incubacion es de cuatro a 28 dias, en
aproximadamente 50 % de los individuos infectados (Rein y Muller, 1990; Harp y
Chowdhury, 2011).

La trichomoniasis en el tracto genital femenino se traduce en una vulvovaginitis, cuyo
principal sintoma es la leucorrea, este flujo no siempre se presenta con los rasgos clésicos de
color amarillento o aspecto espumoso y maloliente, sino que es posible identificar flujos
grisaceos y blanquecinos. Esta leucorrea irrita la mucosa genital lo que ocasiona vulvitis. La
vagina y el cérvix de las pacientes con la enfermedad pueden encontrarse eritematosos y
edematosos. EI cérvix, en su porcion malpigiana, se presenta con erosion general del epitelio
y se puede observar enrojecido con petequias de facil sangrado denominado “cervix en fresa”,
lo que determina la colpitis macularis. Los principales sintomas y signos de la trichomoniasis
femenina se muestran en la Tabla 1 (Vazquez et al., 1993; Schwebke y Brugess, 2004; Soper,
2004; Sood y Kapil, 2008; Harp y Chowdhury, 2011).
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Tabla 1. Frecuencia de los sintomas y signos de la trichomoniasis femenina.

Sintomas Frecuencia Signos Frecuencia

(%) (%)

Ninguno 9- 56 Ninguno 15
Prurito vulvar 20- 80 Leucorrea 50- 78
Maloliente 10- 67
Pruriginosa, irritativa 23- 82
Disuria 18- 50 Leucorrea amarillenta, verdosa 50- 75
Dispareunia 10- 50 Leucorrea espumosa 8- 50

Molestias abdominales 5-12 Leucorrea espesa 50
Eritema vaginal 30- 37
Eritema vulvar 10- 37

Eritema cervical “cervix en fresa”
Diagnostico visual 1-2
Colposcopia 45

Fuente: Vazquez et al., 1993; Schwebke y Brugess 2004; Soper, 2004; Sood y Kapil, 2008;
Harp y Chowdhury, 2011.

La infeccion aguda revela una vulvitis difusa, debido a una leucorrea abundante amarillenta o
verdosa y mucopurulenta y el “cervix en fresa” que se observa en el 2 % de las pacientes
(Fouts y Kraus, 1980; Rein, 1990; Schwebke y Brugess, 2004; Soper, 2004). En la infeccion
cronica, los sintomas predominantes son leves con prurito y dispareunia, mientras que la
secrecién vaginal puede ser muy escasa y mezclada con moco, esta forma de la enfermedad es

particularmente importante, desde el punto de vista epidemioldgico (Nicolsetti, 1961).

Del 25 al 50 % de las mujeres infectadas son asintomaticas y tienen un pH vaginal acido (entre
3,8 a 4,2) asi como una microbiota vaginal normal (Spiegel, 1990; Soper, 2004). Sin embargo,
se plantea que el 50 % de estas mujeres desarrollan sintomas clinicos a partir de los seis

meses siguientes (Harp y Chowdhury, 2011).

Se considera gque la vaginitis es la manifestacion clinica mas comdn en mujeres infectadas con
T. vaginalis. Las complicaciones asociadas a la trichomoniasis en las mujeres son la
endometritis (Rein y Chapel, 1975), la infertilidad (Grodstein et al., 1993; El-Shazly et al.,

2001), las infecciones inflamatorias pélvicas atipicas (Heine y McGregor, 1993;
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Paisarntantiwong et al., 1995) y el incremento del riesgo de padecer cancer cervical (Sayed et
al., 2002).

Poco es conocido acerca de la infeccion de T. vaginalis en hombres, la cual generalmente
cursa de manera asintomatica, por ello se consideran en su mayoria como portadores
asintomaticos de T. vaginalis. La trichomoniasis urogenital en hombres se puede dividir en
tres grupos: Estado de portador asintomatico, trichomoniasis aguda (caracterizado por una
uretritis) y la enfermedad sintomatica leve que es clinicamente indistinguible de las uretritis
gonococcica. La duracion de la infeccion es de 10 dias 0 menos en la mayoria de los hombres
(Harp y Chowdhury, 2011).

En los hombres sintomaticos, las principales manifestaciones son: descarga escasa, desde clara
a mucopurulenta, disuria, prurito ligero e irritacion uretral ligera (algunos la describen como
una quemazon caracteristica después del coito) (Krieger, 1990). Entre las complicaciones se
pueden mencionar la uretritis gonococcica, prostatitis, balanopostitis, epididimitis, enfermedad
uretral e infertilidad, aunque la funcién de T. vaginalis en la infertilidad, ain no esta definida
con exactitud (Tuttle et al., 1977; Krieger, 1984; Fichorova, 2009; Harp y Chowdhury, 2011).
Recientemente, se informd que puede incrementar el riesgo de producir cancer de prostata
(Stark et al., 2009).

Al igual que para las mujeres, la trichomoniasis en hombres se identifica como un factor de
riesgo para la transmision e infectividad del VIH (Sorvillo et al., 2001; Wang et al., 2001,
Moodley et al., 2002; McClelland et al., 2007).

2.4. Epidemiologia

Los seres humanos son los Unicos hospederos naturales de T. vaginalis. Se calcula que
anualmente se infectan en todo el mundo un aproximado de 160 a 180 millones de personas.
Dentro de esta poblacién alrededor de 154 millones de personas son de bajos recursos, entre
ocho y 10 millones son de Estados Unidos y 11 millones de Europa (WHO, 2001; McClelland,
2007; Preethi et al., 2011; Harp y Chowdhury, 2011). La infeccion es venérea en casi todos los

casos Y la transmision parece mas frecuente de hombres a mujeres. Un aproximado de 70 % de
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los hombres tienen la enfermedad en las 48 h siguientes a la exposicion, comparado con 85 %
de las mujeres expuestas (Rein y Muller, 1990). Otra forma de infeccidn seria durante el parto,
donde el parésito puede ser transmitido a neonatos mediante el paso por el canal al estar en
contacto con fluidos corporales como orina y exudado vaginal. Entre el 2 al 17 % de los nifios
nacidos a partir de madres infectadas, desarrollan vaginitis, habitualmente asintomatica (al
Salihi et al., 1974). La infeccion durante el bafio es altamente improbable, en forma ocasional
se puede contraer a través de piscinas, aguas termales, y por el uso compartido de ropa
interior, toallas, etc, esta forma de transmision extravenérea suele presentarse en nifias y

mujeres virgenes (Krieger, 1981).

Aunqgue se acepta que el contacto sexual con hombres parasitados es la fuente primaria de la
infeccion en las mujeres, no esta claro por qué no se detecta con mayor frecuencia en los
mismos. Esto podria deberse a que la infeccidn solo es transitoria en los hombres o que la
cantidad de parasitos es dificil de detectar, ademés de ser asintomético. Otra razon pudiera ser
la presencia de factores dependientes del hospedero, que condicionan que solo aparezcan
sintomas en algunos hombres (Gardner et al., 1987). EI semen no inhibe al parésito y parece

constituir el vehiculo de transmision (Daly et al., 1989).

La prevalencia de la enfermedad varia entre distintas poblaciones estudiadas, en dependencia
de factores como la edad, el estado de salud, la promiscuidad sexual, la higiene y las
condiciones socioecondmicas, pero el intervalo se encuentra entre 5-74 % en mujeres y entre
5-29 % en hombres (Swygard et al., 2004; Johnston y Mabey, 2010). La prevalencia depende
fundamentalmente de algunos factores de riesgo como la edad, la intensidad de la actividad
sexual, el numero de parejas sexuales, la fase del ciclo menstrual y los tipos de exdmenes de
laboratorios realizados para el diagnéstico (Petrin et al., 1998; Johnston y Mabey, 2010). En
los Estados Unidos, la prevalencia de trichomoniasis que se informa en hospitales de
Infecciones de Transmision Sexual (ITS) es de alrededor del 25 % y alcanza valores mayores
en determinadas poblaciones (Schewebke et al., 1997; Bachmann et al., 2000; Shafir et al.,
2009; Johnston y Mabey, 2010). Varios estudios en poblaciones en Africa describen una
prevalencia entre 11 y 25 % (Krieger et al., 1985b; Krieger et al., 1993; Laga et al., 1993;
Klouman et al., 1997; Kurth et al., 2004; Johnston y Mabey, 2010; Crucitti et al., 2011). En
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Cuba, diferentes estudios revelan una prevalencia de alrededor del 15 % en diferentes grupos
de riesgo como: adolescentes, personas viviendo con VIH y en parejas con trastornos de la
fertilidad (Rojas et al., 1999; Rojas et al., 2000; Rojas et al., 2002; Rojas et al., 2003).

Una de las complicaciones asociadas a la trichomoniasis es que facilita la transmision e
infectividad del VIH. Un célculo tedrico concluye que si la infeccion con T. vaginalis
incrementa el riesgo de la transmision del VIH en un 90 %, en una poblacion con una
prevalencia del 25 % de trichomoniasis, aproximadamente el 20 % de los casos con VIH
pudieran ser atribuidos a esta parasitosis (Sorvillo et al.,, 2001; Moodley et al., 2002;
McClelland et al., 2007). Esta relacion puede explicar algunas de las diferencias en los niveles
de infeccion de VIH en diferentes regiones de Africa, donde los niveles de trichomoniasis y
VIH son directamente proporcionales (Buve et al., 2001). Estudios “in vitro” demuestran que
las particulas de VIH son incorporadas a T. vaginalis mediante las vesiculas endociticas y
degradadas en las vesiculas citoplasmaticas en aproximadamente 48 h. No obstante, no hay
evidencias ultraestructurales de replicacion en los parasitos, pero las particulas VIH-1
internalizadas permanecen viables en T. vaginalis por cortos periodos de tiempo (Rendon-
Maldonado et al., 2003).

2.5. Genoma de T. vaginalis
El genoma de T. vaginalis se describio a partir del aislamiento G3 del parasito (ATCC, siglas

en inglés American Type Culture Colection PARA-98, Humano, 1973, Inglaterra) y result6 en

aproximadamente 160 megabases de tamafio, organizado en seis cromosomas (Carlton et al.,
2007), 10 veces mayor que lo predicho a partir del tamafio de los cromosomas (Lehker y
Alderete, 1999). Alrededor de dos tercios de la secuencia del genoma consiste de elementos
repetitivos y de transposicién, lo que refleja una expansion masiva evolutiva reciente del
genoma. El nimero total de genes que codifican proteinas predictivas es de aproximadamente
98 000, dentro de las que se incluyen aproximadamente 38 000 genes repetidos. Se han
clasificado alrededor de 26 000 genes que codifican proteinas, mientras que del resto, no se

conoce su funcion (Carlton et al., 2007).
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A finales del afio 2007, se dio a conocer de forma publica y libre el sitio web TrichDB.org
como un almacén de datos del genoma de este parésito, que permitiera el servicio de
recuperacion de los datos de su genoma. Hoy el sitio contiene todos los proyectos de datos de
las secuencias de T. vaginalis, diferentes genotecas de marcadores de secuencias expresadas

(EST, siglas en inglés expressed sequence tag), y herramientas para analizar y ver los datos.

TrichDB es parte de NIH/NIAID fundada por EupathDB, proyecto de base de datos

funcionales de genomas (Aurrecoechea et al., 2009).

2.6. Patogenesis

La relacion hospedero-parasito en el curso de esta enfermedad es muy compleja y el intervalo
amplio de sintomas clinicos probablemente no pueda ser atribuible a un solo mecanismo de
patogenicidad (Petrin et al., 1998; Sood y Kapil, 2008).

En la actualidad, el mecanismo exacto de patogénesis se desconoce (Sood y Kapil, 2008).
Honingberg et al. (1984) definieron la estructura y funcion de las Trichomonas mediante el
analisis microscopico y bioquimico, asi como la interaccion citoquimica entre el paréasito y las
celulas hospederas. Las investigaciones actuales tienen como objetivo principal investigar los
eventos iniciales que se requieren para el establecimiento de la infeccion. Muchos de estos
mecanismos son a través de la adhesion célula-célula (Alderete y Garza, 1985; Engbring y
Alderete, 1998), la hemolisis (Fiori et al., 1993), la excrecion de factores solubles tales como
las proteinasas extracelulares (Alvarez-Sanchez, 2000; Mendoza-Lopez et al., 2000) y el
factor de desprendimiento celular (CDF, siglas en inglés Cell Detaching Factor) (Garber y

Lemchuk-Favel, 1990). Ademas, la interaccion de T. vaginalis con la microbiota vaginal
puede ser también un factor importante en el establecimiento de la infeccidon (Sobel, 1999).
Como ocurre en otros protozoos, T. vaginalis muestra varios mecanismos para evadir la

respuesta inmune del hospedero (Alderete y Garza, 1985; Provenzano y Alderete, 1995).

2.6.1. Proteinas de superficie, adhesion y adhesinas
La adhesion de las Trichomonas a las CEV es una etapa critica en la patogénesis del parasito
(Engbring y Alderete, 1998). La superficie de las Trichomonas se considera como un mosaico

de proteinas de superficie, adhesinas, receptores de proteinas de la matriz extracelular del
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hospedero y de carbohidratos, los cuales proporcionan las bases para la unién ligando-receptor
(Bonilha et al., 1995; Engbring y Alderete, 1998; Ryan et al., 2011). Después de la
citoadhesion, T. vaginalis se transforma en una estructura ameboide con un incremento de la
superficie de contacto entre célula-célula, y se forma una proteccion citoplasmatica (Arroyo et
al., 1993; Harp y Chowdhury, 2011).

Las proteinas de superficie de las Trichomonas juegan un papel importante en la adhesion,
interaccion hospedero-parasito y en la adquisicion de nutrientes, de ahi la importancia del
analisis molecular de estas macromoléculas de membrana (Sood y Kapil, 2008). El paréasito
presenta cerca de 300 candidatos de proteinas de superficie que se agrupan en diferentes
familias de proteinas con al menos un dominio transmembrana y que comparten uno 0 mas
rasgos con otras proteinas de superficie de patdgenos (Vogel y Chotia, 2006; Hirt et al., 2007;
Harp y Chowdhury, 2011; Ryan et al., 2011).

Los estudios protedmicos se han utilizado para conocer mejor las proteinas de superficie de T.
vaginalis (de Miguel et al., 2010). El aislamiento de proteinas de superficie mediante la
biotinilizacién de las superficies de las células, y su comparacion con la tecnologia de
identificacion de proteinas multidimensional, permitié la identificacion de un total de 441
proteinas, de ellas 11 se encontraron de forma mas abundante en los aislamientos adherentes,
en comparacion con los menos adherentes (de Miguel et al., 2010). Se identificaron la mayoria
de las familias de proteinas predichas como proteinas de membrana, de acuerdo al analisis de
las secuencias del genoma y el proceso de anotacién (Carlton et al., 2007; Hirt et al., 2007).
Asi, se reconocieron las proteinas: TvBspA (Proteina de superficie de Bacteroides A),
metalopeptidasas similares a GP63, serino peptidasas similares a subtilisina, cisteino
peptidasas similares a calpaina, de membrana polimdrfica de Clamydhia, antigenos de
superficie inmunodominantes variables y la proteina P270. Se detectaron igualmente mediante
el analisis protedmico de la superficie de la membrana de este parasito nuevas proteinas que
no habian sido identificadas en T. vaginalis (de Miguel et al., 2010). Estas incluyen
tetraspanins (Hemler, 2003); serino peptidasas similares a rhromid (Freeman 2008); y
precursor de nicastrin (Xia y Wolfe, 2003). De forma general, estas proteinas de superficie se
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agrupan en tres familias: BspA, GP63 y adhesinas y otras proteinas (Vogel y Chotia, 2006;
Hirt et al., 2007; Harp y Chowdhury, 2011; Ryan et al., 2011).

BspA constituye la familia mas grande que codifica las proteinas de superficie potenciales y
comparten un tipo especifico con repeticiones ricas en leucina. La familia GP63, es la segunda
familia de genes méas grande de candidatos de proteinas de superficie que codifica 77
paralogos y de ellos 53 tienen dominios transmembrana. Otro candidato adicional a esta
familia son 28 subtilisinas tipo serino peptidasas, nueve proteasas diferentes del tipo serino y
cinco calpainas tipo cisteino proteinasas, todas con dominios de transmembrana y funciones
como proteasas de superficie que transportan importantes fragmentos de proteinas o pequefios
péptidos producto de la generacion de energia de aminoacidos o el balance redox. El tercer
grupo de proteinas lo constituyen las adhesinas u otras proteinas de superficie que comparten
dominios con otras proteinas de superficie relacionadas con patégenos mucosales (Harp y
Chowdhury, 2011). Este Ultimo grupo se separd en tres categorias: i) el lipofosfoglicano

(LPG, siglas en inglés lipophosphoglycan), ii) un grupo controversial de proteinas metabdlicas

multifuncionales que aparecen con capacidad de adhesion secundaria, Yy iii) coleccién de
proteinas de membrana identificadas recientemente por estudios de genémica y proteémica
(Ryan et al., 2011)

El LPG es el mayor factor de adhesion en T. vaginalis, ain cuando no se ha determinado su
estructura, se le atribuye la funcion de adhesion, al unirse a la galectina 1 presente en las CEV
y al demostrar su asociacion con la virulencia de T. vaginalis (Gilber et al., 2000; Harp y
Chowdhury, 2011).

Segun el estudio de Arroyo et al. (1992) la adhesion del parasito a las células epiteliales
parece estar mediada por cinco proteinas denominadas proteinas de adhesion (AP siglas en
inglés, adhesion protein): AP23, AP33, AP51, AP65, y AP120 (Arroyo et al., 1992), las cuales

actian de un modo especifico en la unién receptor-ligando (Arroyo et al., 1993). Se conoce

poco sobre los receptores de las células del hospedero con los cuales el parasito se une, sin
embargo, existen algunas evidencias de que la laminina constituye una diana para la union de

las Trichomonas (Costa e Silva-Filho et al., 2002). La laminina es una glicoproteina
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especializada de las células vaginales que se localiza en la membrana basal del epitelio que
promueve la adhesion, diferenciacion, forma y motilidad de las células epiteliales y se
comprobd que posee propiedades quimiotacticas (Costa e Silva Filho et al., 1988), sin

embargo, aun resta por definir su papel en la patogénesis de T. vaginalis.

Las moléculas de adhesion se consideran hoy como las més controversiales, ya que ademas de
los estudios que demuestran su presencia en la superficie de membrana (Engbring y Alderete,
1998; Garcia y Alderete, 2007), se demostré que con excepcion de la AP23, el resto son
abundantes en los hidrogenosomas y su funcién principal es participar en el metabolismo de
los carbohidratos (Shiflett y Johnson, 2010). Alun cuando no es irracional la existencia de
proteinas con propiedades duales (adhesina/metabdlica), se plantea que no reunen todas las
caracteristicas para definirlas como verdaderas proteinas de adhesiéon (Hirt et al., 2007). En
base a esto se plantea que la union de estas proteinas a las células del hospedero es promiscua
y sin especificidad, ya que se demostr6 que las proteinas AP23, AP33, AP51 y AP65 se unen
a varios tipos de células y se unen a estas células sin la presencia de estas proteinas en la
membrana (Addis et al., 2000; Hirt et al., 2007). Investigaciones recientes muestran que las
proteinas AP51 y AP65 se unen al hemo y a la hemoglobina, una propiedad que
paradéjicamente apoya su naturaleza promiscua e inespecifica en la adhesion y explica su
papel principal en la union de los nutrientes importantes (Ardarlan et al., 2009).
Adicionalmente se inform6 que la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa juega un
papel importante en la adhesién al unirse con la fibronectina de las células del hospedero
(Lama et al., 2009). La evidencia definitiva de que las proteinas de funcion dual tengan
funcién de adhesinas, requerira encontrar los sitios especificos de union a las células del
hospedero y/o la demostracién experimental del trafico de estas proteinas a la superficie (Hirt
et al., 2007).

Los estudios de adhesion del parasito a las células humanas revelan la existencia de otras
proteinas involucradas en este proceso como son: las proteinas de union a fibronectina, o-
actina, enolasa, fosfoglucomutasa y la proteina de union a guanosin trifosfato (GTP) (Gilber et
al., 2000; Harp y Chowdhury, 2011).
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Las adhesinas parece que se expresan de forma alterna con una glicoproteina altamente
inmunogénica, P270 (Alderete et al., 1992). El gen que codifica esta proteina se secuencid y
consiste en una secuencia de 333 pb repetida 18 veces. Este gen se encuentra bien conservado
entre las Trichomonas pero el numero de unidades repetidas puede variar (Alderete, 1999).
Este gen de copia simple, ademas, muestra una regulacién por incremento a baja
concentracion de hierro y alta fosforilacion bajo altas concentraciones de hierro (Alderete,
1999).

Debido a que la adherencia de T. vaginalis a los tejidos humanos es una etapa critica e
importante en la patogénesis del parésito, la citoadhesion se utiliza como un método “in vitro”
para medir la virulencia del parasito (Krieger et al., 1983; Arroyo y Alderete, 1989; Garber y
Bowie, 1990; Alderete et al., 1998).

En los ensayos “in vitro” para medir la citoadhesion, es necesario el marcaje de los parasitos,
para diferenciarlos del tipo celular que se emplea. Generalmente, se utiliza el marcaje
radiactivo de los parasitos con [*H]-timidina (Alderete y Garza, 1985) o con [**S]-metionina
(Krieger et al., 1990a). EI empleo de este tipo de marcaje posee algunas desventajas, como por
ejemplo, los problemas inherentes a la manipulacién de radioisotopos, el requerimiento de un
equipamiento especializado y el elevado costo econdémico. Estos problemas, conllevaron a la

bldsqueda de alternativas no radioactivas que permitieran realizar estos ensayos.

Rojas et al. (2004b), introdujeron la utilizacién de la 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) para el
marcaje de T. vaginalis en ensayos de adhesion lo que permitié estudiar la citoadhesion sin
necesidad de utilizar isétopos radiactivos (Rojas et al., 2004b). Se demostré que la BrdU se
incorpora a T. vaginalis y permite la deteccion y cuantificacion de los parésitos que
permanecen adheridos a la monocapa de las células HeLa (linea de células epiteliales humanas
procedentes de un carcinoma cervical) mediante la realizacibn de un ensayo
inmunoenzimatico en fase sélida (ELISA) cuantitativo. EI método de la BrdU mostr6 una
correlacion de 0,97 con respecto al método de marcaje radioactivo con [*H]-timidina (Rojas et
al., 2004b).
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Alderete et al. (1998), demostraron que el parésito reconoce y se une a las células Hela, de un
modo similar o idéntico al que se ha descrito con cultivos primarios de CEV (Alderete et al.,
1998). Desde entonces, el modelo de la unién de T. vaginalis a las células HelLa ha sido
ampliamente utilizada por los investigadores y permite conocer y profundizar en los

mecanismos de unién del parasito a las células hospederas.

La comparacion de los resultados de la citoadherencia de los aislamientos del parasito con las
manifestaciones clinicas de las pacientes es controversial. Alderete et al. (1998) no
encontraron correlacion entre la adhesion de los parésitos a las CEV, 8 de las 60 pacientes
analizadas presentaban leucorrea o inflamacion pélvica. Estos ensayos se llevaron a cabo al
contar los parasitos unidos a las CEV por campos microscopicos, lo cual resulta poco
confiable por el grado de subjetividad que incluye esta forma de conteo visual de los parasitos
adheridos a CEV (Alderete et al., 1998).

De igual modo, Krieger et al. (1990b) tampoco detectaron interrelacién entre el grado de
adhesion de los parasitos y las manifestaciones clinicas, mediante el empleo de parasitos
marcados con S-metionina y células HeLa como modelo de CEV (Krieger et al., 1990b). En
este trabajo, solo se valoraron como sintomas clinicos, la presencia de leucorrea o de eritema

en un pequefio nimero de aislamientos.

Sin embargo, Gilber et al. (2000) demostraron que los aislamientos de T. vaginalis
provenientes de pacientes asintomaticos o con vaginitis fueron capaces de destruir las CEV.
Ellos consideraron que en mayor o menor grado esta accién es favorecida no solo por una
produccién diferencial de las adhesinas sino también por la presencia en los parasitos de
otros factores que pudieran modular los eventos de reconocimiento, adhesion vy lisis de las
celulas (Gilber et al., 2000).

En experimentos realizados al utilizar el método de la BrdU se encontrd una correlacion
estadisticamente significativa (P < 0,05) entre la adherencia de los aislamientos del parésito a

las células HelLa, y las manifestaciones clinicas de las pacientes, se analizd las
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manifestaciones clinicas como un todo, cada paciente presentaba varios sintomas y signos a la

vez, todos compatibles con una infeccion por T. vaginalis (Rojas et al., 2004b).

Estos resultados confirmaron que la adhesion de los parasitos a las células HelLa constituyen
una medida del grado de virulencia y refleja lo que ocurre en la paciente con trichomoniasis y
sugiere que el amplio espectro en la sintomatologia puede deberse a factores intrinsecos del
parasito, sin dejar de tomar en cuenta factores del hospedero, como los que se relacionan con

su inmunidad.

2.6.2. Hemadlisis

La actividad hemolitica es otro de los mecanismos contacto dependiente que posee T.
vaginalis (Dailey et al., 1990; Fiori et al., 1993). La mucosa vaginal constituye un entorno
nutricional pobre para el parasito. Los lipidos y el hierro son importantes nutrientes para T.
vaginalis y se pueden adquirir por la via de lisis de los eritrocitos (Levi et al., 1996). Aunque
no esta bien definido el por qué y como ocurre la hemdlisis, se sugiere que la membrana del
hematie, que es rica en colesterol, puede servir de nutriente para el parasito y para que tenga
lugar la hemdlisis se requieren al menos cuatro pasos: adhesion del parasito a los hematies,
liberacion de proteinas formadoras de poros (posiblemente cisteino-proteasas), separacion del

parasito y lisis del hematie (Petrin et al., 1998).

La actividad hemolitica de T. vaginalis es importante para la nutricion del parésito, lo que
explicaria en parte el por qué durante la menstruacion se observa un aumento de la intensidad
de las manifestaciones clinicas de la infeccion. Ensayos realizados por Krieger et al. (1983)
demostraron que la actividad hemolitica muestra cierta correlacion con la virulencia (Krieger
etal., 1983)

2.6.3. Proteinasas
Se han aislado entre 11 y 23 cisteino-proteinasas de T. vaginalis (Garber y Lemchuk-Favel,
1994; Provenzano y Alderete, 1995). Estas proteinasas juegan un papel importante en la

patogénesis y supervivencia de este parasito (Irvine et al., 1997).
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Las cisteino-proteinasas participan como factor litico en la hemdlisis de eritrocitos, en la
degradacion de inmunoglobulinas G, M y A (1gG, IgM e IgA) presentes en la vagina y en la
adhesion del parasito a células epiteliales (Provenzano y Alderete, 1995; Yadav et al., 2007).
Se demostré que el pre-tratamiento de Trichomonas con Neoc-p-tosil-lisina clorometilcetona
HCI (TLCK), un inhibidor potente de la cisteino-proteinasa, causa una considerable
disminucion en su capacidad de adherirse a las celulas epiteliales. Ademas, con la adicion de
las cisteino-proteinasas a células tratadas con TLCK se recupera la capacidad de adhesion de
estas células, lo que indica que la accion de las proteinasas sobre la superficie del parasito es

un pre-requisito en el proceso de adhesion celular (Arroyo y Alderete, 1989).

En 1994, Garber y Lemchuk-Favel purificaron y caracterizaron proteinasas de excrecion -
secrecién de T. vaginalis de 23, 30, 40 y 60 kDa, al utilizar como sustrato “hide powder azure”

y caseina para la medicion de la actividad proteinasa. Estos autores, sugirieron que en trabajos
posteriores deberia demostrarse la importancia que pudiera tener la proteinasa de 60 kDa en la
patogénesis de la enfermedad, asi como lo Gtil que podria resultar para el diagndstico de esta
parasitosis (Garber y Lemchuk-Favel, 1994).

Recientemente, estudios realizados por Hernandez et al. (2011) sugieren que la proteinasa de
62 kDa es un importante factor de virulencia, al encontrar una mayor cantidad de enzimas en
el grupo de pacientes sintométicas en comparacion con las asintomaticas (Hernandez et al.,
2011).

2.6.4. Mecanismos de patogenicidad independientes del contacto

En relacion con los mecanismos contacto independientes, Garber et al. (1989), describieron
una sustancia soluble denominada CDF, que al ponerse en contacto con monocapas de células
en cultivo “in vitro” provoca el desprendimiento de estas células en cultivo (Garber et al.,
1989). Esta sustancia parece ser una glicoproteina y es inmunogeénica en el hombre. Su papel
patdgenico no se conoce, pero podria ser responsable de la produccién del eritema visto en la
mucosa vaginal durante la infeccion aguda. En otra comunicacion, Garber y Lemchuk-Favel
(1990) refieren que los niveles de CDF se correlacionan de forma directamente proporcional

con la severidad de los sintomas clinicos producidos en el curso de la trichomoniasis, por lo
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que se considera que puede ser un importante marcador de virulencia de esta parasitosis
(Garber y Lemchuk-Favel, 1990).

La concentracion de CDF puede variar por tres factores fundamentales: el tiempo en que se
demoran en crecer los parasitos antes de la preparacion del filtrado, el tamafio inicial del
inéculo, y el pH del medio. EI CDF purificado es activo en un rango de pH entre 5,0 - 8,5 con
una actividad optima a pH 6,5 e inactivo por debajo de 4,5. Esta observacion es muy
importante desde el punto de vista clinico pues como es conocido el pH normal de la vagina es
de 4,5, pero durante la trichomoniasis puede elevarse por encima de 5,0 lo cual sugiere que el
CDF puede constituir un importante factor en la patogénesis de la enfermedad (Garber et al.,
1989).

El factor de desprendimiento celular disminuye su actividad con el beta estradiol. Los
sintomas de la infeccion pueden estar influenciados por la concentracion vaginal de
estrogenos. Esto puede explicar el empeoramiento de los sintomas durante la menstruacion,

cuando los niveles de estrogenos son mas bajos (Garber et al., 1991).

2.6.5. Interaccion con la microbiota vaginal
La interaccion de T. vaginalis con los miembros de la microbiota residentes en la vagina puede

ser un factor importante para evadir el sistema inmune del hospedero.

La microbiota vaginal humana esta condicionada por la presencia del bacilo de Doderlein.
Este actlia sobre la glucosa 6-fosfato proveniente del glucégeno liberado por la citolisis de las
células intermedias, en dependencia de la produccion del nivel de estrogeno circulante. T.
vaginalis sustrae el glucégeno de las células epiteliales, por tanto, los bacilos de Doderlein
(que se alimenta de glucogeno transformandolo en acido lactico) disminuyen y el pH vaginal
normal, que oscila entre 3,8 a 4,5 se alcaliniza favoreciéndose el desarrollo del parasito y de

otros gérmenes patégenos (Petrin et al., 1998).

La elevacion del pH de la vagina, conjuntamente con la reduccion de Lactobacillus

acidophilus y el incremento en la produccion de las bacterias anaerobicas, son un marcador de
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la enfermedad. Cuando las bacterias anaerobias aparecen “in vitro” con un pH controlado, los
lactobacilos no afectan el crecimiento de T. vaginalis. Sin embargo, parece que el parésito
tiene un efecto supresivo sobre el L. acidophilus (Mc Grory et al., 1994). VVarios mecanismos
se proponen. Uno plantea que las T. vaginalis fagocitan bacterias y lactobacilos (Rendon-
Maldonado et al., 1998). Otra hipdtesis plantea que las proteinasas secretadas por el parasito

son capaces de destruir a los lactobacilos (McGrory y Garber, 1992).

2.6.6. Evasion de la respuesta inmune

La respuesta inmune celular y humoral son evidentes en pacientes con trichomoniasis. No
obstante, es solo parcialmente protectora (Petrin et al., 1998; Harp y Chowdhury, 2011). En
condiciones medio ambientales hostiles, las T. vaginalis pueden sobrevivir gracias a la
capacidad de poder evadir la respuesta inmune del hospedero, lo cual se considera como un
importante aspecto relacionado con la patogénesis. La invalidacion del complemento es una
estrategia usada por T. vaginalis. La resistencia al complemento al degradar la porcion C3 es
dependiente de concentraciones elevadas de hierro donde se involucran las cisteino

proteinasas del parasito (Alderete et al., 1995).

Como mecanismo de evasion de la respuesta inmune, T. vaginalis puede desplegar una
variacion fenotipica. En relacion a este planteamiento se encontraron dos clases de marcadores
qgue se expresan de forma alternativa en la superficie del parésito. Ellos son: la proteina
altamente inmunogénica P270 y las adhesinas AP23, AP33, AP65 y AP51 (Alderete et al.,
1992). Mientras todos los aislamientos sintetizan la proteina P270, solo algunos organismos
pueden sufrir variacion fenotipica entre la expresion de la glicoproteina P270 de la superficie
de las células y la citoplasmatica. Asi, los fenotipos se describen como A+ B- (P270 positivo)
y A-B+ (P270 negativo) (Alderete, 1988). A los organismos de fenotipo positivo les faltan las
adhesinas y no pueden citoadherirse o parasitar células del hospedero, solo los organismos del
fenotipo negativo tienen la capacidad de citoadherencia. Se plantea que después de un tiempo
prolongado “in vitro”, los parasitos cambian la citoadhesion hacia el fenotipo positivo
(Alderete, 1988).
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En ensayos “in vitro”, se ha demostrado que algunos organismos que presentan el antigeno
P270 en la superficie de la célula son susceptibles a la lisis independiente del complemento
mediada por anticuerpos. La falta de expresion de la proteina P270 de superficie y la
naturaleza inmunorecesiva de la adhesinas permiten a los organismos del fenotipo negativo
sobrevivir al ataque de los anticuerpos (Musatovova y Alderete, 1998). Las adhesinas parecen
poder imitar la estructura de la enzima malica de las células vaginales, lo que parece ser la
causa de su baja inmunogenicidad (Alderete et al., 1995; Engbring et al., 1996). Esta
imitacién molecular es otro ejemplo de como T.vaginalis puede escapar al sistema inmune del

hospedero (Engbring et al., 1996).

P230, es otro inmundgeno que esta presente en la superficie del paréasito, el cual produce
cambios conformacionales que le permiten evadir a los anticuerpos (Alderete, 1988). La IgG
vaginal que reconoce la proteina P230 de T. vaginalis, no produce ningun efecto citolitico,
incluso en presencia del complemento (Alderete et al., 1991). Ademas, la respuesta del
anticuerpo se restringié solamente a uno o varios epitopes de la proteina de 230 kDa, lo que

permite al organismo evadir el proceso de opsonizacion (Alderete et al., 1991).

Numerosas cisteino proteinasas secretadas por T.vaginalis degradan IgG, IgM e IgA, lo cual
también le permite al parasito sobrevivir a la respuesta inmune (Provenzano y Alderete, 1995;
Yadav et al., 2007).

