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Résume

A ce jour, en Equateur, il y a trés peu d'études sur I'anaplasmose et la babésiose chez les bovins
et aucune information n’est disponible sur les agents responsables, la distribution, la prévalence, la
transmission et le traitement sur la trypanosomose bovine. Cette thése a été réalisée dans le cadre des
activités d'un projet de recherche et développement sur la brucellose et la trypanosomose bovine en
Equateur (BruTryp) grace a un financement de I'ARES Belgique et le support de I’Université de Liége
et de 1’Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE) d'Equateur. Bien que les travaux se soient
concentrés sur I'étude de la trypanosomose bovine, la collaboration avec les organismes officiels de

contréle et la standardisation des techniques de diagnostic ont permis d'élargir le sujet d'étude.

Ce travail a été réalisé dans une zone du territoire équatorien qui couvre les quatre régions
naturelles (Cote, Sierra, Amazonie et Galapagos). Plusieurs stratégies ont été proposées pour la collecte
et I'analyse d'échantillons dans le but de contribuer a la lutte contre les agents hémotropes chez les bovins
en Equateur, pour l'identification et I'isolement des agents responsables (Anaplasma marginale, Babesia

spp et Trypanosoma spp) et le développement de protocoles de gestion de foyers.

Dans la premiere étude, grace a la biologie moléculaire, Anaplasma marginale a été identifiée
pour la premiere fois par standardisation d'une PCR msp5. Pour cela, 15 fermes laitiéres a été visitées
et 151 échantillons de sang bovin ont été collectés dans la province de Santo Domingo de los Tsachilas.
Sur les 151 échantillons de sang, le géne spécifique msp5 d'A. marginale a été identifié dans 86,1 % des
échantillons (130/151). L'analyse de la séquence 16 S de ADNr de deux échantillons positifs a révélé

une identité a 100 % avec A. marginale.

La deuxieme étude visait a identifier et caractériser Trypanosoma vivax par une PCR CatL dans
le contexte d'un foyer dans la province de Manabi (région c6tiere). Trois fermes bovines ont été visitées
et un total de 20 échantillons de sang ont été collectés. Trois animaux se sont révélés positifs et I'analyse
phylogénétique a démontré une relation étroite avec les isolats identifiés en Amérique du Sud et en
Afrique de I'Ouest. Il s'agissait du premier signalement moléculaire de T. vivax chez des bovins en
Equateur. Avant ce premier signalement de T. vivax dans le pays, une étude menée en 1977 avait trouvé
22.5 % d’échantillons séro-positifs chez des bovins en utilisant la technique d'immunofluorescence
indirecte selon Wells (1977).

Une autre étude a porté sur la détection de Babesia spp. chez des bovins dans une zone de haute
altitude en Equateur (province de Pichincha de la région Sierra) ol un foyer avait été détecté. Une étude
transversale a également été réalisée au cours de laquelle 264 bovins a été échantillonné dans 20 élevages

de la province de Manabi (région cbtiére). Pour le diagnostic des Babesia spp, une RFLP-PCR a été
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utilisée pour la détection du fragment 18S, les amplicons ont ensuite été coupés avec des enzymes de
restriction pour I'identification de B. bovis et B. bigemina. Dans le foyer (province de Pichincha), 20,3
% (29/143) des bovins étaient positifs et dans la province de Manabi, 18,9 % (50/264) des bovins étaient
positifs. Dans cette étude, B. bigemina et de B. bovis ont été identifiés chez des bovins en Equateur. Il
s’agit également de la premiére preuve de présence de Babesia spp. chez des bovins a 2 469 m d'altitude.

Une quatriéme étude a été réalisée dans deux abattoirs d’Equateur pour l'identification de T.
theileri et d'autres agents hémotropes. Dans 1’abattoir de Quito (région de la Sierra) et Santo Domingo
(région de la Cote), un total de 83 et 135 échantillons de sang a été collecté, respectivement. Pour cette
étude, des techniques moléculaires telles qu’une PCR CatL ont été utilisées pour la détection de T.
theileri et T. vivax, ainsi que la PCR msp5, PCR RAP-1 et la PCR HYP pour, respectivement, le
diagnostic d’A. marginale, de B. bovis et de B. bigemina. Au total, 34 des 218 échantillons (15,6 %)
étaient positifs pour T. theileri par PCR CatL. A l'abattoir de Quito, 20/83 (24,1%) des échantillons
étaient positifs et a I'abattoir de Santo Domingo, 14/135 (10,4%) d’entre eux étaient positifs. Dans le cas
de T. vivax, 16/218 (7,3 %) animaux positifs ont été trouvés dans les deux abattoirs. Treize échantillons
équatoriens de T. theileri ont été identifiés dans deux lignages : Thl (n = 7/13) et Thil (n = 6/13) et un
arbre phylogénétique a été élaboré. Dans cette étude, une co-infection avec d’autres agents hémotropes

tels qu’A. marginale, Babesia spp. et T. vivax a été mise en évidence dans 31 des 34 échantillons.

La cinquiéme étude a été réalisée dans les Tles Galadpagos de la région insulaire dans le but de
déterminer la présence d'agents hémotropes chez les bovins. Au total, 170 échantillons de sang
provenant de 19 fermes ont été collectés. Les échantillons ont été analysés a I'aide de la technique PCR.
La prévalence chez les bovins de T. vivax, Babesia spp., B. bovis, B. bigemina et A. marginale était
respectivement de 14,7 %, 20 %, 11,2 %, 14,7 % et 67,1 %. Dans cette étude, la présence de quatre
agents hémotropes a été mise en évidence dans 26,3% (5/19) des élevages. Les bovins co-infectés (A.
marginale, Babesia spp. et T. vivax) avaient une température corporelle significativement plus élevée

que les autres (p = 0,047).

La sixiéme étude a été menée dans trois contextes épidémiologiques différents, a savoir : Chone,
province de Manabi (région de la Cote), une zone ou la présence de T. vivax a été signalée;
Guayllabamba, province de Pichincha (région Sierra), une zone ou sa présence n'est pas connue, et Tena,
province de Napo (région de I'Amazonie) une zone dans le contexte d'un foyer de T. vivax, avec I'objectif
de détecter et caractériser T. vivax chez les mouches hématophages et chez le bétail. Au total, 11
mouches hématophages et 301 échantillons de sang bovin ont été analysés par PCR CatL pour
I'identification de T. vivax. Parmi les mouches collectées, elles ont d'abord été identifiées
moléculairement par PCR 16S et COlI, l'analyse a montré que 9 étaient de la famille des Tabanidae et 2
étaient des Stomoxys calcitrans. Parmi les Tabanidae testées, 3 étaient positifs pour T. vivax. Chez les

bovins, 14,4 % étaient positifs pour T. vivax dans la région de Chone-Manabi, 25,3 % dans celle de

3
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Guayllabamba-Pichincha et 43,5 % dans celle de Tena-Napo. Les mouches de la famille des Tabanidae
pourraient constituer des vecteurs importants de transmission mécanique de T. vivax au bétail, dans les

trois régions d’Equateur.

La mise en évidence des principaux agents responsables de I'anaplasmose, de la babésiose et de
la trypanosomose, ainsi que leur répartition géographique, leur prévalence et la présence de vecteurs
potentiels, constituent un point de départ qui nous permettra de comprendre ces maladies chez les bovins

et d'établir des mesures de prévention et de traitement adaptées.
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RESUMEN

Hasta la fecha, en Ecuador se han realizado muy pocos estudios sobre la anaplasmosis y la
babesiosis en el ganado bovino, y sobre la trypanosomosis no se dispone de informacion sobre los
agentes causales, la distribucion, la prevalencia, la transmision y el tratamiento. Esta tesis se realizd
dentro del marco de actividades de un proyecto de investigacion sobre brucelosis y trypanosomosis
bovina en Ecuador (BruTryp) con financiamiento de ARES Bélgica - Université de Liége - Universidad
de las Fuerzas Armadas, ESPE Ecuador. Aunque el trabajo se centré en el estudio de la trypanosomosis
bovina, la colaboracion con organismos oficiales de control y la estandarizacion de técnicas de

diagndstico permitieron ampliar el objeto de estudio.

Para el presente estudio se identifico una franja del territorio ecuatoriano que abarca las cuatro
regiones naturales (Costa, Sierra, Amazonia y Galapagos). Se propusieron varias estrategias para la
recoleccién y analisis de muestras con el objetivo de contribuir al control de los agentes hemotr6picos
en bovinos en Ecuador, para la identificacion y aislamiento de los agentes causales (Anaplasma

marginale, Babesia spp y Trypanosoma spp) y el desarrollo de protocolos de manejo de brotes.

Un primer estudio previsto en el presente trabajo fue la primera identificacién molecular de
Anaplasma marginale mediante la normalizacién de una PCR msp5. Se visitaron 15 explotaciones
lecheras y se recogieron 151 muestras de sangre bovina en la provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas. De las 151 muestras de sangre, se identifico el gen especifico msp5 de A. marginale en el
86,1% (130/151). El andlisis de la secuencia de ADNr 16S de dos muestras positivas reveld una

identidad del 100% con A. marginale.

El segundo estudio tenia por objeto identificar y caracterizar Trypanosoma vivax mediante PCR
CatL en el contexto de un brote en la provincia de Manabi (Region Litoral). Se muestrearon tres
explotaciones ganaderas en las que se recogieron un total de 20 muestras de sangre bovina. Tres animales
resultaron positivos y el analisis filogenético demostrd una estrecha relacion con aislados notificados en
Sudamérica y Africa Occidental. Este fue el primer reporte molecular de T. vivax en bovinos en Ecuador,
tras un primer reporte de T. vivax en el ganado bovino, donde se encontré 22% de animales positivos a
la técnica de inmunofluorescia indirecta , segiin Wells 1977. En otro estudio se examind la deteccion
de Babesia spp. en bovinos de una zona de gran altitud de Ecuador (provincia de Pichincha, en la regién
de la Sierra) donde se detect6 un brote, y también se llevé a cabo un estudio transversal en el que se
tomaron muestras de un total de 264 bovinos de 20 explotaciones de la provincia de Manabi (region
costera). Para diagnosticar Babesia spp se utiliz6 RFLP-PCR para detectar el fragmento 18S, y a
continuacion se cortaron los amplicones con enzimas de restriccion para identificar B. bovis y B.

bigemina. Durante el brote, se observd que el 20,3% (29/143) de los bovinos eran positivos y el 18,9%
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(50/264) de los bovinos de El Carmen eran positivos. En este estudio se identificaron por primera vez
B. bigemina y B. bovis en bovinos de Ecuador, asi como la primera prueba de la presencia de Babesia
spp. en bovinos a una altitud de 2.469 m.

Se realizé un cuarto estudio en dos mataderos de Ecuador para identificar T. theileri y otros
agentes hemotropicos. En los mataderos de Quito (regién Sierra) y Santo Domingo (region Costa) se
recogieron un total de 83 y 135 muestras de sangre. Para este estudio se utilizaron técnicas moleculares
como la PCR CatL para la deteccion de T. theileri y T. vivax, asi como la PCR msp5, la PCR RAP-1y
la PCR HYP para el diagnéstico de A. marginale, B. bovis y B. bigemina, respectivamente. En total, 34
de las 218 muestras (15,6%) resultaron positivas para T. theileri por PCR CatL. En el matadero de Quito,
20/83 (24,1%) fueron positivas y en el de Santo Domingo, 14/135 (10,4%). En el caso de T. vivax se
encontrd 16/218 (7.3%) de animales positivos en los dos mataderos. Se identificaron trece muestras de
T. theileri, distribuidas en dos linajes: Thl (n=7/13) y Thll (n = 6/13) segun el analisis filogenético. En
este estudio, la coinfeccion también fue evidente en 31 de las 34 muestras con otros agentes

hemotropicos: Anaplasma marginale, Babesia spp y T. vivax.

El quinto estudio se llevo a cabo en las islas Galapagos para determinar la presencia de agentes
hemotropicos en el ganado vacuno. Se recogieron 170 muestras de sangre procedentes de 19
explotaciones. La prevalencia de T. vivax, Babesia spp., B. bovis, B. bigemina y A. marginale en bovinos
fue del 14,7%, 20%, 11,2%, 14,7% y 67,1% respectivamente. Los resultados demostraron la presencia
de T. vivax y B. bovis en bovinos de la isla Santa Cruz en las Galapagos y de coinfecciones entre estos
agentes hemotrdpicos. En este estudio se destaco la presencia de cuatro agentes hemotrdpicos en el
26,3% (5/19) de las explotaciones. El ganado coinfectado (A. marginale, Babesia spp. y T. vivax) tuvo

una temperatura corporal significativamente mas alta que los demas (p = 0,047).

El sexto estudio se realizd en tres contextos epidemioldgicos diferentes, a saber: Chone,
provincia de Manabi (regidn Costa), zona donde se ha reportado la presencia de T. vivax; Guayllabamba,
provincia de Pichincha (region Sierra), zona donde se desconoce su presencia, y Tena, provincia de
Napo (regiéon Amazédnica), zona en el contexto de un brote de T. vivax, con el objetivo de detectar y
caracterizar T. vivax en moscas y ganado. Se analizaron mediante CatL PCR un total de 11 moscas y
301 muestras de sangre bovina para la identificacion de T. vivax. Entre las moscas recolectadas, primero
fueron identificadas molecularmente mediante 16S PCR y COl, el analisis mostré que 9 eran de la
familia Tabanidae y 2 eran Stomoxys calcitrans. Entre los Tabanidos analizados, 3 resultaron positivos
para T. vivax. Entre los bovinos, el 14,4% fueron positivos a T. vivax en la regién Chone-Manabi, el
25,3% en la region Guayllabamba-Pichincha y el 43,5% en la region Tena-Napo. Las moscas de la
familia Tabanidae podrian constituir un importante vector de transmision mecénica de T. vivax al ganado
en las tres regiones del Ecuador. La identificacion de los principales agentes responsables de la

anaplasmosis, la babesiosis y la trypanosomosis, junto con su distribucion geogréfica, su prevalencia 'y
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la presencia de vectores potenciales, constituye un punto de partida para comprender estas enfermedades

en el ganado bovino y establecer medidas de prevencion y tratamiento.

La identificacion de los principales agentes responsables de la anaplasmosis, la babesiosis y la
trypanosomosis, junto con su distribucién geografica, su prevalencia y la presencia de vectores
potenciales, constituye un punto de partida para comprender estas enfermedades en el ganado bovino y

establecer medidas de prevencion y tratamiento.
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SUMMARY

To date, very few studies have been carried out in Ecuador on anaplasmosis and babesiosis in
cattle, and on trypanosomoses; there is no information available on the causal agents, distribution,
prevalence, transmission and treatment of these infectious diseases. This thesis was carried out within
the framework of a research project on bovine brucellosis and trypanosomoses in Ecuador (BruTryp)
with funding from ARES Belgium - Université de Liége - Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE),
Ecuador. Although the work focused on the study of bovine trypanosomoses, collaboration with official
control agencies and the standardization of diagnostic techniques made it possible to broaden the object

of the study.

This work was carried out in an area of the Ecuadorian territory that covers the four natural
regions (Coast, Sierra, Amazon and Galapagos). Several strategies were proposed for the collection and
analysis of samples with the objective of contributing to the control of hemotropic agents in Ecuadorian
cattle, for the identification and isolation of causal agents (A. marginale, Babesia spp. and Trypanosoma

spp.) and the development of protocols to manage an outbreak.

In the first study, thanks to molecular biology, Anaplasma marginale was identified for the first
time by standardization of an msp5 PCR. Fifteen dairy farms were visited and 151 bovine blood samples
were collected in the province of Santo Domingo de los Tsachilas. The A. marginale specific msp5 gene
was identified in 86.1% (130/151) of the 151 blood samples. The analysis of the 16S rDNA sequence

of two positive samples revealed a 100% identity with A. marginale.

The second study aimed to identify and characterize Trypanosoma vivax by CatL PCR in the
context of an outbreak in the province of Manabi (Littoral Region). Three cattle farms were sampled in
which a total of 20 bovine blood samples were collected. Three animals tested positive and a
phylogenetic analysis showed a close relationship with isolates reported in South America and West
Africa. After the first report of T. vivax in the country, where 22.5% samples in cattle were positive

using indirect immunofluorescence technique according to Wells (1977).

Another study allowed detecting Babesia spp. in cattle in a high-altitude area of Ecuador
(Pichincha province, in the Sierra region) where an outbreak was detected, and a cross-sectional study
was also carried out in which a total of 264 cattle were sampled from 20 farms in Manabi province
(coastal region). To diagnose Babesia spp, RFLP-PCR was used to detect the 18S fragment, the
amplicons were then cut with restriction enzymes to identify B. bovis and B. bigemina. During the
outbreak (Pichincha province), 20,3% (29/143) of cattle were positive and 18,9% (50/264) of cattle were
positive. In this study, B. bigemina and B. bovis were identified for the first time in cattle in Ecuador. It

is also the first evidence of the presence of Babesia spp. in cattle at 2,469 m altitude.
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A fourth study was conducted in two Ecuadorian slaughterhouses to identify T. theileri and other
hemotropic agents. A total of 83 and 135 blood samples were respectively collected at the
slaughterhouses of Quito (Sierra region) and Santo Domingo (Costal region). Molecular techniques such
as CatL PCR for the detection of T. theileri and T. vivax, as well as msp5 PCR, RAP-1 PCR and HYP
PCR for the diagnosis of A. marginale, B. bovis and B. bigemina, respectively, were used. Out of 218
samples, 34 (15.6%) were positive for T. theileri by CatL PCR. In the Quito slaughterhouse, 20/83
(24.1%) samples were positive vs. 14/135 (10.4%) in the Santo Domingo slaughterhouse. In the case of
T. vivax, 16/218 (7.3%) positive animals were found in the two slaughterhouses. Thirteen samples of T.
theileri were identified, distributed in two lineages: Thl (n = 7/13) and Thll (n = 6/13) according to the
phylogenetic analysis. In this study, coinfection with other hemotropic agents such as A. marginale,

Babesia spp. and T. vivax was also evidenced in 31 out of the 34 samples.

The fifth study was carried out in the Galapagos Islands to determine the presence of hemotropic
agents in cattle. A total of 170 blood samples were collected from 19 farms. The prevalence of T. vivax,
Babesia spp., B. bovis, B. bigemina and A. marginale was 14.7%, 20%, 11.2%, 14.7% and 67.1%,
respectively. The results demonstrated for the first time the presence of T. vivax and B. bovis in cattle
on Santa Cruz Island in the Galapagos. In this study the presence of four hemotropic agents was removed
in 26.3% (5/19) of the farms. The coinfected organism (A. marginale, Babesia spp. and T. vivax) has a

body temperature significantly higher than the previous ones (p = 0.047).

The sixth study was conducted in three different epidemiological contexts, namely: Chone,
Manabi province (Coast region), an area where T. vivax has been reported; Guayllabamba, Pichincha
province (Sierra region), an area where its presence is unknown; and Tena, Napo province (Amazon
region), an area in the context of a T. vivax outbreak, with the objective of detecting and characterizing
T. vivax in flies and cattle. A total of 11 flies and 301 bovine blood samples were analyzed by CatL PCR
to identify T. vivax. Among the flies collected, they were first molecularly identified by 16S PCR and
COl, the analysis showed that 9 were of the family Tabanidae and 2 were Stomoxys calcitrans. Among
the Tabanidae tested, 3 were positive for T. vivax. Among cattle, 14.4% were positive for T. vivax in the
Chone-Manabi region, 25.3% in the Guayllabamba-Pichincha region and 43.5% in the Tena-Napo
region. Flies of the family Tabanidae could constitute an important vector of mechanical transmission

of T. vivax to cattle in the three regions of Ecuador.

The identification of the main agents responsible for anaplasmosis, babesiosis and
trypanosomiasis, together with their geographical distribution, prevalence and the presence of potential
vectors, is a starting point for understanding these diseases in cattle and establishing prevention and

treatment measures.
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Préambule général

Bien que I'anaplasmose, la babésiose et la trypanosomose figurent sur la liste des maladies a
déclaration obligatoire pour différentes espéces animales en Equateur (AGROCALIDAD, 2020), trés
peu d'informations sont disponibles sur leurs prévalences, leurs distributions et les techniques de
diagnostic. Bien qu’il existe des techniques de diagnostic parasitologique comme les frottis sanguins
avec coloration GIEMSA, leur utilisation est limitée en raison de leur faible sensibilité. En Equateur, les
médicaments autorisés pour AGROCALIDAD, pour le traitement des agents hémotropes sont
I'oxytétracycline, I'imidocarb et le diminazene aceturate, mais il y a un manque d'informations sur
I'efficacité des traitements pour les animaux atteints par ces agents, surtout en cas de trypanosomose.
Un diagnostic correct, identifiant I'agent pathogéne a l'origine de la maladie, est de la plus haute
importance car sa présence peut ainsi étre surveillée pour établir des mesures de prévention et de contréle

adéquates.

Une recherche a été développée dans le cadre des activités du projet : « Création d’une
plateforme d’appui a la formation et & la sensibilisation, au diagnostic et au développement d’une
stratégie de controle de la brucellose et de la trypanosomoses en Equateur — BruTryp » avec le
financement de I’ ARES et le support de I’ULiege et I’lESPE. Les zones d'étude établies dans le cadre du
projet étaient situées dans une zone qui couvre les trois régions de I'Equateur et qui inclut les provinces
suivantes : Manabi et Santo Domingo de los Tsachilas (région Cotiere), Pichincha (région de la Sierra)
et Napo et Orellana (région amazonienne). La région des Tles Galapagos a également été envisagée

(région insulaire) dans ce travail.

En raison de lI'ampleur du processus de prélévements sanguins chez les bovins tout au long de
ce travail, de la difficulté de mobilité des équipements de laboratoire et du temps de réaction face aux

foyers, certaines stratégies ont été mises en ceuvre et adaptées a différentes zones :

- Des études transversales ont été menées dans les zones ou des agents hémotropes et des
vecteurs ont été signalés en tenant compte des conditions climatiques. Les provinces de Galapagos,
Pichincha, Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas et Napo a été sélectionnées pour faire un bilan de

la situation des agents hémotropes (Tableau 1).

- Pour garantir la collecte d'échantillons de sang de bovins et de souches circulantes des agents
hémotropes, nous avons procédé a des interventions dans les abattoirs de la province de Santo Domingo
de los Tsachilas, ol est également organisée la plus grande foire de bétail du pays, et dans I'abattoir de
Quito, qui est le plus grand du pays. De plus, des animaux provenant de tout le pays sont sacrifiés dans

ce dernier abattoir.
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- La thése s'est concentrée sur le bétail en tant qu'hote, car la présence de ces agents hémotropes

dans les exploitations agricoles entraine des pertes économiques, et chez les mouches hématophages

telles que les Tabanidae présentes dans certaines régions du pays, qui peuvent jouer un réle important

dans la transmission mécanique d'A. marginale et de Trypanosoma spp. Bien que les résultats de la these

aient déja été publiés sous forme d’articles dans des revues internationales, des posters scientifiques ont

aussi été présentés lors de conférences internationales et locales, ce qui a permis de mettre en valeur les

résultats aupres de la communauté scientifique. De plus, des protocoles ont été élaborés pour effectuer

des tests diagnostic par PCR et la mise en place des traitements en cas de foyer. Grace au transfert de

technologie a travers des formations, ils ont été mis a la disposition de l'agence équatorienne

AGROCALIDAD.

