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Resumen

Trypanosoma vivax es un parasito que pertenece a la familia Trypanosomatidae, y
causa tripanosomosis, esta enfermedad tiene una extensa distribucion en zonas como:
Africa, Asia y América Latina. Afecta principalmente a bovinos y equinos entre otros. El
animal infectado puede cursar la enfermedad con varios signos y sintomas principalmente
la pérdida de peso, anemia, descenso en la produccion y muerte, siendo el causante de
pérdidas econdmicas. Existen escasos estudios de T. vivax en Ecuador, pero ninguno en
las provincias de Pichincha y Sucumbios en la que empleen técnicas moleculares. Por lo
que el objetivo del presente trabajo fue detectar molecularmente y realizar un analisis de
relaciones filogenéticas de Trypanosoma vivax en equinos y caninos naturalmente
infectados, procedentes de parroquias de la provincia de Pichincha y Sucumbios,
Ecuador. Se estudiaron 33 muestras de ADN de equinos y caninos de Pedro Vicente
Maldonado y Aguas Negras. 2 (6,06% de prevalencia) dieron positivas para T.vivax
utilizando una PCR de punto final, amplificando un fragmento de la region ITS-1 y
confirmada con el antigeno especifico de la especie T. vivax (ILO) y de cisteina similar
a la catepsina L. La inferencia filogenética se realizd mediante un arbol de Maxima
Parsimonia, cuando se utilizo la region ITS1 se observé una similitud con aislados de
Sudamérica y Africa oriental, mientras que con la region similar a CAT-L, la similitud
fue con los aislados ecuatorianos del estudio realizado de Manabi en 2017. Este es el
primer estudio de la presencia de T. vivax en 2 provincias del Ecuador, Pichincha y

Sucumbios, empleando herramientas moleculares.

Palabras clave: Trypanosoma vivax, caninos, equinos.
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Abstract

Trypanosoma vivax is a parasite that belongs to the family Trypanosomatidae, and
causes trypanosomosis, this disease has a wide distribution in areas such as: Africa, Asia
and Latin America. It mainly affects cattle and horses among others. The infected animal
can present the disease with several signs and symptoms, mainly weight loss, anemia,
decrease in production and death, being the cause of economic losses. There are few
studies of T. vivax in Ecuador, but none in the provinces of Pichincha and Sucumbios
using molecular techniques. Therefore, the objective of the present work was to detect
molecularly and perform an analysis of phylogenetic relationships of Trypanosoma vivax
in naturally infected equines and canines from parishes in the provinces of Pichincha and
Sucumbios, Ecuador. Thirty-three DNA samples from equines and canines from Pedro
Vicente Maldonado and Aguas Negras were studied. Two (prevalence of 6,06%) were
positive for T. vivax using an end-point PCR, amplifying a fragment of the ITS-1 region
confirmed with the species-specific antigen T. vivax (ILO) and cysteine cathepsin L-like
cysteine. Phylogenetic inference was performed using a Maxima Parsimony tree, when
using the ITS1 region, similarity was observed with isolates from South America and East
Africa, while with the CAT-L-like region, the similarity was with Ecuadorian isolates
from the study conducted from Manabi in 2017. This is the first study of the presence of
T. vivax in 2 provinces of Ecuador, Pichincha and Sucumbios, employing molecular

tools.

Key words: Trypanosoma vivax, canines, equines.
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1. Introduccién

La tripanosomosis es una enfermedad hemoparasitaria provocada por varios
protozoos de la familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, (Reis et al., 2019). El
género Trypanosoma abarca diferentes especies entre ellas T. brucei, T. congolense, T.
equiperdum, T. evansi, T. simiae, T. suisy T. vivax. La tripanosomosis tiene una extensa

distribucion en zonas Africa, Asia y América Latina (Fetene et al., 2021).

Durante el ciclo de vida del Trypanosoma vivax se encuentran formas epimastigotes
y metaciclicas, siendo carente de una etapa prociclica en la que se ve implicada el
intestino medio del insecto, lo que no permite la migracion compleja dentro del insecto;
por el contrario, este parasito se desarrolla directamente en formas de epimastigotes
dentro de la proboscide del insecto (Figura 1). Esta caracteristica podria justificar, el por
que este Trypanosoma puede ser transmitido por otros tipos de insectos picadores

(Jackson et al., 2015).

