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RESUMEN

Este estudio analizo la prevalencia de bacterias hemotroficas en perros domésticos de areas rurales
en Ecuador, empleando un enfoque de biologia molecular y secuenciacién de nueva generacion.
Se incluyeron 358 muestras provenientes de ocho localidades rurales de 6 regiones naturales del
pais. EI ADN se extrajo de muestras de sangre y se emplearon primers especificos dirigidos a la
region 16S rRNA para la deteccion de bacterias de las familias Anaplasmataceae y Borrelia spp.
por PCR, y Mycoplasma spp. mediante qPCR. Adicionalmente, se realizO secuenciacion con
tecnologia de Nanopore en un subconjunto de 45 muestras para identificar especies especificas de
Anaplasmataceae. Los resultados mostraron una positividad general del 33.8% para
Anaplasmataceae y del 12.9% para Mycoplasma spp., sin deteccién de Borrelia spp. La
coinfeccion de Anaplasmataceae y Mycoplasma spp. fue detectada en el 6.98% de las muestras,
con mayor prevalencia en localidades como Riviera del Napo. La secuenciacion revelo la presencia
de Anaplasma platys, Ehrlichia canis y Wolbachia endosimbionte de Dirofilaria immitis, siendo
la coinfeccion mas comun entre A. platys, E. canis y Wolbachia (11/33 muestras secuenciadas).
Este estudio evidencia la circulacion activa de bacterias hemotréficas en regiones célidas y
hdmedas, destacando el riesgo zoondtico asociado y la importancia de una vigilancia
epidemioldgica integrada. La ausencia de Borrelia spp. sugiere barreras ecoldgicas limitantes,
aunque no excluye su posible circulacion en el pais. Estos hallazgos resaltan una prevalencia
significativa de bacterias hemotréficas en perros domeésticos rurales en Ecuador, lo que subraya la
necesidad de mejorar la vigilancia en el marco de Una Salud para mitigar los riesgos de transmisién

zoondtica en estas regiones.

Palabras clave: Anaplasmataceae, Borrelia, Mycoplasma, Enfermedades transmitidas por

garrapatas, caninos, localidades rurales, Ecuador



ABSTRACT

This study analyzed the prevalence of hemotrophic bacteria in domestic dogs from rural areas in
Ecuador, employing a molecular biology approach and next-generation sequencing. A total of 358
samples from eight rural localities across six natural regions of the country were included. DNA
was extracted from blood samples, and specific primers targeting the 16S rRNA region were used
for the detection of bacteria from the families Anaplasmataceae and Borrelia spp. by PCR, and
Mycoplasma spp. via gPCR. Additionally, Nanopore sequencing technology was employed on a
subset of 45 samples to identify specific species within Anaplasmataceae. The results revealed an
overall positivity rate of 33.8% for Anaplasmataceae and 12.9% for Mycoplasma spp., with no
detection of Borrelia spp. Coinfections of Anaplasmataceae and Mycoplasma spp. were identified
in 6.98% of the samples, with higher prevalence in localities such as Riviera del Napo. Sequencing
identified the presence of Anaplasma platys, Ehrlichia canis, and Wolbachia, an endosymbiont of
Dirofilaria immitis, with the most common coinfection observed among A. platys, E. canis, and
Wolbachia (11/33 sequenced samples). This study highlights the active circulation of hemotrophic
bacteria in warm and humid regions, emphasizing the associated zoonotic risk and the importance
of integrated epidemiological surveillance. The absence of Borrelia spp. suggests ecological
barriers limiting its presence, though its potential circulation in the country cannot be excluded.
These findings underscore a significant prevalence of hemotrophic bacteria in rural domestic dogs
in Ecuador, highlighting the need for enhanced One Health surveillance to mitigate zoonotic

transmission risks in these regions.

Keywords: Anaplasmataceae, Borrelia, Mycoplasma, tick-borne diseases, canines, rural

localities, Ecuador.
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1. INTRODUCCION

En localidades rurales, los perros domésticos, mayoritariamente de raza mixta, se
caracterizan por su vida al aire libre, el deambular constante en busqueda de alimento, y la
recepcion limitada o nula de atencién veterinaria. Ademas, suelen cumplir roles funcionales en
actividades econdmicas como la ganaderia y la caza (Haynes et al., 2024). Debido a su
comportamiento deambulante, las poblaciones de perros domésticos en areas rurales interactGan
con una amplia variedad de vida silvestre y estan expuestas a ectoparasitos, como las garrapatas,
que son vectores reconocidos de multiples enfermedades infecciosas con impacto zoonotico
(Haynes et al., 2024).

Por ende, estos animales podrian albergar una alta diversidad de patégenos. Thongsahuan
et al. (2020) sefiala que las infecciones en perros causadas por patdgenos transmitidos por
garrapatas presentan signos clinicos inespecificos como fiebre alta, letargia, anorexia, palidez en
las membranas mucosas, vomitos y pérdida de peso. Estas manifestaciones clinicas inespecificas
complican significativamente el diagnostico y el inicio temprano de un tratamiento efectivo. En el
contexto de las comunidades rurales, la cercania entre humanos y perros domésticos aumenta el
riesgo de transmision de enfermedades zoonoéticas. Segun explica la Organizacion Mundial de la
Salud (2023), el 60% de enfermedades infecciosas emergentes tiene como origen animales tanto
silvestres como domeésticos. Por lo tanto, actualmente se impulsa un enfoque global denominado
“One Health”, cuyo objetivo es optimizar la salud de personas, animales y ecosistemas a través de
la integracion y colaboracion de estos sectores.