Tableau 1 : Concordance entre les activités et les études réalisées dans le cadre de la

thése

Objetifs

Type d'étude

Article

1. Identifier moléculairement et
déterminer la prévalence de
Trypanosoma spp et d'autres agent
hémotropes (4. marginale, Babesia
spp) chez les bovins dans les
provinces de Santo Domingo de los
Tsachilas, Manabi, Pichincha et

Galapagos.

Echantillons de sang de 151 bovins
provenant de 15 fermes
Zone d’étude: Province de Santo

Domingo de los Tsachilas.

Etude 1: PCR-diagnosis of

Anaplasma marginale in cattle
populations of Ecuador and its
identification through

16S

molecular
sequencing of ribosomal

fragments

Etude transversale
Echantillons de sang de 264 bovins
provenant de 20 fermes

Zone d’étude : Province de Manabi

Identification de foyer de Babesia spp.
Echantillons de sang de 143 bovins
dans une ferme

Zone d’étude : Province de Pichincha

Etude 3 : Detection of Babesia spp.
in High Altitude Cattle in Ecuador,
Possible Evidence of the Adaptation
of Vectors and Diseases to New

Climatic Conditions

Etude transversale
Echantillons de sang de 170 bovins

provenant de 19 fermes

Etude 5: First report of
Trypanosoma vivax (Dutonella) in
cattle from Galapagos Islands -

Ecuador and its relationship with
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Zone d’étude : Ile de Santa Cruz-

Galapagos

Anaplasma marginale and Babesia

Spp.

2. Caractériser les espéces de
trypanosomes impliquées dans le
foyer de trypanosomose bovine
signalé dans la province de Manabi,

a l'aide de méthodes moléculaires.

Identification de foyer de 7. vivax
Echantillons de sang de 20 bovins
provenant de 3 fermes

Zone d’étude : Province de Manabi.

Etude 2: First report and molecular
identification of  Trypanosoma
(Duttonella) vivax outbreak in cattle

population from Ecuador

3. Identifier moléculairement 7.
theileri chez les bovins provenant de
deux abattoirs : Pichincha et Santo
Domingo de los Tsachilas et sa
relation d'autres

avec agent

hémotropes.

Echantillons de sang de 83 bovins
Zone d’étude

Pichincha

: Abattoir de Quito-

Echantillons de sang de 135 bovins
Zone d’étude : Abattoir de Santo

Domingo de los Tsachilas

Etude 4 : Molecular identification
of Trypanosoma theileri (Laveran,
1902) in cattle from two

slaughterhouses in Ecuador and its
relation with other haemotropiques

agents

4. Identifier moléculairement de

Trypanosoma vivax chez des

vecteurs hématophages potentiels de
trois

régions de la partie

continentale de I'Equateur.

Echantillons de sang de 180 bovins
6 mouches collectées
Zone d’étude: Chone, province de

Manabi.

Echantillons de sang de 75 bovins
2 mouches collectées
Zone d’étude :
Pichincha

Guayllabamba,

Echantillons de sang de 46 bovins
3 mouches collectés
Zone d’étude: foyers a Tena,- et Napo

province

Etude 6 : Molecular identification
of Trypanosoma vivax (Dutonella)
in potential hematophagous vectors
from three regions of the mainland

of Ecuador
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Chapitre 1 Introduction

1. Situation géographique de I'Equateur

L'Equateur est un pays de I'Amérique du Sud, avec une superficie de 283.560 km?. 1l est traversé
par la cordilléere des Andes, qui le divise en trois régions géographiques : la Cote ou Littoral, la Sierra
ou les Andes et I’Amazonie (Figure 1). Il posséde également une région insulaire, a savoir les fles
Galapagos. Le territoire équatorien est divisé en 24 provinces, 221 cantons et 1.499 paroisses. Les
provinces de la région cétiére sont Guayas, Manabi, Esmeraldas, El Oro, Los Rios, Santo Domingo et
Santa Elena. Celles de la région des Andes (Sierra) sont les provinces de Pichincha, Carchi, Tungurahua,
Chimborazo, Cafiar, Azuay, Loja, Imbabura, Bolivar et Cotopaxi. . Celles de la région amazonienne sont
les provinces de Sucumbios, Orellana, Napo, Pastaza, Morona Santiago et Zamora Chinchipe. Larégion

insulaire correspond a la province des Galapagos.

La région c6tiere, d'une longueur de 670 km et d'une largeur de 150 km, est située entre I'océan
Pacifique et les contreforts de la cordillére des Andes, avec une altitude de 300 metres et une température
moyenne annuelle comprise entre 24 et 25°C. Cette région compte au total 24 écosystémes, répartis en
deux zones : la zone du Choc6, a prédominance humide, et la zone du Pacifique équatorial, a

prédominance séche (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2013)

La région de la Sierra, d'une longueur de 800 km, se caractérise par le fait qu'elle est entierement
traversee par la cordillere des Andes, qui forme deux branches de montagnes séparées par 200 km entre
lesquelles se trouvent les vallées inter-andines. Cette région posséde un bioclimat pluvial et compte au
total 45 écosystémes, I’altitude varie de 300 a 6,.310 m d'altitude, qui correspond au sommet du volcan
Chimborazo. Les températures dans cette région varient en moyenne de 8 a 20°C (Ministerio del
Ambiente del Ecuador, 2013).

La région amazonienne a une superficie de 82.120 km2 et représente 30 % du territoire national.
Elle se caractérise par la présence de plaines composées de collines, de vallées et de plateaux couverts
d'arbres, compte 22 écosystémes et a été cataloguée comme l'une des régions les plus diversifiées du
monde en termes de flore et de faune. Cette région est située a une altitude de 150 m daltitude,
correspondant aux plaines amazoniennes, mais peut atteindre 3.100 métres d'altitude dans les chaines
montagneuses amazoniennes. La température moyenne est comprise entre 24-25°C (Ministerio del
Ambiente del Ecuador, 2013).

L'archipel des Galdpagos est composé d’environ 234 iles, ilots et rochers. Cing iles (Isabela,
Santa Cruz, Fernandina, Santiago et San Cristobal) représentent 93,2 % de la superficies totale de
I'archipel. Isabela est la plus grande Tle avec 58,7% de la superficie. Au cours de I'année, il y a une saison

chaude entre janvier et avril, au cours de laquelle la température oscille entre 26°C et 28°C, et une saison
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froide pendant le reste de I'année au cours desquelles on enregistre des températures inférieures a 24°C
(Consejo de Gobierno del Régimen Especial de Galapagos, 2016).

- Highlands Region

. Amazon Region

. Galapagos / Insular Region

Figure 1. Régions géographiques de I’Equateur
2. Systémes d'élevage bovin en Equateur

Dans le pays, l'activité agricole et I'élevage contribuent pour 8 % du PIB (115 milliards USD) ;
I'élevage de bovins est l'activité d'élevage la plus importante du pays (INEC 2001). En 2022, la
population bovine a été estimée a 3.9 millions de tétes, réparties dans les 3 régions : 53% du bétail se
trouve dans la région de la Sierra, 38,5% dans la région de la Cote et 8,5% dans la région amazonienne
(INEC, 2022). A cela s’ajoutent 10.000 bovins présents aux Galapagos (Consejo de Gobierno del
Régimen Especial de Galapagos, 2016).

Le pays compte un total de 842.882 unités de production agricole (UPA) réparties sur une
superficie de 12.355.820 hectares: 547.586 UPA sont considérées comme petites (jusqu'a 10 ha) et
représentent 65% tandis que 117.1531 sont moyennes (jusqu'a 20 ha) et représentent 20,4%. Ces deux
catégories se concentrent sur 21,3% de la surface agricole totale disponible. Les 12,6% de grandes UPA
(20.01 a 100 ha) se concentrent sur 40,1% de la surface agricole et seulement 2% des "tres grandes”
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UPA (plus de 100 ha) couvrent 40,7% de la surface agricole disponible. Les UPA sont principalement
gérées par des hommes (74,6%) et le reste par des femmes (INEC, 2008).

Parmi les 24 provinces d'Equateur, la province de Manabi, située dans la région cétiére, est
considérée comme la plus grande productrice de bétail (805.455 bovins) avec 20,9% du total national
(INEC, 2022). Parmi les élevages que compte le pays, 70% se consacrent a la production mixte (lait et
viande), 17% a la production de lait et 13% a la production de viande (Vinueza et al., 2022). La
production laitiere nationale journaliére pour 2022 a été estimée a 5,5 millions de litres, avec un
rendement de 6,8 litres/vache. Cette méme année, la production laitiére de la région andine représentait
4,4 millions de litres, suivie de la Céte avec 0,9 million de litres et de I'Amazonie avec 0,2 millions de
litres (INEC, 2022).

Trois provinces jouent un rdle majeur dans la production de viande bovine. Il s’agit des
provinces de Guayas, Pichincha et Santo Domingo. Dans cette derniére est organisée la plus grande foire
de bétail du pays: entre 7.000 et 8.000 bovins y sont vendus chaque semaine pour la reproduction,

I'engraissement, le remplacement ou l'abattage (Castillo VVélez, 2015).

Dans les zones rurales d'Equateur, I'élevage du bétail est important pour I'économie familiale.
On estime, par exemple, que dans la province de Chimborazo (région de la Sierra), 98.3% des familles
possédent du bétail sur leur propriété (Chavez-Lindell et al., 2022) avec un nombre de bovins par
exploitation qui varie de 1 et 8, la moyenne nationale étant de 15 bovins (Castillo Vélez, 2015). Une
plus grande densité d'élevages se trouve dans la région de la Sierra, ou ont été dénombrées jusqu'a 178
fermes par km (Vinueza et al., 2022). Cependant, a 1’échelle nationale, la région cotiére concentre 54,6

% de la superficie totale consacrées aux activités agricoles et d'élevage (INEC, 2022).

Dans les Tles Galapagos, la production agricole est principalement destinée a la consommation
locale. Dans cette province, 190 km? sont destinés aux UPA, ce qui représente 76% de la zone rurale de
la province. Il existe environ 755 UPA, dont 47% se trouvent sur Santa Cruz, 34% sur I'fle San Cristébal,
17% sur Isabela et 2% sur I'fle Floreana, 10.100 tétes de bétail se trouvent dans ces unités, dont 61%

sont destinées a la production de viande et 39% a la production de lait (Castillo Vélez, 2015).
3. Situation des principales maladies hémotropes chez les bovins en Equateur

En Equateur, les systémes de surveillance et de contrble concernent principalement les maladies
zoonotiques et/ou transfrontaliéres, comme par exemple la brucellose, une maladie présente dans le pays
ou une technique ELISA compétitive a été utilisee pour déterminer une prévalences de 21,3 % au niveau
du troupeau et de 6,2 % au niveau animal (Paucar et al., 2021) ou encore la fiévre aphteuse qui, en raison

de la variabilité des souches en circulation et de l'absence de protection adéquate des souches
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équatoriennes de terrain par le virus vaccinal utilisé, reste difficile a controler (Maradei et al., 2011).
C'est pourquoi la lutte contre ces maladies reste une priorité de I'Etat dans les systémes de production

bovine.

Les maladies hémotropes (ayant un tropisme pour le sang) gagnent en importance, puisqu'ils
pourraient étre introduits dans de nouvelles régions, affectant non seulement les animaux mais aussi
I’homme. Chez les bovins, des co-infections avec d'autres micro-organismes peuvent exister, ce qui
détériore I'état de I'animal, rend leur diagnostic et leur contrdle difficiles ; le fait qu'elles soient

transmises par de vecteurs, tant biologiques que mécaniques, favorise leur distribution.

Dans le pays, certaines études ont montré la présence d'agents hémotropes a transmission
vectorielle, comme celle réalisée par Pesquera et al (2015) qui a démontré pour la premiére fois la
présence d’ Anaplasma spp. chez les tiques des genres Amblyomma spp. et Rhipicephalus spp. dans une

zone d'élevage en Amazonie (Pesquera et al., 2015).

Une autre bactérie importante est Coxiella burnetii, qui induit le Fiévre Q et qui est zoonotique.
Ses principaux réservoirs sont les chévres, les moutons et les bovins, et elle peut étre transmise entre les
animaux par les tiques (Eldin et al., 2017). L'analyse d'un total de 2.668 échantillons de sang provenant
de bovins laitiers et mixtes de 8 provinces de I'Equateur, a révélé une séroprévalence animaux de 12,6%
(Carbonero et al., 2015). Une autre étude a estimé une séroprévalence chez les éleveurs de 43% et chez
les travailleurs agricoles de 34% (Echeverria et al., 2019). Sur un total de sang de vaches ayant subi un
avortement, une séroprévalence de 52,9 % a €té mesurée pour C. burnetii. Dans cette méme étude,
aucune association n'avait pu étre mise en évidence entre la séropositivité envers Coxiella spp. et
l'avortement; une relation avait néanmoins été identifiée entre avortement et séroprévalence de

Neospora caninum (Changoluisa et al., 2019).

Une autre maladie transmise par des petits moucherons du genre Culicoides est la fiévre
catarrhale ovine ou maladie de la langue bleue. En raison de l'adaptation du vecteur a de nouvelles
conditions climatiques, elle a été signalée au cours de l'année écoulée. En Equateur, on estime que la
maladie est endémique dans le pays car des études sérologiques basée sur la technique ELISA ont montré
une prévalence de 98.9 % de ce virus chez les bovins de deux exploitations situées dans la Sierra et dans
la région de I'Amazonie (Verdezoto et al., 2018), une autre étude réalisée dans la province de Manabi a

révélé une séroprévalence de 99 % dans les troupeaux de bovins (De La Torre et al., 2021).

L'anaplasmose, la babésiose et la trypanosomose sont des maladies transmises par des
arthropodes. Les tiques sont les vecteurs biologiques de la transmission de Babesia spp. et d'A.
marginale chez les bovins. En Equateur, deux espéces de tiques sont importantes pour le bétail, & savoir

Rhipicephalus microplus, largement répandu dans les zones tropicales et.subtropicales, et Amblyomma
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cajennense sensu lato (s.l.), que I'on trouve principalement dans les zones cétiéres (Pérez-Otafiez et al.,
2023)

Certaines études montrent cependant que ces arthropodes sont largement répandus dans le pays,
puisqu'ils ont également été trouvés entre 570 et 2130 metres d'altitude dans la province de Morona
Santiago de la région de I'Amazonie (Ulloa Ramones, 2018). La tique R. microplus a aussi été signalée
dans trois Tles des Galapagos: Santa Cruz, San Cristobal et Isabela chez le bétail (Gioia et al., 2018).
Dans une étude réalisée par Maya et al. (2020), les tiques R. microplus et A. cajennense sensu lato (s.1.)
(au sens large ou général) ont été trouvées dans 83% et 21 % des élevages respectivement dans la
province de Saint-Domingue (Maya-Delgado et al., 2020). Cette étude a aussi montré que 27% des

tiques testées étaient positives pour A. marginale.

L'Equateur présente des conditions géographiques et climatiques nécessaires et favorables au
développement de ces arthropodes. Récemment, la présence de trois autres tiques a été enregistrée en
Amazonie : il s’agit d’Amblyomma coelebs, Amblyomma longirostre et Amblyomma varium, qui sont

des vecteurs potentiels d'agents pathogenes tels que les Rickettsias spp. (Enriquez et al., 2020).

D'autres vecteurs importants impliqués dans la transmission mécanique d'A. marginale et de
Trypanosoma spp. chez le bétail sont les mouches des familles Tabanidae et Muscidae, dont Stomoxys
calcitrans. Les études de caractérisation et de distribution de ces insectes sont rares en Equateur. On
estime que le pays compte 198 espéces de tabanidés et le taux d'endémisme est d'environ 12,6 % (fait
référence a la proportion d’espéces endémiques présentes dans une certaine région géographique) ; les
genres Diachlorus, Dicladocera, Esenbeckia, Eristalotabanus et Leucotabanus sont les plus représentés
(Cérdenas et al., 2009).

Peu d'études ont étudié la présence d'agents hémotropes chez les bovins dans le pays, les
données sont donc limitées ; une étude réalisée dans la province amazonienne de Zamora-Chinchipe a
révélé une prévalence d'A. marginale de 63,8 % sur un total de 185 bovins, et a aussi permis de détecter
la présence de différentes souches circulant dans les troupeaux étudiés (Guarnizo et al., 2020). Une autre
étude réalisée dans la province amazonienne de Pastaza, reposant sur une technique ELISA indirecte, a
révélé une séroprévalence de 65,5 % d’anticorps contre msp5 d'A. marginale, dans la méme enquéte une
deuxiéme technique ELISA indirecte a été utilisée pour la détection de Trypanosoma spp, en utilisant
un extrait soluble de T. evansi comme antigene. Cette technique a montré que 31,0% des bovins étaient
positifs (Medina-Naranjo et al., 2017). Ces agents hémotropes ont également été introduits dans les Tles
Galapagos, ou ils sont devenus présents de maniére endémique. Ce pathogéne est trés répandu comme

I’indique une séroprévalence troupeau de 93% mesurée sur trois iles de 1’archipel (Gioia et al., 2018).
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En Equateur, la trypanosomose bovine est une maladie peu connue tant des professionnels de la
santé animale que des éleveurs de bétail. Cette maladie est probablement souvent confondue avec
d'autres maladies hémotropes telles que I’anaplasmose a A. marginale et la babésiose (Babesia spp.),
c'est pourquoi peu d'informations sont disponibles sur sa présence dans les systémes de production
bovine. Le premier rapport chez les bovins en Equateur date de 1977: Wells avait estimé une
séroprévalence de 22,5% par immunofluorescence indirecte (Wells et al;, 1977). Par la suite, une étude
réalisée dans la province amazonienne de Pastaza en utilisant la technique ELISA indirecte, a révélé une
séroprévalence pour Trypanosoma spp. de 31,03% (Medina-Naranjo et al., 2017). Une autre étude, bien
qu'elle n‘ait pas été réalisée chez des bovins, a mis ce parasite en évidence par la technique de
microscopie a frottis sanguin chez deux moutons (sur un total de 100 analysés), dans le secteur de
Colimes, province c6tiere de Guayas. Cette découverte constitue le premier rapport de Trypanosoma
spp. chez des moutons en Equateur (Coello-Peralta et al., 2021). Dans une étude récente, 745 sérums
bovins provenant de 7 provinces cétiéres et de 3 provinces amazoniennes ont été analysés par ELISA
indirect, pour la détection des IgG anti-Trypanosoma, en utilisant comme antigéne la protéine P64, qui
a présenté une réaction croisée avec des parasites du sous-genre Trypanozoon et T. vivax. Les résultats

a démontré une séroprévalence de 19,1 % pour Trypanosoma spp. (Maldonado et al., 2024).
4. Races bovines en Equateur

Les premiers bovins de I'espéce Bos taurus a peupler le territoire équatorien proviennent de la
péninsule ibérique. Ils ont été amenés en Amérique par Christophe Colom lors de son deuxieme voyage
en 1493 (Martinez et al., 2012). lls ont été transportés depuis les Tles des Caraibes vers I'Equateur et le
Pérou en passant par les ports de Panama et de Santa Martha, en Colombie (Villalobos-Cortés et al.,
2015).

Les premiers bovins ont été introduits en Amérique du Nord et du Sud depuis I'Europe et
I'Afrique a partir de 1492 (Martinez et al., 2012). Les preuves moléculaires de la domestication et de la
dispersion du bétail proviennent de I'étude de I'ADN mitochondrial, que divise la plupart des bovins
actuels en six haplogroupes: T1, T2, T3, T4 and 11 and 12, le T1 est prédominant en Afrique. Au Brésil
et au Paraguay, un sous-groupe africain T1cl a été découvert, ce qui prouverait une migration directe
du bétail d'Afrique vers I'Amérique du Sud (Zhang et al., 2020). Des importations de zébus indiens au
Brésil ont eu lieu au XVIlle siécle (Medrado, 2018), et de ce pays, ils ont ensuite été emmenés vers

d'autres pays d'/Amérique et vers les Etats-Unis (Zhang et al., 2020).

A I’heure actuelle, I'Equateur compte plusieurs races de Bos taurus telles que la Holstein
Frisonne (388.000 tétes), la Brune suisse (259.000 tétes) et la Jersey (122.000 tétes), et de Bos indicus

avec la race Brahman (607.000 tétes). Cependant, les populations qui prédominent sont les métisses
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avec 36,66% (1.491.000 tétes) de la population bovine nationale; la « criollo » représente 23,33% du
cheptel global (949.000 tétes) (INEC, 2022).

Des études moléculaires menées sur cing races indigénes d'Equateur (Macabea, Santa Elena,
Manabi, Loja et Tle Puna) ont pu mettre en évidence leur origine du Pacifique colombien & I'Amazonie,
et du Panama et du Rio de la Plata au reste du pays; elles présentent des caractéristiques de I'espéce Bos
taurus (Delgado Bermejo et al., 2020). Ces races ont développé une capacité d'adaptation a différents
écosystémes. Par exemple, la race Macabea, qui se trouve dans la région amazonienne avec trés peu

d'introgression des races de zébus, a la capacité de s'adapter aux tropiques humides (Vargas et al., 2016).
5. Impact économique des maladies hémotropes sur la production bovine

Dans les zones tropicales et subtropicales des Amériques ou Anaplasma spp, Babesia spp. et
Trypanosoma spp. sont présentes, entrainent des pertes dans les systémes de production bovine en raison
d’une baisse de la production laitiére, de la mortalité, des colits associés a leur traitement et a leur
contréle (Rashid et al., 2019). Elles impactent également la commercialisation du bétail (Bock et al.,
2004). En Tanzanie, les pertes annuelles dues aux maladies transmises par les tiques (anaplasmose,
babésiose, cowdriose, thélériose) ont été estimées a 364 millions de dollars (Kivaria, 2006). Par ailleurs,
I'Australie perd 16,9 millions de dollars par an en raison de la lutte contre la babésiose et I'anaplasmose
(Bock et al., 2004).

Les tiques peuvent générer des pertes économiques, car elles peuvent affecter directement le
bétail. L'infestation par ces arthropodes peut entrainer une perte du poids et de production, de ’anémie
ainsi que du stress et des lésions cutanées liés aux piqdres ; de plus, la salive des tiques est toxique et
les tiques peuvent transmettre des maladies dont les codts associés au traitement ne sont pas négligeables
(Garros et al., 2018).