Este parasito también secreta grandes cantidades de antigenos solubles, altamente
inmunogénicos (Alderete y Garza, 1984). Una liberacion continua de estos antigenos podria
neutralizar linfocitos T citotdxicos o anticuerpos y de esta manera bloguear los mecanismos de
defensa especificos del sistema inmune contra T. vaginalis. Otro mecanismo de evasion del
parasito consiste en cubrirse con proteinas del plasma del hospedero, lo que le impide al

sistema inmune reconocerlo como extrafio (Peterson y Alderete, 1982).

Chang et al. (2006) demostraron ademas que T. vaginalis induce la apoptosis de macréfagos,

mediante la activacion de la proteina kinasa p38 en estas células efectoras, lo que constituye
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un mecanismo de evasion de la respuesta inmune del ataque de macréfagos (Chang et al.,
2006).

2.6.7. Virus de T. vaginalis (VTVs)

En 1985, Wang y Wang detectaron por técnicas de Biologia Molecular, moléculas de acidos
nucleicos de aproximadamente 5,5 kb en extractos de acidos nucleicos de la cepa de referencia
de T. vaginalis ATCC 30001. Estas moléculas mostraron resistencia a la accion de enzimas
tales como ADNasa I, ADN polimerasa I, enzimas de restriccion que utilizan ADN como
sustrato y bleomicina A2, la cual degrada el ADN de doble cadena. En contraste, esta
molécula se degrad6 totalmente con el tratamiento con NaOH 0,2 M, ARNasa T y ARNasa A,

lo que sugirid la naturaleza de esta molécula como ARN (Wang y Wang, 1985).

La sensibilidad de la molécula a la ARNasa dependiente de la fuerza idnica, donde a baja
fuerza ionica se degrada rapidamente, unido con la hiperionicidad y la densidad con respecto
al ADN, permitio llegar a la conclusion de que la naturaleza de esta molécula era ARN de
doble cadena. Al examinar el ARNdc mediante el microscopio electronico, se revelé una
doble hélice lineal de 1,5 um de longitud, que se desnaturaliza con calor o con dimetil
sulfoxido (DMSO) al 30 % y se originan cadenas simples de igual longitud (Wang y Wang,
1985).

La estabilidad de los ARNdc en homogenados crudos de T. vaginalis, bajo condiciones en las
que otros acidos nucleicos son degradados por nucleasas endogenas, evidenciaron que ARNdc
de 5,5 kb forman parte de una particula semejante a virus. Estos se denominaron virus de T.
vaginalis (VTVs) y constituyen el primer virus identificado y purificado a partir de protozoos
(Wang et al., 1987; Wang y Wang, 1991).

Para investigar la prevalencia de la infeccion viral Wang et al. (1987) analizaron aislamientos
frescos del parasito. De los 28 aislamientos analizados 14 contenian los VTVs, mientras que el
resto estaban libres de virus. Ocho de los 14 aislamientos positivos a virus perdian su ARNdc

después de pases “in vitro” durante varios meses (Wang et al., 1987).
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Un mismo parésito puede estar infectado con diferentes VTVs al mismo tiempo, estos virus se
encuentran en el citoplasma del parésito cercanos al Complejo de Golgi o adyacentes a la
membrana plasmatica, tienen un tamafo variable entre 33- 200 nm, presentan diferentes

formas (cilindricas, filamentosas y esféricas) (Figura 4) (Benchimol et al., 2002). La talla

genomica de su ARNdc varia entre 4,3 y 4,8 kpb, pudiéndose encontrar co-infecciones con
ARNdc pequefios de 0,5 kpb (Khoshnan y Alderete, 1993; Tai e Ip, 1995). Recientemente,
Goodman et al. (2011a) informaron cuatro aislamientos clinicos establemente infectados con
1,2 04 VTVs distintos (Goodman et al., 2011a).

Figura 4. (1) Vista general del
pardsito  que contiene  VTVs
(aislamiento JT). Se muestra la
distribucién de organelos:
hidrogenosomas (H), nucleo (N),
vacuola (V), flagelo (F); x 15000 bar=
650 nm. (2-7). Ultraestructura de
distintos VTVs.  Microfotografia
electronica  de muestras  de
aislamiento 347+ obtenido por
centrifugacion diferencial con CICs.
(2) la poblacion se forma de 33 nm
mientras que 3-7 el tamafio de los
virus varia de 33 a 200 nm. Segmento
2, bar= 100 nm, 3-7 bar= 50 nm. (8)
T. vaginalis aislamiento 347- después
de 1 h de interaccion con VTVs.
Tomado de: Benchimol et al., 2002

La prevalencia de VTVs en diferentes aislamientos clinicos varia. Valores tan altos como 82 y
75 % se han informado en aislamientos clinicos de Sudafrica (Weber et al., 2003) y Baltimore,
Estados Unidos (Wendel et al., 2002), respectivamente, sin embargo valores cercanos al 50%
se han notificado en Estados Unidos (50 %) (Snipes et al., 2000) y en diferentes regiones
geograficas (44%) (Vanacova et al., 1997; Hampl et al., 2001b). Recientemente Conrad et al.

(2012) al analizar 130 aislamientos provenientes de diferentes origenes geograficos (Puerto
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Rico, Inglaterra, Taiwén, Estados Unidos, Italia, Mozambique, Sudéafrica y Australia)

informaron una prevalencia de 40,7 % (Conrad et al., 2012).

La organizacion gendémica y la diversidad genética, identifican a los VTVs como miembros
legitimos de la familia Totiviridae (Wang et al., 1993). La familia Totiviridae, comprende un
amplio rango de virus, caracterizados por viriones isométricos en un rango de 30 a 40 nm de
diametro, en los que cada uno contiene genomas no segmentados de ARNdc con solapamiento
de los marcos abiertos de lectura que codifican la proteina de la capside (CP, siglas en inglés

capside protein) y la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp, siglas en inglés RNA-

dependent RNA polymerase) (Ghabrial, 2008). Estrategias diferentes de expresion de la RdRp

aparecen dentro de los miembros de esta familia. Los virus que infectan los protozoos
parasitos y Sacharomyces cerevisiae, usan la fusion con CP consecuente con una corrida del
marco de lectura ribosomal “ribosomal frameshifting” (Diamond et al., 1989; Icho y Wickner
1989).

Actualmente dentro de la familia Totiviridae, se reconocen cuatro géneros: Giardiavirus,
Leishmaniavirus, Totivirus y Victorivirus (Ghabrial, 2008). Los VTVs se agrupan como un
miembro tentativo dentro del género Giardiavirus como una sub-especie (Catalogue of Life,
2007). Estudios de secuenciacion viral y filogenia sugieren que los VTVS no estan
cercanamente relacionados con Giardiavirus como para garantizar su posicion dentro del

mismo género (Bessarab et al., 2011; Goodman et al., 2011a,b).

Recientemente, la diversidad genética y otras caracteristicas distintivas de los VTVs, han
hecho proponer a estos virus como un nuevo género, denominado Trichomonasvirus
(Goodman et al., 2011b). Se describen cuatro especies de VTVs, denominadas VTV-1, 2, 3y
4, las que se identificaron a partir de la comparacion de genomas y analisis filogenético
(Goodman et al., 2011a,b). De forma general muy pocos aislamientos de VTVs se han
secuenciado y caracterizado, de ahi la necesidad de secuenciar otros genomas de diferentes
origenes geograficos y continuar los estudios relacionados con el andlisis filogenético de estos
VTVs y en especial donde se involucre la mayor cantidad de aislamientos de VTVs

secuenciados junto con la mayor cantidad de especies del resto de los géneros de la familia
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Totiviridae. De estos resultados depende la ratificacion del Comité Ejecutivo del Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) de la propuesta de Goodman et al. (2011b) de
que los VTVs pertenezcan a un nuevo genero dentro de la familia Totiviridae (Goodman et al.,
2011b).

Hoy no se conoce si los VTVs son habitantes naturales de las T. vaginalis o si son adquiridos
del hospedero en el que el protozoo reside (Pindak et al., 1989). No hay elementos hasta el
momento que determinen si los VTVs son capaces de tener la maquinaria molecular para
entrar o salir del protozoo o simplemente son transmitidos verticalmente durante la division
célular mitotica que ocurre durante la reproduccion asexual de los trofozoitos por fusion
binaria y por ende sean habitantes naturales de los parasitos (Schewebke y Burgess, 2004). Sin
embargo, la presencia de aislamientos infectados con virus y otros no infectados ademas de los
informes que después de sucesivos pases “in vitro” durante un prolongado periodo de tiempo
los VTVs pueden perderse (Wang et al., 1987; Shaio et al., 1993), constituyen elementos que
hablan a favor de la entrada de los virus del hospedero donde el parasito reside, a partir de

caracteristicas propias del parésito.

Escasos estudios han tratado de asociar el polimorfismo genético de los aislamientos con la
presencia de VTVs (Vanacova et al., 1996; Hampl et al., 2001b; Snipes et al., 2000; Hussein
et al., 2005; Conrad et al., 2012) y solo dos estudios han encontrado asociacién al utilizar las
técnicas de RAPD y microsatélites para evaluar la variabilidad genética (Snipes et al., 2000;
Conrad et al., 2012). Estos hallazgos sugieren que la infeccion de los mismos pudiera estar
determinada por caracteristicas propias del paréasito, y de esta manera especular de algunas
formas de entrada al parasito. Sin embargo otros estudios se necesitan para corroborar estos

hallazgos.

La presencia de los VTVs en los aislamientos del parasito juegan un papel importante en la
expresion de proteinas que intervienen en la patogenia de la enfermedad, tal es el caso de la
expresion de la glicoproteina P270 (Khoshnan y Alderete, 1994) y la expresion diferencial
cualitativa y cuantitativa de cisteino-proteinasas, que participan en la citoadherencia al epitelio
vaginal, citotoxicidad y degradacion de los componentes de membrana (Provenzano et al.,
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1997). De ahi que se plantee que los VTVs inducen varios cambios fenotipicos que pueden
tener un impacto en la virulencia de T. vaginalis (Wang et al., 1987; Provenzano et al., 1997).
A pesar de estos estudios, el papel de los VTVs en la patogénesis de la trichomoniasis queda
aun por determinar (Sood y Kapil, 2008). La presencia o ausencia de virus ARNdc definen dos
tipos naturales de aislamientos de T. vaginalis (Wang y Wang, 1986). Los aislamientos sin
VTVs se denominan tipo | mientras que los aislamientos positivos a VTVSs, constituyen el tipo
I1 (Gillin'y Sher, 1991).

Los aislamientos tipo | constituyen una poblacion homogénea del parasito que sintetiza la
glicoproteina P270, pero no son capaces de expresarla a la superficie. Los aislamientos tipo II,
por su parte, incluyen una poblacién heterogénea de trichomonas donde se presentan
variaciones fenotipicas entre la expresion de superficie y citoplasmatica de la glicoproteina
P270 (Alderete et al., 1986; Alderete et al., 1987). La pérdida de VTVs de los parasitos tipo 11
resulta en una transicion de trichomonas al tipo | (Alderete et al., 1986; Wang et al., 1987), lo
qgue demuestra que estos virus influyen en la expresion superficial de la glicoproteina P270
(Khoshnan y Alderete, 1994).

Mientras que algunos informes sugieren que la infeccion de T. vaginalis con VTVs resulta en
una atenuacion de la citopatogenicidad y respuesta inflamatoria aguda (Kim et al., 2007), otros
sugieren la posibilidad de la hipervirulencia al observar la expresion de la glicoproteina P270
en membrana (Alderete et al., 1986) y la expresion de proteinasas extracelulares (Provenzano
et al., 1997). Wendel et al. (2002), informaron por primera vez la prevalencia de VTVs, y para
ello tuvieron en cuenta la edad y el sexo. Ademas asociaron por primera vez las
manifestaciones clinicas presentadas en las pacientes con trichomoniasis con la presencia o
ausencia de VTVs en aislamientos clinicos de T. vaginalis. Estos autores plantearon que los
aislamientos positivos a virus tienen una mayor prevalencia en mujeres que en hombres, asi
como los pacientes con aislamientos positivos a virus son de mayor edad que los pacientes con
aislamientos negativos a virus (edad promedio 38 vs 23 afios P= 0,003) lo que result6
estadisticamente significativo. A pesar de esto, no se encontrd asociacion entre la presencia o
ausencia de virus en los aislamientos de paréasitos y los sintomas de los pacientes (Wendel et

al., 2002). De igual modo, en la India, Malla et al. (2011), al analizar la presencia de VTVS en
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30 aislamientos procedentes de pacientes sintomaticas (15 aislamientos) y asintomaticas (15
aislamientos) no encontraron asociacion entre la presencia de VTVs y las manifestaciones

clinicas, ni tampoco con la resistencia al metronidazol (Malla et al., 2011).

Estos resultados evidencian la necesidad de profundizar en el estudio de la relacién entre las
manifestaciones clinicas de la trichomoniasis y la infeccion viral de las Trichomonas. Asi
como su asociacién con otros factores biologicos del parasito entre ellos la citoadhesion lo que
ayudaria a esclarecer si la presencia de VTVs altera la virulencia de T. vaginalis, elemento que

no ha sido explorado hasta el momento (Wendel et al., 2002; Weber et al., 2003).

2.7. Métodos utilizados para evaluar la variabilidad genética entre aislamientos de T.
vaginalis

Poco es conocido sobre el grado de variacion genética entre los aislamientos de T. vaginalis,
asi como su influencia en la presentacion de diferentes fenotipos, que inducen diferentes
manifestaciones clinicas o muestran resistencia al metronidazol. Los estudios sobre la
asociacion entre la variacion genética y diferentes fenotipos clinicos y biologicos podrian

ayudar a dilucidar los mecanismos de patogenicidad de la trichomoniasis (Petrin et al., 1998).

La técnica mas clasica utilizada para analizar la diversidad genética, emplea el polimorfismo
de una variedad de enzimas conocidas o en general de las proteinas (antigenos o enzimas) que
se pueden relacionar con una caracteristica genética. Con el desarrollo del anélisis de las
aloenzimas, a mediados de los afios 60, se abri6 el conocimiento de la estructura y
heterogeneidad genética entre diferentes especies, variedades y poblaciones de diferentes

origenes geograficos.

La caracterizacion aloenzimatica, se utilizd para estudiar el polimorfismo genético entre
aislamientos de T. vaginalis, y demostroé la variabilidad genética con el uso de enzimas: lactato
deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, hexoquinasa, enzima malica y glucosa fosfato
isomerasa (Proctor et al., 1988; Vohra et al., 1991; Yuan y Gao, 2003). Aun cuando la
metodologia del analisis de las aloenzimas es simple y barata, el nimero de loci

enzima/proteina polimorfico tiende a ser limitado en nimero y cantidad de la variabilidad, lo
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cual, unido al hecho de que las proteinas son el resultado de la expresion génica, que puede ser
distintiva de unos tejidos a otros, de una etapa de desarrollo a otra, de un medio ambiente a
otro, y de una época de afio a otra, hace que no sea capaz de detectar suficiente polimorfismo

entre especies cercanas ¢ incluso dentro de una misma especie (D’Surney et al., 2001).

Los avances de la tecnologia del ADN recombinante, permitieron el desarrollo de los
marcadores moleculares basados en el ADN, y muestran la estabilidad en la identificacion de

especies y variedades. Estos remplazan el andlisis de proteinas.

La caracterizacion molecular de cepas y/o aislamientos consiste en utilizar métodos genéticos
para estudiar el ADN de un organismo en cuestion. Constituye un elemento importante en los
estudios epidemioldgicos para detectar la variabilidad genética o el polimorfismo entre
individuos o cepas de una misma especie o diferentes especies, lo que permite encontrar
marcadores genéticos de diagnostico, virulencia y patogenicidad. Con estos marcadores se
determina el papel del polimorfismo en la interaccion hospedero-parasito y parasito-vector y
se aporta al conocimiento de la patogenia de una enfermedad (D’Surney et al., 2001;
Rosenthal, 2001).

Diferentes métodos genéticos se han utilizado para demostrar el polimorfismo genético entre
aislamientos de T. vaginalis en los que se incluyen: la técnica de hibridacion molecular con la
sonda Tv-E650-7 (Pace et al., 1992; Ryu et al., 1998), la técnica del polimorfismo de las
longitudes de los fragmentos de restriccion (RFLP) al utilizar como sonda el gen hsp70 (Stiles
et al., 2000; Meade et al., 2009; Cornelius et al., 2010), el analisis de microsatélites (Conrad et
al., 2011; Prokopi et al., 2011; Conrad et al., 2012), la secuenciacién del gen ribosomal 5.8S
(Snipes et al., 2000), la tipificacion por secuencias de multilocus (MLST, siglas en inglés
Multilocus sequence typing) (Cornelious et al., 2012) y la técnica del RAPD (Vanéacova et al.,
1997; Snipes et al., 2000; Hampl et al., 2001a,b; Yuan y Gao, 2004; Kaul et al., 2004; Rojas et
al., 2004a; Xiao et al., 2006; 2008; Valadkhani et al., 2011; Muzny et al., 2012). Esta tltima

ofrece ventajas para la caracterizacion genética de aislamientos al no necesitar informacion de

la secuencia del ADN vy constituye una técnica mas rapida y sensible si se compara con otros
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métodos moleculares empleados en la caracterizacion gendémica (Van Belkum et al., 1993;
Papp et al., 1997; Lin, 1998).

2.7.1. Técnica del ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD)

La técnica del RAPD desarrollada por Williams et al. (1990), es un ensayo basado en la
amplificacion de segmentos de ADN al azar y utiliza cebadores de secuencias arbitrarias
(Williams et al., 1990). EI ADN genomico se somete a amplificacion, mediante uno o
multiples cebadores cortos, los que se unen a muchas regiones del genoma de forma
simultanea, pero la amplificacion solo ocurrira en las regiones en las que el extremo 3’ del
cebador se une al ADN vy se enfrenta a otro que no esté alejado a mas de 3 kpb. Estas
condiciones sugieren que los sitios de union de los cebadores deben estar en regiones
invertidas. Los RAPDs amplifican entonces segmentos de ADN repetitivos en el genoma, pero
también regiones Unicas, y se amplifican secuencias de ADN de tamafio variable, de ahi que el
polimorfismo entre individuos o cepas sea detectado por diferencias entre los patrones de
fragmentos de ADN amplificados, con un cebador dado. Para llevar a cabo un experimento de
RAPD, no es necesario tener conocimientos de secuencias genéticas, tampoco es necesario
disponer de grandes cantidades de ADN, ni utilizar sondas, ni hibridacion y el protocolo es
relativamente rapido y sencillo (Williams et al., 1990).

El producto de la RCP con cebadores arbitrarios usualmente se analiza por electroforesis en
gel de agarosa coloreado con bromuro de etidio y visualizado con luz ultravioleta o en geles de
poliacrilamida visualizado con plata (Welsh y Mc Clelland, 1990; Steindel et al., 1993;
Gobmez et al., 1995). Los productos de la amplificacién considerados como firmas o huellas
digitales del ADN molde que se analiza son detectados como un complejo de multibandas y
patrones hipervariables resultado de sitios desiguales de unién y longitudes variables de la

secuencia intermedia de amplificacion (Welsh y Mc Clelland, 1990; Caetano-Anolles, 1991).

Aungue se han desarrollado alternativas automaticas y sistemas computarizados para el
analisis de los datos del RAPD los resultados se analizan visualmente segun la observacién de
las bandas obtenidas en la fotografia del gel. Se introducen los datos de cada linea o senda de

forma manual a programas de computacion, los cuales al utilizar un determinado coeficiente
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de similitud, generan una matriz de similitud genética que finalmente se analiza por un método
de distancia, que da como resultado un arbol filogenético (dendograma), que es una grafica

que ilustra las relaciones filogenéticas entre un grupo de organismos o0 genes.

La técnica del RAPD, es una herramienta con la capacidad de detectar regiones altamente
variables en el ADN a partir de un método répido, tiene una gran importancia en las
investigaciones biomédicas, la deteccion de varios tipos de mutaciones en el ADN, la
caracterizacion de aislamientos, el mapeo de genes, el estudio de poblaciones, la identificacién
de cepas, estudios epidemioldgicos y taxondmicos, asi como en el analisis de rasgos simples y
complejos del fenotipo como es el fenémeno de la resistencia (Ellsworth et al., 1993; Carlton
et al., 1995; Howard et al., 1996; Bardakci, 2001; Gutiérrez et al., 2003; Pelayo et al., 2003,
Fernandez- Calienes et al., 2004, Fraga et al., 2011).

Sin embargo, diferentes estudios demuestran que varios factores afectan los perfiles de
RAPDs obtenidos, lo que se manifiesta en la presencia de bandas falsas y la poca
reproducibilidad del ensayo (Welsh y McClelland, 1990; Bassam et al., 1992; Ellsworth et al.,
1993; Muralidharan y Wakeland, 1993; Micheli et al., 1994; Atienzar et al., 2000; Diakou y
Dovas, 2001), por lo que la optimizacion y el control interno de la técnica se hacen
imprescindibles para obtener resultados confiables, reproducibles y una resolucion
consecuente entre reacciones de amplificacion separadas o entre los diferentes estudios
(Ellsworth et al., 1993; Bardakci, 2001). En este sentido para evaluar el polimorfismo genético
de los aislamientos de T. vaginalis en nuestro laboratorio, fue normalizada la técnica de RAPD
por Fraga et al., (2002), con lo que se obtuvieron resultados confiables y reproducibles al

analizar aislamientos del parasito (Fraga et al., 2002).

2.7.2. Analisis del polimorfismo genético entre aislamientos de T. vaginalis mediante la
técnica de RAPD. Su relacion con fenotipos clinicos y bioldgicos

La técnica del RAPD ha sido utilizada en investigaciones epidemiolégicas y en estudios donde
no solo se demostro el polimorfismo genético entre aislamientos de T. vaginalis, sino también
se relaciono este polimorfismo genético con diferentes fenotipos clinicos y biologicos en

aislamientos de este parésito (Vanacova et al., 1997; Snipes et al., 2000; Hampl et al.,
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2001a,b; Kaul et al., 2004; Yuan y Gao, 2004; Xiao et al., 2006; 2008; Valadkhani et al.,
2011).

Vanacova et al. (1997) fueron los primeros investigadores en utilizar la técnica del RAPD en
estudios genéticos de las Trichomonas, y probaron la utilidad del mismo en estudios
epidemioldgicos y filogenéticos. El andlisis intraespecie de 18 aislamientos de T. vaginalis
sugirié una relacion genética entre aislamientos, asociados segun su origen geografico y la
resistencia al metronidazol. Se encontré ademdas una correlacion con la severidad de la
enfermedad observada en las pacientes, pero no con los resultados de los ensayos de virulencia
“in vivo” realizados en el laboratorio, ni con la infeccion de aislamientos del parasito con

VTVs (Vanacova et al., 1997).

En otro estudio, Snipes et al. (2000), emplearon la misma técnica e investigaron el
polimorfismo genético mediante el analisis de RAPD entre 109 aislamientos de T. vaginalis, y
encontraron una correlacion entre la variabilidad genética de los aislamientos y la resistencia
al metronidazol. Estos autores ademas, encontraron que los aislamientos infectados con VTV,
estaban relacionados entre ellos y separados del resto de la poblacion. Mientras que al analizar
las manifestaciones clinicas de 29 pacientes, donde se tuvo en cuenta el nimero de sintomas
presentes, no se encontrd correlacién entre las manifestaciones clinicas y la presencia de
VTVs, la resistencia al metronidazol ni las relaciones genéticas basadas en el analisis por
RAPD (Snipes et al., 2000).

Hampl et al. (2001b), al estudiar el polimorfismo genético entre 10 aislamientos de T.
vaginalis mediante la técnica del RAPD, encontraron una correlacién entre el polimorfismo
genético y la presencia de Mycoplasma y la susceptibilidad al metronidazol. Pero, no
encontraron relacion con el origen geografico de los aislamientos, la infeccion de estos
aislamientos con VTVs, la clinica de las pacientes, ni con la virulencia ain después de

abordada al utilizar diferentes métodos “in vivo” (Hampl et al., 2001b).

Kaul et al. (2004), examinaron la posibilidad de diferenciar aislamientos sintomaticos de

aislamientos asintomaticos de T. vaginalis mediante la técnica del RAPD al utilizar 5
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cebadores al azar. Ellos observaron que los aislamientos sintométicos aparecian agrupados
dentro de dos grupos distintos, donde uno de los cuales se separa claramente de los

aislamientos asintomaticos (Kaul et al., 2004).

Xiao et al. (2006; 2008) por su parte, analizaron el polimorfismo genético de 28 aislamientos
de T. vaginalis procedentes de China y encontraron una asociacion entre el polimorfismo
genético y la resistencia de los aislamientos al metronidazol y la presencia de Mycoplasma,
estadisticamente significativa. Se demostro posteriormente que la presencia de M. hominis en
aislamientos de T. vaginalis variaba significativamente el perfil de bandas encontradas
mediante la técnica del RAPD; y por consiguiente en la interpretacion de los datos, de ahi la
necesidad de demostrar que los aislamientos a analizar estén libres de Mycoplasma, antes de
estudiar con rigor el polimorfismo genético y su asociacion con las manifestaciones clinicas de

las pacientes y caracteristicas bioldgicas de los aislamientos (Xiao et al., 2006; 2008).

Recientemente, Valadkhani et al. (2011) analizaron el polimorfismo genético mediante la
técnica del RAPD con 6 cebadores al azar en 40 aislamientos procedentes de pacientes iranies
sintomaticas y asintomaticas. Estos autores observaron que los aislamientos se distribuian en
dos grupos principales filogenéticamente e informaron la presencia de un marcador genético
de 1300 pb que estd presente en la mayoria de los aislamientos procedentes de mujeres
asintomaticas. La diferenciacion del polimorfismo genético entre aislamientos sintomaticos y

asintomaticos resulto ser estadisticamente significativa (Valadkhani et al., 2011).

Nuestro grupo de trabajo realizo el analisis del polimorfismo genético de 40 aislamientos de T.
vaginalis procedentes de adolescentes con 10 cebadores disefiados al azar, y obtuvo una
correlacion entre el polimorfismo genético y las manifestaciones clinicas en las pacientes
(Rojas et al., 2004a). A pesar de esto, el bajo numero de cebadores utilizados influyo en los
resultados de bootstrap de los dendogramas construidos, lo que hace necesario incrementar el

namero de cebadores al analizar este grupo de aislamientos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

Los reactivos y metodos comerciales utilizados en la realizacion de este estudio contaban con
el certificado de calidad para analisis y el listado de los mismos junto con su procedencia se

especifican en el Anexo 1.

3.2. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental y descriptivo, en el periodo de tiempo comprendido entre
enero del afio 2005 a agosto del afio 2011, en los laboratorios del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” (IPK).

3.3. Universo de trabajo

El universo de trabajo consistié en 40 aislamientos frescos de T. vaginalis que se obtuvieron a
partir de exudados vaginales provenientes de adolescentes atendidas en las consultas Infanto-
juvenil, de Interrupcion de embarazo y de ITS, de los Hospitales Ginecobstétricos “Eusebio
Hernandez” y “Ramén Gonzalez Coro” de La Habana en un periodo entre Junio del afio 1999
y Junio del afio 2001 (Rojas et al., 2003; 2004a,b). Las pacientes de donde procedian estos
aislamientos se encontraban libres de diferentes microorganismos estudiados tales como:
infecciones por Candida spp., vaginosis bacteriana, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Papilomavirus humano y VIH, los que se descartaron mediante la realizacion de

diferentes exdmenes ginecoldgicos y de laboratorio (Rojas et al., 2003; 2004a,b).

Para la realizacion del exudado vaginal, se utilizé un hisopo estéril, que se aplicé en los fondos
de saco uterino y resto de la cavidad vaginal. La muestra se coloc6 en un tubo de cristal

correctamente identificado que contenia 1 mL de solucion salina estéril al 0,9 %.
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Posteriormente, se centrifugé a 5000 g durante 7 min y se estudié el sedimento entre cubre y
portaobjeto para determinar la presencia o no de T. vaginalis. Este procedimiento se realiz6 en
los laboratorios de Microbiologia de los hospitales donde se tomé la muestra. En todos los
casos, la muestra se llevo a los laboratorios de investigaciones de la Vicedireccion de
Parasitologia del IPK, donde 100 uL del sedimento fueron sembrados en el medio TYI-S-33
(Diamond et al., 1978) en tubos de cristal con tapa de rosca y se incubaron a 37 °C
suplementado con suero de ternero sin calostro, descomplementado, y antibidticos. Para la
axenizacion se realizaron cambios sucesivos de medio suplementado con antibi6ticos (50

pg/mL gentamicina, 100 U/mL penicilina, 30 ug/mL estreptomicina) y antimicoticos (60

pug/mL nistatina).

Los precipitados de parasitos con menos de 10 pases después del aislamiento se conservaron
debidamente a -20°C en el Departamento de Parasitologia del IPK y fue el material parasitario

de partida para este estudio.

La aprobacién ética para obtener los aislamientos, con los cuales se realizaron los estudios de
caracterizacion bioldgica, fue aprobado por los Comités de Etica Médica del IPK y los
Hospitales Ginecobstétricos. Las pacientes se informaron sobre el estudio y se obtuvo el

consentimiento informado firmado por los pacientes y sus padres o tutores.

Los aislamientos se caracterizaron desde el punto de vista clinico, a partir de los sintomas y
signos encontrados en las pacientes, clasificados en asintomaticos y sintomaticos leves,

moderados y severos (Anexo 2) (Rojas et al., 2003).
3.4. Obtencion de acidos nucleicos

3.4.1. Obtencion total de acidos nucleicos (ADN/ARN)

Para la extraccion total de &cidos nucleicos (ADN, ARN) se utilizo el método de fenol-
cloroformo (Maniatis et al., 1990): 2x10° células de T. vaginalis en fase logaritmica del
crecimiento “in vitro” se lavaron con solucion salina amortiguadora (PBS, siglas en inglés
Phosphate buffered saline NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, fosfato de sodio dibasico 10 mM,
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fosfato de potasio monobasico 2 mM a pH 7,4). Se centrifugd a 8000 g por 10 mina 4 °C y el
sedimento se resuspendi6 en 300 uL de solucion amortiguadora de lisis (tris-HCI 50 mM pH
8,25; EDTA 25 mM, NaCl 25 mM, SDS a 1 %). La mezcla se traté durante 2 h a 56 °C con
100 pg/uL de proteinasa K (Boehringer Mannheim, Alemania) y seguidamente se realizaron
2 extracciones de proteinas con igual volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:
24 :1) y cloroformo-alcohol isoamilico (24 :1) con sus respectivas centrifugaciones a 8000 g
por 10 min a 4 °C. El material genético se precipité con 2 volimenes de etanol absoluto y 0,1
volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,3 durante toda la noche a -20 °C. El precipitado de
acidos nucleicos que se obtuvo por centrifugacion a 10000 g durante 20 min, se lavd con
etanol a 70 %, para ello se afiadié 400 pL de etanol 70 % y por centrifugacion a 9000 g
durante 10 min se obtuvo el precipitado, el que se secd a temperatura ambiente. Finalmente,
después de seco, el precipitado se resuspendio en 50 pL de solucion amortiguadora tris-EDTA
(TE) (tris-HCI 1 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0). Estos acidos nucleicos se utilizaron para
la deteccion de ARNdc y para obtener ADN gendmico.

3.4.2. Deteccion de ARNdc y ADN genomico mediante electroforesis en gel de agarosa

Se determind la presencia de los &cidos nucleicos a partir de 10 puL del material obtenido de la
extraccion total de &cidos nucleicos mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en
solucion amortiguadora tris borato EDTA (TBE 0,5 x) (tris-borato 0,045 M; EDTA 0,001 M)
que contenia bromuro de etidio (0,5 pg/mL). La electroforesis se efectudé en la cdmara de
electroforesis a un voltaje constante de 80 V durante 2 h con una fuente (Pharmacia LKB
Multidrive XL, Suecia). La visualizacién se realizd mediante exposicion del gel a luz
ultravioleta en un transiluminador (Macrovue 2011, Pharmacia LKB, Suecia). Se utiliz6 en la
electroforesis el marcador de peso molecular Lambda Hindlll (New England Biolabs, Reino
Unido).

3.4.3. Obtencion de ADN gendmico

Para la obtencion del ADN gendémico, 40 uL del volumen obtenido de la extraccion total de
acidos nucleicos se le adicioné 10 pg/mL de ARNasa H (Boehringer Mannheim, Alemania) y
se incubo durante 1 h a 37 °C con el propdsito de eliminar el ARN presente en la muestra.

Seguidamente, se elimino la enzima ARNasa H y el ARN presente con el empleo de un
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volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24 :1) y el sobrenadante correspondiente al ADN
gendmico se obtuvo por centrifugacion a 8000 g por 10 min, el mismo se conservé a —20 °C

hasta la realizacion de los estudios moleculares.

3.4.4. Determinacion de la concentracion y calidad del ADN gendmico

En todos los casos, la concentracion del ADN gendmico, se determind en un espectofotometro
(Spectrophotometer JASGO V-630, Tokio, Japon) mediante la lectura de su absorbancia a 260
nm. La cuantificacion se realizé a partir del principio de que 1 D.O. 260 nm = 50 ng de ADN
doble cadena.

Asi:

50 x dilucion x D.O.260 nm
Concentracionde =
ADN (ug/ plL) 1000

La lectura se realiz6 ademas a 280 nm, longitud de onda a la cual absorben las proteinas. Para
determinar la pureza del ADN se utilizo la siguiente relacion: D.O. 260 nm /280 nm en donde

la lectura debe estar entre 1,8 — 2,0.

La calidad del proceso de extraccion del ADN gendmico se determind igualmente mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en TBE 0,5 x que contenia bromuro de etidio (0,5
pg/mL), la electroforesis se efectud en la camara de electroforesis a un voltaje constante de
150 V durante 30 min con una fuente (Pharmacia LKB Multidrive XL, Suecia). La
visualizacion se realiz6 mediante la exposicion del gel a luz ultravioleta en un transiluminador
(Macrovue 2011, Pharmacia LKB, Suecia). Se utilizé en la electroforesis el marcador de peso

molecular Lambda Hindlll (New England Biolabs, Reino Unido).