1. Bloodstream form 3. Epimastigote 4. Metacyclic

T. vivax

Figura 1.
Ciclo de vida del Trypanosoma vivax.

La figura sefiala la anatomia del insecto abreviandose asi: probdscide (P). El ciclo
bioldgico dentro de la mosca definida por etapas: (1) Ingestion de parésitos; (2)
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migracion de parasitos al intestino medio del insecto, diferenciandose en formas
prociclicas (T. vivax no tiene esta etapa); (3) migracion anterior a la probdscide y
diferenciacion en formas epimastigotes; (4) diferenciacion en formas metaciclicas e

inoculacién en el huésped vertebrado al alimentarse los insectos.

En Africa, la transmision de la tripanosomosis se da principalmente a por medio del
desarrollo ciclico en las moscas tsetse (Diptera: Glossiidae), mientras que en América
Latina y otras areas, la via de transmision es la mecéanica, a través de la picadura de
moscas del género Tabanidae y de las especies Stomoxys calcitrans y Haematobia

irritans (Fetene et al., 2021) (Bastos et al., 2020).

La tripanosomosis puede afectar a diferentes hospedadores, especificamente
animales, ya sean salvajes o domésticos y de forma muy poco frecuente, a humanos. En
el ganado el agente etiolégico con mayor importancia por su patogenicidad es
Trypanosoma vivax. Este protozoo esta reportado en ganado vacuno, dromedario, cabras,

ovejas, caballos, burros (Reis et al., 2019) (Fetene et al., 2021).

Se conoce que el ganado infectado por este protozoario puede cursar diversas etapas
de la enfermedad entre ellas la fase de prepatencia, fase aguda, cronica o asintomatica.
Los signos clinicos son la anemia, disminucion de peso, descenso en la produccion de
leche, en ocasiones suele ser fatal si no se trata (Silva Pereira et al., 2020) (Vieira et al.,
2017). Existen diferentes métodos de diagnostico para la deteccion de la tripanosomosis
animal. EI més utilizado para la deteccion del parasito es a traves de la observacion del
parasito al microscopio. Otra técnica directa es la centrifugacion del hematocrito la cual
concentra los parésitos cerca de la capa de células leucocitarias. Estas técnicas son de bajo
costo y faciles de realizar, pero su sensibilidad analitica se ve limitada, siendo Unicamente
efectivos para la fase aguda de la enfermedad, en una alta parasitemia (Nakamura et al.,
2021) (Eleizalde et al., 2011). Para estudios epidemiolégicos el método inmunolégico

mas aplicada es el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas Indirecto o ELISAI para
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la deteccion de anticuerpos, no obstante esta técnica no muestra una infeccion en curso y

no permite la diferenciacion de infeccion entre Tripanosomas (Nakamura et al., 2021).

En la actualidad, los métodos moleculares se basan en la deteccion de ADN o ARN
del parasito, estas técnicas tienen una alta sensibilidad y especificidad, logrando detectar
de 1 a 10 tripanosomas/ml de sangre a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR) (Davila et al., 2003).

Para la técnica molecular de PCR se ha utilizado una regién dirigida al espaciador
transcrito interno (ITS) de los genes ribosomales, debido a su elevada sensibilidad dada
por el extenso nimero de copias y la variacion de longitud entre especies, (Njiru et al.,
2004; Gaithuma et al., 2019) (Takeet et al., 2017) (Njiru et al., 2004; Gaithuma et al.,
2019). Otro marcador representativo, incorpora las secuencias las enzimas tipo catepsina
L (CatL), las cuales son cisteinas proteasas esenciales en el metabolismo, infectividad,
inmunidad, patogenicidad de los tripanosomas. Esta region ha sido planteada como un
marcador genético idoneo para el andlisis de la diversidad intraespecificas de T. vivax
(Cortez et al., 2009). Finalmente el marcador ILO, debido a que es una secuencia
tandem que codifica un antigeno de diagndstico de Trypanosoma vivax. La secuencia de
esta region tiene mayor numero de copias y al conservada se encuentra reportada en

todos los aislamientos de T. vivax existentes hasta la fecha (Masake et al., 1997).