Les pertes causées par la tiqgue R. microplus suite a la perte de production de lait et de viande
dans le cheptel bovin brésilien s'éléveraient a 3.24 millions de dollars (Grisi et al., 2014). On estime
méme que la lutte contre les tiques et les maladies qu'elles transmettent représente 60 % de I'ensemble

des colits générés dans les exploitations laitiéres de ce pays (Garros et al., 2018).

En Equateur, des estimations révélent que les exploitations les plus technicisées dépensent
moins en frais sanitaires pour la lutte contre les tiques (13,41%) que les exploitations semi-technicisées
(23,97%) et non technicisées (32,49%) (Paucar-Quishpe et al., 2023).

En Uruguay, il a été démontré qu'un diagnostic adéquat des maladies transmises par les
tiques :A. marginale et Babesia spp. permettait de réduire les codts de traitement et d'établir des mesures

adéquates pour contréler un foyer. Associé a la mise en place de mesures de biosécurité et de
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surveillance dans les exploitations, le diagnostic correct permettrait de réduire la probabilité de
réintroduction de R. microplus dans les exploitations (Miraballes et al., 2019). Les pertes annuelles dues
a la trypanosomose chez les bovins, ovins, caprins et porcins au Nigeria ont été estimées a 577,7 millions
de dollars (Olalekan et al., 2021). Au Brésil, en 2008, lorsque le premier cas d'infection a T. vivax a été
détecté dans une ferme laitiére, une diminution de production laitiere de 27 et 47 % a été estimée
(Cuglovici et al., 2009).

En Colombie, on estime qu'un bovin infecté par T. vivax peut perdre 390 grammes par jour
(Desquesnes, 2004). En Argentine, les pertes économiques associées a I’infection par T. vivax dans une
ferme laitiére s'éléveraient a 58.802 USD, ce montant ayant été évalué en prenant en compte les
avortements, la mortalité des animaux, la vente d'animaux improductifs et les traitements (Abdala et al.,
2021). Dans I'Etat de Goiés, au Brésil, la baisse de la production laitiére a été estimée a 28,5 % suite a
une épidémie de T. vivax au cours duquel un taux de mortalité de 22,7 % avait été enregistré (Bastos et
al., 2017).

6. Description des principales maladies hémotropes des bovins présentes en Amérique du Sud

6.1 Anaplasmose

6.1.1 Agent causal et taxonomie

Le genre Anaplasma est composé de bactéries Gram négatives intracellulaire, qui ont une forme
de coque ou d’ellipse, immobiles, et qui se répliquent dans des vacuoles liées a la membrane dans le

cytoplasme des érythrocytes (Battilani et al., 2017).

En Amérique du Sud, A. marginale est I’espéce la plus pathogéne et est responsable de
I'anaplasmose bovine (Rar et al., 2021; Atif, 2015), et ne provoque pas de maladie chez I'homme (Aubry
& Geale, 2011). La bactérie est distribuée dans les zones tropicales et subtropicales comme I'Amérique
centrale et du sud. L’anaplasmose peut étre endémique dans certaines régions (Suarez et al., 2019; Kocan

et al., 2010).
6.1.2 Taxonomie et principales espéces d'Anaplasma spp. qui affectent le bétail

La taxonomie des principales espéces d’Anaplasma spp. qui affectent le bétail est présentée a
la Figure 2.
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Domain (kingdom):
Bacteria
|
[ Phylum: ]

Proteobacteria
|

Class:
Alphaproteobacteria
|
Order:

Rickettsiales
|

Family:
| Anaplasmataceae |
|

Genus:
Anallolasma

Species:
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Figure 2. Taxonomie des principales espéces d’Anaplasma spp. qui affectent le bétail
(Battilani et al., 2017; Atif, 2015; Kocan et al., 2010)

6.1.3 Transmission

La transmission mécanique d'A. marginale semble étre un moyen efficace de propagation de la
maladie puisqu'il existe des souches qui ne sont ni infectieuses ni transmissibles par les tiques (Suarez
& Noh, 2011; Kocan et al., 2010). La transmission mécanique peut se faire par pigQre d'insectes tels que
les mouches (Tabanidae, Stomoxys), les poux (Haematopinus tuberculatus) et par diverses espéces de
moustiques. Une transmission par des vecteurs passifs contaminés par du sang tels que des aiguilles, des
instruments chirurgicaux ou de castration est également possible (Rar et al., 2021; Kocan et al., 2010)
Figure 3. En Amérique, il a été démontré que les mouches hématophages peuvent étre des vecteurs
efficaces de transmission mécanique. Dans les zones exemptes de tiques telles que le sud de I'Uruguay,
la présence d'A. marginale a été démontrée dans 26,8 % spécimens de Tabanidae (26/98). Dans cette
méme étude, les auteurs ont conclu que les taons pourraient étre d'importants vecteurs de cette bactérie

chez les bovins (Rodrigues et al., 2022).

La transmission peut se faire par les tiques et plusieurs genres ont été signalés comme vecteurs:
Ixodes, Dermacentor, Amblyomma, Haemophysalis, Hyalomma et Rhipicephalus (Rar et al., 2021; Atif,

2015). Lorsque les tiques se nourrissent de sang qui contient des érythrocytes infectés par A. marginale,
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la bactérie se réplique ensuite dans les cellules intestinales et les glandes salivaires de la tique (Kocan et
al., 2010).

Une autre forme de transmission décrite chez le mammifére-hdte est la voie transplacentaire :
les érythrocytes infectés passent le placenta et arrivent jusqu'au feetus, sans amplification de la bactérie
(Aubry & Geale, 2011). Bien que les veaux puissent naitre sans signes cliniques, ils peuvent néanmoins
propager la maladie en restant infectés de maniére persistante par A. marginale (Rar et al., 2021).

e

Tiques
Rhipicephalus spp.
Ixodes spp.
Dermacentor spp.
Amblyoma spp.

Transmission
mécanique par
transfert de globules
rouges infectés

Multiplication
dans l'intestin et
les glandes
salivaires

Transmission
cyclique dans
la tique

Mouches hématophages
Tabanus spp.

Stomoxys calcitrans
Haematobia irritans

Figure 3. Transmission d'Anaplasma marginale chez les bovins
6.1.4 Cycle biologique

Lorsque la tique se nourrit de sang contenant des érythrocytes infectés par A. marginale, la
bactérie infecte les cellules intestinales de la tique ainsi que d’autres tissus tels que les glandes salivaires.
Dans ces tissus, A. marginale se réplique au sein des vacuoles attachées aux membranes cellulaires. La
premiére forme de développement est la forme réticulée ou végétative qui se divise par fission binaire,
puis elle se transforme en forme dense ou infectieuse qui peut survivre a I'extérieur des cellules. La tique
transmet la forme dense d’A. marginale a un bovin lors du repas sanguin, via les glandes salivaires
(Kocan et al., 2002).
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A. marginale infecte les érythrocytes (Aubry & Geale, 2011). Une fois dans ces cellules, les
bactéries forment des inclusions ou corps initiaux qui adhérent a la membrane érythrocytaire. Chaque
inclusion peut contenir de 4 & 16 rickettsies. La réplication bactérienne se fait par fission binaire; en
phase aigué, jusqu’a 90 % des érythrocytes peuvent étre infectés. Les érythrocytes sont reconnus par les
cellules réticuloendothéliales et sont ensuite phagocytés (Rar et al., 2021; Aubry & Geale, 2011; Kocan
et al., 2010).

Aux Etats-Unis, chez les tiques Dermacentor andersoni et D. variabilis, une transmission trans-
stadiale d'A. marginale se produit. Ce sont des tiques a trois hotes, c'est-a-dire que ce sont des tiques qui
se nourrissent de bovins différents a chacune des trois étapes de développement : larve, nymphe et adulte
pour compléter leur cycle, les tiques males jouent un réle important dans la transmission. Dans le cas
des tiques a héte unique telles que Rhipicephalus microplus que se développe sur le méme animal, dans
ce cas également la tiqgue male peut jouer un rdle important dans la transmission d’A. marginale.,
puisqu'eell peut changer d'hote a la recherche de femelles lorsque les animaux sont proches les uns des
autres (Aubry & Geale, 2011). Aucune transmission trans-ovarienne d’une génération a ’autre n’a été

observée chez la tique (Kocan et al., 2010; Guglielmone, 1995).
6.1.5 Signes cliniques

Dans le cas de I'anaplasmose, lorsque 15 % des érythrocytes sont infectés, une maladie clinique
peut survenir. Les signes cliniques chez les bovins sont associés a la gravité de I'anémie, caractérisée
par des muqueuses pales, une faiblesse, anorexie et léthargie. D'autres signes cliniques incluent la fievre,

la perte de poids, la diminution de la production de lait, I'avortement et la mort (Kocan et al., 2010).

Toutes les tranches d’age sont sensibles a I’anaplasmose bovine (Atif, 2015) mais la prévalence
d'A. marginale peut augmenter avec l'age, les taux de mortalité chez les adultes varient de 50 a 60 %
(Kocan et al., 2010) les animaux infectés le restent de maniére persistante et peuvent devenir un réservoir
a vie (Rar et al., 2021). A un stade avancé de la maladie, les animaux peuvent présenter des altérations
gastro-intestinales associées a une déshydratation et une perte de poids, un ictére peut également étre
observé (Kocan et al., 2010).

6.2 Babésiose

6.2.1 Agent causal et taxonomie

La babésiose est une maladie causée par un protozoaire appartenant au phylum Apicomplexa,
caractérisé par la présence d'un complexe apical. A I'intérieur des érythrocytes de I'hdte, les protozoaires
sont observés dans la phase mérozoite intracellulaire (Chauvin, 2009). Deux especes peuvent affecter le

bétail en Amérique du sud, a savoir Babesia bovis et B. bigemina (Bock et al., 2004).
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6.2.2 Taxonomie et principales espéces de Babesia affectant le bétail en Amérique du Sud

La taxonomie des principales especes de Babesia spp. qui infectent le bétail en Amérique du
Sud est présentée a la Figure 4.

Kingdom:
Protozoa

Phylum: Aplcomplexa

Class: Acon0|da5|da
(Plroplasmea)

Order: Plroplasmlda

Genus: Babesia

Clade: VI Sensu strictus

| |
| |
| |
R
| |
| |

[ Species: ]

[ B. bovis H B. bigemina ]

Figure 4. Taxonomie des principales espéces de Babesia spp. qui infectent le bétail en Amérique du
Sud
(Homer et al., 2000; Jalovecka et al., 2019; Schnittger et al., 2022)

6.2.3 Transmission

En Amérique du Sud, B. bovis et B. bigemina sont transmises par des tiques dures de la famille
des Ixodidae et dans les zones tropicales et subtropicales, par la tique Rhipicephalus microplus qui est
endémique (Benavides et al., 2016) et spécifique a son héte bovin (Chauvin et al., 2009). La forte
prévalence signalée sur le continent (64 %) est principalement due a la large répartition des tiques

favorisée par les conditions agro-bioclimatiques (Jacob et al., 2020).

Rhipicephalus microplus est une tique a hote unique, ou tous les stades de développement
(larves, nymphes et adultes) se déroulent sur le méme animal. Les larves sont libérées des ceufs déposés

dans le sol, puis elles adhérent a un héte et fabriquent deux mues, devenant d'abord une nymphe puis un
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adulte. Ensuite, les femelles se nourrissent et se détachent de I'hote et pondent des centaines d'ceufs dans

I’environnement (Shulman, 2023).

6.2.4 Cycle biologique

Le cycle de vie de Babesia spp. comporte deux phases dont la premiére est asexuée et se
développe dans les érythrocytes de I'hte vertébré (Bock et al., 2004). Les sporozoites, formes
infectantes, sont introduits dans la circulation sanguine par la salive de la tique et pénetrent dans les
érythrocytes, ou ils se répliquent par fission binaire des parasites apicomplexes en deux mérozoites
(Elsworth & Duraisingh, 2021). Lorsqu'ils quittent I’érythrocyte infecté (par intermittence) pour
infecter d'autres érythrocytes, les mérozoites provoquent la lyse cellulaire (Beugnet & Moreau, 2015;
Chauvin et al., 2009; Mosqueda et al., 2012). La taille et I'emplacement du mérozoite dans I'érythrocyte
dépendront de I'espéce: dans le cas de B. bigemina, par exemple, ils sont longs, tandis que dans le cas

de B. bovis les mérozoites sont plus petits (Chauvin et al., 2009).

Lorsque la tique se nourrit du sang de I'héte, les érythrocytes infectés pénétrent dans I'intestin
moyen de la tique, ou ils stimulent le développement des gamétocytes, déclenchant ainsi la phase
sexuelle (Bock et al., 2004; Chauvin et al., 2009). Les gamétocytes se différencient en gamétes males
et femelles, formant un zygote qui pénétre dans les cellules de l'intestin des tiques et donnent naissance
a des kinetes mobiles. Ces derniers rejoignent ensuite I'némolymphe en provoquant la destruction des
cellules intestinales et passent dans les ovaires ou ils infectent les cellules embryonnaires (transmission
trans-ovarienne) (Mosqueda et al., 2012). Selon la classification phylogénétique utilisant le géne ARN

18S, il s'agit d'une caractéristique exclusive de Babesias sensu stricto (Jalovecka et al., 2019) Figure 5.

Le cycle sexuel a I’intérieur du vecteur est décrit a tous les stades de développement des tiques,
ce qui facilite la persistance & long terme des especes de Babesia dans I’écosystéme (Suarez et al., 2019).
Aprés éclosion, les kinetes migrent vers les glandes salivaires des larves, se transforment en stades
multinucléés (sporogonie) et forment ensuite des sporozoites. Le développement des sporozoites se
produit lorsque les larves de tiques se nourrissent de sang de I’hote (Beugnet & Moreau, 2015;
Mosqueda et al., 2012). Dans le cas de B. bigemina, le développement des spororozoites infectieux peut
durer de 6 a 12 jours, c'est pourquoi seuls les stades nymphal et adulte sont produits. Dans le cas de B.
bovis, les sporozoites se forment dans les 2 a 3 jours suivant la fixation de la larve, mais les larves
peuvent étre stimulées par la température ambiante lorsqu'elle augmente; elle permet une transmission

immédiate lorsque les larves adhérent a 1’héte (Bock et al., 2004, Suarez et al., 2019).
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Figure 5. Cicle de Babesia spp. chez les bovins
6.2.5 Signes cliniques

Les bovins infectés de maniere persistante ne présentent pas de signes cliniques, mais lorsqu'ils
sont soumis a des conditions de stress, a des co-infections avec d'autres agents pathogénes ou qu'ils sont

immunodéprimés, I'immunité peut étre rompue et I'animal peut tomber malade (Suarez et al., 2019).

Les signes cliniques chez les animaux infectés par B. bovis peuvent étre causés par une
surproduction de cytokines et d'autres agents qui contribuent a la progression de la maladie. L'animal
peut présenter des signes cliniques tels que vasodilatation, hypotension, augmentation de la perméabilité
capillaire, cedéme, collapsus vasculaire, troubles de la coagulation, Iésions endothéliales et stase
circulatoire au niveau du cerveau et des poumons, causant des signes nerveux et un syndrome de détresse
respiratoire (Saegerman et al., 2003; Bock et al., 2004; Suarez et al., 2019).

Une anémie hémolytique (destruction des érythrocytes entrainant une diminution du nombre
d'érythrocytes circulants) et une diminution de I'hématocrite surviennent a mesure que la maladie
progresse, L'animal peut présenter de I'apnée, des problémes respiratoires et de la fievre, ainsi qu'une
perte d'appétit, de la dépression, une augmentation de la fréquence respiratoire, de la faiblesse et une

réticence a bouger, ; la maladie aigué peut évoluer sur 3a 7 jours (Bock et al., 2004). Lors d’infection a
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B. bovis, les animaux présentent des signes neurologiques, accompagnés de processus inflammatoires

séveres et de lésions tissulaires (Saegerman et al., 2003; Suarez et al., 2019).

La présence de signes cliniques de babésiose est également liée a I'age, les jeunes animaux étant
plus résistants que les adultes (Bock et al., 2004; Chauvin et al., 2009; Suarez & Noh, 2011). Dans les
régions ou les tiques sont abondantes, les jeunes animaux (moins de 9 mois) sont exposés précocement
au protozoaire, ce qui leur permet d'étre plus résistants a l'infection par Babesia spp. (Benavides et al.,
2016).

Lors d’infection a B. bigemina, les animaux peuvent présenter une hémolyse intravasculaire
rapide et massive, avec de I’hémoglobinurie. La fiévre est moins fréquente et il n'y a pas de signes
cliniques nerveux, et la récupération est trés rapide et compléte. Cependant, certains animaux peuvent
développer une anémie sévere et un ictére pouvant induire la mort de I'animal. Dans le cas ou les
animaux récupérent d’une infection a Babesia spp., ils restent porteurs asymptomatiques. Dans le cas
de B. bovis, ce portage peut durer plusieurs années tandis que dans le cas de B. bigemina, les animaux
restent porteurs pendant quelques mois. Les animaux infectés par B. bigemina guérissent généralement

rapidement et complétement (Bock et al., 2004; Suarez et al., 2019).

6.3  Trypanosomose

6.3.1 Agent causal et taxonomie

Les trypanosomes sont classés en deux groupes selon le site de réplication chez I'héte
invertébreé : le groupe « salivaire » se développe dans l'intestin antérieur et se transmet par inoculation,
tandis que ceux du groupe « stercoraire » se développent dans l'intestin postérieur et se transmettent par

contamination fécale de lésions ou des muqueuses (Magri et al., 2021).

En Afrique, certaines espéces du groupe salivaria provoquent une maladie chez les bovins et
autres animaux, connue sous le nom de « Nagana », qui est principalement causée par T. (Duttonella)
vivax, T. (Nannomonas) congolense et T. (Trypanozoon) brucei brucei. D'autres sous-especes
zoonotiques importantes pour la santé humaine et animale, telles que T. brucei gambiense et T. brucei
rhodesiense, sont présents chez les humains, les bovins et les porcs (Magri et al., 2021, Maguez et al.,
2021). T. evansi, du groupe salivaire, affecte un grand nombre d'espéces animales sauvages et
domestiques et provoque la maladie appelée « surra » ou « mal de caderas ». Contrairement a d'autres

espéces salivaires en Afrique, elle ne se développe pas chez son vecteur (Desquesnes, 2004).

Au sein du groupe des stercoraires, T. theileri est classée comme une espéce légérement

pathogene qui infecte généralement les ruminants, tant domestiques que sauvages. Une autre espece de
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ce groupe est T. cruzi, responsable de la maladie chez I'nomme connue sous le nom de « maladie de

Chagas », que I'on trouve en Amérique (Magri et al., 2021, Maguez et al., 2021).

6.3.2 Taxonomie et principales especes de Trypanosoma chez les bovins en Amérique du Sud

En Amérique du Sud, les bovins peuvent étre affectés par trois especes a savoir T. vivax, T.
evansi et T. theileri. La taxonomie des principales especes de Trypanosoma chez les bovins est
présentée a la Figure 6.

Protozoa
[

[ Phylum: ]
Sarcomastlgophora
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Zoomastlgophorea
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| |
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T L ! I
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Species: Species: [ Species: ]
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I
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T. brucei evansi

Figure 6. Taxonomie des principales espéces de Trypanosoma spp. qui infectent le bétail en

Amérique du sud (Desquesnes, 2004; Magri et al., 2021).

6.3.3 Transmission

En Afrique, certains trypanosomes completent leur cycle de vie a l'intérieur de la mouche tsé-

tsé, comme c'est le cas de la sous-espéce de T. brucei et c'est aussi le mode de transmission pour T.
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congolense et T. vivax, cependant cette derniére peut également étre transmise par voie mécanique
(Maguez, et al., 2021).

En Amérique, la transmission de T. vivax est mécanique par les mouches hématophages telles
que taons (Tabanidae) et les mouches des étables (Stomoxys spp.) (Osério et al., 2008). D'autres
mouches/moucherons pourrait étre des vecteurs mécanique potentiels comme les Culicoides
(Ceratopgonidae), les Haematobia et d'autres insectes comme Culex, Mansonia et Aedes (Desquesnes,
2004). De plus, d'autres animaux consommateurs de sang comme les chauves-souris (Magez et al., 2021)
peuvent aussi transmettre le parasite par voie mécanique (Desquesnes, 2004). T. vivax peut également
étre transmis par voie iatrogene par la seringue. T. vivax peut avoir une transmission transplacentaire
chez les bovins (Desquesnes, 2004; Osorio et al., 2008) Figure 7.

| /‘ \
Voie iatrogéne
_ m.:_

=

Trypomastigote

t

Mouches hématophages
Tabanus spp.
Stomoxys calcitrans
Haematobia irritans

4—/ e

Trypomastigote

Figure 7. Transmission de Trypanosoma vivax chez les bovins

Le succes de la transmission mécanique de T. vivax dépend de plusieurs conditions simultanées
telles qu'une parasitémie élevée chez les porteurs, I'abondance des vecteurs, la disponibilité des hétes,
ce qui explique que la transmission ne se produit pas chaque année, mais uniquement lorsque ces

caractéristiques sont réunies, des épizooties peuvent se produire (Osério et al., 2008).

La transmission de T. evansi est mécanique par les piqlres d'insectes, les mouches suceuses

peuvent également transmettre des trypanosomes par contamination d'une plaie. Des transmissions
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jatrogenes causées par [’utilisation d’instruments chirurgicaux ou d’aiguilles non stériles et
transplacentaire sont également décrites. La transmission orale chez les carnivores lors de la
consommation de viande crue contaminée peut introduire le parasite par des lésions de la muqueuse
buccale. Cependant, une contamination oro-digestive est également décrite via des chauves-souris
vampires, puisque le parasite peut survivre et traverser la muqueuse buccale, I'cesophage et la muqueuse

gastrique (Desquesnes, et al., 2013).

Les taons sont d'importants vecteurs en Amérique, comme démontré dans une étude réalisée au
Brésil ou I'ADN de T. evansi a été isolé de I'appareil alimentaire des especes Dichelacera alcicornis et
D. januarii. Il a également été démontré que D. alcicornis était I'espéce de taons la plus abondante,
représentant 52.7% du total des spécimens collectés (N=523). D'autres especes sont également

représentées telles que Chrysops fusciapex (18.0%) et Chrysops patricia (10.7%) (Ramos et al., 2023).

T. theileri peut avoir une large gamme de vecteurs mécaniques. Cela a été démontré dans une
étude menée en République Tchéque ou une prévalence de 47 a 91% a été détectée chez les moustiques,
principalement chez le genre Aedes spp., dont Ae. excrucians (22%), Ae. perforateur (21%) et Ae.
Cantans anulipes (10 %) présentaient la prévalence la plus élevée. Trypanosoma theileri a également
été retrouvée chez les phlébotomes (genre Phlebotomus) dans 65% des insectes analysés (Brotankova
et al., 2022). Dans une étude réalisée en Colombie, des trypanosomes ont été détectés par PCR dans
66,7% (26/39) des échantillons de sang de chauves-souris (chiroptéres) ; parmi ces échantillons, 61,5%
appartenaient a 1’espece T. theileri (24/39). La probable voie d’infection des chauve-souris était
I’ingestion d’arthropodes infectés (Jaimes-Duefiez et al., 2020). Des transmission iatrogenes et
transplacentaire ont également été décrites (Brotankova et al., 2022; Desquesnes, 2004; Jaimes-Duefiez
et al., 2020) (Tableau 2).