3.5. Purificacion de los VTVs y obtencion de los ARNdc genomicos

Se realizo la purificacion de los virus a partir de los 40 aislamientos de T. vaginalis segun la
metodologia descrita por Khoshnan y Alderete (1993): 4 x 10° células de T. vaginalis en fase
logaritmica del crecimiento “in vitro” se resuspendieron en 30 mL de solucion amortiguadora
TNM (NaCl 150 mM, MgCl, 5 mM, Tris —-HCI 50 mM, pH 7,5). Las células en suspension se

sonicaron y los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 10000 g durante 30 min. El
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lisado se clarificd al menos dos veces a 10000 g por 20 min a 4 °C. Seguidamente, al lisado
celular se le afiadié 1 mL de sacarosa al 20 % preparada en solucién amortiguadora TNM, el
extracto crudo de virus se precipitd mediante ultracentrifugacion a 100000 g durante 2 h a 4
°C. El precipitado obtenido se resuspendié en 5 mL de solucion de TNM, equilibrado a una
densidad de 1,35 g/mL con CsCl y se centrifugd a 100000 g por 24 h a 4 °C. Se colecté 1 mL
de la fraccidn del precipitado de cada tubo, se concentro y desalinizé con solucién TNM con
filtros de Amicon ultra-15 a partir de las instrucciones del fabricante. EI ARN se extrajé de
140 pL del material retenido en el filtro Amicon por el método comercial QlAamp® viral

RNA mini kit (Qiagen Inc. EUA) a partir de las instrucciones descritas por el fabricante. La
contaminacion con ARN de simple cadena se elimind de la solucion de ARNdc mediante la
precipitacion a 10000 g durante 30 min a 4 °C después de su incubacién con LiCl 2 M a -20
°C por 30 min. A continuacion la solucién de ARNdc se incubé con LiCl 4M a -20 °C por 30
min seguido de una precipitacién a 10000 g por 30 min a 4 °C, con el objetivo de concentrar el
ARNdc. El precipitado obtenido se resuspendié en 50 pL de agua destilada estéril, lo que
constituyd la solucion de trabajo de ARNdc. La integridad del ARN viral se determind por

electroforesis en gel de agarosa al 1% (acépite 3.4.2).

3.6. Ensayo de sensibilidad del ARN obtenido de los VTVs

Para confirmar la naturaleza del ARN obtenido se evalu6 la sensibilidad del mismo frente a las
enzimas ADNasa y ARNasa. EI ARN viral (10 pL) se incub6 por 30 min con 1U de ADNasa |
(Sigma, St Louis, Masachusset, EUA) y con 0,5 pg/mL de ribonucleasa pancreatica (Sigma, St
Louis, Masachusset, EUA) en solucion amortiguadora 2 x SSC (Acetato de sodio 0,3 M;
citrato de sodio 0,03 M pH=7,4) y 0,01 x SSC a 37 °C. La integridad del ARN viral se
determind por electroforesis en gel de agarosa al 1 % (acépite 3.4.2).

3.7. Tipificacion de la especie de VTVs mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
con Transcripcion Reversa (RT-RCP)

A partir del ARNdc obtenido en el acapite 3.4, se determind la especie de VTVs presente en
los aislamientos de T. vaginalis. Para ello se utilizé la técnica de RT-RCP mediante el método

comercial Qiagen one-step RT-RCP (Qiagen, Hilden, Alemania) con cebadores especie-

especificos designados por Goodman et al. (2011a) (Tabla 2).
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Tabla 2. Cebadores especie-especificos utilizados en la RT-RCP para la tipificacion de
los VTVs.

Especie  Nombre del Secuencia 5-3° Posicion de  Talla del
de VTVs cebador los producto
nucleétidos® de la RCP

VTV1 VTV1F2875  ATTAGCGGTGTTTGTGATGCA  2875-2895 569pb
VTV1R3443 CTATCTTGCCATCCTGACTC 3443-3424
VTV2 VTV2F2461 GCTTGAGCACTGCTCGCG 2461-2478 625pb

VTV2 TCTCTTTTGGCATCGCTT 3085-3068
VTV3 VTV3F61 AAATTAATCAACACCCTCC 61-79 437pb
VTV3R482 CAGATCACTTTGTGTGTC 500-482
VTV4 VTV4F1338 ATGCCAGTTGCTTTCCG 1338-1354 514pb

VTV4R1834 TTCCCCAATAGTTATCAG 1851-1834

a- Posicion relativa a la hibridacion de los cebadores con relacion al alineamiento entre las secuencias

nucleotidicas de los VTVs informados en el banco de Genes.

La mezcla de reaccién (25 pL) contenia: solucién amortiguadora de RT-RCP coloreado 1 x
con 2,5 mM de MgCl,, soluciéon amortiguadora Q 1 x, 400 uM de cada dNTPs, 1L de mezcla
de las enzimas Ominiscript, transcriptasa reversa Sensiscripts y HotStar Tag ADN polimerasa
(Qiagen, Hilden, Alemania), 0,6 UM de cada cebador (Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia, CIGB, Cuba) y 5 puL del ARN extraido de los VTVs. Se incluy6é un control
negativo con todos los componentes de la RCP excepto el ARN, ademas de un control
negativo del proceso de extraccion de ARN. Los parametros en el termociclador fueron:
trascripcion reversa a 50 °C por 30 min y activacion de la HotStar Tag ADN polimerasa a 95
°C por 15 min; seguido de 40 ciclos correspondientes con 94 °C 30 seg — 50 °C 30 seg — 72 °C

1 min; y una extension final a 72 °C por 10 min (Goodman et al., 2011a).

El producto amplificado se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %, en
solucion amortiguadora TBE 0,5 x que contenia bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y se visualiz6
en un sistema compacto de imagenes de geles U:Genius (Syngene, Reino Unido). La presencia

de la banda especifica (Tabla 2) se tom6 como la confirmacion de la especie de VTVs en los
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aislamientos de T. vaginalis. Se utilizo en la electroforesis el marcador de peso molecular
Molecular Gene™ Ruler 100bp DNA ladder (MBI, Fermentas, Alemania).

3.8. Secuenciacion y analisis filogenético de los VTVs

3.8.1. Secuenciacion nucleotidica y analisis del genoma viral de los VTVs

Se secuencio el genoma viral completo de al menos un representante de cada una de las
especies de VTVs detectadas en los aislamientos. Para analizar la organizacion genémica de
los VTVs, se amplificaron fragmentos de ADNCc a partir del ARNdc, y estos fragmentos se

clonaron y secuenciaron.

El ADNc se sintetiz6 a partir del ARNdc obtenido en el acépite 3.5 donde se empled el

método comercial Access RT-RCP System (Promega, Madison, WI, EUA), con cebadores al

azar, OPA 1 al 5 (Operon Technologie, California, EUA) (Anexo 3) segun las instrucciones
del fabricante. El extremo 5 del genoma viral se amplifico al utilizar el sistema 5-RACE
(Amplificacion Réapida de los Extremos de ADNC), a partir de las instrucciones propuestas por
el fabricante (GibcoBRL, Invitrogen, EUA). Los fragmentos de la RCP se purificaron

mediante el método comercial QlAquick Gele Extraction Kit (Qiagen Inc, Hilden, Alemania),

a partir de las bandas obtenidas del gel de agarosa mediante un corte con bisturi estéril. El
ADN extraido se cloné en el vector pPGEM-T Easy (Promega Madison, EUA) y transformé en

células competentes de Escherichia coli JIM109 con el método comercial Qiagen PCR Cloning

Plus, segln las indicaciones de los fabricantes (Qiagen Inc., Hilden, Alemania). Las posibles
colonias recombinantes seleccionadas se cultivaron toda la noche en medio LB (medio de
Luria Bertani, sélido (10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl, 15 g de
bacto agar, y agua destilada hasta 1000 mL) suplementado con 100 pg/mL de ampicillin a 37
°C con agitacion. EI ADN plasmidico se purificé a través el método comercial QIAprep®

Spin Miniprep kit (Qiagen, Inc., Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Se

determinoé la presencia de ADN plasmidico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
(acapite 3.4.2).
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Para obtener las secuencias de los clones de ADNCc se utilizé el método comercial ABI
PRISM® BigDyeTM Terminator cycle sequencing Kit con los cebadores universales T7 y SP6
(PerkinElmer, Foster City, CA, EUA) y el secuenciador automatico ABI 3730 (PerkinElmer,

EUA). Se obtuvo la secuencia consenso de cada ADNc al emplear el programa Clustal X

(Thompsom et al., 1997) con ajuste manual.

El alineamiento de los productos de ADNc obtenidos por las diferentes estrategias de
amplificacion mediante el programa MEGA 5.05 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis
Version 5.05, Tamura et al., 2011, www.megasoftware.net) permitié obtener la secuencia

consenso del genoma viral de cada uno de los VTVs analizados.

Las proteinas “putativas” obtenidas a partir del genoma viral, correspondientes a las dos
proteinas que codifican los VTVs (CP y RdRp), se predeterminaron al utilizar el programa

OREF finder tool (bioinformatic.cecal.ula.ve/sms2/orf_find). EI peso molecular de las mismas y

el punto isoeléctrico (pl) se determinaron con el programa EXPASy

(ca.expasy.org/tools/pi_tool).

La similitud de los genomas virales obtenidos con otros genomas informados en el Banco de

Genes (en inglés, GenBank) se determind mediante el programa Blast (Basic Local Alignment

Search Tool, siglas en inglés; Alstschuld et al., 1997).

3.8.2. Andlisis filogenético de los VTVs obtenidos de los aislamientos cubanos de T.
vaginalis

Las secuencias aminoacidicas obtenidas de cada uno de los VTVs secuenciados
correspondientes a las proteinas CP y RdRp, se alinearon mediante el programa MEGA 5.05
con las secuencias de otros VTVs y otros miembros de la familia Totiviridae, previamente

publicados en el Banco de genes y cuyos codigos de acceso se muestran en el Anexo 4.

Este mismo programa se utilizé para construir los arboles filogenéticos mediante los métodos
basados en distancia y caracteres. Las distancia de las secuencias aminoacidicas

predeterminadas se determinaron al emplear el modelo de p-distance, y los arboles se
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construyeron mediante los métodos de Union al Vecino (NJ, siglas en inglés Neighbor-
Joining) (Saitou y Nei, 1987), Evolucion minima (Rzhetsky y Nei, 1992), Mé&xima Parsimonia
(Eck y Dayhoff, 1966; Fitch, 1971) y Maxima Verosimilidad (Maximum Likelihood)

(Felsenstein, 1981). EIl soporte de los grupos monofiléticos se determind por el método de

bootstrap (Felsenstein, 1985) con 2000 réplicas. De manera adicional se detectaron los grupos
de secuencias mediante el analisis de las redes filogenéticas inferidas de la distancia ML por el
método de Red Uniodn al Vecino (Neighbor-Net, en inglés), mediante el programa SplitsTree4
(Version 4.10, 2008) (Huson, 1998; Huson y Bryant, 2006).

3.9. Analisis del polimorfismo genético de los aislamientos de T. vaginalis y su asociacion

con la presencia de VTVs

3.9.1. Deteccion de aislamientos infectados con especies de la clase Mollicutes

Se detecto la presencia de especies de la clase Mollicutes, en especifico M. hominis en los
aislamientos de T. vaginalis mediante la RCP. La presencia de M. hominis u otros miembros
de esta clase en los aislamientos del parésito afecta los resultados del polimorfismo genético
obtenido por la técnica de RAPD vy las posteriores asociaciones que se realizaron en este

estudio.

Como controles positivos se utilizaron cepas de referencia de la clase Mollicutes: Mycoplasma
genitalium aislamiento R32G, M. hominis ATCC 23114, Ureaplasma urealyticum ATCC
27618, Ureaplasma parvum ATCC 2815, todos depositados en la coleccion del Departamento

de Bacteriologia del IPK.

Todos los aislamientos se evaluaron por el método de la RCP especifico para la clase
Mollicutes (Fernandez-Molina et al., 2003). En este estudio se utilizaron los cebadores MollF
y MolIR especificos para una region comun complementaria al ARN ribosomal 16S (Tabla 3).
La mezcla de reaccion (50 pL) contenia: solucién amortiguadora coloreado de la RCP 1 x
(CoralLoad PCR buffer, en inglés) con 1,5 mM de MgCl,, solucion amortiguadora Q 1 x, 200
UM de cada desoxinucledtido trifosfato (dNTPs), 1,25 U de HotStar Tag Plus ADN
polimerasa (Qiagen, Hilden, Alemania), 0,5 uM de cada cebador (Tabla 3) (CIGB, Cuba) y 5
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puL de ADN genomico (De cepas de referencia o de aislamientos de T. vaginalis). Se incluy6
un control negativo con todos los componentes de la RCP excepto el ADN, y dos controles
positivos que contenian 10 ng de ADN de M. hominis ATCC 23114 y U. urealyticum ATCC
27618, respectivamente. Los parametros en el termociclador fueron: desnaturalizacion inicial a
95 °C 5 min; seguido de 39 ciclos correspondientes con desnaturalizacion 94 °C 1 min —
hibridacion 55 °C 1 min — extension 72 °C 2 min; y una extension final a 72 °C por 10 min.
Los amplicones resultantes se analizaron mediante gel de agarosa a 2 % en solucién
amortiguadora TBE 0,5x que contenia bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y visualizado mediante
el sistema compacto de imagenes U:Genius (Syngene, Reino Unido). Se utilizd en la

electroforesis el marcador de peso molecular_ Molecular Gene™ Ruler 100bp DNA ladder

(MBI, Fermentas, Alemania).

La RCP mudltiple, descrita por Rodriguez et al. (2007) se utiliz6 para identificar las principales
especies dentro de la clase Mollicutes: M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum y U.
parvum, que estan relacionadas con algunas patologias del tracto urogenital (Rodriguez et al.,
2007). La RCP multiple se disefi6 para la identificacion simultanea de genes especificos para
M. genitalium (proteina de adhesién MgPa, 78pb), M. hominis (16S rARN, 280pb), U. parvum
(region especifica entre 16S y 23S rARN, 812pb) y U. urealyticum (ureasa, 418pb). Los
cebadores utilizados se describen en la Tabla 3. La mezcla de reaccion (50 pL) contiene:
solucién amortiguadora coloreado de RCP 1x que contiene 1,5 mM de MgCl,, solucion
amortiguadora Q 1 x, 200 uM de cada dNTPs, 1,25 U de HotStar Taq Plus ADN polimerasa
(Qiagen, Hilden, Alemania), 0,25 uM de cada cebador (CIGB, Cuba), y 5 pL de ADN
genoémico (De cepas de referencia o de aislamientos de T. vaginalis). Se incluyé un control
negativo con todos los componentes de la RCP excepto el ADN, y cuatro controles positivos
que contenian 10 ng de ADN de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum,
respectivamente. Los pardmetros en el termociclador fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 5 min; seguido de 35 ciclos correspondientes con desnaturalizacion 94 °C 30 seg —
hibridacion 55 °C 30 seg — extension 72 °C 1 min; y una extension final a 72 °C por 5 min. Los
amplicones resultantes se analizaron mediante un gel de agarosa al 2 % en solucidn
amortiguadora TBE 0,5x que contenia bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y visualizado a través

del sistema compacto de imagenes U:Genius (Syngene, Reino Unido). Se utilizd en la
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electroforesis el marcador de peso molecular Molecular Gene™ Ruler 100bp DNA ladder

(MBI, Fermentas, Alemania).

Tabla 3. Cebadores utilizados en las RCP para la deteccion de la clase Mollicutes y la

RCP multiple para la deteccion de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U.

urealyticum.
Clase o Cadigo Secuencia (5'-3") Talla del
Especie del producto
cebador de la RCP
Mollicutes  Moll F AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA 1500 pb
Moll R GGTAGGGATACCTTGTTACGACT
M. MgPaF GAGAAATACCTTGATGGTCAGCAA 78 pb
genitalium MgPaR GTTAATATCATATAAAGCTCTACCGTTGTTATC
u. uus2 CAGGATCATCAAATCAATTCAC 418 pb
urealyticum UUA2 CAT AAT GTT CCCCTT CGT CTA
U. parvum UPS CTACAT TAAATG TCG GCCCGAATGG 812 pb
UPSA TAG AAT CCG ACCATATGAATTTTTA
M. hominis  MH1 TGA AAG GCG CTG TAAGGC GC 280 pb
MH2 GTCTGC AATCATTTCCTATTG CAAA

3.9.2. Técnica de ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD)

Se emplearon un total de 30 cebadores, 10 de los cuales se disefiaron en nuestro laboratorio
(Tv-1 al Tv-10), para ello se tuvo en cuenta el disefio al azar con un contenido de G+C entre
60 y 70 % y con los extremos no complementarios (Steffen et al., 1999) y 20 provenian de la
serie OPA (OPA-1 al 20) (Operon Technologie inc, California, EUA) (Anexo 3).

En la reaccion de amplificacion del ADN se tuvieron en cuenta las cantidades de los
componentes de la mezcla de reaccion normalizada con anterioridad (Fraga et al., 2002). Asi
la amplificacion se realizé en un volumen final de 25 uL que contenia 2,5 pL de solucién
amortiguadora de amplificacion 10 x (Boehringer Mannheim, Alemania), 200 uM de cada
dNTPs (Boehringer Mannheim, Alemania), 25 pmol de cada cebador, 2 U de Taqg ADN
polimerasa (Boehringer Mannheim, Alemania) y 10 ng de ADN gendmico de los aislamientos
de T. vaginalis. Se incluy6 un control negativo en cada ensayo que contenia agua destilada en
lugar de ADN molde.
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Posteriormente, se procedié a realizar la reaccion de amplificacion del ADN en un
termociclador (Perkin Elmer, EUA), a partir del protocolo descrito por Vanéacova et al. (1997),
con el siguiente perfil de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguido
de 40 ciclos de: desnaturalizacion a 94 °C 1 min, hibridacion a 35 °C 1 min y extension 72
°C 2 min, con una extension final, después del ultimo ciclo, a 72 °C por 15 min. Para la
deteccion del producto, se analizaron 20 pL de cada mezcla resultante mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,2 %, preparado en solucién amortiguadora TBE 0,5x que contenia
bromuro de etidio 0,5 pg/mL. Se utilizé en la electroforesis los marcador de peso molecular 1
kb (Promega, EUA) y Molecular Gene™ Ruler 100bp DNA ladder (MBI, Fermentas,

Alemania). La presencia 0 ausencia de las bandas se determind visualmente con luz

ultravioleta al utilizar un transiluminador.

3.9.3. Andlisis del polimorfismo genético de los aislamientos

A partir de que en los marcadores RAPD el fenotipo dominante de un locus se considera como
la presencia de una banda, y el fenotipo recesivo es la ausencia de esa banda, los individuos se
compararon fenotipicamente en cada locus. El andlisis se realizd6 mediante la clasificacion de
las bandas como presentes (1) o ausentes (0) para cada aislamiento, a partir de lo cual se
construyé una matriz binaria. El inverso del coeficiente de similitud de Jaccard (Sj,
modificado por Sneath, 1957) se calculé de la manera siguiente: Sj= 1-a/(a+b+c) donde a
representa el nimero de bandas compartidas entre los dos aislamientos, b representa el nimero
de bandas presentes en el aislamiento 1 y ausentes en el 2, ¢ representa el niUmero de bandas
ausentes en el aislamiento 1 y presentes en la 2, como resultado se obtuvo una matriz de
distancia a partir de la cual, mediante la estrategia de agrupaciones (UPGMA), se
construyeron los dendogramas, con el empleo de un paquete de programa FreeTree, version
0.9.1.59 (Pavlicek et al., 1999) basados en los resultados obtenidos con los 30 cebadores. El

analisis de bootstrap se realizd con 1000 replicas.

3.9.4. Prueba estadistica de concordancia de arboles
La correspondencia entre la presencia de VTVs con su posicion en el arbol obtenido mediante
el andlisis del RAPD, asi como las manifestaciones clinicas en las pacientes con el andlisis del

polimorfismo genético, se estimo a traves de la Prueba de Permutacion de Probabilidades de 1
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cola (Permutation Tail Probability Test) (Adams y Anthony, 1996). La distancia media entre

hermanos OTU (cepas hermanas o ramas hermanas en un arbol) se calculd del arbol
genealdgico obtenido por los datos del RAPD mediante el método del NJ. Después, 100,000
arboles se generaron por permutacion al azar de las ramas apicales. Para cada arbol
permutado, se calculd la distancia media entre hermanos (OTU) y esta distancia se comparé
con la distancia media del arbol genealdgico inferido. Si la distancia media del arbol
genealdgico inferido cayd 5 % de las distancias menores de los &rboles permutados, se
consider6 que existié correspondencia entre la propiedad bioldgica analizada con la posicion
del aislamiento en el arbol filogenético estadisticamente significativa. La prueba se realizé con
el programa Treept (Flegr y Zaboj, 1998). Para determinar la concordancia con la infeccién
con VTVs se tuvo en cuenta la presencia como 1 y la ausencia 0. En el caso de la
concordancia con la clasificacién de los aislamientos a partir de las manifestaciones clinicas
en las pacientes, se le asign6 1 a los aislamientos de pacientes sintomaticos y 0 a los

provenientes de pacientes asintomaticos.

3.10. Caracterizacion genética de marcadores de RAPD asociados a la virulencia

3.10.1. Clonaje y secuenciacion de los fragmentos de RAPD
Los fragmentos de RAPD-RCP seleccionados como marcadores genéticos de RAPD
asociados a la virulencia, se cortaron del gel de agarosa con un bisturi estéril, después de

extraidos se purificaron al utilizar el método comercial QIAquick Gel Extraction Kit mediante

las instrucciones de los fabricantes (Qiagene, Hilde, Alemania).

Los fragmentos de la RCP se usaron como molde para la re-amplificacién con los cebadores
especificos con vistas a confirmar el fragmento correcto. El producto de la RCP purificado se

clond directamente en el vector pGEM-T Easy (Promega Madison, EUA) a partir de las

instrucciones descritas por el fabricante. Los recombinantes de ADN se usaron para
transformar las celulas competentes de E. coli JM109. Los recombinantes se identificaron
como colonias blancas en placas LB con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactdsido) e
IPTG (siglas en inglés de isopropil-B-D-tio-galactosido). Las colonias recombinantes

transformadas producto del tamizaje por RCP se tomaron y se adicionaron en 20 pL de agua
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estéril calentandose a 100 °C por 5 min. Se utiliz6 1,2 pL de esta solucion en la reaccion de
amplificacion con el cebador que le dio origen. EI ADN de los plasmidos se aislo de los
recombinantes mediante el método comercial de QIAprep Spin Plasmid Kit (Qiagen, Hilde,

Alemania) segun el protocolo estandar que proporciona el fabricante. Una alicuota del
plasmido de ADN purificado (5 pL) se analizd nuevamente por la RCP mientras que otra
alicuota se digirio con las enzimas de restriccion Sall y Ncol (Fermentas, St Leon Rot,
Alemania). El pldsmido recombinante se secuencié al emplear el método comercial ABI
PRISM® BigDyeTM Terminator cycle sequencing kit (PerkinElmer, Foster City, CA, EUA)

con el juego de cebadores T7 y SP6 mediante el secuenciador automatico ABI 3730 (Perkin

Elmer). Se obtuvo la secuencia consenso de cada producto de RAPD, a partir del alineamiento
de las secuencias de ambas cadenas, mediante el programa Clustal X (Thompsom et al., 1997)

con ajuste manual.

3.10.2. Anélisis de las secuencias
A partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas se determinaron los ORF que predicen las
secuencias aminoacidicas deducidas, mediante el programa ORF finder tool

(bioinformatic.cecal.ula/sms2/orf_find). Las secuencias nucleotidicas y las secuencias
aminoacidicas deducidas de cada uno de los marcadores genéticos de RAPD se compararon
con la secuencias nucleotidicas y aminoacidicas disponibles en la base de datos del Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI, siglas en ingés National Center for

Biotechnology Information, Estados Unidos) mediante los programas Blastn y Blastp,

respectivamente, (Basic Local Alignment Search Tool; Alstschuld et al., 1997) disponibles en

la p4gina web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST del NCBI. Las secuencias alineadas tanto

para las secuencias nucleotidicas como aminoacidicas, se consideraron con importancia
biolégica cuando presentaban un valor E (E-value) por debajo de 10™ para secuencias

nucleotidicas y por debajo de 107 para las secuencias aminoacidicas (Hsiang y Baillie, 2005).

3.11. Relacion entre la presencia de VTVs y su especie con el nivel de adhesion de los
aislamientos de T. vaginalis a las células HeLa
Los niveles de adhesion a las células HelLa se midieron en los aislamientos de T. vaginalis

positivos 0 no a VTVs, segun la especie de VTVs y segun la clasificacion de los aislamientos
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en funcion de las manifestaciones clinicas de las pacientes. Los valores de adhesion a células
HeLa de los aislamientos fueron obtenidos en un trabajo previo de nuestro grupo de
investigacion (Rojas et al., 2004b). Estos datos se almacenaron para ser procesados en el
paquete de programas GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San.
Diego Cal. EUA).

Después de realizados los ensayos de normalidad descritos por Shapiro-Wilk, y D'Agostino y
Pearson, se compararon las medianas de los niveles de adhesion del grupo de parésitos
infectados con virus, con los niveles de adhesion de los parasitos no infectados con virus. Se
compararon ademas los niveles de adhesion de los aislamientos infectados con VTV-1 con los
aislamientos infectados con VTV-2. De igual forma, finalmente se compararon la mediana de
adhesion de los aislamientos en funcion de la clasificacion clinica de los aislamientos (leve,

moderado, severo). En todos los casos se utilizd la prueba U de Mann-Whitney y las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de P fue menor que
0,05.

3.12. Relacién entre la presencia de VTVs y las manifestaciones clinicas de las pacientes

Los datos clinicos de las pacientes y la presencia o ausencia de VTVs en los respectivos
aislamientos, se recogieron y almacenaron para ser procesados en el paquete de programas
EPIINFO, version 6,04 (Dean et al., 2004). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante
pruebas de proporciones para comparar los porcentajes. La prueba exacta de Fisher se uso para
comparar los porcentajes cuando el nimero de casos analizados fue escaso. Se crearon tablas
de contingencia con el fin de realizar el anlisis de regresién logistica entre los aislamientos de
pacientes sintomaticas y las pacientes asintomaticas en general, asi como para cada uno de los
sintomas, y se tom6 como referencia el grupo de individuos asintomaticos en general y para
cada sintoma. Se empled también el calculo de la oportunidad relativa (Martin-Moreno y
Banegas, 1997) o razon de los productos cruzados (OR). En todos los casos las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de P fue menor que 0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Presencia y tipificacion de los VTVs en aislamientos cubanos de T. vaginalis

La electroforesis en gel de agarosa mostré la presencia de ARNdc obtenido de la extraccion
total de &cidos nucleicos (Figura 4A) y la purificacion de los virus presentes en los 40
aislamientos analizados, permitié detectar un fragmento de aproximadamente 4,6 kpb
correspondiente al ARNdc gendmico de los VTVs en 22 de ellos (Figura 4B). El porcentaje de

aislamientos infectados con VTVSs en nuestro estudio resulté ser de 55 %.
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Figura 4. A: Electroforesis en gel de agarosa (1 %) de los acidos nucleicos procedentes de 40 aislamientos frescos de T. vaginalis. B:
Electroforesis en gel de agarosa (1 %) del ARNdc viral obtenido de los virus purificados a partir de los 40 aislamientos de T.
vaginalis. Carril MM*: Marcador de peso molecular 1 kb (Promega, EUA). MM?: Marcador de peso molecular Lambda HindIl1I
(New England Biolabs, Reino Unido). En cada carril se representa el aislamiento utilizado. La flecha continua indica la posicion del

ARN(dc, la discontinua con circulos el ARN y la discontinua con cuadrados el ADN genémico.
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La estabilidad del genoma de los virus frente a la digestion con ADNasa | confirmé que la
naturaleza de los mismos es ARN. La estabilidad a la presencia de ribonucleasa en solucién
amortiguadora con alta fuerza ionica (2 x SSC) y la susceptibilidad a solucién amortiguadora
con baja fuerza ionica (0,01 x SSC) permitieron verificar que la naturaleza del ARN viral es
de doble cadena. La Figura 5, muestra el comportamiento frente a las digestiones con ADNasa

I y ARNasa de 3 de los fragmentos gendmicos virales purificados.

MM A170 c76 €351
23130 bp ——
9416 bp ——
6557 bp ——
4361bp ——
2322 bp
2027 bp ——
564 bp
125 bp
ADNasa | - + - - - + - - - + - -
ARNasa | - - + + - - + + - - + +
SSC (X) 0,01 2 0,01 2 0,01 2

Figura 5. Sensibilidad del ARN obtenido en 3 de los aislamientos de VTVs seleccionados
al azar frente a las enzimas ADNasa | y ARNasa. MM: Marcador de peso molecular
Lambda Hindlll (New England Biolabs, Reino Unido). En cada carril se representa el
aislamiento de T. vaginalis de donde procedian los ARN. En la parte inferior del gel se
sefiala la digestion con ADNasa o ARNasa en presencia de soluciéon amortiguadora con
alta fuerza ionica (2 x SSC) y a solucion amortiguadora con baja fuerza ionica (0,01 x

SSC). + si se digirio y — si no se digirio.

En la Figura 6, se muestran los resultados de la tipificacion de cada uno de los aislamientos del
parasito. Se detectaron 22 aislamientos positivos a VTVs todos infectados con la especie de
VTV 1 y/o 2, seis infectados solamente con la especie VTV-1 (27,3 %), 13 infectados con la
especie de VTV-2 (59,1 %) y en tres aislamientos se evidencio la presencia de doble infeccién
de VTV -1y -2 (13,6 %).

ARNdc
4,6 kpb
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VTV-1
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VTV-2
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VTV—3
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bp
500
437 pb

VTV-4

MM C91 (€129 C175 C237 C239 (€350 C353 C356 C358 C361 A59 A163 A170 A185 C12 C15 (98 (334 C344 A5 A42 C147 C76 C190 A69 (240 C247 C187 C206 A47 A66 C308 C313 C173 €348 €349 C355 €351 €352 CN

Figura 6. Amplificacion mediante la RT-RCP de fragmentos especie especificos para la tipificaciéon de los VTVs. La
electroforesis en gel de agarosa al 2 % muestra la amplificacion con cebadores especificos para cada especie VTV-1, VTV-2,
VTV-3 y VTV-4. MM: Marcador de Peso Molecular Gene™ Ruler 100bp DNA ladder (MBI, Fermentas, Alemania). CN:
Control negativo RT-RCP. En cada carril se representa el aislamiento de T. vaginalis. La flecha indica los aislamientos con co-
infeccion de VTVs.

b
ggg“ -

_514 ’

Capitulo: Resultados

o1
~



Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacion con la virulencia

4.2. Caracterizacion y analisis de la secuencia genomica de tres aislamientos de VTVs

Tres VTVs, correspondientes a los aislamientos C344, C76 y C351 se seleccionaron para
realizar la secuenciacion completa del genoma viral. Estos representan las dos especies de
VTVs encontradas en los aislamientos estudiados y corresponden a cada uno de los tres grupos
en los que se clasificaron los aislamientos sintomaticos, a partir de las manifestaciones clinicas
de las pacientes. Asi se selecciond C344, un aislamiento clasificado como leve y que solo
mostrd la presencia de la especie de VTV-1; el aislamiento C76, clasificado como moderado,
que mostrd la presencia de la especie de VTV-2 y el aislamiento C351, clasificado como

severo, que mostro igualmente la presencia de la especie VTV-2 (Figura 6, Anexo 2).

Se determino el genoma completo de los VTV-C344, VTV-C76 y VTV-C351 cuya talla fue
de 4,657, 4,689 y 4,686 nuclettidos, respectivamente. Estas secuencias se publicaron en el
Banco de Genes bajo los siguientes nimeros de acceso: JF436869, JF436870 y JF436871.

El porcentaje de identidad de ARNdc genémico del VTVs purificado a partir del aislamiento
C344 fue de 82,9 %, al compararse con el genoma de los aislamientos correspondientes a la
especie VTV-1 (VTV1-1, VTV1-T5, VTV1-IH2, VTV1-Changhun, VTV1-UH9, VTV1-UR1,
VTV1-0OC3, VTV1-0C4 y VTV1-OC5). Ademéas se observo una region conservada en el
extremo 3’-terminal (secuencia de 9-nts—-UAUACCUUC- de la cadena positiva) que se
informd previamente para esta especie de virus. Igualmente, se presentd en el extremo 5°-
terminal de la cadena positiva una region conservada de 7-nts (5"- CAACAUU-3"), presente

en todos los aislamientos VTV-1 gque se encuentran en el Banco de Genes.

El ARNdc gendémico de VTVs purificados a partir de los aislamientos C76 y C351 mostr6 una
identidad de secuencia de 84,7 y 84,1 % respectivamente, con el genoma de la especie VTV-2
(VTV2-1, VTV2-UR1, VTV2-OC3 y VTV2-OC5) (Tabla 4). Ademas, se identificaron las
regiones conservadas, previamente informadas para VTV-2 en el extremo 5 -terminal (5-nts —
GCUUU-) y 3"-terminal (3-nt —GUC-) de la cadena positiva.
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Tabla 4. Identidad de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de CP y RdRp de los VTVs publicados en el Banco de Genes

y las nuevas secuencias obtenidas en este trabajo.

Secuencia nucleotidica Secuencia aminoacidica
CP RdRp
Identidad (%) Identidad (%0) Identidad (%)
VTV1? VTV2® VvTV3® vTv4? vTvi® vTv2" vTv3® vTv4a" vTvl vTv2 vTv3e vTv4!
VTV-C344 829 415 407 399 86 195 157 194 855 30,1 291 314
VTV-C76 399 847 477 464 180 844 308 288 280 843 431 431
VTV-C351 39,6 841 468 456 189 837 306 285 272 814 41,7 412

En negritas los mayores valores de identidad.

% Valor medio de la identidad con VTV1-1(U08999), VTV1-T5(U57898), VTV1-IH2(DQ270032), VTV1-Changhun(DQ528812), VTV1-UR1 (HQ607513), VTV1-UH9
(HQ607516), VTV1-0C3 (HQ607517), VTV1-0OC4 (HQ607521) y VTV1-OC5 (HQ607523).

® \alor medio de la identidad con VTV2-1(AF127178), VTV2-UR1 (HQ607514), VTV2-OC3 (HQ607518) y VTV2-OC5 (HQ607524).

¢ Valor medio de la identidad con VTV3-1(AF325840), VTV3-UR1 (HQ607515), VTV3-OC3 (HQ607519) y VTV3-OC5 (HQ607525).

4 Valor medio de la identidad conVTV4-1 (HQ607522), VTV4-OC3 (HQ607520) y VTV4-OC5 (HQ607526).

¢ Valor medio de la identidad con VTV1-1(NP_620729), VTV1-T5(ACC55468), VTV1-IH2(ABC86750) y VTV1-Changhun (ABF577112), VTV1-UR1 (AED99811), VTV1-
UH9 (AED99813), VTV1-0OC3 (AED99815), VTV1-0C4 (AED99817) y VTV1-OC5 (AED99819).

fValor medio de la identidad con VTV2-1(NP_624322), VTV2-UR1 (AED99805), VTV2-0C3 (AED99807) y VTV2-OC5 (AED99809).

9 Valor medio de la identidad con VTV3-1(NP_659389), VTV3-UR1 (AED99799), VTV3-0OC3 (AED99801) y VTV3-0OC5 (AED99803).

" Valor medio de la identidad con VTV4-1 (AED99795), VTV4-OC3 (AED99793) y VTV4-OC5 (AED99797).

"Valor medio de la identidad con VTV1-1(AAA62868), VTV1-T5(AAC55469), VTV1-IH2(ABC86751) y VTV1-Changhun(ABF57713), VTV1-UR1 (AED99812), VTV1-UH9
(AED99814), VTV1-OC3 (AED99816), VTV1-OC4 (AED99818) y VTV1-OC5 (AED99820).