Algunos patdgenos de especial interés zoondtico incluyen a individuos de la familia
Anaplasmataceae, hemoplasmas y Borrelia. La familia Anaplasmataceae estd compuesta por

bacterias gram-negativas intracelulares pertenecientes a los géneros Ehrlichia, Anaplasma,
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Wolbachia y Neorickettsia (Snellgrove et al., 2020). En cuanto a sus caracteristicas, estas bacterias
tienen un alto potencial zoondtico en regiones tropicales y subtropicales, son transmitidas
principalmente por garrapatas duras del género Ixodes y el complejo Rhipicephalus sanguineus
sensu lato, conocido comunmente como garrapata marrén del perro (Merino-Charrez et al., 2021,
Thongsahuan et al., 2020). En particular, se presume que la garrapata café del perro, R. sanguineus
sensu lato, es el vector de Ehrlichia canis mientras que R. sanguineus sensu stricto tiene mayor
competencia vectorial para Anaplasma platys (Snellgrove et al., 2020).

Por una parte, la ehrlichiosis monocitica canina (EMC) es una enfermedad causada por la
invasion de monocitos por Ehrlichia canis: el patogeno més comdn detectado en miembros de la
familia Canidae incluyendo perros domésticos, zorros, coyotes y chacales (Pérez-Macchi et al.,
2019; Bahiense et al., 2020). Aunque la infeccion puede ser subclinica, Haynes et al. (2024)
describe efectos multisistémicos tales como fiebre, anorexia, petequias dérmicas, equimosis,
lesiones oftalmolodgicas e incluso pancitopenia severa. Por otro lado, la anaplasmosis canina
también conocida como trombocitopenia ciclica infecciosa (ICT) es causada por la infeccién
intracelular de Anaplasma platys en plaquetas (Rubio etal., 2011). Al igual que otras enfermedades
potencialmente zoondticas, la ICT puede ser asintomatica o presentar signos de trombocitopenia
ciclica con intervalos de 10 a 14 dias, bacteriemia, anemia no regenerativa, fiebre, leucopenia,
letargia e hipoalbuminemia (Rubio et al., 2011).

Por otro lado, los micoplasma hemotréficos también conocidos como hemoplasmas son
bacterias gramnegativas del género Mycoplasma caracterizadas por ser pequefias, cosmopolitas,
pleomérficas y dificiles de cultivar. Segun explica Beus et al. (2024), los hemoplasmas son capaces
de infectar eritrocitos de una amplia gama de mamiferos domésticos y salvajes, incluidos perros,

gatos, ganado y, raramente infectan a humanos (Beus et al., 2024). En el caso de perros, las
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especies Mycoplasma haemocanis (Mhc) y Candidatus M. haematoparvum (CMhp) infectan
globulos rojos causando anemia hemolitica y otros signos tales como fiebre, apatia, adenopatia,
incoordinacién motora, esplenomegalia, anorexia, letargo, ictericia, deshidratacién, pérdida de
peso e incluso muerte subita. No obstante, estos parasitos eritrociticos obligados también pueden
inducir infecciones intravasculares asintomaticas persistentes en animales. A pesar de la falta de
informacion acerca de su via de transmision, Chalker (2005) explica que artrépodos hemato6fagos,
tales como garrapatas R. sanguineus sensu lato y pulgas Ctenocephalides felis actian como
vectores (Huggins et al., 2023).

Las especies del género Borrelia son espiroquetas gramnegativas transmitidas por
garrapatas duras del género Ixodes, con capacidad de infectar tanto a animales como a humanos,
lo que las convierte en patdgenos de alto interés epidemioldgico (Cook, 2014). A pesar de que se
han descrito 18 especies potencialmente patdgenas, Borrelia burgdorferi permanece como el
principal agente de importancia zoonoética causante de la enfermedad de Lyme. En este sentido,
Galluzzo et al. (2020) explica que los perros son un reservorio competente para B. burgdorferi
teniendo generalmente manifestaciones clinicas especificas leves incluyendo cojera, fiebre,
anorexia, letargo y linfadenopatia. No obstante, los cuadros graves estan caracterizados por artritis
y disfuncion neuroldgica. En el caso de seres humanos, la borreliosis de Lyme se caracteriza por
un conjunto temprano de sintomas similares a malestar, dolor de cabeza, fiebre, mialgia, artralgia,
linfadenopatia, paralisis de los nervios craneales, afecciones oftalmicas, manifestaciones cardiacas
y meningitis linfocitica (Skar et al., 2024).

En cuanto al diagnostico de enfermedades transmitidas por garrapatas, el examen
microscopico de frotis de sangre es el método de diagndstico convencional y de rutina, ya que

permite la identificacion de parasitos sanguineos con base en su morfologia (Thongsahuan et al.,
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2020). A pesar de su bajo costo y utilidad en la deteccién de infecciones agudas, este método
presenta limitaciones significativas, como la necesidad de personal altamente capacitado y una
baja sensibilidad en casos de bacteriemia reducida. Estas limitaciones frecuentemente dificultan la
implementacién de una terapia adecuada y oportuna (Merino-Charrez et al., 2021). Otro método
diagnostico corresponde a las pruebas seroldgicas; sin embargo, la presencia de reacciones
cruzadas impide la determinacion del agente infeccioso por lo que no es muy confiable (Merino-
Charrez et al., 2021). Por ultimo, una alternativa con alta sensibilidad y especificidad incluye a la
deteccidon del &cido desoxirribonucleico (ADN) del patdgeno utilizando la técnica de Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo, la aplicacion de pruebas moleculares en programas
de vigilancia zoonoética se ve limitada por costos relativamente altos en cuanto a reactivos y
personal capacitado.