L'infection par T. cruzi peut provoquer une maladie clinique chez les chiens, les chats et les
jeunes porcs. Le parasite se transmet au bétail par l'ingestion d'insectes triatomes, ou de leurs
excréments, ou encore par la consommation d'aliments contaminés par les excréments d'opossums

(Didelphis marsupialis) (Desquesnes, 2004).
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Tableau 2. Voies de transmission d'Anaplasma marginale, Babesia spp. et Trypanosoma spp. chez les bovins en Amérique du Sud
(Aubry & Geale, 2011; Benavides et al., 2016; Bock et al., 2004; Brotankova et al., 2022; Desquesnes, 2004; Jaimes-Duefiez et al., 2020; Rar et al., 2021; Suarez & Noh, 2011)

Mode de transmission Agent hémotrope

Anaplasma marginale Babesia bovis Babesia bigemina Trypanosoma Trypanosoma Trypanosoma theileri
vivax evansi
Biologique Tiques Tiques Tiques ID ID Mouches
Rhipicephalus Rhiphicephalus Rhiphicephalus Tabanidae**
Ixodes microplus microplus
Dermacentor
Amblyomma, Haemophysalis
Hyalomma
Mécanique Mouches ID ID Mouches Mouches Tiques
Insectes et animaux Tabanidae Tabanidae Tabanidae Hyalomma
hématophages Stomoxys Stomoxys Stomoxys Mouches
Poux Haematobia, Chauves-souris Tabanidae
Haematopinus tuberculatus Culicidae Desmodus Stomoxys
rotundus Vecteurs potentiels:
(mordedura) Moustiques
Aedes
Phlébotomes
Phlebotomus spp.
Chauves-souris
Chiroptera
Per-oral
(Consommation de mouches
infectées)
Mécanique
latrogene (aiguilles, instruments oul ID ID oul oul oul
chirurgicaux et de stérilisation
contaminés)
Transplacentaire oul ID ID OUI Ooul Ooul

Légende : ID, indéterminé.
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6.3.4 Cycle biologique

En Afrique, le principal vecteur de la trypanosomose animale est la mouche tsé-tsé, appartenant
a l'ordre des Dipteres et a la superfamille des Hippoboscidea, se trouve exclusivement sur le continent
africain. Ces mouches, qui font partie du genre Glossina, sont des insectes hématophages, les males et
les femelles ont besoin d'un repas de sang tous les 3 ou 4 jours (Magez & Radwanska, 2014).

Dans la circulation sanguine de I'h6te, les parasites se différencient en parasites longs et minces
(forme proliférative) et en parasites courts et trapus (non prolifératifs). Lorsque la mouche tsé-tsé
consomme du sang, la forme courte est essentielle a la continuité de son cycle de vie. En atteignant le
systeme digestif de la mouche, il se transforme rapidement en trypomastigotes procycliques, qui se
multiplient ensuite par fission binaire. Les parasites se déplacent alors vers le ventricule et deviennent
des épimastigotes qui migrent ensuite vers les glandes salivaires de la mouche tsé-tsé, ou ils se
différencient en trypomastigotes métacycliques infectieux. Le cycle est terminé en trois semaines

environ (Maguez et al., 2021).

Les trypanosomes africaines tel que T. brucei ont un cycle qui dépend du glucose de I'insecte
vecteur (glossine) et d'une mitochondrie fonctionnelle, qui réalise la phosphorylation oxydative. Chez
I'ndte, elles proliferent en raison de la grande quantité de nutriments dans le sang. Dans le cas des
souches de T. vivax d'Amérique du Sud, le cycle est simplifié. En effet, on a pu observer que les
mitochondries du kinétoplaste avaient subi un processus de dégradation qui avait facilité leur adaptation

sur ce continent (Greif et al., 2015).

En Amérigue du Sud, en raison de sa transmission mécanique, T. vivax peut passer d'un hote
vertébré a un autre, sans croissance ni multiplication. Ainsi, si la transmission mécanique se produit par
des mouches qui se nourrissent de plusieurs animaux avant d'étre rassasiées et restent infectieuses
pendant une courte période (Osério et al., 2008). Lorsque les formes métacycliques (développées et
infectieuses) appelées trypomastigotes atteignent la circulation sanguine de I'animal vertébré, elles se

répliquent par fission binaire (Dagnachew & Bezie, 2015).

Dans le cas de T. evansi, la perte de I'ADN du kinétoplaste (ADNK), essentiel au développement
du parasite dans l'intestin de la glossine en Afrique, a favorisé la transmission mécanique et donc sa

propagation sur plusieurs continents, y compris sur le continent américain (Magez et al., 2021).

Le cycle de T. theileri est typiqguement celui du groupe Stercoraria qui est caractérisé par une
contamination des plaies par les excréments des tabanidés. Chez les bovins, les formes adultes
(épimastigotes) se trouvant dans le sang donnent naissance par fission binaire a des trypomastigotes.

Lorsque le taon se nourrit, ces formes se répliquent dans l'intestin de la mouche et sont ensuite libérées
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par les excréments. Le parasite pénétre ensuite par les blessures provoquées par les piqdres de tabanidés.
Les insectes peuvent également étre écrasés a proximité des Iésions ou étre ingérés par le bétail,

permettant ainsi la transmission des protozoaires (Desquesnes, 2004).

Dans le cas de T. cruzi, ainsi que du groupe Stercoraria, le cycle comprend plusieurs étapes tant
chez l'insecte vecteur (Triatoma, Rhodnius ou Panstrongylus) que chez le mammifére héte (y compris
I'nomme, animaux domestiques et sauvages). Elle se caractérise par une alternance de formes de vie
extracellulaires et intracellulaires, qui varient en fonction de I'environnement dans lequel elles se
trouvent. Le cycle commence lorsque I'insecte se nourrit du sang d'un mammifére infecté, en ingérant
des trypomastigotes (la forme extracellulaire mobile du parasite) qui circulent dans le sang de I'hote.
Une fois dans I'intestin moyen de l'insecte, les trypomastigotes se transforment en épimastigotes, qui se
multiplient ensuite par fission binaire et se différencient dans l'intestin postérieur de l'insecte en
trypomastigotes métacycliques, la forme du parasite qui infecte le mammifere. Ces trypomastigotes
métacycliques sont libérés avec les feces de l'insecte lorsqu'il déféque sur des Iésions cutanées ou a

proximité des muqueuses de I'héte pendant qu'il se nourrit (Kessler et al., 2017).

6.3.5 Signes cliniques

Les bovins infectés par ces agents hémotropes peuvent présenter des infections subcliniques,
des signes cliniques non spécifiques et une absence de parasitémie, ce qui rend le diagnostic clinique
difficile (Desquesnes, 2004). Les réponses cliniques dépendent cependant de la pathogeénicité du
parasite, de la sensibilité de ’hote, de la réponse immunitaire et des antécédents médicaux de I’hote. De
plus, chez les bovins, il peut y avoir des co-infections entre ces micro-organismes, les animaux peuvent
présenter des signes cliniques ce qui complique le diagnostic (Desquesnes et al., 2022; Jaimes-Duefiez
etal., 2017). Dans le cas de la trypanosomose, la pathogénicité de 1’infection dépend de certains critéres
tels que : l'espece et la virulence du parasite, I'hdte (espéce, race, age, statut immunologique, état
nutritionnel, présence de co-infection et condition physique), la situation épidémiologique (endémique
ou épidémique) et I'environnement (disponibilité de nourriture et d'eau ainsi que saison de I'année)
(Giordani et al., 2016).

La trypanosomose causée par T. vivax chez les bovins est plus grave que lors des infections
causées par les autres espéces de Trypanosoma spp. En Amérique du Sud, les animaux de plusieurs
foyers rapportés au Brésil ont présenté des signes cliniques de maladie, dont les plus courants étaient :
I'anémie, le manque d'appétit, la diminution de la production de lait, la perte de poids, la faiblesse,
l'avortement, la diarrhée et des signes neurologiques (Costa et al., 2020). Les autres signes cliniques
observés lors de ces épidémies étaient de I’apathie, des muqueuses pales, de la tachycardie, de la

tachypnée, de la diarrhée, de la déshydratation, un larmoiement et de I’énophtalmie (Bastos et al., 2017;
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De Souza Pimentel et al., 2012; Vieira et al., 2017). La période pré patente peut varier en fonction de la
charge parasitaire dans I'inoculum et de la virulence de la souche (Desquesnes, 2004).

Trypanosoma theileri est considéré comme non pathogene pour les bovins. Cependant, comme
il s'agit d'un parasite opportuniste, il peut étre isolée lors de co-infections avec dautres agents
hématogénes tels que T. vivax, T. evansi, A. marginale et Babesia spp. Dans ce cas précis, une
parasitémie élevé ainsi qu’une anémie sévére accompagnée d'ictére peuvent étre observés (Desquesnes,

2004; Jaimes-Duefiez et al., 2017).

Les signes cliniques chez les bovins atteints de T. evansi en Amérique du Sud ne sont pas
évidents (Desquesnes, et al., 2013). En termes de bilan sanguin, une diminution de I'nématocrite a été
observée sans autres signes cliniques apparents associés a la maladie (Ramirez-Iglesias et al., 2017).
Cependant, chez d'autres espéeces animales, les chameaux et les chevaux sont plus sensibles a T. evansi,
tandis que les anes et les mulets sont moins sensibles. Dans le cas des chevaux, des symptdmes tels que
fievre, faiblesse, léthargie, anémie, perte de poids importante, avortement, altérations de la locomotion
et cedéme ont été observés. Les chiens sont trés sensibles a T. evansi et des symptomes tels qu'un cedéme
de la téte, de la paroi abdominale et des pattes, ainsi qu'une anémie, une faiblesse, une parésie de I'arriere-

train et une myocardite ont été observés chez ces animaux (Desquesnes et al., 2013).

Les souches asiatiques de T. evansi peuvent provoquer de la fievre, une perte de poids, de
I'anémie, une diminution de la production de viande et de lait, des lésions du systéme nerveux, des
avortements et finalement la mort chez les bovins (Desquesnes, 2004; Desquesnes et al., 2013). Le

Tableau 3 résume la pathogenese et les signes cliniques des maladies hémotropes chez les bovins.
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Tableau 3. Agents hémotropes et signes cliniques chez les bovins affectés par A. marginale, Babesia spp et T. vivax en Amérique du Sud
(Kocan et al., 2002; Quiroz-Castafieda et al., 2016; Rar et al., 2021) (Bock et al., 2004; Suarez et al., 2019; Suarez & Noh, 2011) Bastos et al., 2017;
Cuglovici et al., 2010; Desquesnes, 2004; Florentin et al., 2022; Magez & Radwanska, 2014)

Parametres Agents hémotropes

Anaplasma marginale

Babesia bovis

Babesia bigemina

Trypanosoma vivax

Localisation chez
1'hote

Intra érythrocytaire

Intra érythrocytaire

Intra érythrocytaire

Intravasculaire et extravasculaire
(ganglions lymphatiques, yeux et
liquide céphalo-rachidien)

Age des animaux
pouvant étre
concernés

Animaux de tous ages,
jeunes animaux plus
résistants

Jeunes animaux sont plus résistants

Jeunes animaux plus résistants

Animaux de tous ages

Pathogénie

Elle se réplique dans
1'érythrocytes, le systéme
réticuloendothélial
¢limine les érythrocytes
infectés, puis une ré-
infestation de nouveaux
érythrocytes se produit.

Les érythrocytes infectés adhérent aux
cellules endothéliales vasculaires et
s'accumulent dans la micro-
vascularisation (cerveau, poumon et
rein) pour éviter la phagocytose au
niveau de la rate, médiée par des
modifications de la surface cellulaire
formant des crétes qui interagissent
avec les cellules endothéliales,
favorisant I'établissement d'infections
persistantes.

Ne séquestre pas les érythrocytes dans le
systéme microvasculaire. L'augmentation
des parasitémies contribue a une capture
accrue des parasites par la rate, entrainant
une augmentation de la concentration en
hémoglobine, des 1ésions rénales et une
hémoglobinurie.

Les parasites sécrétent des trans-
sialidases qui déshyalinisent les
érythrocytes, stimulant ainsi
I'"érythrophagocytose. Le facteur
inhibiteur de la migration des
macrophages (MIF), également
sécrété par ces flagellés
hémotropes, bloquent
'"érythropoigse et la maturation des
globules rouges. Le dépot de
complexes immuns a la surface des
érythrocytes déclenche
I'"érythrophagocytose
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Période prépatente

7 a 60 jours

6 2 12 jours aprés la fixation de la
tique

12 et 18 jours aprés la fixation de la tique

2 210 jours

Signes cliniques

Hyperthermie >40 -C
Anémie

Mugqueuses pales
Faiblesse

Anorexie

Léthargie

Faible production de lait
Avortements

Infertilité temporaire chez
les taureaux

Hyperthermie >40 -C

Signes nerveux : tremblements, vaciller
Syndrome de détresse respiratoire
Perte d’appétit

Faiblesse

Refus de déplacement

Hémoglobinurie en phase clinique
avancée

Atrophie musculaire en décubitus

Hyperthermie moins caractéristique
Pas d'implication cérébrale

Anémie

Ictere

(Edéme pulmonaire
Hémoglobinurie est plus constante
Mort subite dans les cas séveres

Hyperthermie >40 -C
Anémie

Anorexie

Hypertrophie des ganglions
lymphatiques

Perte de poids

Faible production de lait
Signes nerveux
Avortements

Mort subite
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6.4 Diagnostic

Chez les bovins, pour le diagnostic des agents hémopathogénes tels que A. marginale, Babesia
spp, et Trypanosoma spp, on utilise soit des techniques permettant la détection des micro-organismes,
soit la détection de leur ADN, soit des techniques sérologiques (Aubry & Geale, 2011; Bock et al., 2004;
Desquesnes et al., 2022).

6.4.1  Techniques parasitologiques

Microscopie des frottis sanguins

L’une des techniques les plus utilisées pour détecter les agents hémotropes ciblés dans ce travail
est le frottis sanguin, notamment pour la confirmation des cas cliniques (OMSA, 2023). De plus, un
diagnostic différentiel peut étre établi pour les comparer et cette technique est rapide et peu colteuse
(Desquesnes et al., 2022). Les techniques de détection des microorganismes peuvent perdre en

sensibilité lorsque leur taux sanguin est tres faible (Desquesnes et al., 2022; Eshetu, 2015).

Dans le cas de A. marginale et B. bigemina, les frottis doivent étre réalisés avec des échantillons
de sang prélevés a la jugulaire ou a un autre gros vaisseau sanguin, cependant pour B. bovis les frottis
doivent étre réalises avec du sang capillaire pouvant provenir de I'oreille ou le bout de la queue car ces
protozoaires sont séquestrés et se retrouvent en plus grande gquantité dans le sang capillaire (OMSA,
2023). Chez A. marginale, cette technique n'est pas fiable dans deux cas de figure : i) les cas avancés de
la maladie, car les animaux souffrent d'anémie sévere et les inclusions intra-érythrocytaires ne sont pas
facilement mises en évidence, chez les bovins infectés de maniere persistante apres une infection aigué
(Kocan et al., 2010).

Pour réaliser cette technique, on peut utiliser du sang prélevé dans un tube contenant un
anticoagulant, et la coloration peut étre réalisée avec du Giemsa a 10% (eau maintenue a un pH de 7.2
a 7.4), préalablement le frottis est fixé au méthanol absolu pendant 1 minute puis il faut procéder a la
coloration pendant 30 minutes et laver a I'eau pour éliminer I'excés de colorant, en laissant sécher a l'air
libre (OMSA, 2023).

A. marginale apparait au microscope a grossissement 100X sous la forme de corps intra-
érythrocytaires arrondis et colorés, d'environ 0.3 a 1.0 p de diamétre ; les corpuscules sont situés en
marge de I'érythrocyte ou a proximité de celle-ci (Figure 8) (OMSA, 2023).
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Figure 8. Anaplasma marginale
Source: (Atif, 2016) Légende : grossissement 100 X

L'observation de Babesia spp. est réalisée a 100X a l'aide d'une goutte d'huile d'immersion.
Dans le cas de B. bigemina, les mérozoites mesurent 2,5 et 3,5 um de diamétre et chez B. bovis ils

mesurent 1,5 a 2 1 de diamétre (Figure 9) (Mosqueda et al., 2012).

oo g
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Figure 9. Babesia bigemina (A) et Babesia bovis (B)
Source: ( Mosqueda et al., 2012) Légende : grossissement 100 X

Au microscope, T. vivax mesure entre 16 et 26 4, posséde un flagelle libre de 7 1, une membrane
ondulante atrophiée, un gros kinétoplaste (1 1) en position terminale et la partie postérieure est arrondie.
Trypanosoma evansi mesure de 15 a 34 1, est de forme élancée, posséde un flagelle libre (3 a5 p), la

membrane ondulante est trés développée, possede un grand kinétoplaste qui peut étre situé loin de
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I'extrémité postérieure effilée du parasite ou peut étre absent. Trypanosoma theileri mesure entre 69 et
109 u, possede un flagelle libre de 4 a 26 p, une membrane ondulante bien développée, un grand

kinétoplaste et est situé dans la partie postérieure effilée (Figure 10) (Desquesnes, 2004).

Figue 10. Trypanosoma vivax (A), Trypanosoma evansi (B) et Trypanosoma theileri (C)

Source: (Desquesnes, 2004; Rosyadi et al., 2021) Légende : grossissement 100 X
Technique de centrifugation de I'hématocrite (HCT, Wo00)

La technique Woo est une méthode parasitologique pour le diagnostic de Trypanosoma spp.
C'est une méthode largement utilisée, principalement pour la confirmation des cas cliniques et pour
démontrer l'absence du parasite dans une population. Pour la détection du parasite, par exemple dans le
cas de T. vivax, la sensibilité de cette méthode peut atteindre 100% tant que la parasitémie est supérieure
a 700 trypanosomes/ml de sang (OIE, 2018).

Il s'agit d'une technique facile a réaliser et peu colteuse, mais il est difficile de différencier les
especes de Trypanosoma spp. qui peuvent affecter les bovins, bien que I'on puisse prendre en compte la
motilité du parasite : T. vivax est beaucoup plus mobile que T. theileri qui présentera plutét des

mouvements fluides (Desquesnes, 2004; Desquesnes et al., 2022).

Cette technigue consiste a prélever du sang frais (environ 70 ul) dans des tubes capillaires
héparinés ; une extrémité du tube est bouchée avec de la pate a modeler puis le tube est centrifugé dans
une centrifugeuse pour micro-HCT a 9000 g pendant 5 minutes. On examine ensuite au microscope
l'interface entre le plasma et la couche leucocytaire, par mouvements de rotation du tube. Les
mouvements des trypanosomes seront observés a l'aide d’une lentille a grossissement 40X, & ouverture
réduite du condenseur (OIE, 2018).
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6.4.2 Techniques moléculaires

Les techniques moléculaires sont actuellement utilisées pour le diagnostic des hémoparasites
chez les bovins, ainsi que les techniques parasitologiques et sérologiques en raison de leur grande
sensibilité et spécificité. Cependant, en raison de leur colt élevé, leur utilisation reste encore limitée
pour le diagnostic animal. Ces tests peuvent également présenter des faux négatifs lorsque les
parasitémies sont faibles, ce qui peut étre le cas lors d'infection chronique et chez des porteurs sains
(Fernandez et al., 2009). D'autres facteurs pouvant influencer I'amplification de ' ADN dans la technique
PCR sont la présence de contaminants dans I'échantillon ou dans les réactifs tels que les inhibiteurs de
la Taq polymérase (Desquesnes & Davila, 2002; Da Silva et al., 2022), la préparation de I'échantillon et
la méthode d'extraction de I'ADN utilisée (Gonzales et al., 2006). En revanche, la sensibilité de la PCR
varie en fonction des amorces utilisées qui sont déterminées par le nombre de copies et I'homologie des

amorces avec la séquence cible.

Pour la détection de Trypanosoma spp. par PCR, plusieurs paires d'amorces ont été congues
pour l'identification des agents a la fois chez I'animal héte et dans le vecteur. La sensibilité de la PCR
pour la détection de Trypanosoma spp est généralement comprise entre 1 et 20 parasites/mL de sang
(0,001 a 0,02 parasites/uL) selon la technique utilisée (Desquesnes & Davila, 2002). Pour I'amplification
de I'ADN de T. vivax, il existe des amorces TVW qui se sont réveélées trés sensibles, méme si en Afrique
de I'Est, leur utilisation ne permet pas de détecter certaines souches de T. vivax (Desquesnes et al., 2022).
Cependant, en Ameérique du Sud, la PCR a été utilisée avec ce jeu d'amorces TVW ; la sensibilité dans
les échantillons de phase aigué et chronique était de 98.66 %, ce qui est efficace pour les analyses sur le

terrain (Gonzales et al., 2006).

Un autre ensemble d'amorces, a savoir les OIT 1264 et OIT 1265, induit un produit de PCR
d'environ 400 pb lorsqu'elles sont utilisées dans I'amplification de I'ADN de T. vivax. Ces amorces ont
engendré une sensibilité de 92 % lors de l'utilisation d'échantillons de sang d’animaux inoculés
expérimentalement avec T. vivax (Gonzales et al., 2006). Les amorces 1L0O1264/1265 ont une sensibilité
similaire aux amorces TVWA/B, malgré un nombre de copies inférieur dans le génome du parasite (40
copies), et sont utilisées pour détecter 'ADN d'une grande variété d'isolats provenant de régions telles
que I'Amérique du Sud et I'Afrique (Masake et al., 1997; Eleizalde et al., 2021).

Un autre marqueur tres sensible est 1’espaceur inter-ribosomal ITS, utilisé pour établir des
relations et différencier les especes dans un large éventail d’organismes (Cox et al., 2005). Il amplifie
des fragments de plusieurs espéces comme T. vivax (307 pb) et T. evansi (540 pb). Cet espaceur permet
de discriminer les infections ou co-infections entre ces espéces (Magez & Radwanska, 2014). L'espaceur
ITS1 a été le premier marqueur utilisé pour l'identification moléculaire de T. theileri, un amplicon

d'environ 900 pb ayant été présenté. Pour cette PCR, deux paires d'amorces ont été utilisées, plus
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précisément ITS1, ITS2, ITS3, ITS 4, cet espaceur peut également étre utilisé pour 1’analyse
phylogénétique. L’espaceur ITS1 a généré une sensibilité inférieure a celle d’autres amorces utilisées
spéecifiqguement pour la détection de T. evansi et T. vivax. Néanmoins, il peut étre utilisé pour la détection
de doubles infections en une seule réaction, ce qui permet d’économiser du temps et de réduire les coits

(Ramirez-Iglesias et al., 2017).