Existe escasa informacion de estudios moleculares y filogenéticos realizados en
Latinoamérica. Entre los pocos estudios sobre tripanosomosis llevados a cabo
encontramos el realizado en el noreste de Brasil en el afio 2017 en ganado lechero (Vieira
et al., 2017), y mas actualmente el realizado en Venezuela el de (Eleizalde et al., 2021).
En América Latina la tripanosomosis bovina se encuentra ocupando el tercer lugar, entre

las enfermedades parasitarias de importancia econémica. A pesar de su impacto tanto
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econdmico como en la salud animal, ha sido descuidada en términos de sensibilizacion,

intervencion para su control (Osorio et al., 2008).

La ganaderia es una de las actividades méas desarrolladas en la agroindustria en el
Ecuador, con un aproximado de 4.1 millones de bovinos distribuidos en las cuatro
regiones: 48.4% en la sierra (produccién de leche), en la costa 42.4% (ganado para
produccion de carne y leche) y el oriente ecuatoriano junto con las Islas Galapagos
cubre el 9,13%, destinados a la produccion de leche o carne. Debido a su localizacion
geografica, este pais brinda un ambiente favorable para crecimiento de vectores. De
acuerdo a la actividad econdmica preeminente y al factor de riesgo predisponente, es
imprescindible realizar estudios que ayuden a saber la situacion de estos protozoos en

el pais.

En el territorio nacional existen escases de estudios realizados sobre tripanosomaosis,
aplicando herramientas moleculares, entre los pocos que se pueden hacer mencién
estan: el realizado Wells et al. (1977), en el que report6é una seroprevalencia del 22,5%,
empleando una técnica seroldgica (IFI), primer publicacion en el pais; un estudio
relevante, es el realizado en la provincia de Manabi por (Chavez-Larrea et al., 2020)
reportando un brote en el canton de Chone en el 2017, con una prevalencia del 15%,
usando una técnica molecular (PCR), otro estudio es el realizado por Burgos (2021) n la
provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, aplicando una técnica seroldgica
(ELISAI) mostrando una seroprevalencia de 8%, y el trabajo publicado por Hinojosa
(2021), donde reporta una seroprevalencia de 16.82%, realizado en el Oriente
Ecuatoriano, los cuales indican la presencia de este hemoparasito en el Ecuador (tabla

1).
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Tabla 1. Resumen de trabajos de Tripanosomosis realizados en Ecuador, Autores,

provincias de estudio, prevalencia reportada, tecnica utilizada.

AUTORES PROVINCIA PREVALENCIA TECNICA
(%) APLICADA
Wells et al. Nivel nacional 22,5 IFI
(1977)
Chéavez-Larrea  Manabi 15 PCR
et al. (2020)
Hinojosa Napo, Orellana 16.82 ELISAI
(2021) y Sucumbios
Burgos (2021) Santo Domingo 8% ELISAI
de los
Tsachilas

Los rasgos moleculares reportados servirdn como base para estudios
epidemioldgicos posteriores, que permitan comprender los genotipos de los parasitos
que se encuentran circulando en la zona de estudio. Resulta crucial lograr una
introduccion de programas de vigilancia tanto para los parasitos y vectores del
Trypanosoma vivax. Conseguir que se implemente estrategias de diagnostico y control
en la zona estudiada, permitird una diminucion en la transmision de este Trypanosoma

a animales sanos, protegiendo a la industria ganadera del pais.

La implementacion de pruebas moleculares permitira la deteccién de Trypanosoma
vivax en caninos y equinos de la provincia de Pichincha y Sucumbios, demostrara si
existe una relacion filogenética cercana entre las especies de Trypanosoma vivax
presentes en Pedro Vicente Maldonado y Aguas Negras con T. vivax reportados en
canton de Chone por Chavez Larrea en el 2020 y las secuencias de publicadas a nivel
mundial. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue identificar molecularmente
Trypanosoma vivax en caninos y equinos infectados naturalmente procedentes de la

provincia de Pichincha y Sucumbios, Ecuador.

Métodos

Muestreo
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Las muestras de ADN analizadas corresponden al proyecto “Artropodos” realizado
por el Centro de Investigacion en Zoonosis — Cl1Z de la Universidad Central del Ecuador
y facilitadas a la UISEK, con base en el convenio especifico que sostienen ambas

instituciones.