IValor medio de la identidad con VTV2-1(NP_624323), VTV2-UR1 (AED99806), VTV2-OC3 (AED99808) y VTV2-OC5 (AED99810).

K Valor medio de la identidad con VTV3-1(NP_659390), VTV3-UR1 (AED99800), VTV3-OC3 (AED99802) y VTV3-OC5 (AED99804).

"'Valor medio de la identidad con VTV4-1 (AED99796), VTV4-OC3 (AED99794) y VTV4-0OC5 (AED99798).
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La secuencias de proteinas deducidas de la cadena positiva del ARN del genoma del VTV-

C344 predice un solapamiento de dos ORFs (ORF1 y 2), acoplados con un evento de corrida

del marco de lectura ribosomal en la cadena viral positiva (Figura 7).

VTV-C344
1 288 2308 2324 4578 4657
|
L, | ORF1 | |
UTR ORF2 .
VTV-C76
1 305 1284 1790 1809 2317 24402510 4620 4689
| | | |
| f ORE1 | I
5 ORE2 ¥
VTR ORF3 (ljRF4| | VTR
VTV-C351
1 305 1128 17781806 2314 2337 2507 4617 4686
| | | |
| . | ORF1 | — - |
VTR ORFE3 <|Z)RF4 | oTR

Corrida del marco de lectura ribosomal

LGGGCCCC...

1

Figura 7. Diagrama de codificacion de los genomas virales de VTV-C344, C76 y C351.

Marco abierto de lectura (ORF) 1 (Proteina de la capside, CP) y 2 (ARN polimerasa

ARN dependiente, RdRp). En cada virus la RdRp se expresa como una fusion CP/RdRp

seguido de la corrida del marco de lectura ribosomal que se indica. Las regiones no

codificantes 5" y 3" (UTR siglas en inglés untranslated region) se indican en la figura.
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El ORF1, en el marco de lectura 1, de VTV-C344 contiene 678 residuos de aminoacidos,
comienza con metionina en el primer codon, con un valor predictivo de pl de 7,0 y un peso
molecular estimado de 75 kDa. La secuencia de proteinas comparte una similitud por encima
de 85,6 % con la CP de los aislamientos de la especie de VTV-1 (Tabla 4). Las tres regiones
polipeptidicas conservadas en todas las secuencias CP de los VTVs (Bessarab et al., 2011), se
encontraron presentes en la proteina deducida (Anexo 5). El analisis de la secuencia

aminoacidica y la identidad de la proteina indica que el ORF1 codifica la CP viral.

El ORF2, en el marco de lectura 3, el cual se solapa con el ORF1, comienza por valina y
termina en un coddén 80 nucledtidos antes del extremo 3'-terminal. No obstante, el primer
codon de metionina (2,374- 2,376 nt) se localiz6 en la posicion 23 en este ORF (Figura 7).
Este ORF codifica 756 residuos aminoacidicos con un valor predictivo de pl de 8,16 y un peso
molecular estimado de 85,9 kDa. EI ORF2 comparte una identidad por encima del 85,5 % con
la proteina RdRp de los aislamientos de la especie VTV-1 (Tabla 4). Las 8 regiones
polipeptidicas conservadas cortas que se describen para las secuencias de RdRp en la familia
Totiviridae (Routhier y Bruenn, 1998; Bessarrab et al., 2000), se encuentran presentes en la
proteina deducida (Anexo 6). El andlisis de la secuencia aminoacidica del ORF2 mostro que se

corresponde con una proteina RdRp putativa.

La region conservada de 7 nucleétidos CCTTTTT (2,312-2,318 nt) (splippage heptamer, en

inglés), que permite el corrimiento del marco de lectura ribosomal para la traduccion de la
RdRp se identifico dentro de los 17 nt de solapamiento entre CP-RdRp, (2,308 - 2,324 nt) y
esta se corresponde con una region putativa conservada entre todos los genomas procedentes
de aislamientos correspondientes a la especie de VTV-1 (Figura 7) (Tai e Ip, 1995; Su y Tai,
1996; Kim et al., 2007; Goodman et al., 2011a,b).

Si se tiene en cuenta el resultado de la identidad de las secuencias, las regiones conservadas en
los extremos 57y 3"-terminal, la caracterizacion del genoma, la prediccion aminoacidica, y la
tipificacion mediante la RT-RCP (Figura 6) el aislamiento VTV-C344 se puede clasificar
como especie tipo VTV-1y se nombré como VTV1-C344.
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La secuencia de proteinas deducidas de la cadena positiva del ARN del genoma del VTV-C76
y VTV-C351 predicen igualmente un solapamiento de dos ORF (ORF1 y 2) acoplado con un
evento de corrida del marco de lectura ribosomal en la cadena viral positiva (Figura 7). Los
ORF1 del VTV-C76 y VTV-C351 en el marco de lectura 2, codifican 711 y 710 residuos de
aminoacidos, comienzan por el codén de metionina, con valores predictivos de pl de 8,54 y
6,62 y pesos moleculares estimados de 79,3 y 79,1 kDa, respectivamente. Las secuencias de
proteinas muestran un porciento de identidad con la CP de los aislamientos de la especie
VTV-2 de 84,4 y 83,7 %, respectivamente (Tabla 4). Los tres polipéptidos cortos conservados
entre las CP de los VTVs (Bessarab et al., 2011), estan presentes en las secuencias de las
proteinas predichas. Ademas, estan presentes otras 3 regiones motivos (motif, en inglés)
conservadas dentro de las CPs, que solamente se encuentran en los VTV-2 y -3 (Anexo 5)
(Bessarab et al., 2011). La identidad de las proteinas indica que los ORF1 de los dos virus

codifican la CP viral.

Los ORF2 de VTV-C76 y VTV-C351 (2,314-4,617 nt) en el marco de lectura 1, comienza con
una arginina y termina en un codon de terminacién, 70 nt del extremo 3'-terminal, sin
embargo, el primer codon de metionina se encuentra localizado en la posicion 21 de este ORF
(2,377-2,379 nt y 2,374-2,376 nt, para VTV-C76 y VTV-C351, respectivamente) (Figura 7).
Estos contienen 767 residuos de aminoacidos con un valor predictivo de pl de 9,38 y 9,13 y un
peso molecular estimado de 87,3 y 87,8 kDa, respectivamente. EI ORF2 de ambos VTVs
muestra una identidad por encima de 81,4 % con la proteina RdRp de los aislamientos
correspondientes a la especie VTV-2 (Tabla 4). Las 8 regiones polipeptidicas conservadas
encontradas en todas las secuencias de RdRp de la familia Totiviridae, se encuentran presentes
en las proteinas predichas (Routhier y Bruenn, 1998; Bessarab et al., 2000) (Anexo 6). La

secuencia deducida del ORF2 en ambos virus mostro que es una RdRp putativa.

Dentro de los 124 nt de solapamiento entre los genes CP y RdRp (2,317-2,440 nt y 2,314-
2,437 nt para VTV-C76 y VTV-C351, respectivamente), se encontré presente una region
conservada de 7 nucledtidos (GGGCCCC) informados para los genomas de VTV-2 que

permite el corrimiento del marco de lectura ribosomal para la traduccion de la RdRp presente
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacion con la virulencia

en ambos aislamientos en la posicion 2,392-2,398 nt y 2,389-2,395 nt (Figura 7) (Bessarab et
al., 2000; Goodman et al., 2011a,b).

Dos ORF extras, descritos previamente en los genomas de los VTV-2, se encontraron
presentes en ambos genomas virales. EI ORF3 en el marco de lectura 3, comienza con el
coddn de metionina en los VTV-C76 (1,284-1,790 nt) y VTV-C351 (1,128-1,787 nt). La masa
molecular estimada es de 18,6 y 24,5 kDa y un valor predictivo de pl de 9,84 y 10,85,
respectivamente. EI ORF4 en el marco de lectura 3, localizado corriente abajo (downstream,
en inglés) del ORF3, se inicia con el codon de metionina en los VTV-C76 (1,809-2,510 nt) y
VTV-C351 (1,806- 2,507 nt), tiene un peso molecular estimado de 25,3 kDa y un valor
predictivo de pl de 11,05. Estas proteinas no tienen similitud con proteinas secuenciadas e

incluidas en el Banco de Genes.

Si se tiene en cuenta el resultado de la identidad de las secuencias, las regiones conservadas en
los extremos 5y 3"terminal, la caracterizacion del genoma, la prediccion aminoacidica, y la
tipificacion mediante la RT-RCP (Figura 6), los aislamientos VTV-C76 y VTV-C351 se
pueden clasificar especie tipo VTV-2 y entonces se nombraron como VTV2-C76 y VTV2-
C351.

4.3. Andlisis filogenético de los VTVs y la familia Totiviridae

Para evaluar las relaciones evolutivas entre los genomas de los VTVs aislados de T. vaginalis
procedentes de Cuba y los aislamientos de VTVs previamente informados, y de ellos en
relacion con el resto de los miembros de la familia Totiviridae, se analizaron las secuencias de
proteinas de los genomas de los VTVs y del resto de los miembros de la familia Totiviridae
(Anexo 4).

Las relaciones filogenéticas derivadas del analisis de las secuencias completas concatenadas
de la CP y RdRp, al utilizar el método de NJ, se muestran en la Figura 8. Cuatro grupos
monofiléticos se muestran dentro del arbol obtenido. Uno corresponde a los VTVs, otro
agrupa a los Victorivirus, Leishmaniavirus y Eimeria brunetti virus, otro agrupa a los virus del

género Totivirus y otro corresponde a los Giardiavirus. El virus Eimeria brunetti ARA 1
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacion con la virulencia

(EbV1) se identifica en el arbol filogenético como un taxdén independiente entre los
aislamientos de Leishmaniavirus y Victorivirus, mas estrechamente relacionado con

Victorivirus.

Los VTVs forman un grupo monofilético separado con un alto valor de bootstrap (100%),
distinguible del resto de los virus de la familia. Dos grupos principales se pueden reconocer
dentro del grupo Trichomonasvirus, un grupo corresponde con los aislamientos reconocidos
como especie VTV-1y otro grupo con los aislamientos correspondientes a las especies VTV-

2, 3y 4. Dentro de este ultimo grupo cada especie de VTVs se agrupa con alto valor de

bootstrap (100%).

En la Tabla 5 se muestra la matriz de los valores de distancia p y el porciento de similitud
entre los cuatro grupos monofiléticos que se observan dentro de los VTVs. Los valores de
distancia p mayores que 0,4 y los porciento de identidad por debajo del 60 % apoyan el hecho

de que cada uno de estos grupos constituye una especie dentro de los VTVs.

Tabla 5. Matriz de distancia genética y similitud entre las secuencias nucleotidicas de los
VTVs correspondiente a los cuatro grupos monofiléticos encontrados dentro de los

Trichomonasvirus.

VTV-1 VTV-2 VTV-3 VTV-4

VTV-1 00,1451 24,3 23,2 26
85,5 %
VTV-2 0,7574 0,1398 38,6 37,6
86,0 %
VTV-3 0,7682 0,6142 0,1084 56,1
89,2 %
VTV-4 0,7400 10,6243 0,4395 0,0811
91,9 %

Distancia genética: valores por debajo de la diagonal
Similitud (%): valores por encima de la diagonal

Diagonal: Distancia genética e identidad (%) dentro de cada grupo de VTVs
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Los aislamientos de la especie VTV-2 se encuentran relacionados con las especies VTV-3 y -
4. Por su parte los aislamientos de la especie VTV-4 estan mas relacionados con la especie
VTV-3, que con la especie VTV-2.

En el arbol filogenético se observa como el aislamiento VTV-C344 se encuentra dentro del
grupo de los aislamientos correspondientes a la especie VTV-1 (1-1, IH2, T5, Changhun,
UH9, UR1, OC3, OC4 y OC5) con un valor de bootstrap de 100% y los aislamientos VTV-
C76 y C351 se agrupan con los genomas correspondientes a la especie VTV-2 (2-1, UR1,
OC3y 0OC5), también con un alto valor de bootstrap (100%).

Todos estos grupos también se verificaron al utilizar los métodos de Méxima verosimilidad
(Figura 9), Evolucion Minima (Anexo 7) y Maxima Parsimonia (Anexo 8) lo que indica que
los grupos obtenidos son robustos y no dependen del modelo evolutivo seleccionado para la

construccion del arbol filogenético.

Las redes filogenéticas obtenidas al utilizar las mismas secuencias que la Figuras 8 y 9 se
muestran en la Figura 10. Los grupos que se identificaron al utilizar el anlisis filogenético
convencional también se obtuvieron por el analisis de las redes. Al interior del grupo de
aislamientos de VTVs quedaron bien definidos los 4 grupos que se correspondieron con las
especies VTV-1, 2,3y 4.
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Figura 8. Arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas de CP y RdRp de los VTVsy

otros miembros de la familia Totiviridae (listados en el Anexo 4) obtenido por el método

de Union al Vecino. En negritas se destacan las secuencias de VTVs que se informan en

este trabajo. Los valores sobre las ramas son los valores bootstrap.
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Figura 9. Arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas de CP y RdRp de los VTVsy

otros miembros de la familia Totiviridae (listados en el Anexo 4) obtenido por el método

de Méaxima Verosimilidad. En negritas se destacan las secuencias de VTVs que se

informan en este trabajo. Los valores sobre las ramas son los valores bootstrap.
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Figura 10. Red filogenética de las secuencias aminoacidicas de CP y RdRp de los VTVsy

otros miembros de la familia Totiviridae mostrados en el Anexo 4, obtenidos por el

método de Red de Union al Vecino (NeighborNet).

4.4. Andlisis del polimorfismo genético de los aislamientos de T. vaginalis mediante la

técnica del RAPD vy su asociacion con la presencia de VTVs

4.4.1. Extraccion de ADN gendmico de aislamientos de T. vaginalis

En la Figura 11 se observa el ADN extraido de todos los aislamientos. Como podemos
observar el ADN se obtuvo con buena calidad, pureza y concentracion y no se observo
degradacion ni contaminacion con ARN. Ademas, se demostro que el ADN esta libre de
inhibidores de la RCP, al utilizar algunos de los ADN aislados como molde en la reaccion del

RAPD. En todos los casos se obtuvieron patrones de bandas (datos no mostrados). EI ADN
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obtenido de cada uno de los aislamientos se utilizo para la deteccion de especies de la clase

Mollicutes y la caracterizacion genética mediante la técnica del RAPD.

C91 Cl129 C175 C237 C239 C350 C353 C358 C356 C361 A59 Al163 Al70 A185 C9 C12 CI15 C98 C334 C344 A5 A42 Cl47 C76 A69 C190 C240 C247 C187C206 A47 A66 C308 C313 C173 C348 C349 C355 C351 C352

Figura 11. Electroforesis que muestra el ADN genomico de los 40 aislamientos de T.
vaginalis separados mediante electroforesis en gel de agarosa a 0,8 % Yy visualizados con
bromuro de etidio y luz ultravioleta. En cada carril se representa el aislamiento de T.

vaginalis.

4.4.2. Deteccion de especies de la clase Mollicutes en aislamientos de T. vaginalis

Tres de los 40 aislamientos analizados (7,5 %) fueron positivos a la clase Mollicutes (Figura
12). La RCP mudltiple detect6 M. hominis en los aislamientos C12 y A163. El aislamiento
C147 fue positivo a la clase Mollicutes, sin embargo resulté negativo a las cuatro especies
probadas (Figura 13). Estos 3 aislamientos, dos de ellos clasificados como sintométicos y 1
como asintomatico, se eliminaron de los analisis posteriores, pues la presencia de Mycoplasma
u otras especies de bacterias pueden influir en la sintomatologia de los pacientes, la adherencia

y el polimorfismo genético de los aislamientos.

MM C91 C129 C175 C237 C239 C350 C353 C356 C358 C361A5 A163 A170 A18 C9 C12 C15 C98 C334 C344 A5 A42C147C76 C190 A69 C240 C247 C187 C206 A47 A66 C308 C313 C173 C348 C349 C355 C351 C352 CN CP1 CP2 MM

pb

2000
1500

Figura 12. Deteccion por RCP de la clase Mollicutes en aislamientos de T. vaginalis.
Carril MM: Marcador de peso molecular Gene Ruler™ 100 bp DNA plus Ladder (MBI,
Fermentas) (MM). CP1 y CP2: Control positivo M. hominis ATCC23114 y U.
urealyticum ATCC27618, respectivamente. CN: Control Negativo de la RCP.

1500 pb
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MM  Uu Up Mg Mh A163 C12 C147 CN

—]

Qe

; 812 pb

—]

e 418pb
78 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la RCP multiple en
aislamientos de T. vaginalis positivos a la clase Mollicutes. Carril MM: Marcador de Peso
Molecular Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder plus (MBI, Fermentas). Uu: U.
urealyticum ATCC27618, Up: U. parvum ATCC2815, Mg: M. genitalium R32G y Mh: M.
hominis ATCC23114, CN: Control Negativo de la RCP. Al163, C12 y C147 aislamientos

de T.vaginalis.

4.4.3. Polimorfismo genético de los aislamientos y su asociacion con la presencia de los
VTVs

Para determinar la variabilidad genética entre 37 aislamientos de T. vaginalis se probaron 30
cebadores. Todos produjeron patrones distinguibles y reproducibles de fragmentos
amplificados de ADN. De las 291 bandas reproducibles generadas por los treinta cebadores,
que oscilaron entre 100 a 3000 pb, 257 bandas mostraron polimorfismo entre los 37
aislamientos analizados y solo 34 se encontraron presentes en todos los aislamientos. El

namero medio de bandas amplificadas por cebador analizado fue de 9,7.

Los perfiles de RAPD, obtenidos con 6 cebadores (Tv-5, OPA-1, 6, 7, 11 y 20), de los 30

estudiados, se muestran en la Figura 15.
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ASINTOMATICOS SINTOMATICOS

MM' C31 C125 C175 C257 C235 C350 C353 C356 C353 C351 AS3 A170 A135 C3 C15 C33 C334 C344 A5 Ad2 C75 C150 ASH C240 C247 C137 C208 A47 ASS C303CS515 C173 C343 C345C355 C351 C352

OPA-11
MM:  C51 C125 C175 C257 C239 C350 C355 C356 C353 C381 A5 A170 A135 C5 C15 C53 C334 C344 A5 442 C75 C190 ASY C240 C247 C137 C205 A47 ASS C303 C313 C173 C343 €345 €355 C351 €352

MM: C351 C125 C175 C257 C235 C350 C353 C356 C355 C381 AS5 A170 A135 C3 C15 C33 C3534 C344 A5 442 C75 C150 AS5 C240 C247 C137 C208 A47 4S5 C308 C513 C175 C343 C345 C355 C351 C352

OPA-7
MM:  C31 C125 C175 C237 C235 C350 C353 C356 C353 C381 AS59 A170 A135 C5 C15 C33 C334 C344 A5  A42  C78 C150 AS5 C280 C247 CI37 C208 A47 AS86 C303 C313 C173 C343 (345 C355 C351 C352

Figura 15. Patrones de bandas de RAPD obtenidos al utilizar los cebadores Tv-5, OPA-1,
6,7, 11y 20. MM*: Marcador de peso molecular 1 kb (Promega, EUA). MM?: Marcador
de peso molecular Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA ladder (MBI, Fermentas). Se sefiala

en cada gel el cebador utilizado. Se sefiala el aislamiento utilizado en cada carril. Las
flechas indican los marcadores genéticos de RAPD asociados a la virulencia encontrados
con los tres cebadores. Encerrado en cuadrado los marcadores utilizados para la

secuenciacion.

El analisis por RAPD se utilizd para revelar el polimorfismo genético y las relaciones
genealdgicas entre los aislamientos de T. vaginalis. Sobre la base de los 291 caracteres se
construyeron los arboles filogenéticos, mediante los métodos de UPGMA (Figura 16) y NJ
(Figura 17). La media del valor de bootstrap del arbol construido al utilizar el método de
UPGMA resulté ser 83,7 % y del construido por el método de NJ de 77 %.
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Figura 16. Dendograma de los aislamientos de T. vaginalis basados en los datos de
RAPD. EI arbol se construy6 por el método de UPGMA. La matriz de distancia se

calculo por el inverso del coeficiente de similitud de Jaccard. Los asteriscos designan los

aislamientos con VTVs. Los valores sobre las ramas son los valores bootstrap.
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Figura 17. Dendograma de los aislamientos de T. vaginalis basados en los datos de
RAPD. EI arbol se construy6 por el método de NJ. La matriz de distancia se calcul6 por
el inverso del coeficiente de similitud de Jaccard. Los asteriscos designan los

aislamientos con VTVs. Los valores sobre las ramas son los valores bootstrap.

Los dendogramas obtenidos por ambos métodos sugieren que los aislamientos analizados se
agrupan en 2 grupos principales (I y Il), avalados por valores de bootstrap mayores de 95 %
(Figura 16 y 17). Los dos grupos obtenidos (I y Il) se corresponden con aislamientos
asintomaticos y sintomaticos, clasificados a partir de las manifestaciones clinicas de las
pacientes. Los aislamientos infectados con VTVs se encuentran en el grupo Il, mientras que
los aislamientos no infectados se agrupan en el otro grupo genético (I). Dentro de Il se
observan tres grupos principales con una alta fiabilidad estadistica (Il a, b y c), en todos se
observan aislamientos infectados con VTVs, estos grupos se corresponden con los

aislamientos clasificados como leves; moderados y severos, respectivamente, en funcion de la
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clasificacion clinica de las pacientes (Anexo 2). A partir de estos resultados se puede decir que
los aislamientos infectados con VTVs estan agrupados y separados de los no infectados y a su
vez los aislamientos procedentes de pacientes sintomaticos se diferencian de los aislamientos

de pacientes asintomaticos (Figura 16 y 17).

Los arboles basados en el analisis de RAPD muestran una asociacion entre el polimorfismo
genético de los aislamientos y la presencia de los VTVs (P = 0,028) y la presencia de sintomas
y signos en las pacientes (P < 0,001) que en ambos casos resultd ser estadisticamente

significativa.

4.5. Caracterizacion de marcadores genéticos de RAPD asociados a la virulencia

Durante el andlisis del polimorfismo genético se obtuvieron tres marcadores asociados a la
virulencia mediante la técnica de RAPD. Los cebadores Tv-5, OPA-6 y OPA-11 amplificaron
fragmentos especificos de 490pb, 720pb y 460pb respectivamente, presentes en todos los
aislamientos sintomaticos estudiados y ausentes en los aislamientos asintomaticos (Figura 15).
Estas bandas se denominaron Tv-5490, OPA-6720 Yy OPA-11460.

La secuencia consenso obtenida a partir del alineamiento de las secuencias nucleotidicas de 6
aislamientos escogidos al azar (A170, C334, A42, C187, C173, C351) para cada marcador
generé fragmentos de 466pb, 700pb y 440pb, respectivamente. Estas secuencias se
introdujeron en el Banco de Genes con los cddigos de acceso JQ699181, JQ699182,
JQ699183.

La comparacion de secuencias del marcador Tv-5490, muestra una similitud significativa con la
secuencia nucleotidica de una proteina con repeticiones ricas en leucina de T. vaginalis con
funcién desconocida hasta el momento, y con una proteina con repeticiones ricas en leucina de

Giardia lamblia, que tiene como funcidn ser un receptor para la entrada de los Giardiavirus.

Los marcadores OPA-670 Y OPA-11460 N0 mostraron similitud significativa con ninguna
secuencia publicada en el Banco de Genes al presentar valores de E superiores a 10 (Tabla
7).

Capitulo: Resultados

\l
N



Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacion con la virulencia

Tabla 7. Codigo de acceso de las secuencias nucleotidicas con las que cada marcador

presenta similitud al utilizar el programa Blastn.

Marcador Secuencias nucleoticas E-valor

XM_001298269.1 Trichomonas vaginalis G3 Familia de le-40
proteina con repeticiones ricas en leucina
XM _001707130.1 Giardia lamblia ATCC 50803 Proteina de 6e-14
TV-5490 repeticion rica en leucina 1 proteina receptor de virus
(GL50803_5795) ARNm, cds completo
AF310726.1 Giardia intestinalis WB proteina receptor de virus 6e-14
ARNmM, cds completo
AF310725.1 Giardia intestinalis JH proteina receptor de virus 2e-12
ARNmM, cds completo
OPA-6720 Mesorhizobium opportunistum WSM2075, genoma complete 3,3
Secuencia parcial; proteina homeobox HoxC9bb (HoxC9bb) 3,3
OPA-11460 Pinnaspis uniloba aislamiento D0542A genes de la citocromo 0,001
oxidasa subunidad I (COIl) y citocromo oxidasa subunidad 11
(COII) genes, cds parcial; mitocondrial
Acyrthosiphon pisum UPF0402 proteina CG32590, variante 0,014
transcrita 2 (LOC100162874), ARNm

Blasn: Programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local de ADN.
E-valor: Es conocido como e-valor (e-value) de corte, y nos permite definir qué alineamientos queremos obtener

de acuerdo a su significacion estadistica. Cuanto menor sea el valor de E, més significativo es un alineamiento.

El programa "ORF finder” reveld que la secuencia aminoacidica derivada del marcador TV-
5490 €n el marco de lectura 1 contiene un ORF de 151 aminoacidos que comienza con el
aminoéacido leucina y termina con el aminoacido arginina. El analisis mediante Blastp del ORF
mostré una identidad considerable con la proteina hipotética con repeticiones ricas en leucina,
del genoma de T. vaginalis G3 (numero de acceso XP_001298270.1) (80,1 bits, E-value= 7e-
15) asi como con la proteina con repeticiones ricas en leucina, que es un receptor viral de
Giardia lamblia (ndmeros de acceso EFO064871.1,
AAL37119.1,AAL37120.1,XP_001707182.1) (43,1 — 43,9 bits, E-value= 0,005-0,010). El
resto de las secuencias no mostraron identidad significativa de los ORF con ninguna proteina

informada en el Banco de Genes (Tabla 8).
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Tabla 8. Cddigo de acceso de las secuencias aminoacidicas con las que cada marcador

presenta identidad al utilizar el programa Blastp.

Marcador Secuencias aminoacidicas E-valor
Tv-5490 XP_001298270.1 Proteina hipotética. Familia de proteina 7e-15
con repeticiones ricas en leucina. T. vaginalis G3
EFO064871. Proteina con repeticiones rica en leucina 1. 0,005
Proteina Receptor de Virus (G. lamblia P15)
XP_001707182. Proteina con repeticiones rica en leucina. 0,009
Receptor viral. (G. lamblia ATCC50803)
AAL37119. Proteina receptor virus. Giardia intestinalis 0,009
AAL37120. Proteina receptor virus. Giardia intestinalis 0,010
OPA-672 YP_002944810. Proteina hipotética Vapar_2924; 0,75
XP_00182080022; Proteina CanA. Aspergillus oryzae 1,8
RI1B40
OPA-11460 ZP_03013423. Proteina hipotética BACINT_00981. 0,19
Bacteroides intestinalis.
XP_001361629. Drosophila pseudoobscura 1,2
pseudoobscura.

Blasp: Programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local de aminoéacidos.
E-valor: Es conocido como e-valor (e-value) de corte, y nos permite definir qué alineamientos queremos obtener

de acuerdo a su significacién estadistica. Cuanto menor sea el valor de E, mas significativo es un alineamiento.

4.6. Asociacién entre la presencia y especie de los VTVs con la adhesion de los
aislamientos del parasito

Al analizar los resultados de los niveles de citoadhesion de los aislamientos estudiados en
relacion con la infeccién viral, los valores medios de los conteos celulares de adhesién fueron
mayores en el grupo de aislamientos obtenidos de pacientes infectados con VTVs que los que
no lo estaban (P < 0,01). De la misma forma las medianas de los conteos celulares de adhesion
fueron mayores en el grupo de aislamientos obtenidos de pacientes infectados con VTV-2 que
los que estaban infectados con VTV-1 (P < 0,01). En funcién de cada uno de los grupos
clinicos, la mediana de la adhesiéon de los aislamientos mostro diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos (Prueba de Kruskal-Wallis, P = 0,0002) (Tabla 9). Sin
embargo al aplicar la prueba multiple de comparacion de Dunn’s no se encontrd diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de adhesion entre los aislamientos leves y

moderados (P > 0,05), sin embargo si se encontrd diferencias estadisticamente significativas
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entre los niveles de adhesion de los aislamientos level y severos y entre los moderados y
severos (P < 0,05).

Tabla 9. Comparacion de los valores de adhesion a células HelLa entre los aislamientos
no infectados e infectados con VTVs, entre los infectados con VTV-1y VTV-2y entre los

diferentes grupos clasificados en funcion de las manifestaciones clinicas de las pacientes.

Grupo de No Conteo de Células
Estudio Mediana (10-90 % percentiles) Valor de P

Infeccién con VTV + 21 163 622 (96 625-325 492) 0,0017%
VTVs VTV - 16 61 700 (26 782-339 867)

Especie de VTV-1 6 107 552 (92 575-142 492) 0,00172
VTVs® VTV-2 12 286 535 (124 541-327083)
Clasificacion Leve 5 100 825 92 575- 115 279

clinica de los Moderado 8 152 233 118 115- 244 289 0,0002°
aislamientos Severo 8 307 242 254 459- 327 408

® Prueba U de Mann-Whitney
® Solamente los aislamientos infectados con una especie de VTVs
° Prueba de Kruskal-Wallis

4.7. Asociacion entre la presencia de los VTVs y las manifestaciones clinicas de las
pacientes

La tabla 10 muestra la asociacién entre la presencia de VTVs en aislamientos de T. vaginalis y
las manifestaciones clinicas de las pacientes. Se encontr6 mayor asociacion en los
aislamientos infectados con VTVs procedentes de pacientes con sintomatologia clinica que en
los no infectados, pues los 21 aislamientos que tenian virus se obtuvieron de individuos
sintomaticos (100 %) mientras que de los 16 aislamientos no infectados por VTVs solo 6 (37,5

%) se obtuvieron de individuos sintomaticos (P < 0,01).

Al realizar el analisis de correlacion en funcion del tipo de las manifestaciones clinicas,
encontramos que la leucorrea se presentdé con una mayor frecuencia en los pacientes cuyos
aislamientos estaban infectados con VTVs que en los no infectados (P < 0,01). Lo mismo
ocurrio al analizar la disuria (OR=4,7; 1C=1,04- 21,78) (P < 0,05), y el eritema cervical
(OR=15,83; 1C=2,68-93,33) (P < 0,01). La aparicion del sintoma dispareunia fue mayor en

los pacientes cuyos aislamientos estaban infectados por VTVs que en los no infectados, lo que
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por la prueba de Fisher (P < 0,05) resulto estadisticamente significativo. Sin embargo, el valor
de OR no fue significativo al ser el valor inferior del intervalo de confianza menor que uno.
No se encontré asociacion entre el resto de las manifestaciones clinicas estudiadas y la
presencia de VTVs (P > 0,05) estadisticamente significativa. No obstante, las pacientes con
aislamientos infectados con VTVs tienden a presentar mas prurito que los pacientes con
aislamientos no infectados [9 (42,9 %) de 21 aislamientos vs 3 (18,9 %) de 16 aislamientos; P
> 0,05]. El eritema vulvar por su parte, tiende a ser mas frecuente en pacientes con
aislamientos infectados que en pacientes con aislamientos no infectados [4 (19,0 %) de 21
aislamientos vs 0 (0 %) de 16 aislamientos; P > 0,05]. El eritema vaginal se present6 en 11
(52,4 %) de los 21 pacientes con aislamientos con VTVs y en 4 (25,0 %) de los 16 pacientes
con aislamientos sin VTVs (P > 0,05).

Tabla 10. Asociacidn entre las presencia de los VTVs en aislamientos de T. vaginalis y las

manifestaciones clinicas de las pacientes.

Signos y sintomas Presencia VTVs Ausencia VTVs OR
(n=21) (n=16) (1C 95 %) P
Manifestaciones Clinicas
Sintomatico 21 (100 %) 6 (37,5 %) Indefinido 0,0000*
Asintomatico 0 (0%) 10 (62,5 %)
Leucorrea
Si 21 (100 %) 6 (37,5 %) Indefinido 0,0000*
No 0 (0%) 10 (62,5 %)
Disuria
Si 11 (52,4 %) 3 (18,7%) 4,7 (1,04-21,78) 0,0387*
No 10 (47,6 %) 13 (81,3 %)
Dispareunia
Si 7 (33,4 %) 0 (5,5 %) Indefinido 0,0113*
No 14 (66,6 %) 16 (94,5 %)
Prurito
Si 9 (42,9 %) 3 (18,8 %) 3,25 (0,70- 14,92) 0,1149
No 12 (57,1 %) 13 (81,2 %)
Eritema vulvar
Si 4 (19,0 %) 0 (0%) Indefinido 0,0906
No 17 (81.0 %) 16 (100 %)
Eritema vaginal
Si 11 (52,4 %) 4 (25,0 %) 3,30 (0,79 - 13,64) 0,0889
No 10 (47,6 %) 12 (75,0 %)
Eritema cervical
Si 19 (90,5 %) 6 (37,5 %) 15,83 (2,68-93,33) 0,0010*
No 2 (9,5 %) 10 (62,5 %)

* Diferencia significativa (P < 0,05). OR: Oportunidad Relativa o razon de disparidad.
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Segun se muestra en la tabla 11, los aislamientos clasificados como sintomaticos leves
solamente se encontraron infectados con la especie de VTV-1, sin embargo la especie de
VTV-2 se presenta solamente en los aislamientos clasificados como severos y en la mayoria

de los aislamientos clasificados como moderados.

Tabla 11. Presencia de las especies de VTVs en los aislamientos de T. vaginalis agrupados

segun la clasificacion clinica.

Clasificacion VTV-1 VTV-2
clinica de los Total
aislamientos No. No.
Asintomatico 10 0 0
Leve 8 5 0
Moderado 9 1 4
Severo 10 0 8
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V. DISCUSION

5.1. Presencia y tipificacion de VTVs en aislamientos cubanos de T. vaginalis

El genoma de los VTVs se describid inicialmente como un genoma compuesto por un
segmento de ARNdc de 5,5 kpb (Wang y Wang, 1986). Investigaciones posteriores observaron
diferentes segmentos de ARNdc en aislamientos de T. vaginalis infectados con virus. Khoshnan
y Alderete (1993) describieron al menos tres segmentos de ARNdc con tamafios que oscilaban
entre 4,3y 4,8 kpb (Khoshnan y Alderete, 1993). Estos resultados sugieren la posible infeccion
de este protozoo por diferentes tipos de virus, asi como la naturaleza de estos segmentos de
VTVs. Benchimol et al. (2002), observaron una poblacion viral compuesta por particulas de
virus de diferentes tamafios (33- 200 nm) y formas pleomérficas (filamentosa, cilindrica y
esférica) en aislamientos del parasito, lo cual confirmo la posibilidad de la infeccion con uno o
distintos virus ARNdc (Benchimol et al., 2002). ElI genoma de los VTVs codifica para una
proteina de la capside y una ARN polimerasa ARN dependiente (Tai e Ip, 1995; Bessarad et al,
2000). Alderete et al. (2003) informaron la existencia de variaciones genéticas entre los genes
de la proteina de la capside de los diferentes virus, lo que podia explicar la diversidad de los
virus de ARNdc (Alderete et al., 2003).