Le gene CatL (cystéine protéases de type Cathepsin L) dans les trypanosomes joue un réle dans
le métabolisme, I'infection, la différenciation cellulaire, I'immunité et la pathogenése dans le cycle de
vie des hotes et des vecteurs, le marqueur TviCatL a été utilisé pour déterminer la diversité génétique et
comparer les isolats africains et sud-américains de T. vivax (Cortez et al., 2009). La PCR du géne CatL
permet de détecter I'ADN de T. vivax lors de faible parasitémie chez I'animal ou chez les animaux en

phase chronique de la maladie (Alcindo et al., 2022).

Pour l'identification de T. evansi, plusieurs amorces spécifiques ont été recommandées dont les
amorces ESAG6/7F. Elles ne produisent pas de réactions croisées avec d'autres trypanosomes tels que
T. theileri (Holland et al., 2001). La sensibilité des amorces ESAG 6/7F et TBR1/2 a été évaluée lors
d’infections expérimentales chez des souris: la quantité minimale d'ADN détectée par PCR avec ces
amorces était de 0,001 ng. De plus, cette PCR a pu détecter les animaux infectés 12 heures aprés
I'infection (Ferndndez et al., 2009). D'autre part, une corrélation entre la diversité génétique des génes
ESAG 6 qui codent pour le récepteur de liaison a la transferrine et la large gamme d'hotes de T. evansi

a été mise en évidence (Witola et al., 2005).

Pour la détection d'A. marginale, plusieurs techniques de PCR ont été développées, dont
certaines ont présenté une sensibilité analytique de 0,0001 % des érythrocytes infectés ; a ce niveau,
seule une proportion de bovins porteurs serait détectée (OMSA, 2023). L'une des amorces les plus
utilisées est celle qui code pour les genes msp, qui sont liés aux interactions entre la bactérie et I'hote
(in)vertébré. Certains auteurs ont suggéré que ces genes étaient tres utiles pour comparer des souches
dans certaines régions mais pas a I’échelle mondiale (Kocan et al., 2010). Les genes msp5 sont conserveés
chez toutes les Rickettsiales et sont trés stables parmi les Anaplasma spp. bien que leur fonction soit
inconnue (Battilani et al., 2017). La protéine MSP5 peut étre utilisée comme antigéne pour le
développement de techniques de diagnostic telles que I'ELISA compétitif disponible dans le commerce

aux Etats-Unis pour détecter I'infection par A. marginale (Reyna-Bello, 2014; Battilani et al., 2017).

La PCR est une technique largement utilisée pour le diagnostic, les études épidémiologiques et
I'identification des espéces de Babesia spp. en raison de sa grande sensibilité par rapport au frottis
sanguin. On estime que la PCR permet de détecter des charges parasitaires avec des niveaux de
parasitémie compris entre 0,001% et 0,0000001% (OMSA, 2023). Cependant, la PCR sanguine peut
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étre négative apres traitement ou chez les animaux infectés de maniére chronique (Beugnet & Moreau,
2015).

Des biomarqueurs tel le géne de I'ARNr 18S ont été congus pour la détection et I'identification
par PCR de ce protozoaire chez les espéces eucaryotes. Ce marqueur est utilisé pour le diagnostic, les
études épidémiologiques et phylogénétiques de la babésiose bovine, et peut discriminer différentes
Wang et al., 2019). 1l permet la différenciation d'espéces étroitement apparentées chez les piroplasmides
des bovins et chez les espéces sauvages telles que les cervidés (Hrazdilova et al., 2020). Les amorces
PIRO A et B, couramment utilisées pour la détection et I'identification des espéces de Babesia spp.
hautement conservées dans ce genre, permettent une détection a large spectre de ce géne (Martinez-
Garcia et al., 2021).

Le gene RAP-1 est une séquence bien conservée chez B. bovis, il est donc utile d'amplifier
I'ADN de cette espece. Il peut étre détecté chez plusieurs espéces et méme dans le vecteur (Martinez-
Garcia et al., 2021). Différentes techniques de PCR ont été développées pour l'identification du géne
hyp (protéine hypothétique) de B. bigemina a I'aide d'amorces BilA/BilB avec un niveau de détection
de 0.0000001% (moins d'un érythrocyte infecté) (Figueroa et al., 1992). Cependant, dans certains cas,

-----

qu’elles nécessitent des conditions de température spécifiques pour I’amplification (Martins et al.,
2008).

Le développement de techniques de PCR multiplexée pourrait étre une alternative pour le
diagnostic de plusieurs de ces micro-organismes, permettant d'économiser du temps et des colts de
laboratoire. L'utilisation de la PCR multiplexée a I'aide d'amorces ITS a permis de détecter des infections
mixtes de T. vivax et de T. evansi chez les bovins (Ramirez-lglesias et al., 2017). Une étude réalisée en
Inde a utilisé une PCR multiplexée pour identifier B. bigemina, T. annulata, A. marginale et T. evansi
avec des résultats cohérents dans des conditions de terrain (Ganguly et al., 2020). Une autre étude a mis
au point un essai d'hybridation par transfert de ligne inverse (Reverse Line Blot Hybridization Assay,
RLB) pour la détection et l'identification simultanées d'Anaplasma spp., de Babesia spp. et de
Trypanosoma spp. chez les bovins (Paoletta et al., 2018). Cependant, elles peuvent encore présenter des
inconvénients par rapport a la PCR uniplexée, tels que le nombre élevé de réactifs pour réaliser l'analyse,
une méthode de normalisation lourde, la quantité d'ADN, ainsi que la concurrence entre les amorces.
Leur utilisation est donc limitée. Le Tableau 4 résume les amorces utilisées pour I'analyse moléculaire

des agents hémotropes.
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Tableau 4. Liste des amorces utilisées pour la détection moléculaire par PCR des agents

hémotropes chez les bovins

Agent Geéne Amorce Séquence oligonucléotidique (5'-3") Référence
hémotropes ciblé
T. theileri CATL TthCATL1L CGTCTCTGGCTCCGGTCAAAC (Rodrigues et al.,
2010)
DTO155 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA  (Cortez et al.,
2009)
ITS ITS1 GATTACGTCCCTGCCATTTG (Cox et al., 2005)
ITS2 TTGTTCGCTATCGGTCTTCC
ITS3 GGAAGCAAAAGTCGTAACAAGG
ITS4 TGTTTTCTTTTCCTCCGCTG
T. vivax CATL TviCatL1 GCCATCGCCAAGTACCTCGCCGA (Cortez et al.,
DTO155 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA 2009)
ILO ILO 1264 CAGCTCGGCGAAGGCCACTTGGCTGGG (Masake et al.,
ILO1265 TCGCTACCACAGTCGCAATCGTCGTCTCAAGG 1997)
(Eleizalde et al.,
2021)
T. evansi ESAG ESAG6/7TF ACATTCCAGCAGGAGTTGGAG (Holland et al.,
ESAG6/7TR CACGTGAATCCTCAATTTTGT 2001)
A. marginale msp5 19A GTGTTCCTGGGGTACTCCTA (Tana-Hernandez
19B TGATCTGGTCAGCCCCAGCT etal., 2017)
B. bovis RAP-1 BoF CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA (Figueroa et al.,
BoR CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA 1993)
B. bigemina HYP BilA CATCTAATTTCTCTCCATACCCCTCC (Figueroa et al.,
1992)
BilB CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAG
Babesia spp 18S PIRO A AATACCCAATCCTGACACACAGGG (Olmeda et al.,
1997)
PIRO B TTAAATACACGAATGCCCCCCCAAC
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6.4.3 Diagnostic sérologique

Les tests sérologiques tels que le test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) sont
recommandés pour la détection des anticorps contre les agents hémotropes, pour démontrer I'absence
d'infection dans une population, pour démontrer l'absence d'infection individuelle avant un déplacement
et pour des études de prévalence dans la population (OIE, 2018).

Dans le cas de I'anaplasmose, des techniques ELISA ont été mises au point et sont disponibles
dans le commerce. Un ELISA compétitif qui utilise un anticorps monoclonal pour la détection de la
protéine MSP5 a été mis au point ; il peut détecter les infections par A. marginale avec une grande
sensibilité, mais peut donner lieu a des réactions croisées avec d'autres espéces telles que A.
phagocytophilum (Kocan et al., 2010). La protéine MSP5 a été utilisée comme antigene pour le
développement d'un test ELISA indirect utilisé lors d’études de prévalence chez différentes espéces
telles que les bovins, les ovins et les caprins (Reyna-Bello, 2014).

Pour le diagnostic sérologique de Babesia spp., on utilise I''FAT (Indirect Fluorescent Antibody
Test), technique trés sensible si I'on utilise des antigenes tels que : glycoprotéines de surface de Babesia,
mais ¢’est difficile d’en obtenir. C'est une technique qui peut donner lieu a des réactions croisées et qui
nécessite également un personnel expérimenté et un équipement codteux. Le développement de la
biotechnologie a permis l'utilisation de protéines recombinantes et d'anticorps monoclonaux, ce qui a
conduit au développement de plusieurs versions d'ELISA a haute sensibilité et spécificité pour la
détection de Babesia spp. telles que B. bovis et B. bigemina (Mosqueda et al., 2012).

La technique ELISA est largement utilisée pour le diagnostic des Trypanosoma spp. chez les
bovins, mais la purification des protéines en tant qu'antigénes a été limitée aux laboratoires de recherche
avec les inconvénients de standardisation, du temps nécessaire a sa mise en ceuvre et de la disponibilité
des sérums de référence. Ces facteurs peuvent représenter un inconvénient lors de l'interprétation des
résultats, mais cette technique reste un outil pour les enquétes a grande échelle ainsi que pour le suivi
aprés des campagnes de traitement (Desquesnes et al., 2022). La technique ELISA peut présenter des
réactions croisées avec d'autres parasites du méme genre, en particulier dans les zones endémiques ou

les infections a T. evansi sont fréguentes (Osério et al., 2008).

Une autre technique disponible dans le commerce pour le diagnostic de Trypanosoma spp. est la
technique d'agglutination CATT développée avec un antigéne de T. evansi. Elle détecte les IgM et IgG
et peut donc détecter les infections récentes, chroniques et guéries. Le CATT est congu pour des
infections a T. evansi et donc la sensibilité pour des infections T. vivax est limitée. Cette technique est
trés sensible chez les équidés, les buffles, les chameaux, les moutons, les chévres et les chiens.

(Desquesnes et al., 2022).
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6.4.4 Traitement

Le traitement antimicrobien de lI'anaplasmose bovine comprend I'utilisation de médicaments tels
que la tétracycline et le dipropionate d'imidocarb. Ces médicaments visent a contréler I'infection chez
des animaux apparemment sains pendant la saison des vecteurs, prévenant ainsi l'apparition de

symptdmes cliniques, en plus de traiter les animaux déja malades (Aubry & Geale, 2010).

Les tétracyclines, lorsqu'elles sont administrées aux doses thérapeutiques recommandées, sont
efficaces pour réduire le niveau de parasitémie et atténuer les effets cliniques de la maladie, bien qu'elles
n'éliminent pas de maniére fiable le micro-organisme chez les animaux infectés de maniere persistante
(Suarez & Noh, 2011). L'une des tétracyclines les plus utilisées est I'oxytétracycline, qui est un
bactériostatique qui agit en se liant aux ribosomes et a 'ARNm, provoquant l'inhibition de la synthese
des protéines. La dose recommandée d'oxytétracycline pour le traitement de I'anaplasmose clinique
bovine est généralement de : 10 a 20 mg/kg poids corporel, administrée par voie intramusculaire ou par
voie intraveineuse lente, plusieurs doses peuvent étre appliquées a des intervalles de 3 a 7 jours, selon

la gravité de l'infection et la réponse de I'animal (Kocan, 2010).

En revanche, le dipropionate d'imidocarb peut étre utilisé pour le traitement de I'anaplasmose
aigué, a raison d'une dose unique de 2,1 mg/kg ou de deux doses de 5 mg/kg a 14 jours d'intervalle, par
injection sous-cutanée ou intramusculaire. Cependant, ce médicament présente plusieurs inconvénients
dont il faut tenir compte avant son utilisation : a forte dose, il peut étre toxique pour I'animal, il présente
un long temps d'attente pour la viande et le lait, et bien qu'il puisse réduire les niveaux de bactériémie,

il n'assure pas 1’élimination totale des infections persistantes (Kocan, 2010).

Puisqu’il n’existe aucune méthode fiable pour éliminer les infections persistantes a A. marginale
chez le bétail, il est nécessaire de restreindre les déplacements des animaux en provenance des zones
d’endémie par mesure de précaution afin de protéger les troupeaux dans les régions ou la maladie n’est

pas endémique (Kocan, 2010).

Dans le cas de la babésiose bovine, le médicament couramment utilisé est le dipropionate
d'imidocarb, qui est efficace a la fois dans le traitement et dans la prévention a court terme de la maladie.
Le mode d'action de I'imidocarb n'est pas complétement compris, mais il semble interférer dans I'entrée.
d'inositol dans les érythrocytes parasités, provoquant la famine du protozoaire, la dose recommandée est

de 1 a 3 mg/kg par voie intramusculaire ou intraveineuse (Bock, 2008).

Un autre médicament utilisé pour le traitement de la babésiose est I'acéturate de diminazene, qui
est également largement utilisé dans la gestion de la trypanosomiase bovine. Le diminazéne se lie de

maniére irréversible a I'ADN double brin du kinétoplaste (ADNK), interférant avec sa réplication et sa
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fonction. Pour le traitement de la babésiose bovine, la dose recommandée est de 3 a 5 mg/kg par voie
intramusculaire (Mosqueda et al., 2012). Il est essentiel de ne pas dépasser la dose indiquée pour éviter
la toxicité et, si nécessaire, elle peut étre répétée apres 48 a 72 heures, en fonction de la réponse clinique
de I'animal et de I'évaluation vétérinaire (Mosqueda et al., 2012).

Des problémes de résistance ont été démontreés tant au dipropionate d'imidocarbe qu'a l'acéturate
de diminazene, en plus du fait que ces médicaments sont associés a la présence de résidus a long terme
dans les produits de la chaine alimentaire, comme le lait et la viande (Suarez et al., 2011 ). Les
tétracyclines peuvent étre utilisées comme traitement d'appoint ou préventif pour les infections mixtes

de babésiose et d'anaplasmose.

Concernant le traitement des trypanosomoses, I'un des médicaments les plus utilisés est
I'acéturate de diminazene en raison de son activité contre T. congolense et T. vivax, la dose recommandée
est de 3,5 mg/kg de poids et une dose de 7 mg/kg indiquée pour T. brucei spp. et pour la « surra »
administré par injection intramusculaire ou sous-cutanée. L'acéturate de diminazene est utilisé
uniquement comme agent thérapeutique et non comme agent prophylactique, car il est rapidement

métabolisé et excrété (Giordani et al., 2016).

Un autre médicament utilisé est le chlorure d'isométamidium, dont le mécanisme d'action
consiste a se lier aux acides nucléiques du parasite, en particulier a son ADN, ce qui interfere avec la
réplication et la synthése de I'ADN du parasite. Cela empéche le parasite de se reproduire et de se
multiplier au sein de I'hdte (Magez & Radwanska 2014). Il est efficace a la fois dans le traitement et
dans la prévention de la trypanosomoses causée par T. congolense et T. vivax chez le bétail en Afrique.
Il est principalement administré par voie intramusculaire. Son activité contre T. brucei spp. est moins
prononcée, bien gqu'elle puisse étre efficace contre certaines souches de T. b. evansi, tant que I'infection
n'a pas atteint le systeme nerveux central, puisque le composé ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique. La dose unique recommandée pour le bétail est de 0,25 a 1,0 mg/kg pour le traitement et
de 0,5 a 1 mg/kg pour la prophylaxie. Pour T. b. evansi, la dose est généralement de 1 a 2 mg/kg, mais
chez les chevaux, il est suggéré de ne pas dépasser 0,5 mg/kg en raison de problemes de toxicité
(Giordani et al., 2016).

Des cas de résistance a l'acéturate de diminazene et au chlorure d'isométamidium ont été signalés
dans des régions d'Afrique et d Amérique du Sud (Ungogo & de Koning, 2024). D'autres médicaments
utilisés pour le traitement de la trypanosomose sont la suramine, utilisée dans certains cas, notamment
dans les infections chroniques ou résistantes, et I'homidium (bromure ou chlorure), mais son utilisation

doit étre prudente pour éviter toute toxicité.
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Chapitre 1 Objetifs

Objectif général

Contribution & la lutte contre les agents hémotropes chez les bovins en Equateur, par
I'identification et I'isolement des agents responsables (Anaplasma marginale, Babesia spp et
Trypanosoma spp) et I'élaboration de protocoles de gestion des foyers

Obijectifs spécifiques

Bien que l'anaplasmose et la babésiose soient présentes chez les bovins en Equateur, trés peu
d'études se sont concentrées sur l'identification des agents responsables a l'aide de techniques
moléculaires. Par contre, la trypanosomose est une maladie inconnue dans le pays. Le premier
objectif spécifique était donc : ldentifier moléculairement et déterminer la prévalence de
Trypanosoma spp et d'autres agent hémotropes (A. marginale, Babesia spp) chez les bovins
dans les provinces de Santo Domingo de los Tsachilas, Manabi, Pichincha et Galapagos.
Le deuxiéme objectif spécifique était: Caractériser les espéces de trypanosomes impliquées
dans le foyer de trypanosomose bovine signalé dans la province de Manabi, a I'aide de
méthodes moléculaires.

Afin de rechercher les especes de différents agent hémotropes qui affectent les bovins, I'une des
stratégies consistait a visiter deux abattoirs de bétail dans deux régions du pays. Etant donné
que ces abattoirs recoivent des animaux provenant de différentes provinces de I'Equateur, le
troisieme objectif spécifique était donc le suivant : Identifier moléculairement T. theileri chez
les bovins provenant de deux abattoirs : Pichincha et Santo Domingo de los Tsachilas et
sa relation avec d'autres agents hémotropes.

Et le quatriéme objectif spécifique était : Identifier moléculairement de Trypanosoma vivax
chez des vecteurs hématophages potentiels de trois régions de la partie continentale de

I'Equateur.
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1

Section expérimentale

Etude 1:

PCR-diagnosis of Anaplasma marginale in cattle populations of Ecuador and its molecular

identification through sequencing of ribosomal 16S fragments

BMC Veterinary Research (2017) 13:392

Leandro Tana-Hernandez, Katherine Navarrete-Arroyo, Jorge Ron-Roméan, Armando Reyna-

Bello and Maria Augusta Chavez-Larrea.

54



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 1

Préambule

Bien que le travail de cette thése se concentre sur I'étude de la trypanosmose bovine, I'étude a
également été complétée par d'autres agents hémotropes du sang bovin, tels que lI'anaplasmose et la
babésiose bovine. Dans ce contexte, des études récentes ont montré que l'anaplasmose bovine est une
maladie trés répandue, avec une prévalence de 68 % et 93 % en Amazonie et aux Galapagos
respectivement (Mufioz et al., 2020 ; Gioia et al., 2017). Le travail réalisé par Tana et al en 2017,
constitue le premier rapport moléculaire d'Anaplasma marginale en Equateur grace a l'utilisation de
I'amplification du géne msp5. Ce travail a été inclus dans la thése, car il a démontré I'importance de
caractériser l'agent causal afin de clarifier la situation épidémiologique de la maladie et, a partir de cette
découverte, la technique PCR a été mise en ceuvre dans les laboratoires de biotechnologie animale de

I'ESPE, en tant que test de diagnostic de la maladie.

Anaplasma marginale est une rickettsie qui affecte les bovins et qui est largement répandue dans
les zones tropicales et subtropicales. En Equateur, l'anaplasmose est présente dans les zones tropicales
et subtropicales des quatre régions naturelles (Céte, Sierra, Amazonie et Galapagos). Dans la présente
étude, une zone de la région cétiére équatorienne de la province de Santo Domingo de los Tsachilas a
été visitée. Au total, 15 fermes laitieres ont été échantillonnées en décembre 2014 et 151 échantillons de

sang bovin ont été collectés.

L'objectif de I'étude était la standardisation d'une PCR basée sur la détection d'un fragment
d'ADN de 605 pb du géne codant pour la protéine de surface MSP5 dans des échantillons de sang de
bovins. MSP5 est une protéine immuno-dominante codée par un seul gene, conservée chez toutes les
Rickettsiales et trés stable parmi les Anaplasma spp. Sa fonction est inconnue. Dans cette étude, A.
marginale a été caractérisé pour la premiére fois chez des bovins en Equateur, grace a I'analyse de deux
échantillons prélevés au hasard et en utilisant un séquencage d’/ADNr 16S préalablement cloné. Une

similarité de 100% a été identifiée avec la souche St Maries de A. marginale par Brayton et al., 2005
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Abstract

Background: Bovine anaplasmosis is an endemic disease in tropical and subtropical areas. It is caused by a bacterium
named Anaplasma marginale, and represents an econamic problem for cattle farmers due to the losses it generates,
such as: mortalities, reduced production, guarantine measures, treatments and contral of vectors. The method most
often used to diagnose this haemotrophic bacterdum is direct examination on blood smear, which sensitivity and
spedificity are limited compared to other methods such as PCR. The present study aimed at investigating the presence
of A marginale in dairy cattle of Luz de América commune, pravince of Santo Domingo de los Tsachilas. Two PCRs
were used to amplify specific regions of the Rickettsia for its molecular identification.

Results: At first, 151 blood samples were tested: msp5 specific gene of A. marginale was identified in 130 samples,
rneaning 86.1% of them were infected by the rickettsia. Two positive samples were further randomly selected to
confirm the presence of A. marginale through amplification, cloning and sequencing of the conserved region of gene
165 rRNA. The analysis of sequences obtained through cloning revealed a 100% identity between both samples and

those registered in GenBank for A. marginale.

Conclusion: This is the first report and molecular identification of A. marginale in the bovine population of Ecuador
and its prevalence was high at the level of farms and animals. These results dernonstrate the importance of proceeding
to evaluate and characterize bovine Anaplasmosis in Ecuador in order to establish control measures and reduce their

impact.

Keywords: Bovine Anaplasmosis, Anaplasma marginale, msp3, 165 rRNA, Bavine disease, Ecuador

Background

Bovine anaplasmosis is a vector-borne disease caused by
the rickettsia Anaplasma marginale (A. marginale). The
disease is mainly characterized by fever, anaemia, weight
loss, pale mucous membranes and sometimes death of
affected animals. Its distribution includes the whole

* Correspondence: machavez@espe.eduec

'Grupo de Investigacién en Sanidad Animal y Humana {GISAH), Carrera
Ingenierfa en Biotecnologfa, Departamento de Ciencias de la Vida vy la
Agricultura, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Sangolqui, Ecuador
“Carrera de Ingenriera en Biotecnologfa, Departamenta de Ciencias de la
Vida y la Agricultura, Universidad de las Fuerzas Armadlas — ESPE, Av. General
Rumifiahui s/n, P.O.BOX: 171-5-231, Sangolqul, Ecuador

Full list of author information is available at the end of the article

O BioMed Central

American continent, Asia, Africa, Europa and Australia,
and generates reduced production, increased costs and
hinders genetic improvement through the difficulty of
introducing susceptible animals in endemic herds [1-3].