Se evaluaron 33 muestras entre equinos, caninos y bovinos de distintas parroquias,
en dos provincias del Oriente ecuatoriano: la parroguia Gonzalo Diaz de Pineda en Napo
(0°40'12"S, 77°5624"W); y en Sucumbios (0°5'0"S, 76°53'0"W), de los cuales 6
muestras de ADN eran pertenecientes a caninos, 8 a equinos y 6 a bovinos; y una de la
Sierra: la parroquia Pedro Vicente Maldonado en Pichincha (0°10'0"N, 79°0'0"W); 13
muestras de ADN fueron de caninos, no hubo ADN que pertenezcan a equinos y
bovinos . Estas regiones se encuentran ubicadas a una altitud promedio entre 500, 1500

y 620 m.s.n.m. (Figura 2) (INEC, 2014).

Figura 2.

La figura muestra la localizacion geogréafica del area de estudio y hospedadores. Se

seflala las 3 provincias de estudio: Pichincha, Sucumbios y Napo. Hospedadores:
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equinos, bovinos, caninos.

Amplificacién por PCR punto final

Para la amplificacion del ADN, se empled PCR punto final, el volumen total de la
reaccion fue de 25ul, compuesto por: la Mezcla Maestra de PCR Promega® segun
recomendaciones de la casa comercial y tres sets de primers a una concentracion de
0.25uM (segun lo especificado por cada autor); los cebadores especie-especificos para
T. vivax (CAT-L e ILO) y género— especifico (ITS) para la familia Trypanosomatidae
(Tabla 2). Los primers ITS1 CF/BR amplifican un fragmento del gen espaciador
transcrito interno (ITS) del ADNr como lo describe (Njiru et al., 2005). Los primers
ILO1264 F/ 1265R amplifican una region del gen que codifica a un antigeno especifico
de T vivax (Masake et al., 1997). Finalmente, los primers TviCatL/ DTO155 amplifican
un fragmento del gen de la cisteina proteasa. Los programas de ciclado fueron escritos
por (Njiru et al., 2005), (Masake et al., 1997) & Cortez et al., (2009), respectivamente.
Los productos amplificados se analizaron a través de un gel de agarosa al 1,5% en
electroforesis (45 minutos a 100V/ SafeView). Losamplicones obtenidos se cortaron de
los geles y se purificaron usando el kit PureLink™ PCR Purification Kit de Thermo

Fisher, siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

Tabla 2

Cebadores utilizados en amplificaciones por PCR en el presente estudio

REFEREN

PRIMER SECUENCIAS PRODUCTO
CIA
ITS1CF 5 CCGGAAGTTCACCGATATTG 3’ 250 ob Njiru et al.,
ITS1BR 5 TTGCTGCGTTCTTCAACGAA 3 P 2005
TviCatL 5 GCCATCGCCAAGTAC CTCGCCGA 3 177 ob Cortez et
DTO155 5 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGAT CCA GTA P al., 2009
3

ILO1264 F 5'CAGCTCGGCGAAGGCCACTTGGCTGGG-3' 400 bb Masake et
ILO 1265R 5" -TCGCTACCACAGTCGCAATCGTCGTCTCAAGG-3 P al., 1994

10
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Clonacion de los productos de los amplicones.

Los amplicones purificados fueron clonados en el vector p-GEM-T Easy de Promega
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Brevemente, la mezcla de ligacion
de cada amplicon se realiz6 con 5 uL de buffer de ligacion, 1 uL del vector, 1 uL del
producto de PCR purificado, 1 uL T4 ADN ligasa y 2 uL de agua ultra pura, para un
volumen final de 10 uL. La ligacion se dejé incubando a 4°C por 16 horas. Para la
transformacion, se emplearon las células competentes (Ready-to-Use) de la cepa JM109,
con una mezcla que consistio en la mezcla de ligacién junto con 50 uL de las células. El
choque térmico fue de 10 min en hielo, 50 segundos a 42°C y una incubacion por 10min
de nuevo en hielo. Posteriormente, se afiadieron 950 uL de medio Super Optimal Broth
(SOC), y se incubo por 1 hora a 37°C. Por Gltimo, 100 uL de la mezcla fue sembrada en
placa de agar al 1.5 % con IPTG, X-gal y ampicilina, a concentraciones estandar. A partir
de las colonias blancas obtenidas, se realiz6 una PCR colony a un total de 4 colonias por
placa. Los productos obtenidos fueron enviados a secuenciar a la empresa Macrogen,
empleando los primers forward y reverse de cada amplicon. Las secuencias obtenidas a
partir de los diferentes sets de cebadores y clones generados, fueron ensambladas en una
secuencia consenso, usando GeneStudio Professional Edition(disponible en