El objetivo principal de esta investigacion es detectar ADN de bacterias hemotroéficas
zoonoticas, incluyendo Mycoplasma spp., Borrelia spp., y miembros de la familia
Anaplasmataceae, en muestras de sangre de perros domésticos provenientes de comunidades
rurales en Ecuador. Los resultados proporcionaran informacion clave para entender la

epidemiologia de estas infecciones en areas rurales y su posible impacto en la salud pablica.
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2. METODOS

2.1 Recoleccion y preservacion de muestras

Las muestras de sangre de perro fueron colectadas entre noviembre de 2021 y septiembre
del 2024 y extraidas por médicos veterinarios por la via de venopuncién. La obtencion de muestras
se realizd bajo el permiso de investigacion 2023-004 (emitido por el comité de Etica en el Uso de
Animales en Investigacion y Docencia de la USFQ a la Dra. Verdnica Barragan) con el
consentimiento verbal de los cuidadores de los perros. Se colectaron un total de 358 muestras en
diferentes localidades del Ecuador: Santo Domingo localidad Cristo Vive (n=26), Imbabura
localidad Pesillo (n=29), Esmeraldas localidad La Perla (n=116) y Las Pefias (n=7), Pichincha
localidad Mindo (n=21), Manabi localidad Rocafuerte (n=31), y Orellana localidad Yasuni (n=44),
Riviera del Napo (n=51) y Comunidades huaorani (n=32) que abarcan Ganguetapare (n=4),
Orellana localidad Guiyero (n=8), Nenkiguiro (n=13) y Timpoka (n=7) [Figuras 1y 2]. En este
sentido, las muestras fueron clasificadas en regiones naturales de acuerdo con la informacién del
Ministerio del Ambiente del Ecuador (2018). Las muestras fueron preservadas en EDTA a 4 °C
hasta su procesamiento.
2.2 Extraccion de ADN y evaluacién de inhibicion de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

El material genético de las muestras de sangre fue extraido con el kit comercial DNAeasy
Blood & Tissue de QIAGEN (Maryland, Estados Unidos) en base al protocolo recomendado por
el fabricante. Para descartar la presencia de compuestos inhibidores de la PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) y la posibilidad de falsos negativos, se selecciond de manera aleatoria el
10% de muestras de cada localidad y se realizé la amplificacion de un fragmento del gen S-actina

mediante una PCR convencional segun lo descrito por Du Breuil et al. (1993). Todas las muestras
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analizadas para la amplificacion del gen S-actina tuvieron resultados positivos evidentes con la
amplificacion de un fragmento de 300pb. Al verificar la ausencia de compuestos inhibitorios, se
procedié a realizar los PCR para determinar la presencia de ADN de Borrelia spp., familia
Anaplasmataceae y Mycoplasma spp.
2.3 Deteccion de bacterias hemotroficas

Todas las muestras fueron analizadas utilizando tres diferentes ensayos siguiendo los
protocolos descritos por sus autores: dos con PCR convencional y uno con gPCR. El primero
amplifica una region de ADN del gen 16S rRNA (1174 pb) de la familia Anaplasmataceae
(Gajadhar et al., 2010), el segundo una region del gen 16S rRNA (358 pb) de Borrelia spp.
(Lambert et al.,, 2019). Estos dos ensayos de PCR convencional realizados utilizando
TagPlatinum® (Fisher Scientific, USA) contaron con su respectivo control negativo y control
positivo correspondiente a una muestra previamente verificada, los amplicones fueron
visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% después de 30 minutos a 100V.
Adicionalmente, las muestras con amplicones positivos fueron guardadas a 4 °C hasta su
secuenciamiento. El tercer ensayo fue realizado para la deteccion de ADN de Mycoplasma spp. en
base al protocolo de gPCR descrito por Willi et al. (2009) para una region de 132pb del gen 16S
rRNA. Todas las corridas de gPCR realizadas utilizando el MasterMix de Promega® (Madison,
USA) contaron con su respectivo control negativo y control positivo; y tanto muestras como
controles fueron corridos por duplicado para disminuir potenciales errores de operador.
2.4 Evaluacion de secuenciamiento de amplicones para identificacion de especies de la familia
Anaplasmataceae

Del total de amplicones con resultados positivos, las 45 muestras con bandas més fuertes

fueron seleccionadas para formar parte de un proyecto piloto de secuenciamiento en el Laboratorio
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de Bioinformatica USFQ utilizando la tecnologia de Oxford Nanopore Technologies. Las muestras
seleccionadas fueron 15 de Rocafuerte, 3 de Las Pefias, 5 de Cristo Vive, 6 de La Perla, 1 de
Mindo, 11 de Rivera del Napo, 1 de TimpoKay 3 de Yasuni. Se inici6 con la purificacion de los
amplicones mediante el protocolo del kit AMPure (Beckeman Coulter, USA), luego se procedioé a
cuantificar el material genético mediante Qubit™ 1X dsDNA (Thermo Scientific, Invitrogen,
USA). La libreria se prepar¢ utilizando el protocolo Oxford Nanopore Native Barcoding Kit 96
V14 (SQK-NBD114-96) junto con el kit Ligation Sequencing LSK-109. Posteriormente, 200 fmol
de libreria se cargaron en una celda de flujo FLO-MIN114 (FAY07010) y se secuencié en el equipo
GridlION GXB04074. La corrida fue configurada con super-accurate basecalling de 1200pbs,
trimming de barcodes automatico para demultiplexing, frecuencia de escaneo de poros cada 1.5
horas y Q score minimo de 10. Las lecturas fueron procesados con MinKNOW 24.02.16, Bream
7.9.8, Configuration 5.9.18, Dorado 7.3.11 y MinKNOW Core 5.9.12. Finalmente, las secuencias
demultiplexadas fueron analizadas a través de la herramienta amplicon_sorter (Vierstraete &
Braeckman, 2022) para construir secuencias consenso clasificando amplicones secuenciados en
base a la similitud y longitud de lecturas sin referencia. En el caso de las secuencias positivas para
la familia Anaplasmataceae, las especificaciones para generar el output en amplicon_sorter fueron:
-min 1000 -max 1200 -maxr 100000 -np 8 -ar. Las secuencias consenso obtenidas en cada barcode
fueron comparadas con secuencias alimentadas en la base de datos GenBank del NCBI (National
Center for Biotechnology Information, 2016) mediante su herramienta BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool). Posteriormente, el analisis filogenético fue elaborado a traves del
software MEGAL1 version 11.0.13. a través del alineamiento con secuencias obtenidas de
GenBank y la construcciéon de arboles filogenéticos en base al método estadistico Maximum