The distribution of the bacteria depends on the pres-
ence/absence of vecters, which are arthropeds belonging
to the Family Ixodidae; the most important are genera
Dermacentor and Rhipicephalys. In Latin America, the
tick of major distribution is Rhipicephalus microplus (R.
microplis), which is incriminated as vector of anaplas-
mosis [4]. However, the epidemiological importance of
ticks in the eco-epidemiology of the disease in Latin
America is controversial, as the transmission of the

© The Author(s). 2017 Open Access This article s distributed under the terms of the Creative Cormmons Attribution 4.0
Initerniational License (http:/f/ereativecarnmons.orglicenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the orfginal author(s) and the source, provide a Ink to

the Creative Commons license, and indicate if chaniges were made. The Creative Cornmons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecormmons.org/publicdornain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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rickettsia by blood sucking insects, such as horseflies,
would be more important [4, 5].

Most animals positive for anaplasmosis are perman-
ently infected, with a rickettsemia ranging from 10% to
107 [6]. They are responsible for an epidemiological
status known as ‘enzootic stability’ in herds [4]. As the
majority of animals in this cendition have a low rickett-
semia and do not show clinical signs, diagnosis is
difficult [1, 6, 7].

Serological and molecular diagnoses are the only
methods allowing the detection of A. marginale, as their
sensitivity and specificity are high [8]. Polymerase Chain
Reaction (PCR), based on amplification of DNA frag-
ment, has been recommended to detect infection in ani-
mals to be commercialized and/or moved internationally
[9]. A positive result to the Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA) only confirms the presence of the
pathogen at some time, as it detects antibodies; it does
not necessarily mean the pathogen is present by the time
the test is performed [8]. Culture and isolation of the
causing agent are frequently used as gold standard
methods for diagnosing other bacterial diseases; they are
not applicable in the case of A. marginale as it cannot
be cultured [10]. The unique gold standard remains xe-
nodiagnosis which is not very convenient [8, 9]. For such
reason, PCR recommended as confirmatory test for the
diagnosis of bovine anaplasmosis [11]. In addition to
PCR, the sequencing of 16S of ribosomal RNA (16S
rRNA}) gene allows identifying genus and species of these
microorganisms; it has thus been used concomitantly
with groESL operon for further classification [10].

Despite the tropical distribution of bovine anaplasmo-
sis, little has been done to confirm the presence of the
disease in Ecuadorian cattle, even though horseflies and
R. microplus ticks are present in Ecuador [12, 13]. How-
ever, neither spatiotemporal distribution, risk factors as-
sociated with the disease nor characterization of the
causing agent has been studied deeply in the country.
The scarce scientific information available is mainly
found in theses performed in universities and in non-
indexed journals. For example a 68%-prevalence was re-
cently reported by Mufioz and collaborators after using
blood smear [14]. On the other hand, a prevalence of
85.5% was estimated by nested PCR in cattle sampled in
the province of Los Rios, Quevedo canton [15], while
Soto reported a prevalence of 91.7% by using a commer-
cial ELISA [16].

The rickettsia was even identified through sequencing
of 165 rRNA gene in R. microplus ticks collected on two
cows [13]. In view of these preliminary results, one
could think the disease is endemic in cattle of Ecuador.
In order to collect a better information on the presence
of bovine anaplasmosis, a PCR based on the detection of
the DNA fragment 605 bp of Mayor Surface Protein 5
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(mspS) [17] was standardized and tested in animals lo-
cated in an area where vectors are present. Subsequently,
a sequencing of previously cloned 165 rRNA obtained
from two samples collected at randem was performed
for confirmation.

Methods

Type of study and geographic localization

In December 2014, a transversal study including two
levels of sampling (herd and animal) was carried out.
Blood samples were collected from cattle (# =151) be-
longing to 15 dairy herds gathered in province of Santo
Domingo de los Tsdchilas, humid tropical region at an
altitude of 655 m above sea level [18] (Figs. 1 and 2).

Collection of blood samples

Blood samples were collected at random, in 4 cm®-tubes
with EDTA, through coccygeal vein puncture with
0.75 mm x 25 mm Vacutainer® needles. Samples were
then stored at —20 °C until further use and analysis.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from 1 mL of blood using
a protocol previously described by ] Sambrook and DW
Russell [19]. Extracted DNA was eluted in 100 pl Tris-
borate EDTA (TBE) and stored at -80 °C until further
analysis. DNA concentration was determined using a
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington, USA) b at 260 nm.

PCR of msp5 and 165 rRNA genes

In order to perform the PCR allowing the detection of
mspS gene, 100 ng of each sampled DNA were used.
The PCR primer and technique used has been described
previously [17, 20, 21] with some modifications. A total
volume of 25 ul. was composed of 2.5 PCR buffer, 0.5 U
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), 1 pM of
each primer (Ana 19A/Ana 19B or RYaF16S/RYaR16S,
Invitrogen™, as shown in Table 1 Invitrogen™), 0.2 mM
of each nucleotide (dATP, dTTP, dCTP and dGTP;
Invitrogen™) and 2.5 mM of MgCl,. The program used
for msp5 gene in the thermal cycler (TC-512 TECHNE)
consisted in: 5 min-incubation at 94 °C, followed by
35 cycles of 45 s at 94 °C, 30 s at 64 °C and 1 min at
72 °C. A final 10 min-extension at 72 °C ended the
program. For 165 rRNA PCR, 68 °C was used for
hybridization and the extension time was changed
1.5 min. PCR products were analyzed on 1.5% agarose
gel in TBE (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA) and visu-
alized with SYBER® Safe DNA in a UV-transilluminator.

Cloning
Two pL of each PCR sample (An-SD-1 and An-SD-18)
were ligated to TOPO TA vector (TOPO TA Cloning®
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Table 1 Sequence of primers used far amplification of msp5 gene and 165 rRNA

Primer 5°-3' Sequence Ternp. hybrid Target Reference and target
Ana 19A GIGTTCCTGGGGTACTCCTA 64 °C MSPS Reyna-Bello et al,, 1998
Ana 198 TGATCTGGTCAGCCCCAGCT

RYaF165 TAACACATGCAAGTCGAACGG 68 °C Chacon 2012

RYaR16S ACCCAACCTTAAATGGTCGC

M13 F ACATTCCAGCAGCAGTTC GAG 63 °C Fragment inserted into the plasmid Invitregen™

MI3 R CACGTGAATCCTCAATTTTGT

kit, Invitrogen™), following manufacturer’s instructions.
Subsequently, electroporation was performed with the
Gene Pulser Xcell” (BIORAD™), according to the proto-
col described by the manufacturer, for the transform-
ation of E.coli with ligated plasmid. Once the cells were
electroporated, 1 mL SOC medium (compeosed of 2%
Tryptone peptone, 0.5% yeast extract, 100 mM NaCl,
2.5 mM KCL, 100 mM MgCl, and 100 mM MgSQ, at
pH 7) was added and placed one hour for stirring at
225 rpm in a 15 mL-centrifuge tube placed horizentally.
Later, 50 pL of cloning were spread on LBP Petri dishes
(prepared according to Sambrook and Russell, [19]) con-
taining 50 pg/mL Kanamycin [SIGMA™], 40 pL of
40 mg/mL X-Gal (Invitrogen™) and 40 pL 100 mM-
IPTG (Invitrogen™); it was further stored 24 h at 37 °C.

Purification of plasmid DNA of transformed dH5a £. coli
In all transformatiens of E.coli, 3 colonies were selected
by celony PCR using the protocol described above using
primers Ana 19A and B. These colonies were seeded in
10 mL LB culture medium [19] in the presence of
20 pg/mL Kanamycin (SIGMA™) for 24 h. Afterwards,
cells were recovered through centrifugation of 3 mL
from the culture at 10,000 xg for 10 min; plasmid DNA
was further extracted from the pellet by a PureLink kit
(K210010, Invitrogen™,USA).

Sequencing

Extracted plasmid DNAs were sent to Macrogen™
sequencing company (Seoul, South Korea), in order to
sequence the cloned fragments, using forward and
reverse M13 universal primers.

Sequence analysis

Cloning sequences were analyzed, cut and aligned in
order to establish the consensus sequences with the
MEGA® Software; later, these consensus sequences were
submitted to the BLAST database (NCBI Blastn) for
identification and similarity.

Statistical analyses
At first, the disease prevalence was estimated, both at
farm and individual levels. A farm was categorized as

positive if at least one PCR-#1sp3 tested positive among
all samples analyzed. On the other hand, the influence of
gender as possible risk factor was assessed by estimating
Qdds Ratios (ORs). Statistical analyses were performed
with Epi Info 7™ and R software.

Results

Qur transversal study was performed in December
2014; 151 bovine blood samples were collected in 15
dairy farms located in the commune Luz de América,
province of Santo Domingo de los Tsdchilas, in
Ecuador’s coastal region. The sample size reached
49.5% of all animals present in the farms (N =305). No
sampling bias was to be considered, as the maximal
proportion reached 25.2% (N =38) in SD-4 farm. Males
represented 11.9% (N = 18) of animals sampled.

Prevalence reached 100% at herd level and 86.1% at in-
dividual level (130 positive animals). Herd prevalence
ranged from 40.0% (2/5) in SD-7 farm, to 100% in farms
SD-4 (38/38), SD-8 (14/14), SD-9 (3/3) and SD-13 (5/5).
No significant difference was observed between males
and females (P > 0.05; OR =1.94 for females; CI = 0.57-
6.62) when considering msp5 PCR results (males = 77.0%
and females = 87.2%). Table 2 summarises the distribu-
tion of samples and results of #spS PCR analysis.

Out of all samples positive by msp5 PCR (N =130},
two samples (An-SD-1 y An-SD-18) were selected in
order to identify the rickettsia with 165 rRNAr PCR and
further clening and sequencing. Once censensus se-
quences were cobtained for each clene, they were
compared: sequences had 1383 bp and showed a 100%
identity. After consulting Blast Database (NCBI Blastn),
a 100% similarity was identified with GenBank (access
number CP000030.1), registered for St Maries strain of
A. marginale by Brayton and collaborators in 2005 [22].

Discussion

Bovine anaplasmosis is a disease commonly reported on
the five continents. The rickettsia is transmitted through
biological and mechanical vectors, but also iatrogeni-
cally. The disease is considered as endemic in tropical
and subtropical areas and responsible for economic
losses in cattle herds [2, 7]. Nevertheless, no report of A.
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Table 2 Summary of results obtained per farm by PCR for the
detection of A marginale msp5 gene

Parameter Animals present Animals samipled Positive
in the farm (N) PCRmispS
N % perfarm %sampled N %
Sex
Male 18 13 14 778
Female 133 88 116 87.2
Farm
5041 47 12 255 8.0 8 667
S0-2 15 5 400 40 5 833
50-3 10 10 1000 56 8 800
S04 38 3% 1000 252 38 1000
505 20 9 450 5.0 8 889
sD-6 7 7 1000 46 5 714
SD-7 5 5 1000 33 2400
508 20 14 700 93 14 1000
50-9 3 3 1000 20 3 100.0
sD-10 3 3 1000 20 2 867
So-11 35 12343 80 10 833
so-12 14 4 285 27 3 750
sD-13 40 5 125 e 5 100.0
so-14 20 12 800 8.0 10 833
sh-1s 28 11 393 73 9 818
TOTAL 305 151 495 1000 130 861
M= number

marginale in Ecuaderian cattle has ever been published
in indexed journals to date. Only few studies were issued
in local journals and dissertations.

Qur transversal study aimed at assessing the preva-
lence of bovine anaplasmosis, both at herd and individ-
ual levels in a district of Ecuador coastal region. The
presence of A. marginale was assessed by using a stan-
dardized PCR for smsp5 gene amplification, according to
a procedure previously described [20].

All herds were identified as being positive, along with
a high propertien of infected animals per herd from 40
te 100%. Qur result confirms the fact that anaplasmosis
is endemic in the area of study with 86,1%, as it is the
case in other trepical and subtrepical regions of Latin
America [23]. A second PCR was developed to amplify
the rickettsia 165 rRNAr gene in two samples positive
by msp5 PCR. After cloning and sequencing, the
1400 bp fragment showed a 100% homology with St
Maries strain of A. marginale [22]. Such result allow us
to conclude that A. marginale is present in Ecuadorian
cattle; the sequence we operated is commeonly used to
perform taxonomy among bacteria of the Order
Rickettsiales, Family Anaplasmataceae [10, 24].
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It is impertant to menticn that no farm provided more
than 50% of samples. In this study, there was a total of
151 animals, 18 (11.9%) were males while 133 (88.1%)
were females due to the dairy characteristic of farms.
However, sex was not identified as a risk facter, which
confirms previous results [25].

Significant differences were highlighted between farms
for what PCR/msp5 results are concerned: 40% of results
were positive in SD-7 farm vs. 100% in SD-4, SD-10 and
SD-12 farms. It is not surprising, the longer animals re-
main in a farm, the higher the risk of transmission. The
localization of farms has probably influenced the distri-
bution of the disease. In the area of study, 86.1% of
animals were positive for A. marginale without clinical
signs (anaemia, fever or more than 1% A. marginale in
smear) suggesting the circulation of A. marginale in
apparently healthy animals or persistent infection [6].
And due to the high prevalence found, the concept of
enzootic stability can also be used [4].

The PCR usually detects DNA traces from previous
infections, however, in the case of bovine anaplasmo-
sis this is not true because once A. marginale infects
an animal, it becomes infected for years [6] allowing
us to infer that a positive PCR animal is still infected
with A. marginale.

On the other hand infection by blood parasites such as
Trypanosoma vivax, Babesia bovis or Babesia bigemina,
frequently identified in Latin America, causes a clinical
picture quite similar, worthless from a diagnostic point
of view (Reyna-Bello, 2014). PCR test is seen as an
alternative for these cases, or for persistently infected
animals [9, 20, 26]. The gene enceding mspS has been
used in numerous PCR trials [20, 27], due to the fact
that, as a single copy, it is highly conserved in all A.
marginale isolates [9, 28].

In endemic areas, clinical cases are rarely observed,
most often in naive animals recently introduced (and
coming from free areas). Animals persistently infected
can be responsible for outbreaks in a naive herd, when
moved to a disease-free area where vectors are present
[2]. The high prevalence of anaplasmosis estimated in
the area of study and for previous reports of 85.5% in
cattle sampled in Quevedo canten, province of Los Rios
[15] and 91.7% in cattle slaughtered in Quito Metropol-
itan Slaughterhouse [16], places the lowlands of Ecuador
in enzootic stability for bovine anaplasmosis.

The moderate prevalence (68%) reported by Muifioz
and collaborators in cattle of Zamora, Canton [14] is
probably related to the lower sensitivity of the test used,
ie. blood smear, compared to PCR or ELISA [9].
Another study performed in the Galdpagos Islands
reported a 64.1% prevalence estimated by a commercial
competitive ELISA (VMRD Inc.™) in a sample of 184
animals [29].
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In neighbouring countries, anaplasmosis was reported
to be present at prevalence rates similar to our study. In
Colembia, for example, a 90.3% prevalence obtained by
agglutination test was reported [30]; the performance of
an ELISA using msp5 recombinant protein as antigen re-
vealed a prevalence ranging between 47% [17] and 94%
[31, 32] in Venezuela. In Costa Rica, a prevalence
ranging from 20.0 to 72.0% was estimated by using an
ELISA/MSP5r kit (VMRD Inc.™) [25] while a prevalence
of 15% was estimated in Texas, with the same kit [33].
Indeed, such differences in prevalence have been
mentioned by other authors [1].

The distribution of the rickettsia depends on the
presence of vectors, which are arthropods belonging to
the Ixodidae family; the mest important beleng to the
genera Dermacentor and Rhipicephalys. In  Latin
America, the tick most widely distributed is Rhipicepha-
lies microplus, wich is known as vector of A. marginale
[4]. Nevertheless, in Latin America, the epidemiological
importance of ticks as vectors is controversial: the trans-
mission by blood sucking dipterans, such as horseflies,
would play a more important role [4, 5]. Distribution
and prevalence of anaplasmosis are directly related with
the epidemiological role played by the different vectors.
Dermacentor albipictyus was mentioned as the main
vector of the disease in Texas [33]. In Latin America,
the predominating tick is Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (R. microplus), which does not seem to be an
efficient vector for A. marginale [4, 7]. Transmission of
anaplasmosis was mentioned to be mainly operated by
blood sucking diptercus, iatrogenic or vertical transmis-
sion in Latin America [7, 34]. Vertical transmission
would depend on the type of strain invelved but infect-
ing until 25% of calves and sometimes causing their
death [35, 36]. On the other hand, Scoles and collabora-
tors (2008) reported that Dermacentor andersoni was
more efficient in transmitting A. marginale than horse-
flies. Nevertheless, the relationship between pathogen
and vector has not been studied widely in Latin Amer-
ica yet (Baldacchino et al., 2014). While it is true, R
microplus happens to be an efficient vector, but to be
species-specific (one sole host) limits its vector capacity
in Latin America and Africa, where it is the predomin-
ating species [23].

In this regard, differences between A. marginale
strains have been described in the world; some strains of
Florida and Mississippi are not transmitted by ticks [1].

A study carried cut in Costa Rica pointed out the
presence of horseflies as the major risk factor for bovine
anaplasmosis, not the ticks presence [25]. It is possible
that, like what happened when 7. vivax ‘travelled’ from
Africa to Latin America mere than 100 years ago, it
adapted from a transmission by Tse Tse fly in Africa to a
horsefly transmission in America, after gene deletion in
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its kinetoplast [37]. Anaplasma marginale might also
have adapted itself to vectors existing in Central and
South America, which would explain such a high preva-
lence of the disease in the region.

Conclusion

The high prevalence observed at farm and animal levels,
as well as the molecular characterization of A. marginale
in Ecuader, would allow to clarify the epidemiological
situation of this hemotrophic, but also to better focus its
diagnosis, treatment and control in Ecuador.
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Préambule

En Equateur, deux études ont montré la présence d'anticorps contre T. vivax. La premiére
mention de ce parasite remonte a 1977, ou, grace a l'application de la technique d'immunofluorescence,
22,5 % des bovins échantillonnés ont été trouvés positifs (Wells et al., 1977). Une autre étude réalisée
en 2017 a montré une prévalence de 31.03% grace a l'application d'un ELISA indirect (Medina-Naranjo
et al., 2017).

Depuis 2014, au sein du Laboratoire de Biotechnologie Animale de I'ESPE, une ligne de
recherche a été établie pour I'étude des agents hémotropes chez les animaux de ferme tels que Anaplasma
spp. Babesia spp. et Trypanosoma spp. L'une des premieres étapes a été la standardisation des techniques
de diagnostic moléculaire PCR et sérologique ELISA. En novembre 2017, I'agence nationale de controle
de la santé animale de I'Equateur (AGROCALIDAD) a signalé la mort d'animaux sans cause apparente
dans la zone de Chone, dans la province de Manabi (région cétiére). En janvier 2018, une équipe du
laboratoire de biotechnologie animale a visité 3 élevages dans la zone du foyer, et 20 échantillons de

sang ont été preleves.

Trois échantillons ont été testés positifs par amplification PCR d'un fragment de la protéase a
cystéine de type CatL de T. vivax et l'analyse phylogénétique des isolats a montré qu'ils étaient
étroitement liés a des isolats d'Amérique du Sud et d'Afrique de I'Ouest. Cette étude a caractérisé pour

la premiére fois T. vivax chez les bovins en Equateur.

Lors de la visite des fermes, une évaluation clinique des animaux échantillonnés a été effectuée
consistant en la prise de température corporelle, I’observation de la présence de muqueuses pales et
d'hémoglobinurie. L'évaluation vétérinaire a déterminé la présence de muqueuses pales et
d'augmentation de la température chez deux des trois animaux positifs au CatL-PCR. Lors de la visite
des élevages, la présence de mouches hématophages a proximité des animaux a été confirmée, ainsi que

les pratiques de gestion comme la réutilisation des seringues.
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1 | INTRODUCTION

Protozoa of the genus Trypanosoma

widely reported in cattle from Latin America. In this region,

are haemotropic agents

| Freddy Proafio-Pérez'® |

Abstract

The bovine trypanosomosis is responsible for economic losses from tropical and
subtropical areas of Africa and Latin America. This disease is characterized by
fever, anaemia, loss of production and even death. Few studies have been carried
out in Ecuador regarding Trypariosoma spp. presence but the species has not been
determined in cattle and those have only determined the presence of genus, but
not the species. The aim of this study was to identify and characterize the trypano-
some species involved in the suspected bovine trypanosomosis outbreak reported in
Convento Village in Manabi Province located in the coastal region of Ecuador. Twenty
cattle from three farms were sampled. Three samples were positive for T. vivax, using
an end-point polymerase chain reaction (PCR} to amplify a fragment of the cathepsin
L-like cysteine protease (Catl-like} gene. A phylogenetic tree analysis of these three
Ecuadorian isolates showed a close relationship with isolates from South America
(Colombia, Brazil and Venezuela} and West Africa (Nigeria). This is the first report of

T. vivax in Ecuadorian cattle.

KEYWORDS

bovine trypanosomaosis, cattle, Ecuador, Trypanosoma vivax

Trypancsoma evansi, Trypanosoma theileri and T. vivax are the iden-
tified species (Desquesnes, 2004). Of these, T. vivax is the most
pathogenic, causing anaemia, fever, weight loss, reproductive

problems in males and females, and low production (Gonzatti
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et al., 2014; Pereira et al., 2018; Ramirez-Iglesias et al., 2017). The
mortality varies from 3% to 50%, depending on the species in-
volved, the breed, and the immune status of the infected cattle
(Desquesnes, 2004).

In South America, T. vivax has been reported in several countries
such as French Guyana, Venezuela, Colombia, Peru, Brazil, Bolivia,
Argentina and Paraguay (Gonzatti et al., 2014; Pacletta et al., 2018).
Once this hemoflagellate was established in the Americas in the ab-
sence of the Tse-tse fly, T. vivax developed a new adaptive pathway,
with modifications in the kinetoplast genome such as large deletions
of the ND7 and COlil genes, and frameshifts of the NDi, ND2 and
ND4 genes (Greif et al., 2015).

High prevalence of T. vivax has been reported in Colombia (23%),
determined by molecular testing (Garcia et al., 2014); as well in
two areas of the Bglivian Pantanal (27.79% and 19.03%; Gonzales
et al,, 2007). In Colombia, economic losses due to hovine trypanc-
semosis were reported to reach USD 5.2 million per year (Gonzatti
et al_, 2014).