http://www.genestudio.com).
Analisis filogenético

Las relaciones filogenéticas se determinaron mediante el analisis de las secuencias de
la regién ITS-1 y del dominio catalitico de catepsina L, extraidas en esta investigacion,
con otras obtenidas de la base de datos GenBank. Se realizd una alineacion multiple
empleando el programa MEGA. Por ultimo, se llevo a cabo las inferencias filogenéticas

con el método de Méaxima Parsimonia.
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Resultados

Deteccion molecular de T. vivax utilizando los cebadores ITS1 CF/BR,

TviCatL/DTO155 e ILO1264 F/1265R

El ADN de 33 muestras perteneciente al Proyecto Artrépodos del CIZ se analizaron
mediante PCR, empleando el conjunto de cebadores género- especificos ITS, y especie
especificos catepsina L e ILO, para determinar e identificar la especie analizada. En las
figuras 3, 4 y 5 se observan los productos de amplificacién que se obtuvieron con PCR
delas muestras provenientes de Pedro Vicente Maldonado, en la provincia de Pichincha
y Aguas Negras en Sucumbios. Las detecciones aplicando el conjunto de cebadores ITS
CF/BR, muestran productos de amplificacion de aproximadamente 250pb (Figura 3),
indicando 6.06% de deteccion (2/33). Ambas muestras procedentes de un canino y un
equino respectivamente. No se presentaron productos de amplificacion en el control sin

templado (pocillo 10).

100pb DNA No. de pocille
Laddar 2 3 a 5 5 7 8 g 10

600 ph

500 pb
400 pb

300 pb
200 ph

Figura 3. Deteccion molecular de T. vivax aplicando los primers ITS1. Productos
utilizando el conjunto de cebadores ITSCF/BR. La flecha roja sefiala los productos
previstos de amplificacion: Carril: 1, Marcador molecular de 100pb. 3, 5, 7, muestra 178
y 283, por triplicado. Carriles 2, 4, 6, 8,9 sin reaccion; carril 10, control Negativo,
reaccion sin templado.
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La deteccion aplicando el set de primers de catepsina L logrdé generar el mismo
6.06% de deteccion (2/33), para las muestras de campo anteriormente mencionadas. La
figura 3indica la amplificacién de la muestra 178 de campo, mostrando una banda entre

100 y 200 pb cercano a lo descrito por (Cortez et al., 2009) (Figura 4, carril 4).

MNo. De pocillo

100pb DNA
laddar

Figura 4. Deteccion de T. vivax por catepsina-L PCR. Con el conjunto de cebadores
TviCatL/ DTO155. La fecha roja sefiala el producto entre 100 y 200 pb (muestra 178,
POSITIVO).Carriles: 1 Marcador Molecular 100pb. Carriles: 2 (muestra 283 de campo,
NEGATIVO) y 4 (muestra 178 de campo, NEGATIVO) se sefialan bandas inferiores a
100pb (flecha azul) exceso de primer; carril 6 (muestra 187 de campo), carril 8 (muestra
191 de campo) y carril 10: reaccion sin ADN.

La deteccion de T.vivax empleando los cebadores 1LO1264/1265, especificos de la
especie, fue de 6,06% (2/33), para las muestras de campo. Este conjunto de cebadores
generé un producto esperando, mostrando una banda intensa de 400pb y a la vez
amplicones mésdifusos dentro del estudio, con una cantidad de inespecificidades de la

reaccion, presentes como bandas de 1000pb y una banda intensa de 2000pb.
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MNo. De pocillo

100pb DNA 1 2 3 4 <) 6 7 8 9 10
Laddax

2000
1500
1200

Figura 5. Analisis electroforético de productos ILO-PCR. Resultados de gel de
agarosa representativos que muestran el tamafio cercano a 400pb (POSITIVO) para T.
vivax con set de primer 1LO1264/1265-PCR. Los carriles indican: 1. Marcador de peso
molecular; carril 2, muestra 191 de campo (NEGATIVO), carril 3 muestra 297 de
campo (NEGATIVO), carril 4, muestra de ADN 283 de campo, carril 5, reaccion sin
ADN (CONTROL NEGATIVO).