Likelihood y distancias evolutivas con modelo Tamura-3.
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3. RESULTADOS

3.1 Positividad de ADN de bacterias hemotroéficas

La Tabla 1 resume los resultados encontrados. En cuanto a la deteccion de ADN de
Borrelia spp., no se encontrd positividad en ninguna de las 358 muestras analizadas. Por el
contrario, la deteccion de ADN de la familia Anaplasmataceae fue mas exitosa al tener 121
muestras positivas de un total de 358 equivalente al 33.8% de positividad. Anaplasmataceae fue
mas prevalente en los perros provenientes de las localidades Las Pefias, Riviera del Napo,
Rocafuerte y Yasuni con positividades de 57.1% (n=7), 54.9% (n=51), 54.8% (n=31) y 47.7%
(n=44) respectivamente. Asi mismo, las localidades con menor positividad de esta bacteria
hemotrofica fueron Pesillo con 0% (n=29) y Nenkiguiro con 7.7% (n=13). En cuanto a la deteccion
de ADN de Mycoplasma spp., la positividad general del estudio fue del 12.6% equivalente a 45
muestras positivas del total antes mencionado. Mas especificamente, Guiyero tuvo la mayor
positividad con un valor de 50% (n=8); sin embargo, otras localidades con alta positividad fueron
Las Pefias con 42.9% (n=7), Rivera del Napo con 29.4% (n=51) y Rocafuerte con 22.6% (n=31).
Por el contrario, las localidades Ganguetapare (n=4), Nenkiguiro (n=13) y TimpoKa (n=7)
tuvieron 0% de positividad para Mycoplasma spp. En el caso de las muestras positivas para esta
bacteria hemotrofica, el Anexo 1 indica que las temperaturas de melting observadas fueron 77.5
°C a 78°C.

En cuanto a la co-infeccion de bacterias hemotroficas, la Tabla 2 indica que a nivel general
el 6.98% de muestras presentaron positividad para deteccion de ADN de tanto Anaplasmataceae
como Mycoplasma spp. En este caso, las localidades Las Pefias, Rocafuerte y Riviera del Napo

tuvieron coinfeccion en 2/7, 7/31 y 8/51 muestras respectivamente. Por el contrario, La Perla fue
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la localidad con menor porcentaje de co-infeccion de Anaplasmataceae y Mycoplasma spp.

refiriendo 1/116 individuos.

3.2 Alta diversidad de especies de Anaplasmataceae detectada mediante ONT

De las 45 muestras secuenciadas, 33 tuvieron lecturas de buena calidad (con Q score
superior a 10) pero 2 muestras presentaron secuencias consenso con especies no pertenecientes a
la familia Anaplasmataceae por lo que no seran consideradas dentro del analisis. La comparacion
de las secuencias consenso con la base de datos GenBank del NCBI arrojé los resultados tabulados
en el Anexo 2. Como resultado, se identificaron secuencias de los géneros Anaplasma, Ehrlichia
y Wolbachia [Tabla 3]. Especificamente Anaplasma platys en los perros de Rivera del Napo, Las
Pefias, Cristo Vive, La Perla y Rocafuerte [Figura 3], Ehrlichia canis en Riviera del Napo, Las
Pefias, Cristo Vive, La Perla, Mindo y Rocafuerte [Figura 4] y Wolbachia endosimbionte de
Dirofilaria immitis en Rocafuerte, Riviera del Napo, Las Pefias, Cristo Vive, La Perla y Mindo
[Figura 5].

Analizando Unicamente las muestras secuencias positivas para especies de la familia
Anaplasmataceae, la co-infeccion mas frecuente fue Anaplasma platys con Ehrlichia canis y
Wolbachia endosimbionte de Dirofilaria immitis teniendo 11/33 muestras secuenciadas; de las
cuales 6 pertenecieron a la localidad Rivera del Napo. Sin embargo, la segunda co-infeccién mas
comun dentro del muestreo fue Anaplasma platys con Ehrlichia canis estando presente ADN de
ambas bacterias en 4/33 muestras secuenciadas. Por el contrario, las coinfecciones menos comunes
fueron A. platys o E. canis uUnicamente con Wolbachia endosimbionte de Dirofilaria immitis

teniendo 0 y 1 casos respectivamente.
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4. DISCUSION

4.1 Alta positividad de Anaplasmataceae en zonas calidas y hUmedas

La positividad general de Anaplasmataceae alcanzé un 33.8% (121/358), con los valores
mas altos registrados en el Bosque Humedo Tropical del Chocé (57.1%, 4/7), el Bosque Hiumedo
Tropical Amazénico (42.5%, 54/127) y el Matorral Seco de la Costa (54.8%, 17/31). Estas
regiones, conocidas por sus climas calidos con temperaturas promedio anuales de 24.5°C,
presentan caracteristicas especificas: mientras el Bosque Humedo Tropical exhibe altos niveles de
humedad con precipitaciones superiores a 2821 mm anuales, el Matorral Seco de la Costa destaca
por su aridez en algunas areas (Ron, 2020; Napo Wildlife Center, 2024). La alta positividad de
Anaplasmataceae en perros de estas regiones se asocia con la distribucion filogeografica R.
sanguineus sensu lato (linaje tropical) y R. sanguineus sensu stricto (linaje temperado). Zemtsova
et al. (2017) sefiala que R. sanguineus s.l. predomina en territorios con temperaturas superiores a
20°C principalmente en Colombia, Brasil, Costa Rica y México. Tian et al. (2022) agrega que el
desarrollo de R. sanguineus s.l. depende de la humedad relativa teniendo mayor eficiencia de
conversion a 52%y 27 °C.