In Ecuador, livestock is one of the most representative activ-
ities in the agricultural sector with approximately 4.1 million cat-
tle distributed in the four natural regions: 48.4% in the highlands
(milking cattle), 42.4% in the coastal region (dual purpose, beef/
milk) and 9.13% in the jungle and Galapages Islands (dual purpose,
beef/milk). Manabi Province is located in the coastal region and
contains the highest percentage of cattle (22.7%) in the country
(INEC, 2019).

Because of its geographical location, Ecuador offers favour-
able ecological conditions for vector development, that is Tabanus,
Stomoxys calcitrans and Haematohia irritans (Cardenas et al., 2009).
Furthermore, reports of T. vivax in countries in the region, including
neighbours such as Colombia and Peru, suggest the probability of
the presence of this hemoflagellate in Ecuador.

In July 2017, an outhreak of bovine trypanosomosis was
reperted in Chone Canton in Manabi Province, according to
AGROCALIDAD (Regulation and Control fito-zoosanitaria Agency
from Ecuador).

Bovine trypanosomosis in Ecuador is a neglected disease, like
other haemotropic diseases such as anaplasmosis and babesi-
osis, which are evidenced in the few studies that have been car
ried out. However, bovine trypancsomosis sercprevalence has
heen reported in two studies. In a first study carried out in 1977,
a seroprevalence of 22.5% was found using immunofluorescence
(Wells et al., 1977). In a second study, perfoermed 40 years later,
the authors reported a prevalence of 31% using an iELISA (Medina-
Naranjo et al., 2017).

According to FAO (2018), the presence of haemotropic diseases is
a factor that limits efficient livestock production, reducing profitahility
for farmers. The aim of this study was to identify and characterize the
trypanosome species involved in the bovine trypanosomosis outhreak
reported in Manabi Province, using melecular methods in orderto later
estabhlish specific control and treatment programs te minimize the im-

pact of this hemoflagellate.

WILEY--2%
2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Identification of trypanosomosis outhreaks

In order to identify trypanosomosis outbreaks, epidemiological
reports from AGROCALIDAD and information from the Livestock
Association of Convento Village were evaluated. Through this
method, an outbreak of bovine trypanosomosis in July 2017 was

identified in Manabi Province.

2.2 | Samples

In January 2018, the Associaticn of Convento Village was visited,
after AGROCALIDAD reported an outhreak of trypancsomosis.
During this visit, only three farmers reported some cattle with clini-
cal signs compatible with trypanocsomsosis and allowed admission
for veterinary evaluation. The criteria for sampling were the suspi-
cion of the farmer about the presence of the disease in some animals
and veterinary ohservation of clinical signs such as pale mucosa,
weakness, decrease of milk production and fever.

In total, 20 blocd samples were collected in tubes with EDTA
from the coccygeal vein of suspected cattle: in farm UVB (h = 6),
farm LP {(n = 10) and farm FM (n = 4). Samples were temporarily
stored at 4°C, until their processing and final storage at -80°C at
the Laboratory of Animal Biotechnology of the Universidad de las

Fuerzas Armadas ESPE, Quito, Ecuador.

2.3 | DNA extraction

DNA extraction from hlood samples was performed by using the
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). DNA integrity
was verified on a 0.8% agarose gel and concentration of DNA was
quantified by UV spectrophotometry, using the NanoDrop 2000 kit

(Thermo Fisher Scientific).

24 | TviCatL-PCR for diagnostic of
Trypanosoma vivax

The end-point polymerase chain reaction (PCR), which amplifies a
fragment of the cathepsin L-like cysteine protease (CatlL-like) gene,
was used to identify T. vivax, and the primers used were TviCatL:
5-GCC ATC GCC AAG TAC CTC GCC GA-3; and DTO155: 5-TTA
AAG CTT CCA CGA GTT CTT GAT GAT CCA GTA-3, described
by Cortez et al, (2009). The total reacticn added up to a volume
of 25 ul, composed of 1X Buffer + Cl,Mg, 0.5 uM of each primer,
0.8 mM dNTPs, 2.5 U of Dream Taq Polymerase (Thermo Scientific)
and 100 ng of DNA.

PCR was carried out in a C1000 touch thermal cycler Bio-Rad®.

Cycling conditions comprised an initial activation step of 94°C for
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22 | \WiLEY

5 min, followed by 35 cycles of 94°C for 30 s, hybridization at 65°C for
30 s and extension at 72°C for 30 s, with a final extension step of 72°C

for 10 min. To verify the reliability of the results, a positive control

Jronsbicundary and En
o

donated by the Universidad Simén Rodriguez of Venezuela was used
in each PCR round. Finally, a horizontal electrophoresis was performed
using a 2% agarose gel with the PCR products stained using SYBR Safe
(Life Technologies Pty Ltd), which were visualized and recorded in the
ChemiDoc equipment (BIO-RAD).

2.5 | Sequencing

The amplicons of positive samples were purified using a QlAquick®
Gel Extraction kit (Qiagen). Each sample was divided into three
tubes and sequenced using the Sanger technique at Magrogen com-
pany in Seoul, South Korea. The nucleotide sequences obtained
were aligned and edited by BioEdit v.7.2.5 (Hall, 1999) to obtain the
consensus sequences, and later used to interrogate the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) with the database of the National
Center for Biotechnology Information (NCBI). The consensus se-
quences evaluated were uploaded to the GenBank (Accession num-
bers MT547173, MT547174 and MT547175).

2.6 | Phylogenetic analysis

Phylogenetic relationships were established by analysing the cata-
lytic domain sequences of cathepsin L-like (CatL-like) obtained in this
study, with others retrieved from GenBank database and previously
described {Cortez et al, 2009; Jacson et al., 2012; Jaimes-Duefiez
et al., 2018) and the database (http://bioinformatica.fcien.edu.uy/
Tvivax/) obtained from the analysis of the transcriptome T. vivax
isolated LIEM- 176 from Venezuela (Greif et al., 2013). Therefore, a
multiple alignment was performed using MUSCLE tool from MEGA X
program (Kumar et al., 2018). Finally, the Maximum Likelihood method

and Tamura-Nei model tree were performed (Kumar et al., 2018).

3 | RESULTS

The three selected farms had an extensive hushandry system, char-
acterized by free grazing in large areas. Cattle from these farms were
crosshreed Bos taurus and Bos indicus, used for dairy production.
Unfortunately, the sanitary management in farms related to the use
of drugs was difficult to record, because they had only an incipient

record of production and reproduction.

TABLE 1 Characteristics and Trypanosoma vivax TviCatL-PCR results for the 20 cattle sampled in Convento Village, Manabi province,

Ecuador
Animal characteristics Clinical signs
Cattle PCR
Farm code identification Sex Age? Breed Mucosa T Haematuria result
FM Clavel M 36 CB Normal 38.9 No =
Art4 M Z cB Normal 39.5 No -
Paleta E ND CcB Normal 39.7 No -
Leo F 60 CB Pale 39.6 No +
LP Abuelita F 48 CB Normal ND No =
Colorada i 48 CB Normal ND No =
Mico M 36 CB Normal ND No =
Beto M 72 CB Normal 40.9 No =
Chana B 36 CB Pale 38.8 No =
Mona F 84 CB Pale 40.3 No +
Estefy F 48 GB Pale 38.0 No =
Dayana F 48 CB Pale 39.3 No =
Michu F 48 CB Normal 39.4 No +
Negro pintado M 18 CB Normal 39:2 No =
UVB Panchana M 15 CB Normal 39.0 No =
Art 5134 F 42 CB Pale 38.3 No
Vaca 1 F 40 CcB Pale 38.6 No
Café M 15 CB Pale 401 No -
Venado M 12 CcB Pale 39.7 No -
Maduro M 16 CB Normal 39.4 No =

Abbreviations: -, negative; +, positive; CB, crossbreed; F, female; M, male; ND, not determinate; T¢, temperature in degree Celsius.

The lines highlighted in bold are the TviCatL-PCR positive results.
2Age in months.
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In the veterinary evaluation, out of the 20 sampled cattle, 7 had
temperatures over 39.5°C, and 9 had pale mucosa. The breed, age,
sex, mucosa and temperature are recorded in Table 1.

DNA concentrations measured after extraction were in the
range of 118-991 ng/ul, and the absorbance ratios A260/280 and
A260/230 varied in the ranges of 1.78-1.94 and 1.80-2.4, respec-
tively. These parameters are considered optimal for subsequent PCR
analysis.

Of the 20 samples, three were positive for trypanosomes as
analysed with TviCatL-PCR by amplifying a DNA 189-190 pb frag-
ment compatible with T. vivax as previously described by Cortez
et al., (2009). The three positive animals were found in two of the
three sampled herds (Table 1).

Regarding the homology of amplicons evaluated by BLAST,
we obtained 100% identity in the catalytic domain of CatlL-like
gene of T. vivax between the sequences from the used database
and those obtained in this study. These sequences were recorded
in GenBank with the accession numbers MT547173, MT547174
and MT547175 corresponding to samples M5, M14 and M17,
respectively.

Phylogenetic analysis of the Ecuadorian isolates of T. vivax
showed a close relation with isolates reported in South America and
West Africa (Figure 1).

4 | DISCUSSION

This study demonstrated the presence of T. vivax in an outbreak that
occurred in Convento Village in the coastal area of Ecuador, being
the first scientific report of this parasite in the country. It was identi-
fied by TviCatL-PCR specific for T. vivax and characterized via DNA
sequencing of PCR amplified product.

TviCatL-PCR of 20 samples identified T. vivax in 3 of them. This is
evidence for the presence of T. vivax in the area, which suggests this
parasite is the causative agent of the outbreak, together with the pres-
ence of some clinical signs compatible with bovine trypanosomosis.

The TviCatL-PCR test has turned out to be a highly sensitive and
specific test in studies of genetic diversity of T. vivax from Africa and
America (Cortez et al., 2009). This method has also been used to
identify T. vivax in other animal species, such as wandering donkeys
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FIGURE 1 Maximum likelihood method and Tamura-Nei model tree using catl-like catalytic domain sequences from geographical
isolates of T. vivax from Africa (Nigeria, Mozambique and Kenya) and South America (Brazil, Colombia, Venezuela and Ecuador). T. theileri catL
was used as the out group. Taxa names consist in GeneBank code/isolates of T. vivax/geographical origin. Arrows indicate the Ecuadorian
sequences of isolates reported in this article. The scale represents the genetic distance between analysed samples
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in Brazil, where a similar genotype in cattle and sheep was found
(Rodrigues et al., 2015). Likewise, other studies using PCR have been
widely used, showing the capacity of the technique in epidemiologi-
cal studies such as in Ethiopia (Birhanu et al., 2015).

Phylogenetic analysis of Maximum Likelihood in Ecuadorian
isolates of T. vivax revealed a similarity with those from Western
Africa and South America. The phylegenic tree showed a 100%
identity for the three Ecuadorian isolates, probably because all of
them are from the same outbreak and closely related to those re-
ported in Brazil, Venezuela, Colombhia, Nigeria and Mozambique,
but they are separate from isolates from Kenya, which are in an-
other clade (Figure 1). This finding has also been reported for other
isclates from Latin America (Cortez et al., 2009; Jaimes-Duefiez
et al., 2018).

Theintreduction of trypancsomosisto South America could have
been produced by infected cattle from Senegal, which were brought
to farms in French Guyana and Antilles (Gonzatti et al., 2014), and
from there to Ecuador. It is possible that the presence of T. vivax in
Cenvente Village could be related to entry of cattle frem some en-
demic areas. Other outhreaks of T. vivax in cattle have already been
reported in countries of the region due to the high mobility of ani-
mals. Indeed, in the state of Zuliain Venezuela, an outhreak was de-
clared 12 days after the introduction of Zebu cattle from Colombia
without the corresponding sanitary controls or quarantine (Gonzatti
et al, 2014; Simoes et al., 2009).

The presence of both pale mucesa and increase of temperature was
ohserved in two of three TviCatL-PCR positive animals. Seven animals
which showed pale mucosa were negative for TviCatL-PCR, possibly
due to nutritional factors or previous unrecorded treatment. Reports
indicate that anaemia could be an important appealing sign of trypano-
somosis; for example, in cattle from dairy herds in Brazil, it was present
in 46.66% of infected animals and 7.78% in healthy animals (Cuglovici
et al., 2010). This clinical sign has also been recorded in sheep, which
in experimental infections showed severe anaemia (Parra-Gimenez &
Reyna-Bello, 2019). In the description of this process, the trans-siali-
dase enzymes trigger erytrophagocytosis by desialylating the glyco-
phorin, causing anaemia during illness (Guegan et al,, 2013). It has also
been described as mechanical and biochemical damage of the eryth-
rocyte membrane directly through the effect of the hemoflagellate
during the parasitemia (Boada-Sucre et al., 2016).

The presence of T. vivax in the area of the outhreak could be ex-
plained by the occurrence of Tabanu (Jaimes-Duefez et al., 2017),
as it has been showed in a Colombian study (Jaimes-Duefez
et al., 2018). In addition, when the farms were visited, some
management practices in cattle were seen, such as the reuse of
syringes which may have contributed to iatrogenic transmission
(Desquesnes, 2004).

Other haemotropic agents in the coastal region of Ecuador,
that is Anaplasma marginale and Babesia spp. (Medina-Naranjo
et al, 2017; Tana-Hernandez et al., 2017) added to nutritional
problems and stress, and could have caused the loss of enzo-
ootic balance in cattle frem Convento Village. Similar cases have

been reported in water buffaloes from Venezuela. Indeed, a

trypanosomaosis outhreak occurred in water buffaloes in 2015
during a stressful scarcity of green forage due to a drought season,
along with concurrent infections with Anaplasma sp. and Babesia sp
(Garcia et al., 2016).

5 | CONCLUSION

This study showed, for the first time, the presence of T. vivax in two
herds in Ecuador and draw the attention about tripanosomosis in
livestock in the coastal and jungle regions of Ecuador which have the
optimal conditions for the parasite development (Medina-Naranjo
et al., 2017). Therefore, the next step is to estimate the prevalence
of T. vivax and risk factors associated, and characterize potential
vectors for its transmission to determine whether epidemiclogical
surveillance and control programs against trypanosomaosis are nec-

essary in Ecuador.
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Préambule

La babésiose est une maladie causée par un protozoaire spécifiguement adapté aux tiques.
L'espece Rhipicephalus microplus est la principale tique transmettant B. bigemina et B. bovis chez les
bovins en Amérique du Sud. Le changement climatique est une réalité qui affecte plusieurs régions de
la planete, ce qui pourrait générer de nouveaux sites géographiques de distribution des vecteurs
modifiant les cycles de vie des parasites vectorisés, ainsi que la gestion des systemes de production.

Dans la présente étude, un foyer de Babesia spp chez les bovins (n=143) a été traité dans une
ferme située a 2469 m daltitude appartenant a la ville de Quito, province de Pichincha (région de la
Sierra) ou la présence de ce parasite n'a pas été signalée. En outre, la prévalence de ce protozoaire a été
évaluée chez les bovins (n=264) de la zone d'El Carmen dans la province de Manabi (Région de la Cote)
a partir de 20 fermes. Pour le diagnostic des Babesia spp, la RFLP-PCR a été utilisée pour la détection
du fragment ADNr 18S, puis les amplicons ont été coupés avec des enzymes de restriction pour

I'identification de B. bovis et B. bigemina.

Les résultats ont montré que le 20,28 % (29/143) des bovins du foyer étaient positifs et 18,94 %
(50/264) des bovins d'EIl Carmen étaient positifs. Cette étude a également montré que I'age, le sexe et la
race ne sont pas des facteurs de risque de présence de Babesia spp. dans la région d'ElI Carmen, mais
dans la région de Quito, lI'un des facteurs était I'age des animaux. En revanche, au moment de I'attention
du foyer, trois animaux présentaient des signes cliniques tels que : température élevée, muqueuses pales

et ganglions lymphatiques gonflés, dont deux étaient positifs a B. bovis.

Ce travail a démontré la premiére caractérisation moléculaire de B. bigemina et de B. bovis chez
les bovins en Equateur, et constitue également la premiére preuve de la présence de Babesia spp. chez

les bovins a une altitude de 2 469 m.s.n.m.
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Abstract: Background: Babesia species are intraerythrocytic protozoa, distributed in tropical and
subtropical areas of the world, causing anemic diseases in many animals, including cattle. This
disease, called babesisosis, is transmitted from one animal to another through ticks (Tick Borne-
Disease or TBD). On the other hand, Ecuador has a tropical climate that allows the development
of the vector Rhipicephalus microplus, and therefore favors the transmission of Babesia spp. in cattle.
Methods and principal findings: We determined the presence of Babesia spp. by PCR using 18s
ribosomal gene as target (18s PCR) in 20 farms in the area of El Carmen (zone below 300 m above sea
level) and 1 farm in Quito (2469 m.a.s.l.). In addition, we analyzed parameters such as age, sex, and
packed cell volume (PCV) as explanatory variable associated with the disease. Results: The 18s PCR
test showed that 18.94% (14.77% Babesia bovis and 4.17% Babesia bigemina) and 20.28% (14.69% B. bovis
and 5.59% B. bigemina) of the cattle were positive for Babesia spp in farms sampled in El Carmen and
in Quito, respectively. Age influenced the presence of animals positive for Babesia spp., but sex and
PCV did not. The phylogenetic analysis of sequences showed 4 isolates of B. bovis and 3 isolates of
B. bigemina in the 2 study zones, with similarities between 99.73 and 100% with other sequences. One
B. bovis isolate was similar in the zone of El Carmen and Quito. Conclusion and significance: This
work is the first molecular characterization of B. bigemina and B. bovis in Ecuador, and it is also the
first evidence of Babesia spp. in cattle in the area of Quito at an altitude of 2469 m.a.s.l., being the
highest altitude reported for animals with babesiosis and for the tick R. microplus. Climatic factors
as well as mobility of tick-carrying animals without any control allow the presence of Babesiosis
outbreaks in new geographical areas.

Keywords: babesiosis; Babesin bovis; Babesia bigemina; cattle; R. microplus

1. Introduction

Babesiosis, a disease caused by intraerythrocytic protozoa of the genus Babesia spp.,
affects a wide variety of domestic and wild animals and even birds [1]. Two species,
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Babesin bovis and Babesia bigemina, are present in cattle in Central and South America [2].
The main clinical manifestations in cattle are fever, anemia, hemoglobinuria, and nervous
signs associated with sequestration of infected erythrocytes in the microcapillaries of
the brain [2,3].

Bovine babesiosis is found in Latin American countries such as Venezuela, Colom-
bia, Perw, and Brazil [4-7]. In the state of Santa Catarina-Brazil, cattle presented high
prevalences of B. bovis (29%) and B. bigeming (16%) [8]. Similarly, water buffaloes showed
prevalences of 16.2% for B. bovis and 24% for B. bigeming in the county of Papaloapan, state
of Veracruz, Mexico [9].

The presence of ticks and tick-associated diseases generate economic losses not only
due to decreased production, mortality, and control [10], but also in animal trade [2].
Rhipcephalus microplus (R. microplus) is described as the main vector of Babesia spp. in South
America [24,11]. For example, in Brazil, in 2011, R. microplus caused a decrease in milk and
meat production, resulting in economic losses of US$3.24 million [12].

R. microplus ticks cohabit with cattle in tropical and subtropical areas, resulting in the
presence of persistently infected cattle [3]. In Europe, climatic conditions such as humidity
and temperature would limit the distribution of ticks such as I. ricinus [13]. In Central and
South America, optimal environmental conditions such as climate, soil and cattle biotypes
favor R. microplus populations as well as the infection rate of cattle and ticks [4].

Studies in Latin America have shown that climatic conditions and altitude influence
indirectly the distribution and prevalence of Babesia spp. In Bolivia, cattle at altitudes of
300 to 1300 m above sea level have a higher risk of babesiosis than those at altitudes of
700 to 2000 m above the sea level (m.a.s.l) [14]. In Colombia, Babesia spp. infection values
are higher in cattle, buffaloes, and ticks, during and at the end of the rainy season [7]. Recent
findings suggest that “climate change” could be modifying the habitats of ticks, evidencing
their presence in areas where they have not been traditionally reported, increasing the
possibilities of babesiosis outbreaks [1].

Ecuador is located in the equatorial zone and has several bioclimatic levels ranging
from over 2000 m.a.s.l (Andean Cordillera) to lowlands at sea level with tropical cli-
mates [15], which facilitate the presence of ticks, becoming a problem in cattle production
systems. The presence of ticks was found in 88% of cattle farms in the province of Santo
Domingo de los Tsachilas, with a predominance of R. microplus (83%) and Amblyonma cajen-
nense sensu Iato (s.1.) (21%) [16]. In addition, molecular tests as Polymerase Chain Reaction
(PCR) and quantitative polymerase chain reaction (QPCR) demonstrated the presence of B.
bovis, B. bigeming, and mixed infections in ticks (R. microplus) [16-18]. On the contrary, the
use of a PCR test using ribosomal 18s as a target (PCR) with primers described by Carret
etal.,, 1999 [19], did not demonstrate the presence of Babesia spp. in cattle in the province of
Pastaza, in the Amazon region of Ecuador, since this is a tick-free zone [20].

Since there is no national program for the control of ticks and tick-borne diseases in
Ecuador, producers use different strategies, products, and doses for the treatment against
ticks, which has generated problems of resistance to acaricides [16,21].

The aim of this study was to demonstrate the detection and molecular characterization
of Babesia spp. in cattle from two study areas (coastal area in the province of Manabi; and
mountain area in the province of Pinchincha—study of a clinical outbreak), as possible
evidence of the adaptation of the vector and the disease to high altitude climates.

2. Results

In the El Carmen area, 18.94% (50/264) of the cattle were positive for Babesin spp.
by PCR. Of the 264 cattle, 14.77% (39/264) were positive for B. bovis and 4.17% (11/264)
for B. bigeming. Of the 143 cattle from the Quito farm, 20.28% (29/143) were positive to
Babesia spp. by PCR, and 14.69% (21/143) were positive to B. bovis and 5.59% (8/143) to

B. bigemina using restriction enzyme analysis (Table 1).
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Table 1. Presence of Babesia spp., in the canton E1 Carmen province of Manabi and in the canton Quito province of Pichincha,

Ecuador.
Total Gample Positive Babesia spp. Positive B. bovis Positive B. bigemina
Farm Animals PCR 18s Restriction Enzymes Restriction Enzymes
Code Present on % by . . .
the Farm No Farrm No o No % No Yo
El Carmen-Manabi Zone

F-1 8 8 100 1 125 1 12.5 0 0

F-2 21 5 23.8 0 0 0 0 0 0

F-3 16 7 43.8 0 0 0 0 0 0

F-4 194 39 201 0 0 0 0 0 0

F-5 43 6 14 0 0 0 0 0 0

F-6 152 17 11.2 0 0 0 0 0 0

F-7 6 4 66.7 2 50 2 50 0 0

F-8 60 20 33.3 7 35 4 20 3 15

F-9 112 36 321 8 22.2 6 16.7 2 5.6
F-10 38 8 211 0 0 0 0 0 0
F-11 16 16 100 7 43.8 6 37.5 1 6.3
F-12 165 28 17 2 7l 2 7l 0 0
F-13 17 9 52.9 0 0 0 0 0 0
F-14 27 25 92.6 6 24 3 12 3 12
F-15 3 4 50 0 0 0 0 0 0
F-16 5 5 100 1 20 0 0 1 20
F-17 2 2 100 0 0 0 0 0 0
F-18 17 6 35.3 3 50 3 50 0 0
F-19 27 12 44.4 9 75 8 66.7 1 8.3
F-20 9 7 77.8 4 57.1 4 57.1 0 0

All farms 943 264 28 50 18.93 39 14.77 11 4.17
Quito-Pichincha Zone
F-1 164 143 87,20 29 20, 28 21 14, 69 8 5,59

Legend: No: number; %: percentage; PCR: Polymerase chain reaction. In bold are the totals in column identified with “No” and the average
in column with %, respectively.