En este estudio, al analizar la talla de los VTVs en los aislamientos de T. vaginalis, se
encontraron fragmentos de ARNdc de aproximadamente 4,6 kpb en 22 de los 40 aislamientos
analizados. La talla de estos fragmentos coincide con las descripciones realizadas por otros
autores (Khoshman y Alderete, 1993; Weber et al., 2003). Tai e Ip (1995) describieron
aislamientos de T. vaginalis donde observaron la co-infeccion de pequefios ARNdc de 0,5 kpb
con el genoma de VTVs de 4,6 kpb (Tai e Ip, 1995). Esta co-infeccidn, sin embargo, no se

observd en ninguno de los aislamientos estudiados en este trabajo.
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El fragmento de ARNdc de aproximadamente 4,6 kpb que se observa en los aislamientos de T.
vaginalis en el presente trabajo, se obtuvo al analizar tanto la preparacion total de &cidos
nucleicos mediante el método del fenol-cloroformo, como a partir de la purificacion de los
virus y su posterior extraccion del ARNdc. Estos resultados coinciden con lo planteado por
Benchimol et al. (2002) quienes demostraron que tanto la purificacion de los virus a partir de
aislamientos de T. vaginalis infectados, al utilizar el método del CsCl (Khosman y Alderete,
1993), como el analisis de la preparacion total de &cidos nucleicos extraidos por el método del
fenol-cloroformo, muestran bandas que migran de forma idéntica. Esto demuestra la utilidad
del altimo meétodo mencionado, como una herramienta certera y mas sencilla para la deteccion

de VTVs a partir de aislamientos del parasito (Benchimol et al., 2002).

En el presente estudio, el nivel de infeccién con VTVs fue del 55 %, similar al informe inicial
de Wang et al. (1987) quienes obtuvieron aproximadamente un 50 % de infeccion de los
aislamientos clinicos del parasito (Wang et al, 1987). Vanacova et al. (1997) y Hampl et al.
(2001b) informaron niveles de infeccién del 44,4 % cuando analizaron 20 aislamientos del
parésito de diferentes origenes geogréficos (Vanacova et al., 1997; Hampl et al., 2001b).
Snipes et al. (2000) encontraron niveles de infeccion del 50 % con VTVs, al analizar 109
aislamientos del parasito en Estados Unidos (Snipes et al., 2000). Otros estudios revelan altos
niveles de infeccion (81,9 %), al analizar 72 aislamientos del parasito en Sudafrica (Weber et
al, 2003), y 75 % en 28 aislamientos procedentes de Estados Unidos (Baltimore) (Wendel et al,
2002). Recientemente, Conrad et al. (2012) informaron un nivel de infeccion del 40,8 % al
analizar 130 aislamientos del parasito provenientes de diferentes origenes geogréaficos (Estados
Unidos, Taiwan, ltalia, Sudafrica y Australia). Este es el primer informe de VTVs en
aislamientos de T. vaginalis en pacientes cubanos, en los cuales se indica el posible nivel de
infeccion de aislamientos de paréasitos con virus ARNdc.

Hasta el momento se han descrito e identificado cuatro especies de VTVs a partir de los
resultados de la comparacion de genomas y analisis filogenético, denominandose VTV 1, 2, 3
y 4 (Goodman et al., 2011a,b). En este trabajo, solo 2 especies de VTVs (1 y 2) se encontraron
presentes en los aislamientos. Este constituye el primer estudio de deteccion vy tipificacion de
VTVs en América Latina y el Caribe, asi como el primer estudio a nivel mundial que tipifica

Capitulo: Discusion

oo
[



Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacion con la virulencia

un mayor numero de VTVs, ya que hasta el momento solo 22 VTVs, procedentes de 9
aislamientos de T. vaginalis se han tipificado mediante técnicas moleculares (secuenciacion y
RT-RCP) (Tai e Ip, 1995; Su y Tai, 1996; Kim et al., 2007; Bessarab et al., 2000; 2011,
Goodman et al., 2011a).

De los 22 aislamientos infectados con VTVs, solo tres mostraron co-infeccion de las dos
especies identificadas. La co-infeccion de aislamientos de T. vaginalis se ha publicado por
diferentes autores (Bessarab et al., 2000; Benchimol et al., 2002; Goodman et al., 2011a).
Recientemente, Goodman et al. (2011a) hallaron cuatro aislamientos infectados de manera
estable con 1, 2, 0 4 VTVs distintos (Goodman et al., 2011a). De forma general solo cinco
aislamientos se han informado con estas caracteristicas (Bessarab et al., 2000; Benchimol et
al., 2002; Goodman et al., 2011a). En este trabajo analizamos un mayor nimero de
aislamientos de T. vaginalis (40 aislamientos), a pesar de estos resultados, consideramos que
se debe evaluar un mayor nimero de aislamientos con el fin de corroborar si solo existe en

nuestros aislamientos la presencia de estas dos especies o si existen también los VTVs 3y 4.

5.2. Caracterizacion genética de tres aislamientos de VTVs y analisis filogenético de los
VTVsy la familia Totiviridae

Hoy se conoce que los VTVs estan constituidos por cuatro grupos genéticos (Goodman et al.,

2011a). En el presente trabajo identificamos y caracterizamos tres VTVs obtenidos de

aislamientos cubanos de T. vaginalis procedentes de pacientes con diferente cantidad de

sintomas y signos relacionados con la parasitosis.

Al realizar la caracterizacion molecular de los tres aislamientos secuenciados, al utilizar el
genoma completo del virus y las predicciones de las proteinas CP y la RdRp se obtuvieron los
siguientes resultados: El aislamiento VTV-C344 mostré alta identidad con los aislamientos de
VTV-1, similares secuencias motivo, secuencias terminales conservadas e igual organizacién
del gen con solapamiento CP-RdRp y se observo la presencia de un heptamero requerido para
el corrimiento del marco de lectura ribosomal para la traduccion de la RdRp, al igual que en el

resto de los aislamientos de VTV-1. La secuencia gendmica de los VTV-1 se secuenci6é con
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anterioridad en ocho aislamientos de VTVs procedentes de diferentes paises (Tai e Ip, 1995;
Suy Tai, 1996; Kim et al., 2007; Goodman et al., 2011a).

Los aislamientos de VTV-C76 y C351, mostraron una alta similitud con las secuencias de los
genomas de los VTV-2, secuencias motivos y terminales conservadas, las que han sido
informadas previamente por Bessarab et al. (2000) y Goodman et al. (2011a). Los VTV-2
codifican para genes solapados CP y RdRp en la cadena positiva del ARN viral. Sin embargo,
el genoma tiene la potencialidad de codificar dos genes adicionales (ORF3 y 4) que se
muestran en el aislamiento VTV2-1. En los dos aislamientos estudiados se encuentran estos
dos ORF, asi como en tres nuevos aislamientos VTV-2 caracterizados y secuenciados por
Goodman et al. (2011a). Hasta el momento no se ha mostrado identidad significativa con
secuencias de proteinas del banco de genes (GenBank). La naturaleza béasica de estas proteinas
virales sugiere que puedan estar involucradas en la interaccion con proteinas &cidas, ARN o

ADN y en la regulacion de alguna actividad celular (Bessarab et al., 2000).

A partir de los resultados de la tipificacion de los VTVs al utilizar la RT-RCP, la
caracterizacion genética y las predicciones aminoacidicas antes del andlisis filogenético, se
demostro que los aislamientos escogidos para secuenciar corresponden a las dos especies que

circulan entre los aislamientos estudiados.

El andlisis filogenético de la familia Totiviridae, basado en las secuencias de proteinas
deducidas de los genes CP y RdRp con 3 nuevas secuencias de VTVs, demostro la presencia
de cuatro grupos monofiléticos en el arbol: un primer grupo corresponde con los VTVs, el
segundo agrupa a los virus de los géneros Victorivirus y Leishmaniavirus junto con el virus E.
brunetti, un tercero agrupa a los virus del género Totivirus y el cuarto el género Giardiavirus.
En el segundo grupo, dos grupos principales se pueden distinguir, los géneros Victorivirus y
Leihsmaniavirus, el primero mas cercanamente relacionado con Leishmaniavirus que con los
virus de hongos y levaduras. Este resultado coincide con lo informado por Ghabrial y Nilbert
(2009) y apoya la conclusion de que los virus de hongos en la familia Totiviridae son
polifiléticos (Ghabrial y Nilbert, 2009). De acuerdo a nuestros resultados, los virus del género

Victorivirus se encuentran divididos en dos subgrupos como se ha demostrado anteriormente
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(Castdn et al., 2006; Ghabrial, 2008; Maejima et al., 2008; Ghabrial y Nilbert, 2009). El virus
ARN E. brunetti 1 (EbV1), se identificd en el arbol filogenético como un taxén independiente
entre Leishmaniavirus y Victorivirus, mas cercanamente relacionado a Victorivirus. Este
hallazgo se informé por Ghabrial y Nilbert (2009), sin embargo este virus hoy se encuentra
dentro del género Totivirus. A pesar de estos resultados, somos del criterio que otras
secuencias de virus Eimeria deben ser analizadas desde el punto de vista filogenético, con el
objetivo de corroborar estos resultados y proponer una nueva clasificacion para esta especie
(Ghabrial y Nilbert, 2009).

El andlisis realizado sugiere que los VTVs constituyen un grupo monofilético distinguible de
los otros virus de la familia Totiviridae. Estos resultados nos permiten sugerir que los VTVs
deben ser agrupados en un género separado y no dentro del género Giardiavirus, como se
asigno previamente, basado en las relaciones de Trichomonas y Giardia al presentar ambos el
mismo hospedero (Catalogue of Life, 2007) y en un analisis filogenético previo, donde solo se
analizaron 5 secuencias de VTVs y 3 secuencias de otros miembros de la familia Totiviridae
(Giardiavirus, Leishmaniavirus y S. cerevisiae) (Kim et al., 2007). La propuesta de
recomendar su posicién en un género separado estd en concordancia con los estudios
realizados recientemente por Goodman et al. (2011a,b) basados en el analisis filogenético de
las secuencias CP y RdRp de 19 aislamientos de VTVs y ademas con el reciente analisis por el
Comité Ejecutivo del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) y la discusion
abierta (http://talk.ictvonline.org/files/proposals/taxonomy_proposals_fungal1l/m/fung02/3821.aspx),
quienes tuvieron en cuenta las diferencias filogenéticas entre otras caracteristicas distintivas de
los VTVs, proponen clasificar a estos virus en un nuevo géenero, nombrado Trichomonasvirus.
Esta propuesta no se ha aprobado ain por el CITV (Goodman et al., 2011a,b), de ahi la
necesidad de nuevas evidencias que corroboren este resultado, como las encontradas en la

presente investigacion.

En el analisis filogenético realizado en este trabajo, se observa que dentro de los VTVs, los
aislamientos correspondientes a las especies VTV-3 y -4 aparecen mas relacionados entre ellos
que con los aislamientos de VTV-2, y a su vez los VTV-2, se encuentran relacionadas de

forma mas cercana filogenéticamente con ellos que con los aislamientos correspondientes a los
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VTV-1. Estos ultimos quedan bien separados del resto de las especies descritas (VTV-2, 3y
4). Nuestros resultados coinciden con lo encontrado por Bessarab et al. (2011) y Goodman et
al. (2011a,b). Se analizaron dos nuevas secuencias de VTV-2 y todos los virus de esta especie
quedaron agrupados con alto valor de bootstrap. Este informe apoya la existencia de 4
subgrupos dentro de los VTVs, lo cual se corresponde con la clasificacion de las especies
(VTV 1, 2, 3y 4). Los resultados obtenidos, donde los valores de distancia p resultaron
superiores a 0,4 y los porciento de identidad por debajo del 60 %, apoyan el hecho de que cada
uno de estos grupos constituye una especie dentro de los VTVs. Los resultados presentados en
este estudio contribuyen a la discusion general sobre el consenso taxonémico de los VTVs.
Estudios futuros que involucren un mayor numero de aislamientos, especialmente de las
especies 3 y 4, seran necesarios para completar la informacion relacionada con la filogenia de
estas especies y determinar las relaciones filogenéticas y evolutivas dentro del género

Trichomonasvirus.

5.3. Asociacién entre el polimorfismo genético de los aislamientos de T. vaginalis y la
presencia de los VTVs

El polimorfismo genético entre los aislamientos de T. vaginalis se demostro al utilizar la
caracterizacion antigénica, enzimatica o los marcadores genéticos (Krieger et al., 1985a;
Proctor et al., 1988; Vanacova et al., 1997; Ryu et al.,1998; Snipes et al., 2000; Stiles et al.,
2000; Hampl et al., 2001a,b; Kaul et al., 2004; Rojas et al., 2004a; Simdes-Barbosa et al.,
2005; Upcroft et al., 2006; Xiao et al., 2006; Meade et al., 2009; Valadkhani et al., 2011;
Muzny et al., 2012). La técnica del RAPD se utiliz6 para evaluar el polimorfismo genético de
los aislamientos del parésito y su correlacion con otras propiedades biologicas de los
aislamientos, tales como: la susceptibilidad al metronidazol (Vanéacova et al., 1997; Snipes et
al., 2000; Hampl et al., 2001b; Xiao et al., 2006), la presencia de M. hominis en aislamientos
de T. vaginalis (Hampl et al., 2001b; Xiao et al., 2006) y las manifestaciones clinicas en las
pacientes (Vanacova et al., 1997; Kaul et al., 2004; Valadkhani et al., 2011). Esta técnica se
selecciond para evaluar el polimorfismo genético de los aislamientos del parésito en el
presente estudio y correlacionar el polimorfismo genético obtenido con la presencia de los

VTVs y las manifestaciones clinicas de las pacientes.
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A partir del conocimiento, de que cada dia se hace més frecuente la concomitancia de varios
agentes patdgenos en el tracto urogenital y que la asociacion y coexistencia de T. vaginalis con
otros gérmenes causantes de ITS es bastante comun, se plantea que T. vaginalis actia como
trasportador de microorganismos. Este parasito se puede encontrar infectado naturalmente con
otros virus y bacterias que igualmente afectan el tracto urogenital como son: VIH,
Papilomavirus humano y M. hominis (Hernandez et al., 2009). Los dos primeros se analizaron
previamente por nuestro grupo de trabajo (Rojas et al., 2003), recientemente, se analizé la
presencia de Papilomavirus humano en los 40 aislamientos estudiado la técnica de RCP, y no
se encontro la presencia del virus en los mismos (Hernandez 2011, comunicacién personal),

sin embargo, no habia sido posible evaluar la presencia de M. hominis en estos aislamientos.

Diferentes estudios demostraron que la presencia de M. hominis en aislamientos de T.
vaginalis influye significativamente en los resultados del RAPD y por consiguiente en la
interpretacion de los datos (Hampl et al., 2001a; Xiao et al., 2008). Hampl et al. (2001a)
demostraron que la fiabilidad y robustez del dendograma, expresada en el valor medio de
bootstrap, se incrementd significativamente al eliminar del estudio los aislamientos positivos a
Mycoplasma, por su parte Xiao et al. (2008) demostraron un incremento significativo del
namero de bandas obtenidas por RAPD cuando esta presente Mycoplasma en los aislamientos,
lo que apoya que ese grupo de bandas esta relacionado con la presencia de la bacteria y no con
el parésito que se analiza. Todos estos resultados demuestran que para analizar con rigor el
polimorfismo genético y su asociacion con las manifestaciones clinicas de las pacientes y
caracteristicas bioldgicas de los aislamientos es necesario demostrar que los aislamientos no

presenten Mycoplasma.

M. hominis infecta a T. vaginalis intracelularmente, se clasifica dentro de la clase Mollicutes
gue incluye ademas Spiroplasmas y Acholeplasmas. Esta bacteria se informé por primera vez
que infectaba el parasito en 1975 (Nielsen y Nielsen, 1975). Recientemente, se informé que
numerosos Mycoplasmas localizados dentro del parasito, pueden sobrevivir por periodos
largos (Taylor-Robinson et al., 1991; Baseman et al., 1995; Dallo y Baseman, 2000; Rappelli
et al., 2001; Dessi et al., 2005). Ambos, parasito y bacteria, comparten el mismo nicho natural

especifico, el tracto genitourinario. Mycoplasma spp. son pequefios microorganismos con un
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genoma reducido, a menudo dependiente del hospedero para su supervivencia y
multiplicacién. M. hominis tiene la capacidad de entrar a las células de Trichomonas por
endocitosis y se replican dentro del protozoo (Dessi et al., 2005; Vancini y Benchimol, 2008).
Este hallazgo sugiere que esta simbiosis pudiera proporcionar a la bacteria, durante la
infeccion humana, la capacidad de resistir al estrés ambiental (Dessi et al., 2005). Vancini y
Benchimol (2008) informaron que el efecto citopatico sobre las CEV se incrementa cuando los
parésitos estan infectados con M. hominis, en comparacién con T. vaginalis libre de la bacteria
(Vancini y Benchimol, 2008). No obstante, la contribucion potencial de Mycoplasma sobre la

trichomoniasis aun esté por explorar.

En este trabajo solo encontramos tres aislamientos infectados con especies de la clase
Mollicutes, dos de ellos infectados con M. hominis. El porciento de infeccién de M. hominis en
la presente investigacion fue de 5 %, lo que es bajo en comparacién con otros estudios. Se han
descrito en la literatura porcientos de co-infeccion entre M. hominis y T. vaginalis que oscilan
entre un 20 % a mas de 90 % (Rappelli et al., 1998; Hampl et al., 2001b; van Belkum et al.,
2001; van der Schee et al., 2001; Fang et al., 2006; Xiao et al., 2006; Butler et al., 2010).
Hampl et al. (2001b), encontraron un nivel de infeccion de 25 % cuando analizaron 20
aislamientos de diferentes origenes geograficos (Hampl et al., 2001b). En China, se describio
un nivel de infeccion de alrededor de 50% al analizar 28 aislamientos (Fang et al., 2006; Xiao
et al., 2006). Otros estudios informan niveles superiores, alrededor de 75 % y 91 %, en el
analisis de 14 aislamientos procedentes de Holanda y 35 de Italia, o de Angola' y Mozambique
(Rappelli et al., 1998; van Belkum et al., 2001; van der Schee et al., 2001). Recientemente,
Blutler et al. (2010) informaron 20 % de infeccion en 55 aislamientos de Estados Unidos
(Blutler et al., 2010). Este constituye el primer informe de infeccion de aislamientos cubanos
de T. vaginalis con M. hominis y pudiera indicar un estimado del porciento de infeccion de la

bacteria co-infectando el parasito en nuestro pais.

Los tres aislamientos (C147, C12 y A163) que se encontraron positivos a la clase Mollicutes
se eliminaron del andlisis posterior, debido a la posible influencia en las manifestaciones
clinicas de los pacientes, la adherencia del parasito y el polimorfismo genético de los

aislamientos.
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Hampl et al. (2001a,b), sugieren que el analisis repetido de bootstrap debe ser una parte
obligatoria en cualquier estudio de RAPD. Esto permite evaluar la fidelidad del arbol
filogenético obtenido y ajustar la cantidad de datos reunidos (el nimero a evaluar de cebadores
al azar) a la cantidad de la sefial filogenética en los datos de RAPD para el taxon que se
analiza. Rojas et al . (2004b) analizaron los perfiles de RAPD de los mismos aislamientos que
se estudiaron en nuestro trabajo con solo 10 cebadores e incluyeron aislamientos infectados
con M. hominis. EIl valor medio de bootstrap en el &rbol NJ resulté de 64,7 % y en el arbol
UPGMA 60,6 %. (Rojas et al., 2004b). En el presente estudio, la media de los valores de
bootstrap en el arbol NJ fue 77 % y en el arbol UPGMA 83,7 %. Ambos valores resultaron
superiores en comparacion con el resultado previo obtenido por Rojas et al . (2004b) (Rojas et
al., 2004b). Cuando se aumenta de 10 a 30 el numero de cebadores al azar analizados, y por
esta razon, el numero total de caracteres de RAPD binarios de 124 a 291, y se eliminan los
aislamientos positivos a M. hominis el valor medio de bootstrap en ambos &rboles se
incrementa. Estos resultados apoyan la teoria propuesta por Hampl et al . (2011a,b), quienes le
conceden gran importancia a la determinacion del analisis repetido de bootstrap al utilizar la
técnica del RAPD. El andlisis de RAPD de 20 aislamientos de T. vaginalis de diferentes
origenes geograficos, estudiados por Hampl et al. (2001a,b), mostrd bajos niveles de bootstrap
(media bootstrap 38,7 % arbol NJ) (Hampl et al., 2001a,b). Estos niveles bajos de bootstrap en
las ramas de los aislamientos de T. vaginalis puede ser originado por la existencia del flujo de
la informacion genética entre diferentes aislamientos de T. vaginalis (Hampl et al., 2001a,b).
Los niveles altos de bootstrap obtenidos en el presente trabajo y la presencia de una asociacién
significativa con algunas caracteristicas bioldgicas (manifestaciones clinicas en las pacientes
y la presencia de VTVs) y su distribucion en el arbol filogenético, suponen que el arbol se
acerca a la genealogia real de estos aislamientos y constituyen una evidencia para las

asociaciones que se describen en esta investigacion.

El presente estudio demostrd la existencia de concordancia entre el polimorfismo genético y la
presencia de los VTVs en los aislamientos del parasito. Algunos aislamientos tales como C98,
Ab59, C15, A69, A47 y C348 fueron negativos a virus, pero se encuentran localizados dentro
del grupo de aislamientos positivos a VTVs. Los aislamientos de T. vaginalis utilizados en

este trabajo son organismos axénicos de menos de 10 pases posteriores al aislamiento. Es
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posible que estos aislamientos presenten baja cantidad de virus, no detectadas por
electroforesis en gel de agarosa ni RT-RCP, o puede que los parasitos hayan perdido los VTVs
antes de ser aislados. Esta teoria se apoya en la observacion de que los aislamientos de T.
vaginalis pueden perder los virus después de sucesivos pases “in vitro” durante un prolongado
periodo de tiempo (Wang et al., 1987). En un estudio realizado por Shaio et al. (1993), se
observo que en 12 aislamientos de T. vaginalis, 9 estaban infectados con VTVs y después de
un tiempo prolongado en cultivo (mayor de 9 meses), 3 de ellos perdieron los virus durante el
proceso continuo de pases, lo cual explica la posibilidad de que los aislamientos pueden perder
los VTVs en determinadas condiciones (Shaio et al., 1993). Sin embargo, la no deteccion de
los virus en los aislamientos de T. vaginalis antes mencionados, no es indicativo que los
mismos no presenten los genes involucrados en la entrada de los mismos, de ahi que no exista
contradiccion con la concordancia encontrada. Hoy no se conoce si los virus son habitantes
naturales de T. vaginalis, o si son adquiridos a partir del hospedero en que el protozoo reside
(Pindak et al., 1989). Los estudios de asociacion entre el polimorfismo genético y la presencia
de los VTVs y la caracterizacién de marcadores genéticos relacionados con la presencia de

VTVs podrian ayudar a dilucidar este planteamiento.

La correlacion entre el polimorfismo genético de los aislamientos y la presencia de los VTVs
que se encontrd en el presente estudio, coincide con lo obtenido por Snipes et al. (2000) al
utilizar la técnica de RAPD con 3 cebadores, en una poblacion de 109 aislamientos. No
obstante, Vanacova et al. (1997) y Hampl et al. (2001b) no encontraron correlacién entre el
polimorfismo genético de los aislamientos y la presencia de los VTVs posiblemente debido a
la composicién de los aislamientos analizados y el bajo nimero de aislamientos que se
estudiaron (20 aislamientos de varios continentes). Resultados similares se describieron por
Hussien et al. (2005) quienes no encontraron asociacion entre los subtipos del gen que
codifica la proteina HSP70 determinados por RFLP, en 20 aislamientos egipcios de T.
vaginalis; en este caso la técnica molecular utilizada se limita al estudio del polimorfismo
genético de un solo gen (hsp70) (Hussien et al., 2005). Recientemente, Conrad et al. (2012)
evaluaron de forma global la diversidad genetica y estructura poblacional de T. vaginalis
mediante la técnica de microsatélites y proponen que este parasito tiene una sola estructura

poblacional que consiste en dos tipos que presentan igual proporcion a nivel mundial. Sin

Capitulo: Discusion

(00
O



Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacion con la virulencia

embargo los dos tipos de parasitos (1 y 2) difieren significativamente en la proporcion en que
ellos se encuentran infectados con VTVs, lo que demostr6 una asociacion entre el
polimorfismo genético y la presencia de VTVs como mismo sucedidé en el presente estudio
(Conrad et al., 2012).

Los resultados de asociacién, obtenidos entre el polimorfismo genético y la presencia de los
VTVs, sugieren la posibilidad de que exista una predisposicion genética que favorezca la
adquisicién y/o supervivencia de los VTVs dentro de los aislamientos de T. vaginalis. En otro
parasito, G. lamblia, se identifican otros virus ARNdc denominados Giardiavirus (Wang y
Wang, 1986). En el curso de la infeccion de los Giardiavirus se revela que estos virus
penetran por endocitosis a las células susceptibles del hospedero, donde el lisosoma, como
vacuolas periféricas actia como puerto de traslocacion para que el virus alcance el citoplasma
(Tai et al., 1993). En otro estudio, Sepp et al. (1994) propusieron que la infeccién por
Giardiavirus es mediada por endocitosis a través de un receptor en G. lamblia. Se piensa que
este receptor putativo esté presente en la superficie de las células susceptibles al virus y sea el
responsable de la unién e internalizacion de los Giardiavirus, pero esté ausente en las células
resistentes (Sepp et al., 1994). Estudios futuros son esenciales para demostrar la via y las
moléculas que pudieran estar involucradas en la entrada de los VTVs al parasito y su

correlacion con los aislamientos susceptibles y resistentes a la infeccién con VTVs.

En un informe previo realizado por nuestro grupo de trabajo, al utilizar la técnica de RAPD, se
describié la asociacion entre el polimorfismo genético de los aislamientos y las
manifestaciones clinicas de las pacientes, al utilizar un total de 10 cebadores al azar (Rojas et
al., 2004a). En el presente estudio analizamos el polimorfismo genético en el mismo grupo de
aislamientos pero con un mayor numero de cebadores al azar y corroboramos la asociacion
estadisticamente significativa entre el polimorfismo genético y las manifestaciones clinicas de
las pacientes. Kaul et al. (2004) examinaron igualmente la posibilidad de diferenciar
aislamientos de mujeres sintomaticas y asintomaticas mediante la técnica de RAPD vy
encontraron que los aislamientos sintomaticos formaron dos grupos diferentes, uno de los
cuales se separa claramente de los aislamientos de mujeres asintomaticas (Kaul et al., 2004).

Por su parte, Meade et al. (2009), informaron la diversidad genética de los aislamientos de T.
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vaginalis mediante la técnica de RFLP del gen hsp70 citoplasmatica y propusieron que los
aislamientos de parésitos se organicen en dos linajes clonales, no obstante, los autores no
correlacionaron el analisis filogenético con las manifestaciones clinicas u otras informaciones
fenotipicas, tales como la sensibilidad al metronidazol, o la presencia de VTVs (Meade et al.,
2009). Recientemente, Valadkhani et al. (2011), al analizar 40 aislamientos procedentes de
pacientes iranies sintomaticos y asintomaticos encontraron que sus aislamientos se dividian en
dos grupos importantes y las diferencias entre aislamientos sintomaéticos y asintomaéticos
resulté ser estadisticamente significativa (Valadkhani et al., 2011). Estos resultados
corroboran el posible papel del parésito en la virulencia.

5.4. Caracterizacion de marcadores genéticos de RAPD asociados a la virulencia

Como resultado del andlisis del polimorfismo genético de RAPD, se encontraron tres
marcadores genéticos de virulencia. Recientemente, Valadkhani et al. (2011) informaron sobre
la presencia de un marcador genético de virulencia de 1300 pb que solo se encontraba presente
en la mayoria de los aislamientos asintomaticos. Sin embargo, este no ha sido caracterizado
hasta el momento (Valadkhani et al., 2011). Este constituye el Unico marcador genético
asociado a la virulencia descrito con anterioridad al trabajo de nuestro grupo.

De los tres marcadores de virulencia encontrados, solo el marcador Tv-5499 mostré una
similitud significativa con secuencias publicadas en el Banco de Genes, en especifico con dos
proteinas: una proteina con repeticiones ricas en leucina de T. vaginalis (aislamiento G3) con
funcién desconocida hasta el momento, y con una proteina con repetiticiones ricas en leucina

de G. lamblia que tiene como funcion ser receptor para la entrada de los Giardiavirus.

Las proteinas con repeticiones ricas en leucina constituyen un grupo de proteinas dentro de la
familia de proteinas BspA, una de las tres principales familias de proteinas de superficie de T.
vaginalis (BspA, GP63 y adhesion y otras) (Vogel y Chotia, 2006; Hirt et al., 2007). Los
genes de las proteinas BspA (TvBspA) constituyen la mayor familia que codifican para
proteinas potenciales de superficie y comparten un tipo especifico de repeticiones de leucina

(LRR siglas en inglés leucine-rich repeat) que se denomina TpLRR, después de estudiarse en

Treponema pallidium (Kajava et al., 2002) y compartir identidad con las secuencias de
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proteinas de BspA de T. forsythensis y LrrA de Treponema denticola (Ikegami et al., 2004).
LRR es un motivo versatil obligado que se encuentra en una gran variedad de proteinas y esta
relacionado con la interaccion proteina-proteina (Kedzierski et al., 2004). Las proteinas
TvBspA podrian representar receptores que median endocitosis en varias proteinas del
hospedero mediante el TpLRR, involucrado probablemente en la union a ligandos (Noél et al.,
2010). T. vaginalis presenta méas de 300 candidatos de proteinas de superficie que pertenecen
al menos a diez familias con al menos un dominio transmembrana y comparten uno 0 mas
rasgos con otras superficies de proteinas de patégenos (Harp y Chowdhury, 2011). La
identidad encontrada responde a una proteina cuya funcién hasta hoy no estd totalmente
determinada, la misma se corresponde con una familia de proteinas que esta presente en la
superficie del parasito por lo que podrian representar receptor celulares que median

endocitosis.

El marcador de RAPD Tv-5490 mostro ademas identidad con la proteina con repeticiones rica
en leucina de G. lamblia, que tiene como funcién ser el receptor viral. En G. lamblia, se
identificaron los Giardiavirus (Wang y Wang, 1986) y segun se explic6 con anterioridad estos
virus entran al parasito por endocitosis. Sepp et al. (2004), al estudiar dos aislamientos de G.
lamblia uno resistente y otro susceptible a la infeccion por Giardiavirus, demostraron la
presencia de un componente de membrana con el cual interactuaba el virus en el aislamiento
susceptible, pero, esto no sucedia en el aislamiento resistente, por lo que concluyeron que los
aislamientos susceptibles presentaban un receptor viral el cual esta ausente en los aislamientos
resistentes. Los virus que se unen a estos receptores del paréasito, son endocitados en vesiculas
dentro de la célula del hospedero y son liberados en el citoplasma, lugar donde ocurre la
transcripcion de los genomas del ARNdc y el ARN es encapsidado en el virion (Sepp et al.,
2004).

En este estudio se detectd la presencia de un gen que codifica para una proteina de superficie,
que pudiera estar involucrada en la entrada de los VTVs, de la misma forma que ocurre en G.
lamblia, al encontrarse similitud con el gen y el receptor en este parasito. Ademas, presenta
alta identidad con la proteina de superficie de T. vaginalis. El analisis posterior de este gen

permitira determinar si esta presente solamente en aislamientos susceptibles al virus o si existe
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algun polimorfismo importante en el mismo gen de los aislamientos resistentes que permiten
que el receptor cambie su estructura tridimensional e impida la entrada de los virus, o que
determinados factores permitan la expresion del mismo en los aislamientos susceptibles.

Cualquiera de estas teorias debera ser estudiada en investigaciones futuras.

Este resultado, ademéas del hallazgo encontrado de la asociacién entre el polimorfismo
genético y la infeccion de los aislamientos con VTVs demuestran el papel del paréasito en la
infeccion de T. vaginalis con VTVs. Ademas de aportar evidencias por confirmar, que los
VTVs son adquiridos del hospedero en el que el protozoo reside y no habitante natural del

parasito pudiéndose especular sobre el posible mecanismo de entrada de los VTVs al parasito.

5.5. Asociacion entre la presencia y especie de los VTVs con la adhesion de los
aislamientos de T. vaginalis y las manifestaciones clinicas

No hay evidencias de que los VTVs alteren la virulencia de T. vaginalis (Weber et al., 2003).
Dado el conocimiento y la demostracion de que la presencia de los VTVs pueden modular la
traduccion y expresion de las proteinas inmunogénicas del parasito, es posible que los mismos
puedan influir en la virulencia de la infeccion con T. vaginalis, en las diferencias en cuanto a
las manifestaciones clinicas de las pacientes portadoras de la enfermedad y en la adherencia
del parasito al huésped (Goodman et al., 2011a,b). Con el proposito de demostrar la relacién
entre la presencia de los VTVs y la virulencia del parasito, evaluamos la influencia de los
virus en la adhesion de T. vaginalis a las células HeLa y las manifestaciones clinicas de las

pacientes.

La adhesion de las Trichomonas a las CEV constituye un elemento importante en los
mecanismos de patogénesis de este parasito (Alderete y Pearlman 1984; Alderete y Garza,
1985). La adherencia es esencial en la colonizacion y persistencia de este agente patdgeno
(Beachey, 1989) y puede jugar funciones importantes al proporcionar una superficie para la
division celular y la citotoxicidad (Honigberg y Brugerolle, 1990). Rojas et al. (2004a)
evaluaron la adherencia a las células HeLa de 40 aislamientos cubanos de T. vaginalis, y el
nivel de adherencia fue directamente proporcional a la severidad de las manifestaciones

clinicas de las pacientes de las cuales procedian los aislamientos (Rojas et al., 2004a). En
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general, la asociacion entre la adhesion y la virulencia ha sido discutida por diferentes autores
con resultados controversiales. Krieger et al. (1990b) informaron que la adherencia no esta
directamente relacionada con la virulencia, al observar que cepas aisladas de pacientes
sintométicos mostraron diferencias en su capacidad de adherirse a las células del hospedero
(Krieger et al., 1990b). Sin embargo, Escario et al. (1995) demostraron que los aislamientos
que producian mayor virulencia en ratones, presentaron los mayores valores de adherencia
(Escario et al., 1995). Valadkhani et al. (2003) observaron diferencias significativas en la
adhesion entre los aislamientos sintoméaticos en comparacion con los aislamientos
asintomaticos en los primeros 15 min de incubacion (Valadkhani et al., 2003). Otros estudios
demostraron una citoadherencia alta a las CEV en aislamientos procedentes de pacientes
sintomaticos en comparacion con aislamientos de pacientes asintomaticas (Yadav et al., 2007).
Estos autores informaron que la cisteino proteinasa de 30 kDa se asocié a la virulencia, al
demostrar que la expresion de la proteina es méas estable en aislamientos sintomaticos (Yadav
et al., 2007). Recientemente, Cuervo et al. (2008) encontraron que los parasitos con fenotipos
altamente virulentos durante los ensayos de interaccion con CEV se adhirieron y cambiaron a
la forma ameboide mas rapidamente. Sin embargo, los parasitos que mostraron una virulencia
fenotipica baja desarrollaban un bajo nivel de adhesion y ausencia de transformaciones
morfologicas (Cuervo et al., 2008). De Jesus et al. (2009) identificaron seis cisteino peptidasas
que se expresan de forma diferente entre aislamientos con alta y baja virulencia fenotipica (De
Jesus et al., 2009). Aln cuando estos estudios demuestran una posible asociacion entre la
adhesion y la virulencia de T. vaginalis, estudios futuros seran necesarios para dilucidar esta

asociacion.