Por una parte, la alta competencia vectorial de R. sanguineus s.l. para transmitir E. canis
fue comprobada por Moraes-Filho et al. (2015). Por otro lado, aunque no se dispone de datos
nacionales oficiales, Boada Parra (2018) reporto 3.9% de prevalencia de garrapatas Ixodidae en
354 perros domésticos de Guayllabamba, en donde 14 estaban infestados por R. sanguineus s.1.
Similarmente, en Guayaquil, Davalos & Melchiade (2018) registraron 77.5% de ehrlichiosis y
25.17% de anaplasmosis en 120 perros callejeros, recolectando 604 garrapatas R. sanguineus. En
paises vecinos, McCown et al. (2015) reportaron positividades de Anaplasmataceae mayores al

75% en Barranquilla y Cartagena, mientras que la positividad en Medellin no supero el 25%. La
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baja positividad en Medellin, ubicada a 1499 msnm con predominio urbano, se atribuye a la
ausencia de factores ambientales favorables, similar a los hallazgos en el Paramo de 0% (0/29).

Las secuencias consenso de las muestras secuenciadas revelaron Anaplasma platys,
Ehrlichia canis y Wolbachia endosimbionte de Dirofilaria immitis; confirmando la eficacia del
protocolo del Laboratorio de Bioinformatica USFQ con ONT. Las co-infecciones de A. platys y
E. canis en 12.1% (4/33) de muestras secuenciadas se explican debido por su transmision
compartida a través de R. sanguineus s.1. (Alhassan et al., 2021). Investigaciones previas reportan
que perros con infecciones persistentes de Anaplasma o Ehrlichia son méas propensos a infecciones
secundarias y funcionar como reservorios. Esto podria explicar la elevada proporcion de muestras
(11/33) con A. platys, E. canis y Wolbachia, endosimbionte de D. immitis.

El hallazgo de Wolbachia, endosimbionte intracelular clave en la biologia de filarias como
Dirofilaria immitis y D. repens, sugiere la circulacién activa de estos nematodos en la poblacién
estudiada. Kramer et al. (2018) destacan el rol de Wolbachia en la biosintesis de moléculas
esenciales para la supervivencia de sus hospederos, como hemo, purinas y pirimidinas. D. immitis,
conocida como gusano adulto del corazdn, es un neméatodo transmitido por mosquitos Culex, Aedes
y Anopheles causante de dirofilariasis cardiopulmonar canina. Esta enfermedad permanecer
asintomatica por afios o evolucionar hacia sintomas graves como disnea, hipertension pulmonar y
fallo cardiaco (Badillo-Viloria et al., 2023). La presencia de Wolbachia respalda la circulacion de
D. immitis en la poblacién estudiada, con prevalencia del 100% segun estudios previos (Tabar et
al., 2013). Incluso, McCown et al. (2015) reporta a vectores de este neméatodo en distintas areas de
Colombia y Ecuador, asi como reportes explicitos de dirofilariosis en las Islas Galapagos y

regiones amazonicas de Colombia, Pert y Brasil.

4.2 Ausencia de Borrelia spp.
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La nula positividad de Borrelia spp. coincide con el estudio de Adams et al. (2016), que
reportd ausencia de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en perros de Santa Cruz, Galapagos.
Al encontrar resultados similares, McCown et al. (2011) explican que barreras ecoldgicas como el
océano y la Cordillera de los Andes podrian limitar la circulacion de B. burgdorferi en Manta y
Guayaquil a pesar de tener condiciones climaticas favorables. De esta manera, la nula positividad
de Borrelia spp. en el area muestreada puede deberse a factores similares. No obstante, existen
indicios de casos tanto en perros como humanos en donde se ha descrito la deteccidn de anticuerpos
frente a Borrelia burgdorferi (Bailon et al., 2023; Carrillo, 2022).

4.3 Haemoplasma en 12.9% de perros domésticos muestreados

Jaramillo-Delgado et al. (2024) detectaron ADN de Mycoplasma spp. en el 13.9%
(458/3300) de perros muestreados en Medellin, Colombia, una cifra comparable al 12.9%
reportado en este estudio. Fernandes et al. (2021) reportaron una alta prevalencia de hemoplasmas
en dos regiones de Brasil, detectando al menos una especie en el 58.5% (38/65) de las muestras de
jabalies y en el 59.1% (94/159) de las muestras de perros evaluadas. Sin embargo, la positividad
puede variar considerablemente entre localidades. Por ejemplo, en Brasil, la municipalidad de
Campo Grande tuvo una positividad de M. haemocanis de 8.2% (4/49), mientras que en Ribeirdo
Preto fue 1.9% (3/154) (Alves et al., 2014; Soares et al., 2016). Estas diferencias pueden atribuirse,
en parte, a la diversidad de vectores asociados con algunas especies de Mycoplasma y a otros
factores de transmision, como agresiones o peleas entre caninos, asi como la transmisién vertical

(Huggins et al., 2023; Lashnits et al., 2019).

4.4 Riesgo para fauna silvestre y potencial zoonético
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El Bosque Humedo Tropical del Chocd, un hotspot de biodiversidad global, ha perdido el
75% de su habitat por deforestacion y actividades agropecuarias (Vazquez et al., 2005; Ron, 2020).
Esta degradacion no solo amenaza especies como Leopardus pardalis (Apéndice | de CITES), sino
que también incrementa el contacto entre fauna silvestre, ganado y animales domeésticos,
favoreciendo la propagacion de enfermedades zoonoticas (Tirira & Boada, 2005). Especies
silvestres como mapaches (Procyon lotor), coaties (Nasua nasua) y nutrias (Pteronura
brasiliensis) son nuevos hospedadores de Ehrlichia canis en zonas con alta densidad de perros
(Céandido et al., 2023). En Brasil, primates como Sapajus apella han sido infectados con E. canis
y Anaplasma marginale. Incluso, estudios en micoplasmas hemotréficos destacan prevalencias
significativas en perros de caza, jabalies (Sus scrofa), felinos (Puma concolor, Leopardus
pardalis), marsupiales (Didelphis albiventris) e incluso delfines del Amazonas (Inia geoffrensis y
Inia boliviensis) (Duarte-Benvenuto et al., 2022; Fernandes et al., 2021). Estos hallazgos destacan
la relacion entre ecosistemas perturbados y el surgimiento de enfermedades en la fauna.