Secuenciacion

En base a las secuencias obtenidas de cada clon extraidos con los diferentes
conjuntos de cebadores, se obtuvieron un total de 5 contig, 3 para la porcion ITS 1
denominada ANMZ283C1ITSTv, ANM283C2ITSTv, ANM283C3ITSTv, 1 para la

region catepsina L designada PVM178CATLTv y 1 para ILO, nominada ANM283ILTv.

La secuencia ANM283C1ITSTv consenso de la region ITS- 1, muestra una longitud

de 251pb y un promedio G/C de 60,56%. La longitud que muestra la secuencia
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PVM178CATLTV es de 195pb, presentando un porcentaje de G/C de 61,54%. La
secuencia ANM283ILTv obtenida mediante el conjunto ILO, tiene una longitud

aproximada de 335pb, con un porcentaje de G/C de 61,79%.

La identidad de amplicones con las secuencias presentes en el GenBank, se evaluaron
por BLAST. Para la region ITS-1 las secuencias muestran un porcentaje de identidad para
la misma especie pero diferentes hospedadores y paises del 100% (Tabla 3), entre las
secuencias de estudio y la de la base de datos, siéndola mayoria de paises Africanos y
presentes también en Sudamérica, se puede observar que el hospedero mas comun en
este caso es el camello, sequido del ganado tanto equino como bovino. Para la region
similar a catepsina L se obtuvo entre un 99.44 y 100% de identidad (Tabla 4), siendo el

100% en paises sudamericanos y en un menor porcentaje los paises de Africa Oriental.

Tabla 3. Correlaciéon entre la secuencia ANM283C1ITSTv mediante ITS-1 con

secuencias de la base de datos.

Secuencia Hospedador Localizacion Porcentaje de Acceso
identidad GenBank

Trypanosoma Camelus Kenia 100 MH247145.2
vivax

Camelus Kenia 100 MH247149.2
ANMZ283C1ITS

Camelus Kenia 100 MK880188.1
Tv

Hippobosca Kenia 100 MK880189.1

camelina

Bovine Burkina 100 JX910372.1

Equus Paraguay 100 LC589626.1
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Tabla 4. Comparacion de la secuencia de T. vivax mediante Catepsina-L con secuencias de GenBank

Secuencia Hospedador Localizacion Porcentaje de Acceso
identidad GenBank
Trypanosoma Bovine Ecuador 100 MT547173.1
vivax Bovine Ecuador 100 MT547174.1
PVM178CATL  Bos taurus Brasil 100 KR822724.1
Tv Ovies aries Brasil 100 KR822728.1
Equus asinus Brasil 100 KR822720.1
Camelus Sudan 96,47 LC198233.1
Cattle Mozambique 96,61 EU753808.1
Goat Mozambique 99,44 UE753816.1

La secuencia estudiada con ILO de T. vivax, mostrd una similitud un 98.5 (estudio
realizado por Masake) y 99.7% (publicacion por mismo autor, afios antes), adicional la

tabla 5 muestra las escases de secuencias y datos presentes en la base del GenBank.

Tabla 5. Comparacion de la secuencia de T. vivax mediante ILO, con secuencias de
GenBank

Trypanosoma vivax Porcentaje  Acceso GenBank
ANM283ILTv de identidad

Trypanosoma vivax (Masake et al., 1994) 99.70 L25129.1
Trypanosoma vivax 99.11 HE573027.1
(Jackson et al., 2012)

Trypanosoma vivax (Masake et al., 1997) 98.50 U43183.1

Analisis filogenético

Los aislamientos de T. vivax en Aguas Negras en Sucumbios y Pedro Vicente
Maldonado en Pichincha (Ecuador) mostraron una relacion cercana con las secuencias

reportadas en Sudamérica y Africa.
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La filogenia que emplea secuencias con ITS-1 (Figura 6), coloco todos los
aislamientos de T. vivax unidos en un mismo clado. Se observo en clados mas lejanos a
otras especies de tripanosomas como son T. theileri, T. congolense, T. simiae, el T. cruzi

al ser el mas apartado se encuentra en la raiz del arbol.