En nuestros resultados, encontramos un mayor nivel de adhesion en los aislamientos de
parasitos infectados con VTVs en comparacion con los parésitos no infectados, por lo que
podemos concluir que existe una posible asociacion entre la presencia de los VTVs con la

adhesion del parasito.

La presencia de los VTVs se correlaciona con la expresion de la proteina altamente
inmunogénica P270 (Alderete et al., 1986). Los parasitos infectados con virus alternan entre la

expresion de la proteina P270 en la superficie y el citoplasma celular. La localizacién en la
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superficie de la proteina P270 se relaciona con su fosforilacion (Alderete et al., 1992). Sin
embargo, la presencia de la proteina P270 se asocia con la falta de las adhesinas en la
superficie del parésito y por consiguiente estos aislamientos no pueden citoadherirse o
parasitar las células del hospedero, solo los organismos del fenotipo negativo (ausencia de
P270 en superficie) tienen la capacidad de la citoadherencia (Alderete et al., 1986; 1987). Los
resultados obtenidos en nuestro estudio contradicen los resultados descritos con anterioridad,
ya que los aislamientos infectados con virus presentaron mayor adherencia a las células HelLa,
de ahi que estudios futuros seran necesarios con vistas a esclarecer estos aspectos, en
especifico las relaciones entre la presencia de la proteina P270 en la superficie celular con la
presencia de las adhesinas u otras proteinas de superficie involucradas en la adhesion a las

células epiteliales del tracto genitourinario y la morfologia del parasito.

Recientemente se observd que la expresion en la superficie de la proteina P270, se evidencia
solamente en las células de T. vaginalis infectadas con las especies de VTVs 2 y 3, lo que
sugiere que la transcripcion de los genes P270 se regula probablemente por factores virales
comunes a estas especies (Bessarad et al., 2011). En nuestros resultados preliminares,
encontramos un mayor nivel de adhesion en los parésitos infectados con VTV-2 en
comparacion con los parasitos infectados con VTV-1, lo que nos demuestra la importancia no
solo del papel del virus en la adhesion del parésito sino también de la importancia de la
especie de virus infectante, ademas a partir de los resultados obtenidos es posible relacionar de
alguna manera la expresion en la superficie de la proteina P270 con la adhesion del parasito.

Otro elemento importante que no analizamos en nuestro estudio, el cual esta relacionado con
la infeccion de los aislamientos del parésito con VTVs, es la expresion diferencial cualitativa y
cuantitativa de cisteino proteinasas importantes para la citoadherencia, citotoxicidad y
degradacion de los componentes de membrana, relacionados igualmente con la infeccion del

parasito, su patogenicidad y virulencia (Provenzano et al., 1997).

Finalmente, al investigar el significado clinico de la infeccion de los aislamientos de T.
vaginalis con VTVs ayudaria a comprender mejor el papel de la infeccion de aislamientos con
VTVs en la patogenia de la trichomoniasis (Wendel et al., 2002). Wendel et al. (2002)
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informaron por primera vez la prevalencia de VTVs (a partir de la edad y el sexo), asi como la
asociacion de las manifestaciones clinicas con la presencia o ausencia de VTVs. Los pacientes
con aislamientos positivos a virus tenian mayor edad, que los pacientes con aislamientos
negativos a virus. Se obtuvo una mayor prevalencia en los aislamientos infectados con virus
en mujeres que en hombres. Con estos resultados, se tratd de explicar algunos elementos de la
cronicidad y manifestaciones clinicas de T. vaginalis en hombres y mujeres. Este constituye,
ademas, el primer estudio descrito en la literatura donde se analiza el significado clinico de los
aislamientos infectados con VTVs. Aunque la infeccion viral con VTVs no se asocio
significativamente con la presencia de sintomas en las pacientes (presencia de leucorrea,
prurito, disuria, irritacion o dolor), constituy6é una primera aproximacion a esta asociacion, ya
que las pacientes con aislamientos con VTVs presentaron mayor irritacion genital, dolor,
prurito genital y leucorrea que las pacientes con aislamientos sin VTVs. La disuria por su
parte, fue mas frecuente en pacientes con aislamientos no infectados que en los aislamientos
con virus, aunque debemos sefialar que en este estudio el namero de aislamientos analizados
fue pequefio (28 aislamientos) (Wendel et al., 2002). Recientemente, Malla et al. (2011),
analizaron 30 aislamientos procedentes de la India, 15 procedentes de pacientes asintomaticos
y 15 procedentes de pacientes sintomaticos, y se demostrd la presencia de los VTVs en los 30
aislamientos, por lo que no se obtuvo asociacion estadisticamente significativa entre las

manifestaciones clinicas y la presencia de los VTVs (Malla et al., 2011).

En nuestro trabajo, analizamos un mayor ndmero de aislamientos del parésito (37
aislamientos), teniendo en cuenta no solo los sintomas, sino también los signos en las
pacientes, y se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la infeccion con

VTVs y las manifestaciones clinicas de las pacientes.

Al analizar la especie de los VTVs y su asociacion con las manifestaciones clinicas de las
pacientes, se pudo observar que los aislamientos clasificados como sintomaticos leves estaban
infectados solamente con la especie de VTV-1, sin embargo, la especie de VTV-2 se presentd
solamente en los aislamientos clasificados como severos y en la mayoria de los clasificados

como moderados. A pesar de los razonamientos planteados consideramos que estudios futuros
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que involucren un mayor nimero de aislamientos son necesarios para dilucidar el papel de la

especie en la severidad de la infeccion.

En otro agente parasitario (Leishmania), en el que se detectd la presencia de virus ARNdc
denominados Leishmaniavirus se encontré asociacion entre la infeccidn de los parésitos con
virus y las manifestaciones clinicas (Tarr et al., 1988; Ogg et al., 2003; Ives et al., 2011). Ogg
et al. (2003) estudiaron los niveles de infeccion con Leishmaniavirus de 47 muestras de
pacientes con leishmaniasis cutdnea producida por Leishmania braziliensis y trataron de
correlacionar la presencia y cantidad de virus con los tipos de lesiones en los pacientes. Estos
pacientes presentaban diferentes tipos de lesiones (cicatrices cutaneas, lesiones cutaneas en
proceso de cicatrizacion, lesiones cutaneas activas y lesiones de la mucosa nasal). Los
resultados obtenidos por estos autores, indicaron que posiblemente la infeccion de los
parésitos con Leishmaniavirus y la cantidad de estos pudiera estar en relacion con la
progresion de la enfermedad, no obstante, consideran de que otros estudios se necesitan para
definir la relacion causal definitiva entre las manifestaciones clinicas de la enfermedad y la

presencia de los virus ARNdc (Ogg et al., 2003).

Recientemente, lves et al. (2011), demostraron que en la leishmaniasis mucocutanea (LMC),
la cual constituye una de las formas clinicas méas severas de la leishmaniasis (Weigle y
Saravia, 1996; Vergel et al., 2006; Arévalo et al., 2007), la presencia de Leishmaniavirus en
los aislamientos de L. guyanensis influy6 en la severidad de la enfermedad. La union del
ARN viral a los receptores tipo Toll 3 produce la estimulacion de citoquinas y chemoquinas
que refuerzan la respuesta inflamatoria, por lo cual se exacerba la LMC y provoca la

persistencia del parasito (lves et al., 2011).

En otros microorganismos, se ha demostrado que los virus pueden codificar proteinas
reguladoras que influyen en la expresion de algunos genes. En el caso del hongo patégeno de
la castafia, Endothia parasitica, se informa la presencia de una proteina reguladora de la
modulacion de la expresion fenotipica de un numero de propiedades asociadas a la virulencia
en cepas infectadas con virus ARNdc (Nuss, 1992). Estos hallazgos, junto con lo descrito por

Khoshman y Alderete (1994), quienes encontraron una acumulacion de ARN mensajero P270
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solamente en los aislamientos positivos a virus y la presencia de bajos niveles de esta proteina
en los aislamientos negativos a virus, refuerzan que los VTVs pueden codificar proteinas
reguladoras de la transcripcion de genes de T. vaginalis como las proteinas P270, inclusive las

cisteino proteinasas, pero como es l6gico esto necesita una verificacion experimental.

Las consideraciones anteriores nos hacen pensar que los virus ARNdc que infectan los
protozoos parésitos, parecen ser factores de virulencia de las enfermedades parasitarias, al
estar relacionadas con las manifestaciones clinicas en los pacientes y la persistencia del
parésito. Nuestros resultados, aportan elementos sobre el significado clinico de la infeccién de
aislamientos de T. vaginalis con VTVs que pueden influir en los mecanismos de patogenicidad

y factores de virulencia ejercidos por el parasito para producir la enfermedad.

5.6. Discusion general

En este trabajo se demostrd por primera vez la presencia de los VTVs en 40 aislamientos
cubanos de T. vaginalis, donde solo se encontro la presencia de las especies VTV-1y 2. Solo 3
aislamientos se informaron co-infectados con las dos especies circulantes. El nivel de
infeccion que informamos en el grupo de aislamientos estudiados, se corresponde con los
estudios previos gque se encuentran en la literatura (Wang et al., 1987; Vanacova et al., 1997;
Snipes et al., 2000; Hampl et al., 2001b; Wendel et al., 2002; Weber et al., 2003, Conrad et
al., 2012). Este constituye el primer estudio de deteccion vy tipificacién de VTVs que se
realizara en Cuba y en la regién de América Latina y el Caribe y contribuye a los escasos
estudios realizados a nivel mundial relacionados con la infeccion de estos virus en los

aislamientos del parasito.

Una vez detectada la presencia de los VTVs en los aislamientos T. vaginalis, en tres de ellos
se determind el genoma completo de los VTVs lo que permitié realizar un estudio filogenético
posterior donde se involucraron 23 secuencias gendémicas completas de VTVs junto a las de 21
aislamientos de los cuatro géneros que forman la familia Totiviridae, constituyendo a nivel
internacional el estudio filogenético mas completo realizado hasta el momento. Segun los
resultados obtenidos, los mismos forman un grupo monofilético separado del resto de los

miembros de la familia Totiviridae lo que apoya su clasificacion como un género aparte.
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Dentro del género se observan cuatro grupos monofiléticos bien separados que constituyen
especies bien definidas. Los resultados obtenidos en esta investigacion contribuyen a los
estudios taxondmicos de los VTVs, al demostrar que los mismos deben pertenecer al genero
Trichomonasvirus como fue propuesto con anterioridad por Goodman et al., (2011a,b).

Seguidamente, para evaluar el papel del paréasito para la infeccién con los VTVs, evaluamos la
asociacion entre el polimorfismo genético del parésito y la infeccion con VTVs, lo que resultd
ser estadisticamente significativo. Este resultado estd en concordancia con lo que se informé
previamente por otros autores (Snipes et al., 2000; Conrad et al., 2012) y demuestra la posible
predisposicion genética para la adquisicion y/o supervivencia de los VTVs. Al caracterizar los
marcadores genéticos de virulencia encontrados en esta investigacion, informamos la
presencia de un marcador genético de virulencia, que se corresponde con una proteina
receptora, y pudiera estar relacionada con la entrada de los VTVs a T. vaginalis. Este
constituye otro elemento que evidencia la participacion del parasito en la infeccidén con los
VTVs y el hecho de que los VTVs son habitantes naturales del hospedero donde el parasito

reside, pudiéndose especular sobre el mecanismo de entrada de los virus al parasito.

Finalmente, para determinar el papel de los VTVs en la virulencia del paréasito, evaluamos la
influencia de la presencia de los virus en la adherencia de los aislamientos a células HeLa y en
las manifestaciones clinicas de las pacientes. Se demostrd por primera vez a nivel
internacional que los aislamientos infectados con VTVs presentan un mayor nivel de adhesion
a células HelLa en comparacion con los aislamientos no infectados. En particular, los
aislamientos infectados con la especie VTV-2 presentan los mayores niveles de adhesion. De
igual forma se demostré que la presencia de los VTVs estaba relacionada con las
manifestaciones clinicas de las pacientes de las cuales proceden los aislamientos. Estos dos
elementos demuestran que los VTVs son factores de virulencia que intervienen en la

patogénesis de la trichomoniasis.
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VI. CONCLUSIONES

Se demostro la presencia de VTVs en aislamientos cubanos de T. vaginalis, solo se
encontraron dos especies de VTVs (VTV-1y 2), mostrandose en tres aislamientos una
doble infeccidn, lo que constituye el primer estudio de deteccion vy tipificacion de
especies de VTVs.

Todos los analisis filogenéticos realizados confirman la monofilia de las especies del
género Trichomonasvirus lo que posibilita el reconocimiento de este clado como un
género valido dentro de la familia Totiviridae. Cuatro variantes genéticas (VTV 1-4)
bien soportadas estadisticamente, se reconocen dentro del clado Trichomonasvirus.

Se encontrd6 una asociacion estadisticamente significativa entre el polimorfismo
genético de T. vaginalis y la infeccion con VTVs, lo que apunta a una predisposicion
genética para la entrada y/o supervivencia de los virus en dicho parasito.

Se demostr6 que la secuencia del marcador genético de virulencia Tv-549o tiene alta
similitud con una proteina de superficie de T. vaginalis con repeticiones rica en
leucina cuya funcién serd un receptor viral para la entrada de los VTVs, pudiéndose
especular sobre el mecanismo de entrada de los virus al parésito.

La presencia de los VTVs, de manera particular la especie VTV-2, esta asociada a la
adhesion de los parasitos a células HelLa, lo que demuestra la participacion de los virus
en la virulencia del parasito.

La fuerte asociacion detectada entre la infeccion viral en los aislamientos de T.
vaginalis y la presencia de sintomas y signos en las pacientes, es indicativo del posible
significado clinico de la presencia de VTVs y demuestra su incidencia en la virulencia

ejercida por el parasito.
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VIlI. RECOMENDACIONES

1.Realizar estudios futuros que involucren un mayor nimero de aislamientos cubanos para
determinar la presencia o no de las especies de VTVs 3 y 4, con el objetivo de
complementar la informacion relacionada con la filogenia de estas especies y el papel de

la especie en la virulencia del parasito.

2.Secuenciar el gen que codifica la proteina rica en leucina que constituye un posible
receptor para la entrada de los VTVs a T. vaginalis en aislamientos procedente de

pacientes sintomaticos y asintomaticos y evaluar el polimorfismo genético de este gen.

3. Disefiar un método de RCP cuyo fundamento sea la técnica de region amplificada
caracterizada por una secuencia (SCAR, siglas en inglés sequence characterized amplified

region) que permita detectar aislamientos procedentes de pacientes sintomaticos y

asintomaticos utilizando como base la secuencia del marcador de RAPD de virulencia Tv-

5490.
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Anexo 1. Materiales y métodos comerciales utilizados en este trabajo.
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Producto

Abreviatura \

Formula

Firma Comercial

Reactivos de laboratorio

2-Amino-2-hidroximetil-

Sigma, St Louis,

propano-1,3-diol Tris-base (HOCH;)3sCNH, Masachusset, EUA
5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D- Promega, Madison,
galactosido X-gal - WI, EUA
Merck,Darmstadt,
Acetato de sodio NaAc CH3COONa Alemania
Merck,Darmstadt,
Acido borico - HsBO3 Alemania
) Merck,Darmstadt,
Acido etilendiaminotetraacético EDTA C10H15N20g Alemania
Sigma, St Louis,
ADNasa | - - Masachusset, EUA
Eurogentec, Amberes,
Agarosa - - Bélgica
Merck,Darmstadt,
Alcohol isolamilico - CsH110OH Alemania
Vitrofarma, Bogota,
Ampicillina - - Colombia
Boehringer Mannheim,
ARNasa H - - Alemania
Difco and BBL
Microbiology, Voigt,
Bacto agar - - EUA
Bromuro de etidio BrEt C21H20BrN3 Invitrogene, EUA
Sigma, St Louis,
Citrato de sodio - Na;H (C3HsO (COO)3 Masachusset, EUA
Merck,Darmstadt,
Cloroformo - CHCI; Alemania
Merck,Darmstadt,
Cloruro de cesio CsCl CsCl Alemania
Merck,Darmstadt,
Cloruro de magnesio MqgCl, MqgCl, Alemania
Merck,Darmstadt,
Cloruro de potasio KCI KCI Alemania
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Merck,Darmstadt,

Cloruro de sodio NaCl NaCl Alemania
Merck,Darmstadt,
Dodecilsulfato sodico SDS SDS Alemania
Vitrofarma, Bogota,
Estreptomicina - - Colombia
Merck,Darmstadt,
Etanol absoluto EtOH CyHgO Alemania
Merck,Darmstadt,
Extracto de levadura - - Alemania
Merck,Darmstadt,
Fenol - CsHsO Alemania
Sigma, St Louis,
Fosfato de postasio monobasico | KH,PO, KH,PO, Masachusset, EUA
Sigma, St Louis,
Fosfato de sodio dibasico Na,HPO, Na,HPO, Masachusset, EUA
Gentamicina - - Vitrofarma, Colombia
Isopropil-p-D-tio-galactosido IPTG CgH1505S; Invitrogene, EUA
MBI, Fermentas,
Ncol Ncol - Alemania
Vitrofarma, Bogota,
Penicilina - - Colombia
Sigma, St Louis,
Sacarosa - C12H2011 Masachusset, EUA
MBI, Fermentas,
Sall Sall - Alemania
Solucién salina 0,9% - - QIMEFA, Cuba
Sigma, St Louis,
Peptona de Caseina tipo | Triptona - Masachusset, EUA

Métodos comerciales

ABI PRISM® BigDyeTM
Terminator cycle sequencing kit

PerkinElmer, EUA

Promega, Madison,

Access RT-RCP System WI, EUA
) ) Qiagen, Hilden,

QlAamp® viral RNA mini Kit Alemania
- . Qiagen, Hilden,

Qiagen one-step RT-RCP Alemania
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- . Qiagen, Hilden,
Qiagen PCR Cloning Plus Alemania
; ) Qiagen, Hilden,
QIAprep Spin Plasmid Kit Alemania
- - Qiagen, Hilden,
QIAprep® Spin Miniprep kit Alemania
- . Qiagen, Hilden,
QIAquick Gele Extraction Kit Alemania
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Anexo 2: Caracterizacion de 40 aislamientos de T. vaginalis segun los hallazgos clinicos.

Codigo Puntos Clasificacion Clinica Presencia e intensidad de sintomas y signos
ca1 0 Asintomatico -
C129 0 Asintomatico -
C175 0 Asintomatico -
Cc237 0 Asintomatico -
C239 0 Asintomatico -
C350 0 Asintomatico -
C353 0 Asintomatico -
C356 0 Asintomatico -
C358 0 Asintomatico -
C361 0 Asintomatico -
A59 5 Leve Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve
Al163 5 Leve Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve
A170 5 Leve Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve
A185 6 Leve Leucorrea blanca leve, disuria moderada
C9 5 Leve Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve
C12 8 Leve Leucorrea verde moderada, dispareunia leve.
C15 5 Leve Leucorrea verde leve
C98 7 Leve Leucorrea moderada amarilla, eritema cervical leve.
C334 6 Leve Leucorrea verde moderada
C344 6 Leve Leucorrea verde moderada
A5 13 Moderado Leucorrea verde severa, eritema cervical moderado y vaginal moderado
A42 14 Moderado Leucorrea amarilla severa, disuria severa, eritema cervical leve y vaginal leve
AB9 16 Moderado Leucorrea verde severa, dispareunia severa, eritema cervical leve y vaginal moderado
C76 10 Moderado Leucorrea blanca leve, eritema cervical leve, vaginal moderado, vulvar leve
c147 10 Moderado Leucorrea verde leve, prurito leve, eritema vaginal moderado
C190 10 Moderado Leucorrea verde leve, dispareunia moderada, eritema vaginal leve
C206 12 Moderado Leucorrea verde leve, disuria leve, dispareunia moderada, eritema vaginal leve
C240 14 Moderado Leucorrea amarilla leve, disuria severa, dispareunia severa, eritema vaginal leve.
C247 12 Moderado Leucorrea blanca severa, dispareunia moderada, eritema vaginal severo
C187 12 Moderado Leucorrea blanca severa, dispareunia severa, eritema vaginal moderado.
A47 20 Severo Leucorrea verde severa, prurito leve, disuria moderada, eritema cervical leve, vaginal severo y vulvar leve
A66 19 Severo Leucorrea verde severa, prurito leve, disuria severa, eritema cervical leve y vaginal moderado
C173 20 Severo Leucorrea blanca severa, disuria severa, dispareunia severa, eritema cervical leve, vaginal moderado y vulvar leve
C308 20 Severo Leucorrea amarilla severa, prurito leve, disuria severa, dispareunia severa, eritema cervical leve y vaginal leve
C313 20 Severo Leucorrea blanca leve, prurito leve, disuria severa, eritema cervical moderado, vaginal severo y vaginal severo
C348 22 Severo Leucorrea verde severa, prurito leve, disuria severa, eritema cervical moderado, vaginal severo y vulvar leve.
C349 20 Severo Leucorrea verde severa, dispareunia severa, eritema cervical leve, vaginal severo y vulvar moderado
C351 19 Severo Leucorrea verde severa, disuria severa, dispareunia severa, eritema cervical leve y vaginal leve
C352 20 Severo Leucorrea amarilla severa, prurito leve, disuria severa, eritema cervical severo y vaginal severo
C355 20 Severo Leucorrea verde moderada, dispareunia severa, disuria severa, eritema cervical leve y vaginal severo
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Anexo 3. Secuencias de los cebadores utilizados para la secuenciacion nucleotidica de los VTVs 'y
el andlisis del polimorfismo genético de los aislamientos de T. vaginalis mediante la técnica de

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

RAPD.

Cadigo Tamafio Secuencia (5°- 3°)
Tv-1 12 mer CGC ACT CGG AGT
Tv-2 12 mer TCG GCC GCT ATC
Tv-3 12 mer CCGTGA CACGCA
Tv-4 12 mer GGG ACACTC TGG
Tv-5 12 mer CCGCTGTACTCC
Tv-6 12 mer GGG ACCTACTGC
Tv-7 12 mer GAG TCG CAC AGG
Tv-8 12 mer TCC TCA CCG ACC
Tv-9 12 mer CCCCAG TACCAG
Tv-10 12 mer AGG GCG TCG GTA

OPA-1* 10 mer CAGGCCCTTC

OPA-2* 10 mer TGCCGAGCTG

OPA-3* 10 mer AGT CAGCCAC

OPA-4* 10 mer AAT CGGGCTG

OPA-5* 10 mer AGG GGTCTT G

OPA-6 10 mer GGTCCCTGAC

OPA-7 10 mer GAA ACG GGT G

OPA-8 10 mer GTG ACGTAGG

OPA-9 10 mer GGG TAACGCC

OPA-10 10 mer GTGATCGCAG

OPA-11 10 mer CAATCGCCGT

OPA-12 10 mer TCG GCG ATAG

OPA-13 10 mer CAGCACCCAC

OPA-14 10 mer TCTGTGCTGG

OPA-15 10 mer TTCCGA ACCC

OPA-16 10 mer AGC CAG CGA A

OPA-17 10 mer GACCGCTTIGT

OPA-18 10 mer AGG TGACCGT

OPA-19 10 mer CAAACGTCGG

OPA-20 10 mer GTTGCG ATCC

*Cebadores utilizados para obtener los ADNc para la secuenciacion de los genomas virales.

Tv: Cebadores disefiados al azar en nuestro grupo de trabajo (Fraga et al., 2002)

OPA: Operon Technologie, California, EUA
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Anexo 4. Numero de acceso al Banco de Genes del genoma viral, tamafio del genoma completo, nimero de acceso a la proteina de la
capside (CP) y la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) de los VTVs y otros miembros de la familia Totiviridae que se

utilizaron en el analisis filogenético.

Género Nombre del virus Cadigo® NUmero Tamafio NuUmero de NuUmero de
de acceso del acceso acceso Banco
Bancode genoma Banco de de genes
genes (nt) genes RdRp
genoma CP
Giardiavirus Trichomonas vaginalis virus VTV1-1 u08999 4,647  NP_620729 AA62868
VTV1-T5 U57898 4,648 ACC55468 AAC55469
VTV1-IH2 DQ270032 4,647 ABC86750 ABC86751
VTV1-Changhun DQ528812 4,291 ABF577112 ABF57713
VTV1-UR1 HQ607513 4,684 AED99811 AED99812
VTV1-UH9 HQ607516 4,678 AED99813 AED99814
VTV-0OC3 HQ607517 4,648 AED99815 AED99816
VTV1-0C4 HQ607521 4,680 AED99817 AED99818
VTV1-0OC5 HQ607523 4,680 AED99819 AED99820
VTV2-1 AF127178 4,674 NP_624322 NP_624323
VTV2-UR1 HQ607514 4,674 AED99805 AED99806
VTV2-0C3 HQ607518 4,674 AED99807 AED99808
VTV2-OC5 HQ607524 4,671 AED99809 AED99810
VTV3-1 AF325840 4,844 NP_659389 NP_659390
VTV3-UR1 HQ607515 4,845 AED99799 AED99800
VTV3-0C3 HQ607519 4,846 AED99801 AED99802
VTV3-0C5 HQ607525 4,842 AED99803 AED99804
VTV4-1 HQ607522 4,943 AED99795 AED99796
VTV4-0C3 HQ607520 4,944 AED99793 AED99794
VTV4-0C5 HQ607526 4,942 AED99797 AED99798
Giardia lamblia virus GLV1 L13218 6,277  AAB01578 AABO01579
GLV?2 AF525216 6,237 AAMT77693 AAMT77694
Giardia canis virus GCV DQ238861 6,276 ABB36742 ABB36743
Leishmaniavirus Leishmania virus LRV1-1 M92355 5,284 AAB50023 ABB50024
LRV2-1 U32108 5,241 AAB50030 AAB50031
LRV1-4 U01899 5,283  AAB50027 AAB50028
Totivirus Saccharomyces cerevisiae virus ScVL-A J04692 4579  AAA50506 AAA50508
ScVL-BC u01060 4,615 AAB02145 AAB02146

Capitulo: Anexos




Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

Eimeria brunette virus EbV1 AF356189 5,358 AAK?26437 AAK?26438
Victorivirus Botryotinia fuckeliana totivirus BfTV1 NC 009224 5261  YP_001109579 YP_001109580
Chalara elegans ARN Virus 1 CeRV1 AY561500 5,310 AA568035 AA568036
Coniothyrium minitans mycovirus CmRV AF527633 4,975 AA014998 AA014999
Epichloe festucae virus 1 EfV1 AM261427 5,109 CAKO02787 CAKO02788
Gremmeniella abietina virus GaRV-L1 AF337175 5,133 AAK11655 AAK11656
GaRV-L2 AY615210 5,129 AAT48884 AAT48885
Helicobasidium mompa totivirus 1-17 HmTV1-17 AB085814 5,207 BAC81753 BAC81754
Helminthosporium victoriae virus HvV190S HVU41345 5,179 AAB94790 AAB74791
190S
Magnaporthe oryzae virus MoV1 AB176964 5,359 BADG60832 BADG60833
MoV2 AB300379 5,193 BAF98177 BAF98178
Sphaeropsis sapinea virus SsRV1 AF038665 5,163 AAD11600 AAD11601
SsRV2 AF039080 5,202 AAD11602 AAD11603

% Abreviatura del nombre de los virus incluyendo la designacion de los aislamientos.
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Anexo 5. Conservacion de la proteina de la capside entre los VTVs. Las secuencias CP estan alineadas. Las regiones conservadas para las 4
especies de VTVs estan sombreadas en gris y las que solo se conservan para las especies VTV-2, 3y 4 en negro.

NP 620729 Cp _TVVl-1] = ——=-—-—--—— —————- MEAS --—---- ANGL SHDDNANKSQ NVGPST---- --- LPRSDKQ GGEKHENSEFN —----—-—--—--- [ 801
AAC55468 CP_TVV1-T5  —=————————— —————— R it e N B ¢ R it [ 80]
ABC86750 CP TVVI-IH2  —=——————m—m ——m——— R PR e T S e I... —=—=—=———- [ 80]
ABF57712 CP_TVV1l-Changchun ---------- —-——--—- e e et e I..H ......——= ——- ..G.... JR.LLTILoLL mmmmmmm e [ 80]
AED99815 CP_TVV1-OC3  —=——-————-— —————- e e e TR.. weennom——— === R ¢ et [ 80]
AED99813 CP TVV1-UH9  —————————— —————- e mmmm—- O P S it B ¢ R e b [ 80]
AED99817CpP_TVV1-0C4  ——-———--—— —————— R it ceee «oELVTRLL Lol mm— B it [ 801
AED99811 CP TVVI-URl  —————————— —————- e mmmm—- O it B ¢ R R e b [ 80]
AED99819 CP_TVV1-OC5  —=——-——=-—-— —————- e N it R ¢ R et [ 80]
Tvv1i-Cc344 mmmmmmm— = —— T it Ve oL sttt ikt [ 80]
NP 624322 Cp_TVvv2-1 = ——=-—-——-—- -MASTLISSD ----- NSAT. GK.SEVINNT .TS.PD---- -NPSSDHSNP RLT.VLDEMS -----—-—----— [ 80]
AED99809 CP TVV2-0C5 -————————-—- -MASTLISSD ----- NSAT. GK.SEVINDT DTS.PD---- -NPPSDHSNP QLT.ILDEMS --—-—--—-—--—-— [ 80]
AED99805_CP_TVV2—UR1 —————————— -MASTLISSD ----- NSAT. GKVNEVINNT DTS.PD---- -TSPGDHSNP RLT.ILDEMS --—-—-—-—-—--—-— [ 80]
AED99807 CP TVV2-0C3 ~  —————————- -MASTLISSD ----- NSATS GTVGEVINNT DTS.PD---- -TPPSDHSNP RLT.ILDEMS --—-—--—-—---—-— [ 80]
Tvv2-Cc7¢  mmm—————— -MASTLISSD ----- ISAT. RIYSEVINNT .TS.PD---- -NPMSDHSNP RLT.VLDELS --—-—-—-—-—--—-— [ 80]
Tvv2-c3512 mmm—————— -MASTLLSSD ----- KSAT. GK.TEVINMP .SS.PD---- -NPSWDHSFP .LTMVLDDMS ---—-—--—-—-- [ 80]
NP_659389_CP_TVV3—1 MSAPEP---- —--— LNTEVRSP —-—---- NGVSE AIETQNMAVT QSSV.N---- -- EIKNDTQS DLQTLKKQLQ —-—-—-——————— [ 80]
AED99803 CP TVV3-0C5 MSAPEP---- —-- LNTEVRSP —----- DGVSE ATETQONLAIT QSRV.N---- -- EKITDTQS DLQTLKKQSQ --—-—-—-—-—-—-— [ 80]
AED99801_CP_TVV3—OC3 MSAPEP---- —--— LNTEVRSP —----- NGVSE ATETQONLAVT QSSV.N---- -- EKTIDTQS DLQTLKKQLQ —-—-—-—-—————- [ 80]
AED99799 CP TVV3-URL MSAPEP---- —--— LNTEVRSP —-—---- NGVSE AKETQONLAIT QS.V.N---- -- EKITDTQS DLQTLKKQLQ —--—-—-—-—-—-—-— [ 80]
AED99797 CP TVV4-0C5 MSAIATTIAS ANLNDLSRSA NAPQNEGVPA LAPQON.AKP .T..PDPGEG TKQQTTNSSL SANDFTKEHT PATTIQKDTT [ 80]
AED99795:CP:TVV4—1 MSAITATISS ANLNDLSRSA NAQQONNGVPA LAPQONIAKP .T..PDPGDG TRQQTIPSSP KTDD.TKEPV SAPTTQQONVT [ 80]
AED99793 CP TVV4-0C3 MSAIAATISS ANLNDLSRLA GAQPKEGVPA PVLQONIATP KT..PDPGEG TRKQTTDSPH SANPSTKEHT PAPTIQPDTP [ 80]
NP 620729 CP_TVVvl-1 = —————————— ——- SEFSNDFF FNFLRMSTNT HISDSPGVSEF VAKDGTPYSS LTIPSGVGRL THNVVASAVQ LNITASNTLE [160]
AAC55468 CP_TVVL1-T5 ————————-— === L. ... Mot teiiiennnn IG...A. ... VoiQuAl it e, .V..D.V.. [160]
ABC86750 CP TVVI-IH2 = = ————————— = —m = it tiiitienns cieieennnn Gooooioa A....A.S.. ... A.A. ....SD.V.. [160]
ABF57712 CP TVVI-Changchun ---—-——-—- ———. .. ..., (...t iits trirnnnnn. IG.e ..o .. A....A E.I..... LW STe L [160]
AED99815 CP TVV1-0C3 = —————————— ——=- B AH. ......0... Goooo., T A..Q.A [ ..V..D.V [160]
AED99813 CP_TVV1-UH9  ——-———-—-— ——— . ..., ..... IT.AQ. wuvennnn.. IGe e enn.. T ..V..D.V [160]
AED99817CP_TVV1-0C4 = ————————== ——— .. ..... ....... AQ. ....N..... IG. ..o 2 ..V..D.V [160]
AED99811 CP _TVVI-URl  —-——————== ———_...... ..... TeeSe cevnnnnnn. S T BuQuBiies e e N [160]
AED99819 CP TVV1-OC5 = ————————== ———....... ..... T..S. v, B R N.... [160]
TVV1I=C344 s m e e e e e e e e e e e e et e e e Gl [160]
NP 624322 CP_TVvv2-1 = —————————- KKPCVNINEI RKMI.NFQPQ F.QPRN.NRP N.QPR.VD.F EWVVR--IQS .VETQLLGAT NTVPQQO-..N [160]
AED99809_CP_TVV2—OC5 —————————— KKPCANINEI RKMI.NFQPQ F.QLRN.NRP N.QPR.VD.F EWVVR--IQS .VETQLLGAT NTVPQQ-..N [160]
AED99805 CP TVV2-URL ~  -—-———————-—- KKPCVNINEI RKMI.NFQPQ I.QPRN.NRP ANQPR.VD.F EWVVR--IQS .V.TQLLGAT NT.PEQ-..N [160]
AED99807_CP_TVV2—OC3 —————————— KKPCVNINEI RKVI.NFQPQ I.QPRN.NRP G.QPR.VN.F EWVVR--IQS .V.TQLLGAT NT.PEQ-..N [160]
Tvv2-c7¢  ————————— KLPCRNINE. RKMI.NFQPH F.QRRY.YRR NPLPRREDNFE .WVVRNRIQS SVETQFL.AT NSVPQQ-S.N [160]
Tvv2-Cc3512 —mm—————— KNPFVNINEI RSVI.NFQRQ M.LPRT.IRP D.QPR.VD.F EGVVN-RIQC .VETQLVGAT YTVLQE-.QON [160]
NP 659389 CP_TVV3-1 = -—————————— --— PLYRSTD. NTLYNFFYGL DVPA.TDRVG H.IQRNTSVN D.NEVVSFP. .AT.SHTFSN TPVP.N-IQP [160]
AED99803_CP_TVV3—OC5 ———————————— PVSRSTD. ETLYNYFYGL DV.P.TDRIG N.ITRNTPVT D.NEVVSFP. .AS.SHTFSN SPVP.H-IQP [160]
AED99801 CP TVV3-0C3 ~ = -—=——=——————— --— PVTRSTD. ETLYNYFYAL NV.P.TDRIG N.ITRNTPVN D.NEVVSFP. .AS.SHTFSN TPVP.H-IQP [160]
AED99799_CP_TVV3—UR1 ———————————— PVSRSTD. ETLYNYFYGL QVPA.TDRIG N.IQRNIPVN D.NEVVSFP. .AS.SHTFSN TPVP.H-IQP [160]
AED99797 CP TVV4-0C5 IPNTDLPSSE EGPRTHSTD. QTLYEYFYSY PVPA.QTRTG G.ITRNGPVN DNNEVVSEFTT ETAL.T.LTP RH.DTN-IQP [160]
AED99795_CP_TVV4—1 TSDKELPDSA EGPRTHSTD. QTLYEYFYSY PVPA.QTRTG G.IARNGPVN DNNEVVSFTT ETQL.T.LTP RH.D.N-IQP [160]
AED99793 CP TVV4-0C3 TPITDHSDSE EGPRTHSTD. QTLYEYFYSY PVPA.QTRTG G.IARAGPVN DNNEVVSFTT ETAL.T.LTP KH.D.N-IQP [160]
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NP 620729 CP_TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750_CP_TVV1-TH2