El contacto humano-animal, promovido por actividades como la ganaderia y la
urbanizacion, aumenta el riesgo de transmisidn zoonoética. Anaplasma platys ha infectado humanos
expuestos a R. sanguineus, y Ehrlichia canis se ha reportado en casos de ehrlichiosis monocitica
en Venezuela. Incluso, en Costa Rica se ha detectado ADN del patégeno en donadores de sangre
(Perez et al., 2006; Bouza-Mora et al., 2017; Arraga-Alvarado et al., 2014). Los veterinarios, por
su constante exposicién a vectores y animales infectados, son una poblacién de alto riesgo. Un
caso notable es el reporte de A. platys, Bartonella henselae y Candidatus M. haematoparvum en
una veterinaria expuesta a multiples vectores y especies animales (Maggi et al., 2013). EI cambio
climatico, la expansion de vectores y el mal manejo de mascotas estan potenciando la dirofilariasis

neumonica (Dirofilaria spp.) (Badillo-Viloria et al., 2023).
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5. CONCLUSIONES

El estudio evidencia una elevada positividad de bacterias hemotréficas de la familia
Anaplasmataceae en perros domésticos de diversas regiones naturales de Ecuador, destacando la
influencia de factores ambientales como temperaturas calidas y humedades relativas altas que
favorecen la presencia de vectores, particularmente R. sanguineus s. I. Asimismo, la deteccion de
Anaplasma platys, Ehrlichia canis y Wolbachia endosimbionte de Dirofilaria immitis confirma la
efectividad del protocolo de secuenciacion empleado y subraya el riesgo potencial de co-
infecciones. La ausencia de Borrelia spp. sugiere barreras ecoldgicas que limitan su propagacion,
aunque no excluye su posible circulacién en el pais. Finalmente, los hallazgos destacan la
importancia de las interacciones entre ecosistemas perturbados, fauna silvestre y animales
domésticos en la emergencia de enfermedades zoonoticas, sefialando la necesidad de una

vigilancia epidemioldgica integrada para mitigar riesgos en humanos y la biodiversidad.
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Tabla 1. Positividad de bacterias hemotréficas en muestras de sangre de caninos en distintas

localidades de Ecuador.

Region NuUmero Positividad*

Provincia Localidad de Borrelia Mycoplasma
natural muestras Anaplasmataceae Spp. Spp.
Bosque Santo Cristo Vive 26 5 (19.2%) 0 (0%) 1 (3.8%)

Piemontano Domingo de 0 0 0
Occidental Tséchilas La Perla 116 35 (30.2%) 0 (0%) 3 (2.6%)
Bosque
Montano Pichincha Mindo 21 6 (28.6%) 0 (0%) 4 (19%) **
Occidental
Paramo Imbabura Pesillo 29 0 (0%) 0 (0%) 5 (17.2%)
Comunidades 0 0 0
SP;%%% Orellana huaorani 32 5 (15.6%) 0(0%) 4 (12.5%)
L Yasuni 44 21 (47.7%) 0(0%) 2 (4.5%)**
Tropical Riviera del
Amazobnico Napo Napo 51 28 (54.9%) 0(0%) 15(29.4%) **
Bosque
_'?fomplefa‘i Esmeraldas  Las Pefias 7 4 (57.1%) 0(0%) 3 (42.9%) **
del Choco
Matorral
Seco de la Manabi Rocafuerte 31 17 (54.8%) 0(0%) 7 (22.6%) **
Costa
Total 358 121 (33.8%) 0(0%) 45 (12.6%)

*Numero de muestras positivas (Porcentaje de positividad)

** Resultados obtenidos por otras estudiantes.
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Tabla 2. Coinfecciones Anaplasmataceae y Mycoplasma spp. en muestras de sangre de

caninos en distintas localidades de Ecuador.

Proporcion entre muestras con

Region natural Provincia Localidad coinfeccion y total de muestras
positivas
_Bosque Santo Domingo de Cristo Vive 1/6 (16.7%)
Plemontano Tséchilas La Perl 1/38 (2.6%
Occidental areria (2.6%)
Bosque
Montano Pichincha Mindo 2/10 (20%)
Occidental
Comunidades 0
Bosque Himedo Orellana huaorani 209 (22.2%)
Tropical Yasuni 2/23 (8.7%)
Amazonico Napo Riviera del 8/43 (18.6%)
Napo
Bosque HUamedo
Tropical del Esmeraldas Las Pefias 217 (28.6%)
Choco
Matorral Seco Manabi Rocafuerte 7124 (29.2%)
de la Costa
Total 25/166 (15.1%0)
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Tabla 3. Infecciones y co-infecciones de especies de la familia Anaplasmataceae en caninos en distintas localidades de Ecuador.