Los resultados de los analisis filogenéticos empleando la region similar a tipo
catepsina L, colocé todos los aislamientos de T. vivax Sudamericanos en un mismo clado,
mientras que en la otra rama del arbol se encuentran las secuencias de tripanosomas

reportados en Africa y Asia (Figura 7).

0 T. vivax-Camelus dromedarius-Kenia-MK880188.1
E T. vivax-Hippobosca camelina-Kenia-MK880189 1
0 ANM283CAITSTv

ANM283C1ITSTv
8 ANM283C2ITSTv
T wivax-Equus caballus-Paraguay-LC589626.1
o2 0 T. vivax-Camel-Kenia-MH247145 2
0 T. vivax-Camel-Kenia-MH247149 2
T.vivax-Burkina-Bovine-JX910372 1
— T. theileri- Bos indicus- Camerun-MG255207 1
59 L— T. theileri-Bos indicus- Camerun-MG283143.1

i': T. congolense-Zambia-MK131911.1
T. congolense-Zambia-MK132075.1
95 T. simiae-Zambia-MK 1320561
W: T_simiae-Zambia-MK132036.1

T.cruzi-Canis familiaris-Brazil- FJ555669.1 ] outgroup

100

64

Figura 6. Filogenia de méxima parsimonia de Trypanosoma vivax basado en la region
ITS-1. Se muestra la especie de Trypanosoma, la localizacion y el hospedero. Las
secuencias de esta investigacion se muestran como ANM283CLITSTyv,
ANM283C2ITSTv, ANM283C3ITSTVv. El arbol esta enraizado en la secuencia de grupo
externo T. cruzi
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_|: T. vivax-Ovis Aries- Brazil- KR§22728 1
100 T.vivax-Equus asinus-Brazil-KR822720.1

37 ——— T vivax- Qvis aries-Brazil-KR822729 1
40 { T.vivax-Cattle- Mozambique-EU753808.1
14 T.vivax-Bovine-Ecuador-MT547174.1
=l T vivax- Bubalus bubalis-Brazil-MK801872.1
PVM1TBCATLTv

- _|: T.vivax-Bovine- Ecuador-MT547173.1

100 T. vivax-Bos taurus-Brazil-KR822724 1

T.vivax- Goat-Mozamique-EU753816.1

T.vivax-Camelus spp-Sudan-LC 1982331
T. theileri-Bos taurus-Sri Lanka-AB930152 1

100 _|: T theileri- Bubalus bubalis-Vietnam-LC 1254551
100 T. theileri-Bos taurus-3n Lanka-AB930159.1

T.cruzi-Brazil-MZ087262.1 ] outgroup

37

15

Figura 7. Inferencia filogenética utilizando maxima parsimonia de Trypanosoma
vivax basado en la region similar a catepsina L. Se indica la especie de Trypanosoma (T.
vivax, T. theileri, T. cruzi), pais y el hospedero. La secuencia de esta investigacion
denominada PVM178CATLTV. El arbol tiene su raiz en la secuencia de grupo externo
T. cruzi

Discusion

Este estudio evidencié la presencia de T. vivax en Sucumbios y Pichincha en la zona
ecuatoriana, siendo, hasta el momento, el primer estudio cientifico de este parasito en
estas regiones, empleando herramientas moleculares. De las 33 muestras analizadas, 2
resultaron positivas a los 3 cebadores, con una deteccién del 6.06% con productos de
amplificacion cercanos a lo reportado para cada uno de los marcadores moleculares ITS,
catepsina Le ILO.

La prevalencia obtenida en este estudio, es relativamente baja en comparacién a los
estudios antes descritos. La diferencia de cifras alcanzadas con las reportadas a nivel
nacional puede ser el resultado de ciertos factores, entre ellos, el tamafio de la
poblacion evaluada, puesto que fue seleccionado un bajo nimero de muestras para el
estudio, cabe destacar que Pichincha cuenta con aproximadamente 363.112 cabezas de
ganado bovino y 21.021 de ganado caballar, pudiéndose realizar un estudio con mayor

namero de muestras, Sucumbios cuenta con 85.545 cabezas de bovinos y 6.456 ganado
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equino, siendo Sucumbios una de las provincias del Oriente Ecuatoriano con menor

numero de animales de interés pecuario.