ABF57712 CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP TVV1-UHO9
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP_TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP_TVV3-1
AED99803 CP TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP_TVV4-0C3

NP 620729 CP TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750 CP_TVV1-IH2

ABF57712_CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP_TVV1-UHO
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP_TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP TVV3-1
AED99803 CP_TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP_TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP TVV4-0C3
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.SKLD-FKS
.TT.T-FKA
.TT.T-FKA
.TT.T-FKA

AVALVELVE O ON G @ NN =TH - I = i

GACLFV. .ET
GACLFV. .ET
GACLFV. .ET
GACLFV..DT
GAWFFV. .ET
GACHFV. .ER
KGYVFYKQRT
KAYVFYKQRT
KGYIFYKQRT
KGYIFYKQRT
RASIFVR.QT
RASIFVR.QT
RASIFVR.QT

[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]
[240]

[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
[320]
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NP 620729 CP_TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750_CP_TVV1-TH2

ABF57712 CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP TVV1-UHO9
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP_TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP_TVV3-1
AED99803 CP TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP_TVV4-0C3

NP 620729 CP TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750 CP_TVV1-IH2

ABF57712_CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP_TVV1-UHO
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP_TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP TVV3-1
AED99803 CP_TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP_TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP TVV4-0C3

ISFFIPNKAL

VNDQSFQDEF.
VNDQSFQDF'.
VNDQSFQDEF.
VNDQSFQDEF'.
VNYQSFRDF.
VNDQSFQEF.
YNPDEM.R.F
YNPDDM.R.F
YNPDDM.R.F
YNPDDM.R.F
YDYALVDA.F
YDYALVDA.F
YDYALVDA.F

LYAYGTOMITI

. IETMF
. IETMF
. IETMF
. IETMF
.FETMF
. IETMF
YVFK.C.FVM
.FVM
.FVM
.FVM
.VFM
.LFM
.IFM

}_<
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

SSSWWCAIWL LNAFLHSFIA PTRIHIFITQ

WLIFATHHRM
WLVFATHHRM
WLIFATHHRM
WLIFATHHRM
WL.FATHQRM
WLIFATHHRM
WEL.AIYNRM
WEI.AIYNRM
WEI.AIYNRM
WEFL.AIYNRM
WLIYAMYSRM
WLIYAMYSRM
WLIYAMYSRM

QPHSLYTEGG

.
.

el vl Ve B~ B S B Sl B~ B S B VB VB
10 10 10 0O O

<<

...... RL..
P.QMONNWPF
P.QOMONNWPF
P.QMONDWPF
P.QOMONNWPF
P . QMONNWPC
P.QOMONNWPF
.QL.YPL
.ON.YPL
.ON.YPL
.00YYOQL
PV..RQ.YSL
PV..RQAYSL
PV..RQAHSL

LIRRMIFTVP

.L.KATRY.S
.L.KATRY.S
.L.KATRY.S
.L.KATRY.S
.L.KATRY.S
.L.KATRY.S
...KASRN.A
...KASRN.A
...KASRN.A
...KASRN.A
...KASRN.S
...KASRN.S
...KASRN.S

SLN.VSTCAA
ALN.VSTCAA
ALN.VSTCAA
ALN.VSTCAA
SLN.VSTCAA
SLN.VSTCAA
NITFCTSELP
NITFCTSELP
NITFCTSELP
NITFCTSELP
NIDFEFTVQPM
NVDFFTVQPM
NIDFEFTVQPM

HLPAHGYEVT

LRGFT.
LRAFT.
LRAFT.
LRAFT.
LASFT.
LASFT.
LASFT.

G--ETYHLAP FTDSDVYEAV RFLLAMSKSS RPMPESVESM

T e P.
PGRQAP.AGE
PGRQAP.AGE
PGRQAPQAGQ
PGRQVPQAGQ
PGRQAP.AGE
PDRQAP.AGE
VONPMPGADA
VQSPMPTADG
VQSPMPAADG
VONPIPNADG
AACVEPGHDG
AACVFPGHDG
AACVEPGHDG

NSEFSRYMN-

DGAT.
.GAT.YVVSS
AGFTDQ.A.M
AGFAEQ.A.M
AGFAEQ.A.M
AGFADQ.A.M
IGYCAPEARP
IGYCAPDARP
IGYCAPEARP

L..ARFHA.
L..ER.RL.
L.EER.RL.
ISNEQCEK.
ISAEQCDK.
ISAEQCDR.
ISNEQCEK.
. .TPVIDQ.
..TPVIDQ.
..TPVIDQ.

[ e o Y e o e e 9 A e e e e o

IAVPDDPRSA

LHAANH.G--
LHAASH.
LHAANH.G--

DTGHRILL.M
DTGHRILLAM
DTGHRILL.M
DTGHRILL.M
DTGHRILL.M
DTGHRILL.K
LL.EKVVLEF
LL.DKIVLEF
VL.DKVILEF
LL.EKIILEL
GV.ES.LVEM
GV.ES.LVEM
GV.ES.LVEM

KDFVIGAGTG

FNNDRKLAYY
FNNDRKLAYY
FNNDRKLAYY
FNNDRKLAYY
FNGDREIMYY
FNGDRQIMYY
FNGDREIMYY

LLOIVLAYQA

SEFVDIMVL. .
SEVDIMVL. .
SEFVDIMVL. .
SEVDIMVL. .
SEFVDIMVL. .
SEVDIMVL. .
QYVDTMVL. .
QYVDTMVL. .
QYVDTMVL. .
QYVDTMVL. .
QYVDTMVL. .
QYVDTMVL. .
QYVDTMVL. .

[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]
[400]

[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
[480]
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NP 620729 CP_TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750_CP_TVV1-TH2

ABF57712 CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP TVV1-UHO9
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP_TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP_TVV3-1
AED99803 CP TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP_TVV4-0C3

NP 620729 CP TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750 CP_TVV1-IH2

ABF57712_CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP_TVV1-UHO
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP_TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP TVV3-1
AED99803 CP_TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP_TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP TVV4-0C3

AFSCAGPIAL HWHANDAISQ GMDRVASIYL

..... G....
ANVINS.HNC
ANVINS.HNC
ANVINS.HNC
ANVINS.HNC
ANVINS.HFC
ANVINS.HNC
AN..TSLFT.
AN..TSLFT.
AN..TSLFT.
AN..TSLFT.
SN.MAS.A..
SN.MASVA. .
AN.MAS.A..

Covii
AAKV.ASQID
AAKV.ANQLD
AAKVDANQID
AAR.DANQVD
GAKV.AGQID
AAKV.ARKID
RFA.PPEYQG
RFA.PPEYQG
RFA.PPEYQG
RFA.PPEYQG

.FG.APEFAT

.FG.APEFAT

.FG.APEFCS

WVSIDARKRN

KTK.VNN.LR
GTNVLNHRMOQ
GTEVINQRMOQ
GTNVINKRMOQ
GTNVLNERMQ
GTEVLNQ.MQ
GTEVLNQ.MQ
GTEVLNQ.MQ

LT T
LTILTT. .
..I.DT..
..TI.ET..
..TIL.T..
..TI.GT..
..T..AA..
.T..AA..
AAMVEGPAVA
PAMIFGPAIA
ASSVEFGPAVA
ASSVFGPAVA
AAMVGGPAVA
AAMVFGPAVA
RHACPF.FVA
RHACPF.FVA
RHACPF.FVA
RHACPF.FVA
KGSTPYNFID
KGSTPYDFID
KGSTPYDFID

ATFVRRPPGA
ATEFVRRPAGA
TAFVRRPPGA
ATEFVRRPPGA
ATFVRRPPRA
ATFVRRPPGA
KDFARDTPKP
NDFARDTPKP
NDFARDTPKP
KDFARDTPKP
KSFVRRGNQV
KSFVRRGNQV
KSFVRRGNQV

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

EGRYFTIPMA VNVATNVAQY TTMVRADPEY

..DG.VYDPL
.VDG.VYDPL
DEN.WG.APG
DEN.WG.APG
DEN.WG.APG
DEN.WG.APG
PDN.WG.
PDN.WG.
PDN.WG.

PHL.AD..I.
PHLISD..I.
GTLRHOH.TI.
GTLRHOH.TI.
GTLRHOH.TI.
GTLRHOH.TI.
..LRHSH.I.
..LRHSH.I.
..LRHSH.I.

RPAPPLS.
RPAPPLS.
RPAPPLS.
RPAPPLS.
RPAPPLS.FF
LPAPPLS.F.
IEAEPVGMY.
S.AEPVGMY.
SDAEPVGMY .
S.AEPVGMY.
. .AHPVGYY.
. .AHPVGYY.

.AHPIGYY.

NREFHDPEFAY

.EFIH-R.AE
SEFIH-R.AE
.EFIH-R.AE
SEFIH-R.AE
.EFIH-R.AG
.EFIH-R.AE
MDIIQ-RKAE
.EIIQ-RKTE
MDIIQ-RKAE
MDIIQ-RKSE
LDILM-RQKE
LDILM-ROKE
LDILM-R.KE

MEGITGNGIE

RHTLDRILPR

QRIFQOMAMSQ
QRIFOMAMSO
QRIFQOMAMSQ
QRIFOMAMSO
QRIFQOMAMSQ
LRIFQ.AMSQ
HDLFIETFMD
HNLFTETFMD
HDLFTETFMD
HNLEVDTFMD
HQL..ET.SD
HQL..ET.SD
HQL..ET.SD

RMEGKVTSNI

IFGPSTDTVF

.SHAPLII
.SHAPL.I
.SHAPLII
.SHAPLITI
.YPSHAPLGI
.SHAPLIT
.STASTIIC
.STASVIC
.STASTIIC
.STASTIIC
.HVGSLAM
.HVGSLAM
.HVGSLAM

KoK KKK KKK

AQEVDYLMNG

[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]
[560]

[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
[640]
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[640]
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[640]
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NP 620729 CP_TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750 CP_TVV1-IH2

ABF57712 CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP TVV1-UHO9
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP_TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP_TVV3-1
AED99803 CP TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP_TVV4-0C3

NP 620729 CP TVV1-1
AAC55468 CP_TVV1-T5
ABC86750 CP_TVV1-IH2

ABF57712_CP_TVV1-Changchun

AED99815 CP_TVV1-0C3
AED99813 CP_TVV1-UHO
AED99817CP_TVV1-0C4
AED99811 CP_TVV1-UR1
AED99819 CP TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624322 CP_TVV2-1
AED99809 CP_TVV2-0C5
AED99805 CP_TVV2-UR1
AED99807 CP_TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659389 CP TVV3-1
AED99803 CP_TVV3-0C5
AED99801 CP_TVV3-0C3
AED99799 CP_TVV3-UR1
AED99797 CP_TVV4-0C5
AED99795 CP_TVV4-1
AED99793 CP TVV4-0C3

GDLRNCPILR

.SFG.

H o H H H H H - H H H
|
(0]

| s e Y e e e

E.
E.
E.
E.
E.
E.
E.

MTICS---TA

ORONONONO NN

TLKAAEREET

.NTRGLGQI
.NTRGLGQI
.NTRGLGQI
.NTRGLGQI
.NTRGLGQTI
.NTRGLGQTI
.CTRGLDATI
.CSRGLDAT
.CSRGLDAT
.CSRGLDAT
.RGRGLDAT
.RGRGLDAT
.RGRGLDAT

QO PP XD

YTSTAIDIIT

SRGKILVVVN
SRGKILVVVN
TRGKILVVVN
SRGKLLVVV.
SRGKILVVVN
SRGKILVDVF
.KGRVNVLVS
.KGRVNVL. S
.KGRVNVL. S
.KGRVNVLVS
.EGWIQALVG
.NGWIQALVG
.NGWIQALVS

.HIRP.
LGLRPVQQ--
LGLRPIQQ--
LGIRPVQQ--
LGLRPIQQ--
.GIRPIN.--
.GIRPIN.--
IGIRPIN.--

TVFGPLRLRV

SPLKTCAINT®)
SPLKTCAINYe)

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

-——-...IF.

KRPRR.FYTT
KRKKMCYERT
KRKKMCYFRT
KRKKMSYEFRT
KRKKMCYFRT
KRR--AGF.T
KRR--AGF.T
KRR--AGF.T

.APKPGS
.APMPGS
.APKPGS
.APKPGS
.APKPGS
. .APKPGS
RERLOVATMA
MERTL.OVATEA
RERLPVATEA
MERSOVATEA

WERLOVAGGA
WERTL.OVAGGA
BERLOVAGGA

....... L.Q
M..... F..

M...M.W..

M...I.W..

ce  MLTL

V...M.TL.

L..Q.HPVTQ
L..Q.HPVTQ
L..Q.HSVTQ
L..Q.HPITH
L..Q.HPVTQ
L..Q.HPVTQ
L..NFHEVTI
L..NFHEVTI
L...FHEVTI
L..NFHEVTI
L..NFH.VTN
L..NFH.VTN
L..NFH.VTN
————— [765]
————— [765]
————— [765]
————— [765]
————— [765]
————— [765]
————— [765]
————— [765]
————— [765]
————— [765]
AMWNE [765]
AMWNE [765]
AMWNE [765]
AMWNE [765]
AMWNE [765]
AMWNE [765]
AQI-- [765]
AQI-- [765]
AQV-- [765]
AQI-- [765]
PSAL- [765]
PSAL- [765]
PSAL- [765]

YO....S...

DAPL.
RSETRDL.
RSETRDL.
RSDTHDL.
RSETRDL.
Q0S.S.IL.
QC.S.VL.
QC.S.VL.

Roeooal
RD..NLTR
RD..NLTR
RD..NLTR
RD..NLTR
RD..NLTR
RD..NLTR
RD..YLAR
RD..YLAR
ND..YLAR
RD..YLAR
ND..YIAR
ND..YIAR
ND..YIAR

[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
[720]
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Anexo 4. Conservacién de la proteina ARN polimerasa dependiente de ARN entre los VTVs. Las secuencias de RARp estan alineadas. Las

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

regiones conservadas para las 4 especies de VTVs estdn sombreadas en gris.

NP_620730_RdRp TVV1-1
AAC55469 RARp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-TH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp_ TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-URL
AED99808 RdRp_ TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP_659390 RdRp_TVV3-1
AED99804 RdRp_ TVV3-0C5
AED99802_ RdRp_TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp_ TVV4-0C3

NP_620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

-MASTLISSD
-MASTLISSD
-MASTLISSD
-MASTLISSD

NSAT.GK.SE
NSAT.GK.SE
NSAT .GKVNE
NSATSGTVGE

VINNT.TS.
VINDTDTS.
VINNTDTS.
VINNTDTS.

RLTKVLDEMS
QLTKILDEMS
RLTKILDEMS
RLTKILDEMS

MSAPEP---- —-- LNTEVRSP
MSAPEP---- -- LNTEVRSP
MSAPEP---- -- LNTEVRSP
MSATIATTIAS ANLNDLSRS.
MSAITATISS ANLNDLSRS.
MSATAATISS ANLNDLSRL.

N.PONEGVPA
N.QQONNGVPA
G.QPKEGVPA

NEFLRMSTNTH

——EKITDTQS
——EKTIDTOQS
——EKITDTQS
T.QQTTNSSL
TRQQTIPSSP
TRKQTTDSPH

TIPSGVGRLT

DLOTLKKQSQ
DLOTLKKQLQ
DLOTLKKQLQ
SANDFTKEHT
KTDDHTKEPV
SANPSTKEHT

HNVVASAVQL

PATTIQKDTT
SAPTTQONVT
PAPTIQPDTP

NITASNTLEV

RKMIRNFQPQ
RKMIRNFQPQ
RKMIRNFQPQ
RKVIRNFQPQ

FIQPRNGNRP
FIQLRNGNRP
. IQPRNGNRP
. IQPRNGNRP

Gooo..

B C

Gooo..

B C

Gooo..
DN.S..HSNP
DN.P..HSNP
DTSPG.HSNP
DT.P..HSNP
QSRV.N—-—-—-—
QSSV.N—-——-—
QSGV.N-——-—
NTGPP.PGE.
NTGPP.PGD.
KTGPP.PGE.
AKDGTPYSSL
Govvvnnt TA
Gevvvvnn T
Govvvnnn A
S...... T.A
L...... T.A
NAQPRT--VD
NAQPRT--VD
.NQPRT--VD

GAQPRT--VN

TVETQLLGAT
TVETQLLGAT
TVNTQLLGAT
TVNTQLLGAT

———————————— PV.RSTD.
———————————— PVTRSTD.
———————————— PV.RSTD.
IPNTDLPSSE EGPRTHSTD.
TSDKELPDSA EGPRTHSTD.
TPITDHSDSE EGPRTHSTD.

ET.YNYFYGL
ET.YNYFYAL
ET.YNYFYGL
QT .YEYFYSY
QT .YEYFYSY
QT .YEYFYSY

DVSPSTDRIG
NVSPSTDRIG
QVPASTDRIG
PVPASQTRTG
PVPASQTRTG
PVPASQTRTG

NAITRNTPVT
NAITRNTPVN
NAIQRNIPVN
GAITRNGPVN
GAIARNGPVN
GAIARAGPVN

TAS.SHTFSN
TAS.SHTFSN
TAS.SHTFSN
ETALVTSLTP
ETQLVTSLTP
ETALVTSLTP

SPVPAHIQPL
TPVPAHIQPL
TPVPAHIQPL
RHIDT.IQPL
RHIDA.IQPL
KHIDA.IQPL

— L s B e B e M s B e B s e B e B e s B

— —, .

80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
80]
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

NP 620730 RdRp_ TVV1-1 DYGFGQDVSR TTGTIPIPIF DGEKYKETAR ALAAIFSKKG MSVDVTSQTV QETLKNSDLT IATVAAGYYT ALAARHELTK [ 240]
AAC55469 RARp TVVI-T5 = —-- oo o s m oo o e s o e ———— oo [ 240]
ABC86751 RARp TVVI-IH2 = = ——- o mmm oo oo o e o o o ——— o [ 240]
ABF57713 RdRp TVV1-Changchun -—--—-----—- —————————— - — o o e o [ 240]
AED99816 RdRp TVV1-OC3 .......... S . [ 240]
AED99814 RdRp TVV1-UHS .......... S T e [ 240]
AED99818 RdRp TVV1-0C4 .......... S N. . [ 240]
AED99812 RdRp TVV1I-UR1 .......... 2 V. SLV..... AL B [ 240]
AED99820 RdRp TVV1-OC5  .......... S Y V. SL...... TAI.T 5 [ 240]
TVV1-C344  mm e e e e e e s e —m e — ——— o [ 240]
NP 624323 RARP TVV2-1 IS.TD.STT I.PASIPGSI SMLDNSRHIP .IQSMIQNFK ARYLGSL.DT AQLQSPQYPQ LLAYLF.QLI .IKD.LD.FR [ 240]
AED99810 RdRp TVV2-0C5 IS.TD.STT I.PASIPGSI SMLDNSRHIP .IQSMIQNFK ARYLGSL.DA AQLNSPQYPQ LLAYLF.QLI .IKD.LD.F. [ 240]
AED99806 RdRp TVV2-URL IS.TD.STT I.PASIPGSI SMLDNSRHIP .IQSMIQNFK ARYLGNL.DT AQLNSPQYPQ LLAYLF.QLI .IKD.LD.FR [ 240]
AED99808 RdRp TVV2-0C3 IS.TD.STT I.PASIPGSI SMLDNSRHIP .IQSMIQNFK ARYLGNL.DT AQLNSPQYPQ LLAYLF.QLI .IKD.LD.FR [ 240]
TVV2-C76  mm e oo e e s o o m e ———— ——— o [ 240]
TVV2-C351  mm e e e e e e e s e e — e m —— [ 240]
NP 659390 RARp TVV3-1 = = —-o— o oo oo e e o o oo oo [ 240]
AED99804 RdRp TVV3-0C5 QISIAD.CIN YELDESGTLC PALDSSVHVQ RATSLA.ALK VKLTGEIMHS SSVRPIQTPQ LIAYLY.VLL .VKD.INIHR [ 240]
AED99802 RdRp TVV3-0C3 QISIAD.CVN YELDESGTLC PALDSSVHVQ RATSLA.ALK VKLTGEVMHS ASVRPIQTPQ LIAYLY.VLL .VQD.LNIHR [ 240]
AED99800 RdRp TVV3-URL QISVAD.C?N YELDESGTLC PALDSSVHVQ RATSLA.ALK VKLTGEVMHS ASVRPIQTPQ LIAYLY.VLL .VQD.INIHR [ 240]
AED99798 RdRp TVV4-0C5 QISIAD.CVN YSCQYSGQTC PIFDGSQHVQ SAT.LA.SMK ARLMCEVTQS LSARPVQQPQ .IAYLY.ALL ..GD.LNIHY [ 240]
AED99796 RdRp TVV4-1 QISIAD.CVN YSCEYSGQTC PVFDGSQHVQ SAT.LA.SMK ARLMCEVTQS LSARPVQQPQ VIAYLY.ALL .FGD.LN.HY [ 240]
AED99794 RdRp TVV4-0C3 QISIAD.CVN YSCQYSGQTC PIFDGSQHVQ SAT.LA.SMK ARLMCEVTQS LSARPVQQPQ LIAYLY.ALL .FGD.LNIHY [ 240]
NP 620730 RdRp TVV1-1 DVSEAAHTIP FVTALSDTEFS AALNAQRTSH VISSCLRCPN SRNAQRDIVI GTVLWNNVEV ESLSEHNMAV PNPNDISFFI [ 320]
AAC55469 RARp TVVI-T5 = ——-—————— - —-mm o o o o o — e —— oo [ 320]
ABC86751 RARp TVVI-IH2 = oo mm oo o oo o e o o - [ 320]
ABF57713 RARp TVV1-Changchun ———————-—= ——-———— - oo o o o o —— o [ 320]
AED99816 RdRp TVV1-0C3 T PDLL.SLL oo H .N.I.H..G. ..DI....S. PO ol V. [ 320]
AED99814 RdARp TVV1-UH9 Q.. V.S, i L. ..0G...S.. ... H .N.V.H.VG. DM....S. PO o V.. [ 320]
AED99818 RdRp TVV1-0C4 Q..V...S.. I...LA ..QD...S.. ..o H CN...H..G. NM....S. PO i [ 320]
AED99812 RdRp TVV1-URL EA.V...R.. ... T ..D....S.. v, A .N....QVTV NM.T..S. .N.AVQGA.I ..... V.. [ 320]
AED99820 RdRp TVV1-0C5 AE.T...R.. .A........ GD.L.S.. ....o.... A .N....QVTV NM.T..S. .NIAVQGLII ..... V. [ 320]
TVV1-C344 mm oo oo e e s o o —o e — ——— o [ 320]
NP 624323 RARP TVV2-1 PSNPLSLADA LFGFTLAQNA RPRYDDHRHA KACQGPLVIP AATNSDCGPC .F.QI.ANQG LT.PLGACLF V..ETVNDQS [ 320]
AED99810 RdRp TVV2-0C5 PSNPLSLADA IFGFTLAQHA HPRYDDHRHA KACTGPLVIP AATNSDCGPC .F.QI.ANQA LT.PLGACLF V..ETVNDQS [ 320]
AED99806 RdRp TVV2-URL PSNPLSFADA LFGFTLAQHA HPRYDDHRHA KACTGPIVIP AATNADCGPC .F.QI.ANQG LT.PLGACLFE V..ETVNDQS [ 320]
AED99808 RdARp TVV2-0C3 PSNPLSFADA LFGFTLAQNA RPRYDDHIHA KACTGPIVIP AATNADCGPC .F.QI.ANQG LT.PLGACLF V..DTVNDQS [ 320]
TVV2-C76  mm e e e e s e e — [ 320]
TVV2-C351  mm oo e e e e o — — o [ 320]
NP 659390 RARp TVV3-1 = = ——- - —m—m— —o oo e e e o e ——— o [ 320]
AED99804 RdRp TVV3-0C5 -NQPTNLWRS LCA.GRAAQA KPFFDEIPNN KFRPGALVAP PLPEAGFGPF PAEGL.QNSK LDFKAKAYVF YKQRTYNPDD [ 320]
AED99802 RdRp TVV3-0C3 —NQHTNLWRS LCA.GRAAQA KPFFDEIPNN KFRTGALLAP PLPDAGFGPF PAEGL.QNSK LDFKSKGYIF YKQRTYNPDD [ 320]
AED99800 RdRp TVV3-URL -NQPTNLWRS LCAPGRAAQA KPFFDEFANN KFRAGPLLAP PLPDAGFGPF PAEGL.QNSK LDFKSKGYIF YKQRTYNPDD [ 320]
AED99798 RdARp TVV4-0C5 —GNKVNLWNA LLGHNLQRGA PINGENEFNH. LLIDGPLA.P ILP.AGLGPF PSTTLGPNTT VTFKARASIF VR.QTYDYAL [ 320]
AED99796 RdRp TVV4-1 -GNKVNLWNA LLGHNLQRAT PVNGDAFNH. LLIDGALA.P ILP.AGLGPF PSTTLGPNTT VTFKARASIF VR.QTYDYAL [ 320]
AED99794 RdRp TVV4-0C3 —GNKVNLWNA LLGHNLQRGT PINGDNENH. LLIDGPLA.P ILP.AGLGPF PSTTLGPNTT VTFKARASIF VR.QTYDYAL [ 320]

H
I-E Capitulo: Anexos



NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713_RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351
NP_659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp_ TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp_ TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

PNKALSSSWW CAIWLLNAFL HSFIAPTRIH IFITQG--ET YHLAPFTDSD VYEAVRFLLA MSKSSRPMPE SVESMLYAYG

P.AGEL..ER
P.AGEL. .ER
POAGQ. .EAR
PQOAGQL. .AR

PTADGISAEQ
PAADGISAEQ
PNADGISNEQ
PGHDG. .TPV
PGHDG. .TPV
PGHDG. .TPV

RYMNIAVPDD

YVVSPIHT.A
YIVSPIHT.A
YVVSPIHT.A

.RL.LDTGHR
.RL.LDTGHR
.KL.LDTGHR
.LDTGHR

IDQ.LGV.ES
IDQ.LGV.ES
IDQ.LGV.ES

PRSAKDFVIG

HPGITAAIES
HPGITAAIES
HPGITAA.ES

YIVTPIHT.A HPGITAAIES

..... P.. R
..... PPP S
..... PPP.. .........I
..... P. e
S PP e
FQDF.WLIFA THHRMP.QMQ
FODF.WLVFA THHRMP.QMQ
FQDF.WLIFA THHRMP.QMQ
FODF.WLIFA THHRMP.QMQ
M.R.FWFI.A IYNRMP.D.Q
M.R.FWFI.A IYNRMPED.Q
M.R.FWFL.A IYNRMPGE.Q
VDA.FWLIYA MYSRMPV..R
VDA.FWLIYA MYSRMPV..R
VDA.FWLIYA MYSRMPV..R
TOMIIQPHSL YTEGGLIRRM
.................. K.
.................. K.
Ve e I..K.
BeVeeoen wuunn IvV.
IETMFR.CCF ...... L.KA
IETMFR.CCF ...... L.KA
IETMFR.CCF ...... L.KA
IETMFR.CCF ...... L.KA
S.FVMR.C.C .Q...... KA
C.FVMR.C.C .Q...... KA
S.FVMR.C.C .Q...... KA
G.VFMR.C.C .Q...... KA
G.LFMR.C.C .Q...... KA
G.IFMR.C.C .Q...... KA

..V....F. LAP.—-
L.V.. . F. AP.--
..V.. L H. LP.—-
.V.Q..F .P.—-
..... 0. LP.—-
NNWPFSLN.V STCAAPGRQA
NNWPFALN.V STCAAPGRQOA
NDWPFALN.V STCAAPGRQA
NNWPFALN.V STCAAPGRQV
N.YPLNITFC TSELPVQSPM
N.YPLNITFC TSELPVQSPM
QYYQLNITFC TSELPVQNPI
Q.YSLNIDFF TVQPMAACVF
QAYSLNVDFF TVQPMAACVF
QAHSLNIDFF TVQPMAACVF
IFTVPHLPAH GYFVTNSEFS
.................. Y.
.................. Y.
.................. Y.
................ A.Y
.......... IA.T.Y
TRY.SMV.LN .LYYY.GAT
TRY.SMV.LN .LYYY.GAT.
TRY.SMV.LS .LYYY.GAS.
TRY.SMV.LS .LYYY.GAS.
SRN.ALRAFT .IYYLAGFAE
SRN.ALRAFT .IYYLAGFAE
SRN.ALRAFT .IYYLAGFAD
SRN.SLASFT .IYSLIGYCA
SRN.SLASFT .IYSLIGYCA
SRN.SLASFT .IYSLIGYCA

Q.A.MISCAS
Q.A.MISCAT
Q.A.MISCAA
PEARPLHAAN
PDARPLHAAS
PEARPLHAAN

HPGIIGALFQ
HPGIIGALFQ
HPGVIGALFQ
HPGIIAALFQ
HPGIIAALFQ
HPGIIAALFQ

AAL VL. s
AR VL. o
AAL VL. o
....... Voo oo,
T... V.. oo,
ILL.MFNDD. ETLRYYQRK.
ILLAMFNDD. ETLRYYQRK.
ILL.MFNDD. EALRYYQRK.
ILL.MFNDD. ETLRYYQRK.
IVLEFFNNDR KLAYYYVFK.
VILEFFNNDR KLAYYYVFK.
ITILELFNNDR KLAYYYIFK.
.LVEMENGDR EIMYYYAFK.
.LVEMEFNGDR QIMYYYAFK.
.LVEMENGDR EIMYYYAFK.
AGTGLLQIVL AYQAAFSCAG
........ T. oo
........ T. oo
........ I. oo,
Voo, VI. ..., G.
Veooo.o.. I. oo,
FVD----- IM VL..V..FS.
FVD-—--—- IM VL..V..FT.
FVD----- IM VL..V..FS.
FVD-—--—- IM VL..V..FT.
YVD--—-—-- ™ VL..V..LS
YVD-—-——- ™ VL..V..LS
YVD--—-—-- ™ VL..V..LS
YVD-—-——- ™ VL..VL.YS
YVD--—-—-- ™ VL..VL.YS
YVD-—-——- ™ VL..VL.YS

[

—

— — — — —

— —_—— — —

—_————

4001
400]
400]
400]
4001
400]
4001
400]
400]
400]
400]
400]
400]
400]
4001
400]
4001
400]
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NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

PTALHWHAND AISQGMDRVA SIYLEGRYFT IPMAVNVATN VAQYTTMVRA DPEYRHTLDR ILPRIFGPST DTVFDFIESA

................. TI
....... D. cee.. W TI
................. TI
.......... JHLOLLWT
....... D S\

.KVVAAKV.A SQIDAAMVEG
.KVVAAKV.A NQLDPAMIFG
.KVVAAKVDA NQIDASSVEG
.KVVAAR.DA NQVDASSVFG

.KLVRFA.PP EYQGRHACPF
.KLVRFA.PP EYQGRHACPF
.KLVRFA.PP EYQGRHACPF
.KLI.FG.AP EFATKGSTPY
.KLV.FG.AP EFATKGSTPY
.KLV.FG.AP EFCSKGSTPY

ITSSWVSID-

ABF57713_RdRp TVV1-Changchun

ET..Q..... V....A

o .I..AL.
GT..ovee ol A..
AA........ I.....
A”. . it e

PAVA..DG.V YDPLRPAPP-
PATAD.DG.V YDPLRPAPP-
PAVA..DG.V YDPRRPAPP-
PAVA..DG.V YDPRRPAPP-

.FVADEN.WG .APGS.AEP-
.FVADEN.WG .APGSDAEP-
.FVADEN.WG .APGS.AEP-
NFIDPDN.WG .RAG..AHP-
DFIDPDN.WG .RAG..AHP-
DFIDPDN.WG .RAG..AHP-

...... L Qe
.......... Qe
...... LI.T Q.....E
I..... G. .0.K.S
I..... R. QK. ...
LSAFY.EFIH R.AEQRIFQM
LSAFYSEFIH R.AEQRIFQOM
LSAFY.EFIH R.AEQRIFQM
LSAFYSEFIH R.AEQRIFQOM

.GM.Y.EIIQ RKTEHNLFTE
.GM.YMDIIQ RKAEHDLEFTE
.GM.YMDIIQ RKSEHNLEVD
.GY.YLDILM RQKEHQL. .E
.GY.YLDILM RQKEHQL. .E
IGY.YLDILM R.KEHQL..E

KRNGRARKFR TAFINRFHDP EFAYMFGITG NGIERMEGKV

AMSQ.Y.SHA PLIIANVINS
AMSQ.Y.SHA PL.IANVINS
AMSQ.Y.SHA PLIIANVINS
AMSQ.Y.SHA PLITIANVINS

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351
NP_659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp_ TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp_ TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

.HNCKTK.VN NKLRATFVR.
.HNCKTK.VN SKLRATFVR.
.HNCKTK.VN SKLRTAFVR.
.HNCKTK.VN NKLRATFVR.