NuUmero de
Region . muestras SoloA. SoloE. Solo A.platysy A.platysy E.canisy A plat'ys,
- Localidad con . . . . 7 E.canisy
natural Provincia . platys canis  Wolbachia  E.canis  Wolbachia Wolbachia ;
secuencias Wolbachia
CoNsenso
Bosque Saqto Cristo Vive 3 0 0 0 2 0 0 1
Piemontano Domingo
Occidental ,de' La Perla 5 2 0 0 0 0 1 1
Tsachilas
Bosque
Montano Pichincha Mindo 1 0 0 0 0 0 0 1
Occidental
Comunidades
|_I|393qlée huaorani 1 0 0 1 0 0 0 0
Umedo Orellana Yasuni 1 0 0 0 0 0 0 0
Tropical Riviera del
Amazodnico 6 0 0 0 0 0 0 6
Napo
Bosque
Humfedo Esmeraldas Las Pefias 4 1 0 0 1 0 0 1
Tropical
del Choco
Matorral
Seco de la Manabi Rocafuerte 12 5 0 5 1 0 0 1
Costa
Paramo Imbabura Pesillo 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 33 8 0 6 4 0 1 11
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7. FIGURAS
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+

Figura 1. Localidades rurales muestreadas en el territorio ecuatoriano. Mapa con numero de
muestras por localidades rural del Ecuador en donde los circulos indican la zona de donde

provienen las muestras junto al nimero de animales muestreados en cada localidad.
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BN,

' )\zf)é [ Bosque Himedo Tropical Amazoénico (n=127)
7~ M Bosque Montano Occidental (n=21)

" [ Bosque Piemontano Occidental (n=142)

Il Paramo (n=29)

[ Matorral Seco de la Costa (n=31)

[ Bosque Himedo Tropical del Chocé (n=7)

Figura 2. Regiones naturales con localidades rurales muestreadas en el territorio
ecuatoriano. Mapa con numero de muestras por region natural analizada en donde los colores

indican regiones naturales distintas.
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Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G57 A. platys

La Perla Piemontano Occidental J22 A. platys

La Perla Piemontano Occidental S44 A. platys

La Perla Piemontano Occidental V59 A. platys
Rocafuerte Matorral de la Costa G060 A. platys
MK814414.1:104-1268 A. platys isolate D25 6 (SA)
EF139459.1:97-1261 A. platys (TH)
CP046391.1:925824-926988 A. platys strain S3 (SKYN)
0K560286.1:79-1242 A. platys isolate TP38-M8 (TA)
EU439943.1:44-1207 A. platys strain Gigio (IT)
KX180946.1:4-1178 A. platys isolate M48A (IT)
JQ396431.1:43-1217 A. platys isolate A.pl. 87 (GE)
0K560284.1:66-1240 A. platys isolate HL25-F (TA)

3 — MK506833.1:97-1261 A. platys clone CuD119 (CU)
L— AF399917.1:23-1186 E. platys (VE)

Cristo Vive Piemontano Occidental GS5 A. platys

Cristo Vive Piemontano Occidental PS5 A. platys

Cristo Vive Piemontano Occidental GS6 A. platys

La Perla Piemontano Occidental J45 A. platys

Las Penas Humedo Tropical del Choco G77 A. platys

I.as Penas Humedo Tropical del Choco G80 A. platys
Las Penas Humedo Tropical del Choco G78 A. platys

Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P13 A. platys
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P8 A. platys
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P30 A. platys
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P42 A. platys
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P16 A. platys
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P52 A. platys
NR 118489.1:50-1224 A. odocoilei strain UMUM76
— AY527213.1:78-1252 A. phagocytophilum strain Susy (SW)
99 L— CP035303.1:949697-950861 A. phagocytophilum strain KZ-A1 (SK)
100 — MG869584.1:82-1245 A. capra isolate tick-XA130 (CHN)
0Q148561.1:564-1217 A. capra isolate SD-19/Goat/2022 (CHN)
KJ639879.1:90-1263 A. ovis strain Ao89 (CHN)
AY837736.1:96-1269 A. ovis clone G2.12.25 (IS)
86 KU686789.1:75-1248 A. marginale strain Uganda MT31 (UG)
85 KU686782.1:85-1248 A. marginale strain Uganda MT37 (UG)
AF414873.1:95-1268 A. marginale strain Veld (SA)

Figura 3. Arbol filogenético del género Anaplasma con método Maximum Likelihood. Las
secuencias en color representan a las secuencias consenso del presente estudio bajo el cddigo de
Localidad_Region natural_Cddigo de muestra_Especie identificada por BLASTn. Las secuencias
monocromaticas corresponden a secuencias de referencia obtenidas del GenBank del NCBI bajo
el codigo NUumero de accesion_Especie identificada. 24 secuencias consenso fueron identificadas

como Anaplasma platys debido al agrupamiento especifico.



31

Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G070 E. canis
Las Penas Humedo Tropical del Choco G78 E. canis
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P8 E. canis
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P16 E. canis
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P13 E. canis
Las Penas Humedo Tropical del Choco G80 E. canis
La Pela Piemontano Occidental J45 E. canis
Cristo Vive Piemontano Occidental PS5 E. canis
Cristo Vive Piemontano Occidental GS5 E. canis
Cristo Vive Piemontano Occidental GS6 E. canis
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P30 E. canis
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P42 E. canis
Riviera del Napo Humedo Tropical Amazonico P52 E. canis
Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G060 E. canis
Las Penas Humedo Tropical del Choco G77 E. canis
EF195135.1:96-1258 E. canis strain Brazil-CO2 (BR)
AY621071.1:72-1232 E. canis strain Kutahya (TU)
KX180945.1:17-1179 E. canis isolate M66 (IT)
JX861392.1:116-1278 E. canis strain Bareilly
KJ513194.1:122-1282 E. canis isolate TrKysEcan1 (TU)
EU439944.1:50-1210 E. canis strain Nero (IT)
KY594915.1:70-1230 E. canis isolate b2-15 (TU)
MZ433240.1:97-1259 E. chaffeensis strain Shawan pet dog (CHN)
92 NR 074500.2:121-1281 E. chaffeensis strain Arkansas
CP007479.1:257737-258899 E. chaffeensis str. Wakulla (US)
65 NR 025962.1:112-1272 E. muris strain AS145
9 CP006917.1:231568-232728 E. muris AS145 (JA)
88 U96436.1:101-1261 E. ewingii strain 95E9-TS (US)
NR 044747.1:100-1259 E. ewingii strain Stillwater
76 CP063043.1:319609-320769 E. ruminantium strain Blaauwkrans (SA)
9 CP040117.1:324384-325546 E. ruminantium strain Nonile (SA)