La variacion de prevalencia, podria deberse al escaso numero de localidades
seleccionadas para el estudio, tomando en cuenta que Pedro Vicente Maldonado
representa el 30,31% de la provincia de Pichincha con una extension de 286.805
hectareas (Cabezas et al., 2019) (Figura 8) y Aguas Negras tiene una superficie de
45.396,84 hectareas, y en estudios como el realizado por (Chavez-Larrea et al., 2020),

la zona de estudio representa el 16.1% del territorio de la provincia de Manabi con

aproximadamente 3'100.000 hectareas (INEC,2010).

Mapa de ubicacién respecto
a Pichincha y Ecuador
Fomors Imbobura
o
\
\/\/\ /\/W
Pichincha
Zona de eRUcO Pacto .
Pedio Vicente M 3 20
. . Gualea Nanegal
Nanegalito Calacali
San Miguel de los Bancos . Nono .
Mindo
Santo Domingo :
de los Tsachilas ! Pichincho

Figura 8 (Cabezas et al., 2019)

Mapa de ubicacion de Pedro Vicente Maldonado en la provincia de Pichincha.
Punto rojo sefiala zona poblada, linea negra intensa: limite de provincias; linea negra
difusa: limite entre parroquias; linea verde entrecortada: via principal

Esta técnica ha sido utilizada para identificar T. vivax en diferentes especies
animales, como el canino identificado en este estudio, donde se encontré un genotipo

similar en bovinos (Chavez-Larrea et al., 2020).
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Los perros de finca son un apoyo como guardianes y pastores, en este estudio se

observé que existe una introduccion de poblaciones vulnerables a T. vivax, eso quiere
decir que este parasito no solo encuentra afectando a ganado vacuno, dromedario,
cabras,ovejas, caballos, burros, como se hace mencidn al inicio, sino que hay riesgo de
infeccion por este Trypanosoma en otro tipo de hospedadores como los caninos,
significando que existen otros animales que van a participar en el ciclo de transmision

de este parasito.

El analisis filogenético de Maxima Parsimonia en los aislamientos obtenidos en el
estudio mostr6 una similitud con aislados de Sudamérica (Paraguay) y Africa oriental
(Kenia) en el caso de ITS-1, con lo que se confirma que las secuencias obtenidas en este
estudio pertenecen a la de un T. vivax. El aislamiento obtenido con la region similar a
Cat-L, mostr6 una estrecha relacion con los aislados del estudio de (Chavez-Larrea
et al., 2020), esto podria estar asociado a la presencia del vector, 0 a su vez a la

facilidad del movimiento de animales de un lugar a otro.
Conclusiones

Esta investigacion muestra, el primer reporte de la presencia de T. vivax en 2
provincias del Ecuador (Pichincha y Sucumbios) detectado mediante PCR y confirmado
con la secuenciacion de los diferentes marcadores: 1TS-1, CATL, ILO, en Ecuador.
Ecuador cuenta con regiones tropicales o subtropicales que tiene un ambiente éptimo para
poder desarrollarse el parasito. En Ecuador no existe estudio alguno que muestre la
presencia de T. vivax en un canis lupus familiaris, dejando un gran precedente para
futuras investigaciones. La presencia de T. vivax en caninos y equinos, implica otros
riesgos, porque se demostrd que existe la participacion de otros animales en el ciclo de

transmision de este agente etiologico. Estimar la prevalencia de T. vivax junto a los
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factores de riesgo asociados y la caracterizacion de los vectores potenciales para la

transmision, son un potencial paso a dar para la determinacion de programas de
vigilancia y controles epidemioldgicos para la tripanosomosis en Ecuador.
Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios con una mayor poblacion de animales, para
lograr establecer datos preliminares dentro de un rango de confianza méas concreto, y asi
disminuir el nivel de incertidumbre con respecto a los indicadores epidemioldgicos.
Adicional se deberia realizar investigaciones sobre la presencia de vectores para definir
mas concretamente los riesgos asociados a la existencia de esta enfermedad en la zona
de estudio. Es recomendable llevar a cabo un analisis sobre el posible impacto

econdémico, el cédmo la clinica de los animales estariaafectando en este aspecto.
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