.GTEVIN QRMQNDFARD
.GTNVIN KRMQONDFARD
.GTNVLN ERMQKDFARD
.A..GTEVLN QKMQKSFVR.
VA..GTEVLN QKMQKSFVR.
.A..GTEVLN QKMQKSFVR.

R. Tooee oo,
Rooooioooe oo
R. Toooe oo,

PPGAPHL.AD ..I.......
PAGAPHL.AD ..I.......
PPGAPPL.AD ..I.......
PPGAPHL.AD ..I.......

TPKPGTLRHQ H.I..... E.
TPKPGTLRHQ H.I..... E.
TPKPGTLRHQ H.I..... E.
GNQV..LRHS H.I..... E.
GNQV..LRHS H.I..... E.
GNQV..LRHS H.I..... E.

L..AL..LA D..APLD.SH
L..AL..LA D..APLD.SH
L..AL..LA D..APLD.TH
L..AL..LA D..APLD.TH
.Y..RL..LA D..IPLS.SF
.Y..RL..LA D..IPLG.SF
.Y..RL..LA D..IPLS.SF
.Y..RL..LA D..MPLS.TH
.Y..RL..LA D..MPLA.TH
.Y..RL..LA D..IPLA.TH

TFMD.Y.STA SVICAN..TS
TFMD.Y.STA SIICAN..TS
TFMD.Y.STA SIICAN..TS
T.SD.Y.HVG SLAMSN.MAS
T.SD.Y.HVG SLAMSN.MAS
T.SD.Y.HVG SLAMAN.MAS
TSNIAQEVDY LMNGGDLRNC
T.S..... Lol
T.S.a. .. LH.ooL L.
TS Lol
........ E. .T........
........ E. .T........
EY.VLD.L.. .F....I.
EY..LD.L.. .F....I.
Ey..LD.L.. .F....I.
EY..LD.L.. .F....I.
EVD.LK.AER .IT.E.I..L
EVD.LK.AER .IT.E.I..L
EVD.LK.AER .IT.E.I..L
KC..ID.ATR .LE.E.I..L
KCD.ID.ATR .LQ.E.I..L
KCD.ID.ATR .LQ.E.I..L

560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
560]
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NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713_RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351
NP_659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp_ TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp_ TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

G..C.CSRG LDAILGLRPI
.G..C.CSRG LDAILGIRPV
.G..C.CSRG LDAILGLRPI
G..C.RGRG LDAI.GIRPI
G..C.RGRG LDAI.GIRPI
G..C.RGRG LDAIIGIRPI

YTSTAIDIIT TVEFGPLRLRV

T..... Vo oo Q.-
T..... Vo oo Q.-
T..... Vo oo Q.-
........ Ve oo
........ Ve oeiii-

ORTVTRKDPC GRQLTPQDMR
NGRSRGK.LV V.NS..KTCA
NGR.RGK.LV V.NT..KTSA
NGRSRGKLLV V.TT..KTSA
—————— KDPC GRQLTPQDMR
—————— KDPC GRLLTGQDMR
NGLYKGRVNV LIS.FAIPGR
NGLYKGRVNV LIS.FAIPGR
NGLYKGRVNV L.S.FAIPGR
NGAYEGW. QA .FGVPER
NGAYNGW. QA .FGVPER
NGAYNGW. QA .FGVPER

H e e
n O nn

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

REP.KRPRRG FYTTLDGQVH
REP.KRPRRG FYTTLDGQVH
REP.KRPRRG YYTTLDGQVH
RDP.KKPRRG FYTTLDGQVH

QQ--KRKKMC YFRTLDGN.H
QQ--KRKKMS YFRTLDGT.H
QQ--KRKKMC YFRTLDGN.H
N.--KRR--A .FYTLDGN.H
N.--KRR--A .FYTLDGN.H
N.--KRR--A .FYTLDGN.H

GDPFLSKAVR CGPVIPSVKH

Voo Lo F.I
“V.o.o.o.o.. V.. I
T e IV.....
VGSL...... ...... A.
VGSL...... I..TI
VGSL...... I..T
VGTL...... I......
VGTL...... I R

CL.GPQLRAK A
AYQGPQLRAN A.QRHVERIN
AYQGPQLRAK A.QRYVERIN
AYQGPQLRAK A.QRYVERIN
A
A

.QRHVERIN

CL.GPQLRAK A.QRHVERIN
CL.GPQLRAK A.QRHVERIN
AYQGP.L.GS NRGRPD-LSD
AYRGP.L.GS NRGRPS-LSD
AYQGP.L.GS NRGRPD-LSD
CYMGP.S.GS RRRPLCPL.G
CYMGP.S.GS RRRPLCPL.G
CYMGP.S.GS RRRPLCPL.G

Teemm ——— e

R

TH. .—— ——— R
..... Eovmm ===
WVeuiDevmm —— =i
PVTQDAPLDE IYH.RD..NL
PVTQDAPLDE IYQ.RD..NL
SVTQDAPLDE IYH.RD..NL
P.THDAPLDE IYQ.RD..NL
—————————————— RFQPT
—————————————— RFQRT

EVTIRSETRD LQV.RD..YL
EVTIRSDTHD LQV.ND..YL
EVTIRSETRD LQV.RD..YL
VVINQSTSDI
VVTNQCTSDV LQV.ND..YI
VVINQCTSDV LQV.ND..YI

HENINYLSIL KHNG------

...FRRVTTT .RRR------

.FKHVIDI ..G.---——-
L. VAY... .RK.-————-
. .FKNVIVA TR.N--——--
. .FKHVITA .R.D---—--
...FKHVITT .R.D------
....RRIITV .R..-————-
....RHIITV .R..-————-
RS Y (P 7 ———

QCGGSVIYPR LSTARACSL-
QCGGSVIYPR LSTARARSS-
QCGGDVIYPR LSTARACSS-
QCGG.VIYPR LSTARACSS-
QCGGSVIYPR LSTARACTK-
QCGGSVIYPR LSTARACSL-
VPATGS..N. ISLSKASRLP
IPATGS..N. IDLSKASRLP
VPATGS..N. IYLSKASRLP
SNCAAA.HVD GQLYRASRLP
SNRAVA.HVD GQLDRASRVP
SNCAVA.HVD GQLTRASRVP

......... L .N.I...N..
......... I ...I...N..
......... I ...I...N..
.......... ..I.V.K..
.......... ..I.V.K..
TR..SCHILD S..LEFADRF
TR..SCHILD S..LEFADVS
TR..SCHILD SE.LQFADVS
TR..SCHILD SE.LEFADVS
TR-—===——= ——————————
TR-=-====== ——————————
AR...CHIVD SD.IEFYDKS
AR...CHIVD SD.IEFYDKS

AR...CHIVD SD.IEFYDKS
SINVE.YDKS
SINVE.YDKS
SINVE.YDRS

FVPGYGWVLQ

————— SATIDK MTLALAHQ.C
————— SAID. MTLTLANQ.C
————— SATDS TTSTLATQ.C
————— SAIDS KTLTLANQ.C
————— SAIDL MTKALAHQ.W
————— SATIDK MTLALAYQ.C
YRKRONGVRV SDYTVARE.
YRKLKEGLRA SDYTVARE.
YRKLKEGVRA ADYTVARE.
YRKLTTSHLN CSKHCARQ.
YRKLAPCHLN CSKRCARQ.
YRKLTPSHLN CSKRCARQ.
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720]
720]
720]
720]
7201
720]
7201
720]
7201
720]
720]
720]
720]
720]
720]
720]
720]
720]
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NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713_RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351
NP_659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp_ TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp_ TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

DDYLLNAVKM
V.S...

YL.KSSDLHR
YL .KSSDLHR
YL.KSSDLHR
YL .KSSDLHQ
YL.KSSDLLR
YL.KSTDLHR

CAFRNSRLTR
SAFRNSRLTR
CAFRSSRLTR
VI.RYQTLSP
VI.RYQTLSR
VI.RYQTLSP
NEYARTLWNE
......... D
..... S....
......... D
..... L.
T.L.
..... L.
..... S..
..... S..
.A...N.LDA
.A...N.LDA
.A...N.LDA
.A...N.LDA
.G.G.N.LDG
.A...N.LDA
.C...NVLAS
.C...NILAS
.C...NILAS
.C...NILAS
CF..N.LYS
CF..N.LYS
.CF..N.LYS

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

VGEGDLPPNQ LPYDDDLLFT YAKILLYDYI SHFPEFRHK-

QLDTMI .
QLDIMI.
QLDITI.
QLDFTI.
QLPTMI.
QLDTMI.QSY
-MDHVSDIAY
OMDHVTDIAY
QMDHVTDIAY
OMDHVTDIAY
QLTEVSDADY
QLPEVSDEDY
QLTEVSDSDY

TTSD----KS

A...-———=.T
AKT.-———.T
AKT.----.T
SPLPDFALQQ
SPLPDFALQQ
SPLPDFALQQ
SPLPDFALQQ
SPLPDFALQQ
SPLPDGALQL
.ELTDDLL.Q
.ELTDDLL.R
.ELTDDLL.Q
.ELTDDIL.Q
SPLSDRIL.Q
SPLSDRVL.A
SPLSDRIL.Q
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.TFLEW. .S-
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.NGQT.RPHP
.NGQTVRPHP
.NGQT.RPHP
.NGQT .RPHP
. TGATNRPHP
. TGATNRPHP
. TGATNRPHP

VAGLLMWQOQC

.LLGDV
C.IVIVLEL
C.IVIVLEL

.C.IVIVLEL

.C.IVIVLEL
C..IILLEL
C...VLLEL
C..VILLEL

Y. K. . N=

R...SQDNHE
R...SQODNHE
R...NHDDHE
R...NYDNQE
R...SQDNHE
R...SQDFHE
.VWRQTPYPE
TEWGQTPYPE
.KWSPTPYPE
TMWRQTPYPE
KRW.KPFYPR
KRW.KPFYPR
KRW.KPFYPA

ALMWSLPKLI

LWLLRC.IS.
LS.LRS.IS.
LW.LRC.IS.
LRIAGV.SKL
L.IAGV.SKL
L.IAGV.SKL
L.IAGV.SKL
LFEAGV.LDL
LFEAGV.LDL
LFEAGV.LDL

—-——-NPRLLT

VITHSL.
IITCTL.
VITCSL.
VITC.L.
VITHSL. .
VITHSLSF..
HVN--LKF.N
HVN--LKF.S
HVN--LKF'. .
HVN--LKF.S
EVN--LKF.D
EVN--LKF.D
EVS--LKF.D

zzZ=z2z2Z

INKIISGVCD

LPI.
LPV.GQAIAN
LPI.GQAIAN
LPV.GQAIAN
LPI.SVAIAK
LPT.SVAIAK

LPT.SVAIAK
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K.Q.IE...I
K.QDFT...I
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K.I..E..
K. E..
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KK.o..ooo.t
ALTEKVSLTL
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.DRT. .A.
...RT....
..DRT..A.
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.DRT. .A.
RT..A
RT..A
ND-—-——-- SF
ND-—-—-—--- SF
ND-—-——-- SF
ND-—-—-—--- SF
ND------ S
ND-—-—---- SF
KD--—-——- PF
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NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713_RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351
NP_659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp_ TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp_ TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

LGLAYSPIFR LFIELPTLLG RGAIPGDAAL

.C...H.
F...H.
........ H.
........ H.
........ H.
.C...H.
C...H.
TKI..AN
TKI..AN
TKI..AN
TKI..AN
PRI..AN
.TKI.LAN
I.ATT.R.AN
I.ATS.R.AN
I.ATT.R.AN
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LLWSRSGSHY
oo o000
olKo o o o IH|
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P..VKK.A.H
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P..VKK.A.H
P..VKK.A.H
P..VKK.G.H
GY.EKK.A.H
P..CKA...H
P..CKA...H
P..CKA...H
P..CKA...H
PF.CK....H
PF.CK....H
PF.CK....H

CLT..N..Q.
CLT..N..Q.
CLT..NS.Q.
CLT..NS.Q.
CLT..N..Q.
CLT..N..QS
ILT.CN..I.
ILT.CN..I.
ILT.CN..I.
ILT.CN..I.
LT.CA....
LT.CT....
LT.CT....
YPDEQIDQLL
.DK.NE. .
M.
DN.....
DEVNK
DEVNK
DEVNK
.EVNR
DR.N
H.--———- .F
H.—————- HF
H.—————- HF
H.—————- HF
H.-—-———- F
H.—————- .F
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H.—————- HF
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H.—————- EF
H.—————- EF
H.—————- QF

........ DK
...... N.IK
....... ST
...... N.TI.
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........ IH
....... SVK
....... NVK
..VTSS..KR
. .VTSS..KR
..VTSS..KR
..VTSS..KR
. .VTSS..KR
. .VTSC.GKS
. .VKSS.PSA
. .VKSS.PSA
. .VKSS.PSA
. .VKSS.PSA
. .VAGSEPNV
. .VTASAPSA
. .VTASAPNA
PPQPTRKEFL
S
Roeooooe
HR.......
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JHR. ..ol
N
B
GSYDN.L. .V
KSYDN.L. .V
ESYDN.L. .V
KSYDN.L. .V
GSYDN.L.LV
GSYDNVL.CV
AKYSS.LD.V
AKYGS.L..V
AKYDS.L..V
AKYDS.L..V
.SYRN.L..V
.SYRN.L..V
.RYRN.L. .V

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia
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...... K-FD
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ENLEL.RVLK
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MD.PA AA

PLMTVDVPKT

NPHEAKISRE
NPHEAKISRE
NPHEAKISRE
NPHEAKISRE
NPHVAKISRE
NPHDSKISRE
NRHEAKI.RH
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NRHEAK. SDD
NRHEAKISDD
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RKLEHGKERF
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.LHI.TA-
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...LHI.NV-
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KEEITRKEVP
REEITKKE.P
REEISKKEVP
KEEI.K.EVP
KEEISRKELP
KEEITRKEVF
KNEMTDMPPP
KNEMTDMPPP
KNEMTSMPPP
KNEMTDMPPP
KQEIKDCPKP
KQEIKDCPKP
KQEIKDCPKP

IYNCDTISYV

SSFEHHLEER
N.o........
Noo.ooo.o.o..
Dol
....DoLL
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E..D......
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DT.KQ.VFTS
DT.RQ.VFTS
DT.KQ.VFSS
DT.KQ.VFSS
DT .KQDVETF
D..KQ.VFTS
GD.KL..ITS
GD.ML..ITS
GD.ML..ITS
GD.ML..ITS
GD.RL..LTS
GD.GL..LTS
GD.GL..LTS
YFDFVLKLFE
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Il
Il
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YI.NYV
YI.NYI
YILNYV
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F..YI.HYV
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[1040]
[1040]
[1040]
[1040]
[1040]
[1040]
[1040]
[1040]
[1040]
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[1120]
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[1120]
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[1120]
[1120]
[1120]
[1120]
[1120]
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

NP 620730 RdRp_ TVV1-1 SGWQDSEAIL SPGDYSSECL HAKISGYKYK AMLDYTDENS QHTIQSMRLI FETMKELLPP EASFALDWCI ASEFDNMQTSD [1200]
AAC55469 RdARp TVV1-T5 T ieee T..R. ..... N 00000000 00000 oo B [1200]
ABC86751 RdARp TVV1-IH2 T....R.... ..... T..R. .TR..S.... .......... o oo ollio - (Y S TA....... ..., T. [1200]
ABF57713 RdRp TVV1-Changchun .......... ..... T..Q. ..... | I 0 06000000 ©0000 o o I B [1200]
AED99816 RdARp TVV1-0C3 T....G.... ..... TNDR. ..... I  ccooco0000 0000 oo o D K... [1200]
AED99814 RdRp TVV1-UH9 T oo TNDR. .T...S.... .....c.... 5 00 olfio - [ S K..K [1200]
AED99818 RdARp TVV1-0C4 T oo TN.R. ..... S.... .Y o 0 o olfio o [ S TA....... ...... R..S [1200]
AED99812 RdRp TVV1-URI Ao oo TG.R. ..R..S.... .......... 5 00 oRo - AN ITe oo ooee oo el Y... [1200]
AED99820 RdARp TVV1-0C5 Ao oo, T..R. .TR..N. ... .| . . . .......... TIT e iien oo Y... [1200]
TVVI=C344 e i et ettt he e aeaee e aeae tee et et eaeaaa R.. [1200]
NP 624323 RARP TVV2-1 .V.SNKHVL. N.DYMNPVIF ST--LN.DEY C......... ..S.E..KQV .LCLFPF..R SMHSI.Q..V T..... YIN- [1200]
AED99810 RdRp TVV2-0C5 GV.SNKHVL. N.DYMNPVIF ST--LN.DEY C......... ..S.E..KQV .SSLLPF..T SMHRI.Q..V T..... YIN- [1200]
AED99806 RdRp TVV2-URL GV.SNKHVL. N.DYMNPIIF SS--LD.SEY C...F..... ..S.EN.K.V .SCLMPF..Y SMHSV.Q..V T..... YIN- [1200]
AED99808 RdRp TVV2-0C3 .V.SNKHVL. N.DYMNPVIF SS--LN.DEY C......... ..S.A..K.V .SCLMPF..Y SMHSV.Q..L T..... YIN- [1200]
TVV2-C76 .V.SKKHVL. N.DYMNPVIF ST--LN.DEF C......... ..S.E..KQV .LFLFPF.LW SMHSI.RG.V T..... YIN- [1200]
TVV2-C351 NV.SNIHVL. KTFYMFGVVF SR--LN.DEY C....F.... .LS.E..KQV .LCLFPF..R SMHSI.Q..V T..... YMN- [1200]
NP 659390 RdRp TVV3-1 CV.SNESVL. N.AAM.V.RF SV--LD.PEY C.I....... ..SLE.QOK.V ..CLRPY..S .MHPI..... ..M.H.EIG- [1200]
AED99804 RdRp TVV3-0C5 CV.SNESVL. N.AAM.V.RF SV--LD.PEY C.I....... ..SLE.QOK.V ..CLRPY..S .MHPI..... T.M.H.EIN- [1200]
AED99802 RdRp TVV3-0C3 CV.SNESVL. N.AAM.V.RF SV--LD.PEY C.I....... ..SLE.QOK.V ..CLRPY..R .MHSV..... ..M.H.EIN- [1200]
AED99800 RdRp TVV3-URL CV.SNESVL. N.AAM.V.RF SI--LD.PQY C.I....... ..SLE.QK.V ..CLRPY..S .MHPV..... ...EH.EIN- [1200]
AED99798 RdRp TVV4-0C5 .I.AN.HVL. N.DALNA.KF AT--LE.PKY C.I....... ...LT..KVV ..VL..F..S .MFPV..... T..... TIR- [1200]
AED99796 RdRp TVV4-1 .I.AN.HVL. N.DALNA.KF AT--LE.PEY C.I....... . .ALN..KAV .KVL..F..S .MFPV..... S..... TIK- [1200]
AED99794 RdRp TVV4-0C3 .I.AN.HVL. N.DALNA.KF AT--LE.SEY C.I....... ...LT..KAV ..VL..F..S .MFPV..... S..... TIK- [1200]
NP 620730 RdRp TVV1-1 GRKWTATLPS GHRATTFINT VLNWCYTQMV GLKEDSFMCA GDDVILMSQE PISLAPILKS QFKFNPSKQS TGTRGEFLRK [1280]
AAC55469 RdRp TVV1-T5 IV . o o0 cccoocoooo ooooooo ENNENIRRINRINN oo o oSN Q ... T - B [1280]
ABC86751 RdARp TVV1-IHZ2 K. V. [ . . . cCEL L. IS . . HA ........ T. Pooovevoo. o... . S [1280]
ABF57713 RARp TVV1-Changchun .H..V..... .......... .......... ..... Toiie o e 1 R P [1280]
AED99816 RdRp TVV1-0C3 PRV . .o cooocoonocoo cooooo oSNNI oo o o[RS T. Noveiiiiin iiiiennn [1280]
AED99814 RdARp TVV1-UH9 NN C oo coco0oco0co00o00 coo000o oINS o o o o o [N H O [1280]
AED99818 RdRp TVV1-0C4 3PV o 0o ccocooocoooo ooooooo INNIRRINRINN oo o o[RS T - [1280]
AED99812 RdRp TVV1-URL H . VS R . - - o+ . N, . . U L.o.. ... V... T. Hoooniiiin ciiiiaa [1280]
AED99820 RdRp TVV1-0C5 RS cco coocoococoo ©ooo0oo o e A Leee i T - B [1280]
TVV1-C344 ... . . . . . . ... ... LS . . . - O [1280]
NP 624323 RARP TVV2-1 KTH.NSL oo oo, S ...RA.LLPF LQVANA.HTG --.DV.LCGK ADYATL.NTV PYEL.KT... F.PSA....L [1280]
AED99810 RdRp TVV2-0C5 NTH.NS.... ......... S ...RA.LLPF LQVSNA.HTG --.DV.LCGK ADYGTL.NTV PYEL.KT... F.PSA....L [1280]
AED99806 RdRp TVV2-URL NIH.KSEooo oo, S ...RA.LLPF LQVSNA.HTG --.DV.LCGK ADYATL.NTA PYEL.KT... F.PSA....L [1280]
AED99808 RdARp TVV2-0C3 NVH.KS.... ......... S I..RA.LLPF LQVSNA.HTG --.DV.LCGK ADYATL.NTV PYEL.KT... F.SSA....L [1280]
TVV2-C76 KTH.NS.... ...... L..S ...RA.KLPF LQVANA.HTG --.DV.LCGK ADYATL.NTV PYEL.KT... F.PSA....L [1280]
TVV2-C351 KTH.GS.... E....... FS .V.RA.LLPF LQVCNA.HTP --.DV.KCGK ADYRTL.KTV PYELFKT... F.PSP..R.L [1280]
NP 659390 RdRp TVV3-1 . OH . LS S ...KA.LIPY IGDTT..H.G --.DV.LCGK YDYQTL.DTL PYEL.K.... F.PNA....L [1280]
AED99804 RdRp TVV3-0C5 - OH . L S S ...KA.LIPY IGDTV..H.G --.DV.LCG. YDYQTL.DTL PYEL.K.... F.PNA....L [1280]
AED99802 RdRp TVV3-0C3 . OH . LS S ...KA.LIPY IGDTV..H.G --.DV.LCG. YDYQTL.DTL PYEL.K.... F.PNA....L [1280]
AED99800 RdRp TVV3-URL . QH . LS [ S ...KA.LIPY IGDAV..H.G --.DV.LCG. YDYQTL.DTL PYEL.K.... F.PNA....L [1280]
AED99798 RdARp TVV4-0C5 DK. . RS- S ...RA.LLPY IGTIV.YH.G —--.DV.LCGD YDYQNL.TRL PYEL...... F.PHA....L [1280]
AED99796 RdRp TVV4-1 NT . . RS S ...RA.LLPY IGTIV.YH.G —--.DV.LCGD YDYQONL.TRL P.EL...... F.PHA....L [1280]
AED99794 RdRp TVV4-0C3 DM. . RS S ...RA.LLPY IGTIV.YH.G --.DV.LCG. HDYQHL.TRL PYEL...... F.PHA....L [1280]
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NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RARp TVV1-IH2

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP 624323 RARP TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351

NP 659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

NP 620730 RdRp TVV1-1
AAC55469 RdRp TVV1-T5
ABC86751 RdRp TVV1-IH2

ABF57713_RdRp TVV1-Changchun

AED99816 RdRp TVV1-0C3
AED99814 RdRp TVV1-UH9
AED99818 RdRp TVV1-0C4
AED99812 RdRp TVV1-UR1
AED99820 RdRp TVV1-0C5
TVV1-C344

NP_624323 RARP_TVV2-1
AED99810 RdRp TVV2-0C5
AED99806 RdRp TVV2-UR1
AED99808 RdRp TVV2-0C3
TVV2-C76

TVV2-C351
NP_659390 RdRp TVV3-1
AED99804 RdRp_ TVV3-0C5
AED99802 RdRp TVV3-0C3
AED99800 RdRp_ TVV3-UR1
AED99798 RdRp TVV4-0C5
AED99796 RdRp TVV4-1
AED99794 RdRp TVV4-0C3

Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

HYTEAGVFAY PCRATASLVS GNWLSESLRD NTPILVPIQN GIDRLRSRAG LLGVPWKLGL SELIEREAIP KDVSMALLNS

.RRAGD. IG.
.RRGGD. IG.
.RRGGD. IG.
.RCGGD. IG.
.RHGEK. IG.
.VG.
.RHGEK. IG.

HAAGPGLITR DYSSFTVTPT PPKLH-SSLE
... 5- T

KSNAALLSAV
KSNAALLSAV
KSNAALLSAV
KSNAALLSAV
KSNAATILSAV
KSNAALLSAV
SDAAT.IV.N
SDAAT.IV.N
SDAAT.IV.N
SDAAT.IV.N
QPTATMII.D
RPTATMIV.D
QPTATMI..D

.QVS-.T..

... IS-.T..
LTIT-. ...

..TIT-.
. TIT-.
.T.

T-.

T

T..

T..
T-.T

.RIT-.T.D

<< << << <Uo<<HHISS:

a=ja=iie i O O]

.DTVVKAPP
.DTVVKGSP
.DTVLKAKP
.DTVLKAQP
.DTVVKAPP
.DTVVKAPP
.Q.
.EH.DVP
.EH.DVP
.ER.DAP
.DAGEV .
.DAEEV.
.DAEEV.

EC.DVP

WQGS.LS.MQ
.LSCMQ
.ISVT.
.ISVT.
.ISVT.
.ISVT.
.LSVT.
.LS.T.
.LS.T.

=
10
nnnnonononn

YTATRHGLQD

..... Y.V..
TFYDLRT.DI
NFYDLRT.DT
KHYDLRT.DI
KHYDLRT.DI
TFFDLRT.DI
TFYDLRT.HI
FSQAQKVEDT
FSQAQKLFDT
FSQAQKLFDT
FSQAQKVFDA
FAQLHQLAKY
F.QL.RLAEY
F.QLHQLAEY

Ve
Ve
QLYTISA.S.
QLYTISA.S.
QLYTISA.S.
QLYTISA.S.
QNYTRSAWS .
QLYTISA.S.
QCNVII..SQ
QCNVII..SQ
QCNVII..SQ
QCNVII..SQ
Q.NAIIC.SQ
Q.NATIC.SQ
Q.NAIIC.SQ
LCKHVPWKQL
LS.
....... N.
-
LS
-
S
Seu... E.
Se.... E.
.ND......
KQTS. .INS
KQTS. .INS
KHTS. .INS
KHTS. .INS
KQTS..INT
KHSS. .INS
MRDIC.EFTT
MRDSC.EFTT
MRDYC.EFTT
MRDFC .EFTT
AINTY..LNS
AINTY..LNS

AINTY..LNS

...... S...
. .PYIPVTMK
.. PYIPVTMK
. .PFVPVTMK
. . PTLPVTMK
. .PYIPVSMK
.KPYIPVTLK
.NIRFIPAMQ
.NIRFIPAMQ
.NIRFIPAMQ
.NIRFIPAMQ
.SINRIRSLA
.SIHTIRSLA
.SISRIRSLA

TANECNKLGQ
.TV.SD..SR
STT...R...
WELLLoLL L
.TQ...R...
IQl el
.TE.SR....
.LE.R....K

.YDL.

.NDLR
.YDLR
.YIDK
.Y.DK
.Y.DK
.Y.DK
.YCPL
.YCPL
.YCPL

LY.L

DLLERR.
NLLZRR.
DLLDRR.
DLLDRR.
DLLEGR.
DLLERR.MQS
DRVLARRTSN
DKVRARRSSS
DKV.ARRSSS
DKVRARRSSS
.LVRNRM. RP
.LVRNRT.KP
.LVRSRM.KP

SRITNG.
SRITNG.
TRLTNG.
TRLTNG.
SRITNG.
SRITNG.FSG
MSEPFDVGSD
MSEPFDVSSD
MSEPFDVSSN
MSEPFDVSSN
F.GYIDPATT
L.DYIDPATT
L.NYIDPATT

SQTKITYKCV
ALLLUNLT
AL L. JHYT

DNKNVI.
DNKNVL.
.KKNVL.
NKKNVL.
DNKNVI.
DNKNVI.
AVKN. ..
AASN. ..
AVSN.
AVKN.
AAQD.
AAKA.
AARD.

™R R
0
—
=

[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
[1440]
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

NP 620730 RdRp TVV1-1 YEVFKPSGLP TVLSEVSQSA LSLVWWQAML KEAMQDYSTK KKDAHMYACN ACTSSVSGDA FLRATSKMAG VLITSLISSS [1520]

AAC55469 RdRp TVV1-T5 —  ...... R... ....GS..PS ..ML...... .Q.I..De.. JI..R.F.A. tiueee... co o NAS... L.l T.. [1520]

ABC86751 RdRp TVV1-IH2 Hevowvonnn ©e..DA..PS ..M.....en aa.... N... .I....F... ...GC..... ce..NP.L.. .oo.... T.. [1520]

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun ..A...RK.. ..... e e e e e e et e B [1520]

AED99816 RdRp TVV1-0C3 ...... NR.. ....D...PS ..MA...... ....... TV. .I..Q.F.S. 1) S Povie e [(1520]

AED99814 RdRp TVV1-UH9 ...... 1) PR PS «.Mitiiins e Ve sI..Q.F.S. vuviiienn. ..Q..P M.o.LlY [1520]

AED99818 RdRp TVV1-0C4 ....un.... cereGu. PSS LMeiiii. ... N..V. .I..Q.F.St vuvennnnnn S.Q . Pai.. L.MlLLLY [(1520]

AED99812 RdRp TVV1-UR1 Ho . Yooo... K...GA..PS ..M....... «..... N... .I..Q.F.SS ...DR..... ..Q.SALAL. ... 0 [1520]

AED99820 RdRp TVV1-0C5 HDFY...... ... .GA..PS ..MA...... ...... NF.. .L..Q.F.S. ...DC..... ..Q.SA.T.. ..F..S.L.. [1520]

TVV1-C344 e e G vttt e eV e e e [1520]

NP 624323 RARP TVV2-1 .LPS.MLPMI D.DPADATPL RKRYHPRSHI AHPLPR---- --...LKELR FA.CR.GPAT AI.LG.LWPA NR.NLIKPVY [1520]

AED99810 RdRp TVV2-0C5 .LPS.MLPITI D.DPADALPL QKRYHPRSHI AHPLPR---- --...LKELR FA.CR.GPAT AI.LG.LWPA NR.NLIKPVY [1520]

AED99806 RdRp TVV2-UR1 .LPS.MLPII D.DPTEAFPP QKRYHPRSHI AHPLPR---- --E..LKELR FA.CR.GPAT AI.LG.LWPA NR.NLIRPVY [1520]

AED99808 RdRp TVV2-0C3 .LPS.MLPMI D.DPSEALPP QKRYHPRSHI AHPLPR---- --...LKELR FA.CR.GPAT AI.LG.LWPA NR.NLIRPVY [1520]

TVV2-C76 .LPS.MLPMI D.DPADATGL RKRYHGRSHI AHPLPR---- --.G.LKEFR FA.CR.GPAT A..LGGLWPA NR.NLIKPVY [1520]

TVV2-C351 .VPS.MLP.I D.DPADATPL RKRYHPRSHI AQGLPR---- --...LKELT FA.CR.RPAT AR.LG.LWPA KT.FVMMPVY [1520]

NP 659390 RdRp TVV3-1 AP.APQVCIA VNPAHYQFLL RKKYYPREHI APPGF.---- --.STNSKLV FS.YDLAPSI AMKSCAVLTP AK.ICGHGLR [1520]

AED99804 RdRp TVV3-0C5 SP.APQVCVV VNPNHYQFLL RKRYYPREHI APPGF.---- —--ASNDSKLV FT.YDLAPSI AMKSCAVL.P AK.ICGHGLR [1520]

AED99802 RdRp TVV3-0C3 SP.APQVCVV VNPNNYQFLL RKRYYPREHI APSGF.---- —--ESSDSKLV FT.YDLAPSI AMKSCAVLTP AK.ICGHGLR [1520]

AED99800 RdRp TVV3-URL AP.APRISIV VNPAHYQFLL RKKYYPREHI APTGS.---- —--NTDRTKLV FA.YDLAPSI AMKSCAVLTP AK.I.GHGLR [1520]

AED99798 RdRp TVV4-0C5 GPAIPLVSYH HHCDPMVVPP ARRYYPRDH. APPITP---- --QVLPPQPV F.DRDL.PII A.KIAPAGVA .KV.ADRPIA [1520]

AED99796 RdRp TVV4-1 GSAVPLVCYH HHCDSMIVPL ARRYYPRDH. APPVTP---- —--QVLPPQPV F.DRNL.PII A.KLAPAGVA .KV.ADRPIA [1520]

AED99794 RdRp TVV4-0C3 GPAIPLVSYH HHCDPMVVPL TRRYYPRDH. APPITP---- --QVLPPQPV F.DRDL.PIM A.KIAPAGVA .KV.ADRPIA [1520]

NP 620730 RdRp TVV1-1 S- [1522]

AAC55469 RdRp TVV1-T5 .- [1522]

ABC86751 RARp TVV1-TIH2 .- [1522]

ABF57713 RdRp TVV1-Changchun .- [1522]

AED99816 RdRp TVV1-0C3 .- [1522]

AED99814 RdRp TVV1-UH9 .- [1522]

AED99818 RdRp TVV1-0C4 .- [1522]

AED99812 RdRp TVV1-UR1 .- [1522]

AED99820 RdRp TVV1-0C5 .- [1522]

TVV1-C344 .- [1522]

NP_624323 RARP_TVV2-1 V- [1522]

AED99810 RdRp TVV2-0C5 V- [1522]

AED99806 RdRp TVV2-UR1 V- [1522]

AED99808 RdRp TVV2-0C3 V- [1522]

TVV2-C76 V- [1522]

TVV2-C351 V- [1522]

NP_659390 RdRp TVV3-1 .G [1522] "

AED99804 RdRp_ TVV3-0C5 .G [1522] g

AED99802_RdRp_TVV3-0C3 .G [1522] &

AED99800 RdRp TVV3-UR1 .G [1522] <

AED99798 RdRp TVV4-0C5 A [1522] o

AED99796 RdRp TVV4-1 A [1522] =

AED99794 RdRp TVV4-0C3 A [1522] =
O
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

Anexo 7. Arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas de CP y RdRp de los VTVs y otros
miembros de la familia Totiviridae (listados en el anexo 4) obtenidos por el método de Evolucion
Minima. En negritas se destacan las secuencias de VTVs que se informan en este trabajo. Los

valores sobre las ramas son los valores bootstrap.
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Virus de Trichomonas vaginalis: filogenia y asociacién con la virulencia

Anexo 8. Arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas de CP y RdRp de los VTVs y otros
miembros de la familia Totiviridae (listados en el anexo 4) obtenidos por el método de Méxima
Parsimonia. En negritas se destacan las secuencias de VTVs que se informan en este trabajo.

Los valores sobre las ramas son los valores bootstrap.
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