Figura 4. Arbol filogenético del género Ehrlichia con método Maximum Likelihood. Las
secuencias en color representan a las secuencias consenso del presente estudio bajo el cédigo de
Localidad_Regién natural_Codigo de muestra_Especie identificada por BLASTn. Las secuencias
monocromaticas corresponden a secuencias de referencia obtenidas del GenBank del NCBI bajo
el codigo Numero de accesion_Especie identificada. 16 secuencias consenso fueron identificadas

como Ehrlichia canis debido al agrupamiento especifico.
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Cristo Vive Piemontano Occidental PS5 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
CP046578.1:285329-286487 Wolbachia endosymbiont of Dirofilaria immitis strain FR3 (US)
Cristo Vive Piemontano Occidental GS6 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
La Perla Piemontano Occidental V59 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
La Perla Piemontano Occidental J45 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Las Penas Humedo Tropical del Choco G77 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Mindo Montano Occidental Kae Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Riviera de Napo Humedo Tropical Amazonico P13 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Riviera de Napo Humedo Tropical Amazonico P16 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Riviera de Napo Humedo Tropical Amazonico P8 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Riviera de Napo Humedo Tropical Amazonico P30 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Riviera de Napo Humedo Tropical Amazonico P42 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Riviera de Napo Humedo Tropical Amazonico P52 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G49 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G74 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G66 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G76 Wolbachia endosymbiont of D. immitis(2)
Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G62 Wolbachia endosymbiont of D. immitis
Rocafuerte Matorral Seco de la Costa G060 Wolbachia endosymbiont of Dirofilaria immitis
Z49261.1:56-1214 Wolbachia endosymbiont of Dirofilaria immitis
AJ276500.1:75-1243 Wolbachia endosymbiont of Dirofilaria repens
AJ276498.1:71-1239 Wolbachia endosymbiont of Onchocerca gutturosa
94 HE660029.1:920858-922032 Wolbachia endosymbiont of Onchocerca ochengi (CAM)
54 - AJ276499.1:74-1242 Wolbachia endosymbiont of Onchocerca gibsoni
TimpoKa Humedo Tropical Amazonico T2 Wolbachia endosymbiont of Brugia pahangi
64 [~ CP034333.1:1047387-1048559 Wolbachia endosymbiont of Brugia malayi isolate TRS (US)
AE017321.1:634796-635968 Wolbachia endosymbiont strain TRS of Brugia malayi isolate wBm
7 AJ010275.1:71-1243 Wolbachia endosymbiont of Brugia malayi
70 - AJ012646.1:71-1243 Wolbachia endosymbiont of Brugia pahangi

9

Figura 5. Arbol filogenético del género Wolbachia con método Maximum Likelihood. Las
secuencias en color representan a las secuencias consenso del presente estudio bajo el cédigo de
Localidad_Regidn natural_Codigo de muestra_Especie identificada por BLASTn. Las secuencias
monocromaticas corresponden a secuencias de referencia obtenidas del GenBank del NCBI bajo
el codigo Numero de accesion_Especie identificada. 19 secuencias consenso fueron identificadas
como Wolbachia endosimbionte de Dirofilaria immitis debido al agrupamiento especifico
mientras que 1 secuencia consenso se agrupd con la especie Wolbachia endosimbionte de Brugia

pahangi.
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ANEXQOS

Anexo 1. Resultados de temperaturas de melting de muestras positivas para Mycoplasma

spp.
Temperatura
Region natural Provincia Localidad Muestra de melting
C)
GI8 78-78.5
Bosque HUumedo Orellana Comunidades Gl2 77.5-78
Tropical Amazénico huaorani GI3 78.5
Gl4 78.5
Bosgue Piemontano Sz?mto 5228 77
Occidental Domlngo de La Perla V11 78-78.5
Tsachilas J22 78
P5 78.5
P8C 78.5
Paramo Imbabura Pesillo POD 78.5
P19D 78.5

P30A 77.5




Anexo 2. Especies de bacterias hemotroficas identificadas mediante BLASTn

. . Codigode ., Especie -
Provincia Localidad muestras identificada por % identidad
BLASTN
G070 Anapl.asr.na plaj[ys 100%
Ehrlichia canis 99,83%
Gbh2 Anaplasma platys 100%
G57 Anaplasma platys 100%
Manabi Rocafuerte G60 Anaplasma platys 100%
Ehrlichia canis 99,91%
G61 Anaplasma platys 100%
G67 Anaplasma platys 100%
G68 Anaplasma platys 100%
G77 Anaplasma platys 100%
Ehrlichia canis 99,91%
. Anaplasma platys 100%
Esmeraldas Las Pefias G78 Enhrlichia canis 99.91%
G380 Anaplasma platys 100%
Ehrlichia canis 99,91%
GS5 Anaplasma platys 99,91%
Ehrlichia canis 99,91%
. . Anaplasma platys 100%
Cristo Vive G Ehrlichia canis 99,91%
DSan_to - Anaplasma platys 100%
o los Ehrlichia canis 99,91%
Tsachilas S44 Anaplasma platys 100%
V59 Anaplasma platys 100%
La Perla J22 Anaplasma platys 100%
145 Anaplasma platys 100%
Ehrlichia canis 99,91%
. . Anaplasma platys 100%
Pichincha Mindo Kae Ehrlichia canis 99,91%
P13 Ehrlichia canis 99,91%
Anaplasma platys 99,91%
P16 Ehrlichia canis 99%
Orellana Rivera del Napo Anaplasma platys 99,91%
P30 Anaplasma platys 100%
Ehrlichia canis 99,91%
P42 Anaplasma platys 100%




Ehrlichia canis 99,91%

P52 Anaplasma platys 100%
Ehrlichia canis 99,91%
P8 Ehrlichia canis 99%

Anaplasma platys 99,91%
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