In El Carmen, 85.61% (226 /264) of the total animals sampled were females. For the
distribution of animals by age, information was only available for 183 animals. Of the
animals positive for Babesiz spp., 42.86% were found in the 10 to 18 months age group.
Regarding the distribution of positive animals, there was no significant difference for sex
(Fisher’s Exact test; p-value = 0.38) and age group (Fisher’s Exact test; p-value = 0.48).
R. microplus ticks were present in 21.59% (57/264) of the cattle.

Of the total number of animals (n = 143) sampled from Canton Quito, 95.10% (136/143)
were females. As for the age distribution, there was a significant difference (Fisher’s Exact
test; p-value = 0.004). There were 72.41% (21/70) of the Babesia spp. positive animals in
the 19 to 36 months age group and no positive animals were found in the 0 to 9 months
age group (Table 2). No significant difference was found in relation to sex (Fisher’s exact
test; p-value = 0.35) since the number of males was low (5%), thus this variable was not an
explanatory factor (Table 2).

In Quito, three cattle showed symptoms at the time of the visit to the farm, two of
which were positive for B. bovis. The three animals were females and had been separated
from the herd because they presented symptoms such as decay, prostration, and temper-
ature. They received treatment based on Inmidocarp (Imicar®, Imidocarb dipropionate
12 g), using 2.5 mL/100 kg of weight. At the time of the inspection, the presence of
R. microplus ticks was found in the three animals and clinical and zootechnical information
was collected (Table 3).
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Table 2. Distribution of samples and analysis of risk factors: sex and age groups for bovine Babesia

spp. in Ecuador.

Fisher’s
Variables Sample Positive Exact Test
(p-Value)
Number % Number %
El Carmen-Manabi Zone (n = 264)
Sex 0.38
Male 38 14.39 B 13.16
Female 226 85.61 45 19.91
Age group 0.48
0to9 21 7.95 6 28.57
10to 18 7 2.65 3 42.86
19to 36 18 6.82 4 22,22
»36 months 137 5189 29 2117
ND 81 30.68 8 9.88
Quito-Pichincha Zone (n = 143)
Sex 0.35
Male 7 4.9 0 0
Female 136 95.1 29 21.32
Age group 0.004
0to9 26 18.18 0 0
10to 18 27 18.88 4 13.79
19 to 36 70 48.95 21 72.41
»36 months 20 13.99 4 13.79

Legend: The % value corresponds to the total number of animals sampled in the area or in each farm; ND, not

dertermined.

Table 3. Clinical information of three symptomatic bovines in the farm of Cantén Quito.

. Respiratory . i Positive B.
No Farm Code Age Weight T PCV  Heart Rate Rate Other Clinical Findings bowis by PCR
i 425 12 232 395 19 84 & FAleTHRERS SICHas, =
swollen cervical glands
2 433 15 199 39 16 85 64 Skttt Pl +
membranes, jaundice
3 38 15 202 40 29 100 57 Swollen groin glands +

Legend: Age in months; Weight in kilograms; T°: tempetature in Celsius degree; PCV: packed cell volume (values less than or equal to 24%
isrelated to anemia); PCR: polymerase chain reaction; —: hegative; +: positive.

In the examination of the rest of the animals (140), no cattle had placket cell volume
(PCV) values less than or equal to 24%, but 2 animals had a body temperature of 39.3 °C
and 39.9 °C and these animals were positive for B. bovis.

Both Quito and El Carmen were exclusively dairy farms. In El Carmen, there were
animals with crossbreeds of Bos indicus (Brahman, Gyr, Nelore) and Bos taurus (Brown suis,
Hosltein, Charolais). In Quito, the animals were Bos faurus and there were crossbred
animals of Brown suis, Hosltein and Jersey breeds.

Phylogenetic Analysis

Of the consensus sequences (# = 19) evaluated in BLAST, 10 samples from El Carmen
and 6 from Quito showed similarity to the 18s rRNA of B. bovis, while 2 samples from El
Carmen and 1 from Quito had similarity to B. bigemina (Figure 1).

77



Chapitre 3

Section expérimentale — Etude 3

Pathogens 2021, 10, 1593

50f 13

0L583936 | B. bovis | El Carmen Ecuador
OL583933 | B. bovis |El Carmen Ecuador
0L583938 | B. bovis | El Carmen Ecuador
44| OL583940 | B. bovis | EI Carmen Ecuador
0OL583941 | B. bovis | El Carmen Ecuador
0L583942 | B. bovis | El Carmen Ecuador
0OL583943 | B. bovis | El Carmen Ecuador
OL583944 | B. bovis | El Carmen Ecuador
|— EF458214.1 | B. bovis | Brazil

OL583948 | B. bovis | Quito Ecuador
0L583947 | B. bovis | Quito Ecuador

53| OL583946 | B. bovis | Quito Ecuador
OL583945 | B. bovis | Quito Ecuador
0L583939 | B. bovis | El Carmen Ecuador <€—— EcuBbo3
MHO045761.1 | B. bovis 21ci2 | USA

EcuBbo1l

47

EcuBbo2

64— KP745628 1| B. bovis | Turkey
OL683936 | B. bovis | Quito Ecuador
0L583934 | B. bovis | Quito Ecuador
0OL583937 | B. bovis | El Carmen Ecuador
21 MNO53043.1 | 8. bovis | Cuba

& JQ437260.1 | B. bovis | Australia

21 MH050385.1 | B. bovis C275CL12 | USA
20 |- KY805830.1 | 8. bovis | China
MH257730.1 | B. bovis | South Africa
LCB45224.1 | B. bovis | Bolivia
KF928959.1 | B. bovis | India

70| IN714977.1 | B. bovis | Vietnam

EcuBbo4

57|

— OL583949 | B. bigemina | Quito Ecuador <«— EcuBbil

I~ EF458205.1 | B. bigemina | Puerto Rico
EF458206.1 | B.bigemina | Virgin Island
EF458202.1 | B. bigemina | Uruguay

o

MHO050356.1 | B. bigemina | USA

MH194392.1 | B. bigemina 33 | Colombia
MH257718.1 | B. bigemina | South Africa
MT898499.1 | B. bigemina 209Y | Mexico

2|
DQ785311.1 | B. bigemina | Spain

MN625890.1 | B. bigemina | Egypt
KMO046917.1 | B. bigemina | Switzerland
EF612434.1 | B. bigemina | Israel
o~ OL583950 | B. bigemina | El Carmen Ecuador
[ MT898497.1 | B. bigemina 205Y | Mexico
KP745624.1 | B. bigemina | Turkey

MH208613.1 | B. bigemina | China
-{ JQ437264.1 | B. bigemina | Australia

<4— EcuBbi2

@

39| MH194393 1 | 8. bigemina 34 | Colombia

- MN053036.1 | B. bigemina | Cuba
k' { LCB45223.1 | B. bigemina | Bolivia
HQ688688.1 | B. bigemina | Argentina
OL583951 | B. bigemina | El Carmen Ecuador

{MT322431 1| B. bigemina | India

KU206297.1 | B. bigemina | Uganda

35' EF458200.1 | B. bigemina | Kenya

XR 002273101.1 | Plasmodium falciparum

<«—— EcuBbi3

P

—
0.050

Figure 1. Maximum likelihood, 3-parameter Tamura [22] phylogenetic tree of the 18s rRNA gene
sequences of B. bovis and B. bigemina from Ecuador. It involved 54 nucleotide sequences and a total
of 519 positions in the final data set. The following terminology was used to identify the isolates:
Ecu = Ecuador, Bbo = B. bovis, Bbi = B. bigemina and the isolate number. Taxa names consist in

GeneBank code/isolates of Babesia spp./geographical origin.
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In El Carmen, of the 10 sequences identified as B. bovis, 8 were identical (EcuBbo 1),
while the remaining 2 (EcuBbo 2 and EcuBbo 3) differed from each other, as well as from
isolate EcuBbo 1. The two sequences of B. bigemina were also different from each other
(EcuBbi 1 and EcuBbi 2). In Quito, of the six sequences identified as B. bovis, four sequences
were identical forming the EcuBbo 4 isolate and the remaining two sequences were identical
to the EcuBbo 2 isolate from El Carmen. The sequence of B. bigemina formed an isolate
EcuBbi 3 that differs from El Carmen sequences (Table 4).

Table 4. Percentage of identity of B. bovis and B. bigemina species found in El Carmen and Quito.

Ecuadorian . Total Identity Query No. Access

Sty A Code Teolatedl Sipecies Score Percentage Coverage Gen Bank
M5 0OL583933

Mo2 QOL583936

M100 OL583938

M149 , . o 0OL583940

—— M54 EcuBbo 1 B. bovis 684 100% 98% OL583941
¢ \ ¢ M187 QOL583942
pﬁvm;e.)o M245 OL583943
anal M279 OL583944
Mo7 EcuBbo 2 B. bovis 684 100% 98% OL583937

M103 EcuBbo 3 B. bovis 673 99.73% 98% OL583939

M232 EcuBbil B. bigemina 717 99.74% 99% OL583950

M260 EcuBbi 2 B. bigemina 721 99.75% 100% OL583949

85 . " o OL583934

86 EcuBbo 2 B. bovis 684 100% 98% OL583935

Quito 310 QL583946
(province of 300 . o o 0OL583945
Pinchincha) 314 EcuBbo 4 B. bovis 678 99.73% 98% OL583947
315 OL583948

260 EcuBbi3 B. bigemina 701 98.98% 99% OL583951

Legend: The total score is the sum of alighment scores of all segments from the same database sequence that match the query sequence
(calculated over all segments), the percent identity is a number that describes how similar the query sequence is to the target sequence, and
the query covet is a number that describes how much of the query sequence is covered by the target sequence (taken from the National
Center for Biotechnology Information, NCBI).

3. Discussion

In South America, R. microplus is widely distributed in the Mesoamerican corridor
towards Venezuela and Colombia, and in southern Brazil and Argentina [23]. In Ecuador,
data on tick ecology and distribution information are scarce [24]. The present study would
be the first finding of Babesia spp. and R. microplus in a high altitude area, although the
farm in Quito is not a preferred area for the tick due to its climatological and altitudinal
characteristics [25]. Possibly, in this zone, the environmental temperature influences the
adaptation process of the tick where the development phase can be extended (120 days)
at temperatures of 18 °C [25]. Due to climate change in recent years, the abundance
and distribution of ticks is increasing to new areas [26,27]. In India, ticks on domestic
animals are absent at altitudes above 1900 m.a.s.l. However, in closer countries, such as
Colombia, Amblyomma cajennense is recorded at a maximum altitude of 1771 m.a.s.1. [28].
For Ixodes spp., there are records of up to 2410 m.a.s.l. in Venezuela [29].

However, climate change alone should not be a determining factor in tick distribution.
Other factors such as land use change [30], as well as the mobility of cattle, can also play
an important role in the introduction of ticks to new areas and therefore the introduction of
diseases such as Babesia spp. [26]. In the city of Quito, cattle arrive from various regions of
the country to be butchered in slaughter centers, many of thern are carriers of ectoparasites.
This mobility without any contrel can introduce ticks to the pastures occasionally, which
would be causing an enzootic instability for hemoparasites [25].
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In Bl Carmen, of the 10 sequences identified as B. bovis, 8 were identical (BEcuBbo 1),
while the remaining 2 (EcuBbo 2 and EcuBbo 3) differed from each other, as well as from
isolate EcuBbo 1. The two sequences of B. bigeming were also different from each other
(EcuBbi 1 and EcuBbi 2). In Quito, of the six sequences identified as B. bovis, four sequences
were identical forming the EcuBbo 4 isolate and the remaining two sequences were identical
to the EcuBbo 2 isolate from El Carmen. The sequence of B. bigemina formed an isolate
EcuBbi 3 that differs from El Carmen sequences (Table 4).

Table 4. Percentage of identity of B. bovis and B. bigemina species found in El Carmen and Quito.

Ecuadorian . Total Identity Query No. Access

Study-Auces Code lnblated Spiecies Score Percentage Coverage Gen Bank
M5 01583933

M9z 0OL583936

M100 OL583938

M149 R o o OL583940

- Mi154 EcuBbo 1 B. bovis 684 100% 98% OL58394]
( - Mis7 OL583942
plr\f["'mf.)o M245 OL583943
anabl M279 OL583944
M97 EcuBbo 2 B. bovis 684 100% 98% 0OL583937

M103 EcuBbo 3 B. bovis 678 99.73% 98% 01583939

M232 EcuBbil B. bigemina 717 99.74% 99% OL583950

M260 EcuBbi 2 B. bigemina 721 99.75% 100% OL583949

85 ) i . OL583934

% EcuBbo 2 B. hovis 684 100% 98% OL533935

Quito 310 OL583946
(province of 300 N o o OL583945
Pinchincha) 214 EcuBbo 4 B. bhovis 678 99.73% 98% OL583947
315 OL583948

260 EcuBbi 3 B. bigemina 701 98.98% 99% OL583951

Legend: The total score is the sum of alignment scotes of all segments from the same database sequence that match the query sequence
(calculated over all segments), the percent identity is a number that describes how similar the query sequence is to the target sequence, and
the query cover is a number that describes how much of the query sequence is covered by the target sequence (taken from the National
Center for Biotechnology Information, NCBI).

3. Discussion

In South America, R. microplus is widely distributed in the Mesoamerican corridor
towards Venezuela and Colombia, and in southern Brazil and Argentina [23]. In BEcuador,
data on tick ecology and distribution information are scarce [24]. The present study would
be the first finding of Babesia spp. and R. microplis in a high altitude area, although the
farm in Quito is not a preferred area for the tick due to its climatological and altitudinal
characteristics [25]. Possibly, in this zone, the environmental temperature influences the
adaptation process of the tick where the development phase can be extended (120 days)
at temperatures of 18 °C [25]. Due to climate change in recent years, the abundance
and distribution of ticks is increasing to new areas [26,27]. In India, ticks on domestic
animals are absent at altitudes above 1900 m.a.s.l. However, in closer countries, such as
Colombia, Amblyomma cajennense is recorded at a maximum altitude of 1771 m.a.s.l. [28].
For Ixodes spp., there are records of up to 2410 m.a.s.l. in Venezuela [29].

However, climate change alone should not be a determining factor in tick distribution.
Other factors such as land use change [30], as well as the mobility of cattle, can also play
an important role in the introduction of ticks to new areas and therefore the introduction of
diseases such as Babesia spp. [26]. In the city of Quito, cattle arrive from various regions of
the country to be butchered in slaughter centers, many of them are carriers of ectoparasites.
This mobility without any control can introduce ticks to the pastures occasionally, which
would be causing an enzootic instability for hemoparasites [25].

80



Chapitre 3

Section expérimentale — Etude 3

Pathogens 2021, 10, 1593

7of 13

Previous studies in Ecuador demonstrated the presence of Babesin spp. in ticks,
but not in cattle [16,18]. Our study shows for the first time B. bovis and B. bigemina in
two geographical areas El Carmen and Quito, with a prevalence of 18.93% and 20.28%,
respectively for Babesia spp. In both regions, B. bovis is more prevalent than B. bigeming.
This is similar to those found in Brazil where a prevalence of 16% for B. bigemina and
29% for B. bovis was reported in cattle [8], but differs {rom that found in Colombia where
a prevalence of 24.2% for B. bigemina and 14.4% for B. bovis was recorded [7]. Usually,
tick infection rates are lower for B. bovis than for B. bigemina [2], which may allow tick
survival and therefore favor transmission [31]. Moreover, B. bovis has a strong ability to
survive against host immune pressure [32] and therefore, in the two study areas, B. bovis
is more predominant. B. bovis and B. bigemina species can persist for several months and
years with a low level of parasitemia in the host, which allows the long-term maintenance
of the parasite in the environment and therefore the presence of persistently infected
asymptomatic animals [31]. At the level of the bovine population, this condition originates
a state called enzootic equilibrium, where no sick animals are observed [2], which is
possibly what happened in the area of El Carmen. In the case of Quito, where clinically
sick animals were observed, it is likely that there was a recent introduction of the parasite
in the area, together with the presence of R. microplus, which resulted in the appearance
of the outbreak, showing that this area is not in enzootic equilibrium. This imbalance in
the host—parasite relationship would lead us to think that the presence of Babesiosis is
relatively new in the area.

In South America, most of the outbreaks have been associated with B. bowis [4], which
is consistent with what was found in the province of Pichincha, where symptomatic animals
positive for B. bovis were found; this may be due to a delayed, inadequate, and insufficient
immune response by the host [31], and to the pathogenicity of the parasite [4].

The age of cattle is correlated with the clinical stages of Babesiosis [2,5,31], so that
young animals between 3 and 9 months are more resistant than adult animals [2]; in the
Pichincha area the animals with symptomatology were older than 15 months of age. On
the other hand, 42.18% of the asymptomatic animals in the El Carmen area belonged to the
10 to 18 months age group, and 28.57% were in the 0 to 9 months age group. Because, in El
Carmen, the young animals are the ones that are mostly infected, these animals acquire
early immunity, developing what is known as concomitant immunity [5,7] and for this
reason, clinical cases are rare. In Quito, 30% belonged to the age group of 19 to 36 months
that were positive for Babesia spp. These animals were of reproductive age and were
inseminated for the first time. In Brazilian buffaloes, pregnant females had the highest
infection rate, which was associated with hormonal and immunological changes [33]. The
PCV analysis in all PCR positive animals in Quito was normal, excluding one with clinical
finding. This is in agreement with what was found in Colombia, where the prevalence of
B. bigeming and B. bovis was higher in animals with normal PCV values [34]. The breeds
Bos taurus are associated with the presence of Babesiosis [2,31,35]. In the area of Manabi, the
animals sampled were Bos taurus and Bos indicus crossbreeds, and in the area of Pichincha,
they were Bos taurus, so that crossbreeding with Bos taurus in the study areas increases the
probability of being infected by the R. microplis and therefore, of acquiring Babesiosis [2].

The phylogenetic analysis of B. bovis and B. bigerina in the two zones of Ecuador was
grouped with sequences from other countries of South America, North America, Asia,
Africa, and Oceania; this grouping has also been evidenced in isolates from the Brazilian
Pantanal [35]. This suggests that most of the sequences found are not exclusive to Ecuador.
This analysis also revealed four isolates of B. bovis: three isolates (EcuBbo 1, EcuBbo 2
and FEcuBbo 3) in the area of El Carmen and two isolates (EcuBbo 2 and EcuBbo 4) in
the area of Quito, showing that EcuBbo 2 is present in hoth areas, indicating that the
parasites were transferred from the Ecuadorian coast to the temperate zone of the Sierra
(i-e., Quito), possibly due to the mobility of animals. On the other hand, for B. bigemina
in Bl Carmen, two isolates were determined (EcuBbi 1 and EcuBbi 2) and in the Quito
area, only one isolate EcuBbi 3 was identified, none of which was similar between the
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two zones. Thirty percent of the genetic diversity of Babesia spp. is associated with genetic
differences between isolates in different geographic regions [36], but this diversity could
also be associated with other factors such as the introduction of strains from different
geographic locations, diversity of biological and mechanical vectors [7].

When observing the phylogenetic study carried out from the sequences downloaded
from BLAST and comparing them to the 19 samples analyzed in this work, two large clades
are observed, in the upper branches are the B. bovis and in the lower B. bigeming. Of the
19 samples evaluated in this study, we identified 7 different genotypes called EcuBbol to
EcuBbe4 for those similar to B. bovis and EcuBbil to EcuBbi3 for those similar to B. bigemina.

For B. bigemina, the three genotypes are slightly different from each other and, in turn,
similar to other genotypes described in Latin America and the world; for example, EcuBbil
migrates very close to isolates from Puerto Rico, Virgin Island, Uruguay, etc. However,
EcuBbi3 is similar to isolates from Cuba, Bolivia, and Argentina, but is closer to an isolate
from India (see Figure 1).

On the other hand, when considering the genotypes similar to B. bovis identified
as EcuBbo in this work, it can be highlighted that the similarity between them is much
lower, finding that under the HEcuBbol genotype, there are eight specimens identical to
each other and all of them are from Carmen and equally similar to a Brazilian isolate.
Four individuals conformed to the genotype identified as EcuBbo2 and all of them came
from Quito (2469 m.a.s.1). The EcuBbo3 isolate forms a unique genogroup that together
with the two previous groups constitutes a single clade where sequences from Brazil, USA,
and Turkey are found.

Very curiously, the EcuBbo4 group is constituted by three individuals, one comes from
Carmen and the other two from Quito. This demonstrates the genetic closeness of both
isolates, making clear the probability that the outbreak occurred in the bovines of Quito
had its origin in babesiosis from the coastal region, in Ecuador itself.

4. Materials and Methods
4.1. Study 1—Area of the Province of Manabi

Between March—April 2016, this study aimed to study bovine babesiosis in the parish
of San Pedro de Suma the canton of El Carmen in the province of Manabi, in the coastal
region of Ecuador, because this area concentrates 21.95% of the national bovine produc-
tion [37] (Figure 2). The area belongs to the ecosystem: seasonal lowland evergreen forest
of the Equatorial Choco; with altitudes from 0 to 300 m.a.s.1,, it has an infratropical thermo-
type and a humid bioclimate [15], with average temperatures of 27.2 °C (min 20.2 *“C-max
34.4 °C), and average relative humidity of 79% (min 40%-max 92%) [38].

We collected blood samples from cattle (n = 264) on twenty farms (1 = 20). Zootechnical
information such as age and sex were collected from each animal. Age was distributed in
four groups: 0 to 9 months, 10 to 18 months, 19 to 36 months, and older than 48 months.

For the sampling design, a database of the farms (# = 100) existing in the parish
of San Pedro de Suma from El Carmen, was obtained by interviewing the President of
the Producers” Association. Depending on the number of existing cattle, the farms were
categorized into: small (less than 20 cattle), medium (21 to 70 cattle), or large (more than
70 cattle). The sampled cattle came from small (n = 10), medium (n = 6), and large (1 =4)
farms, which were randomly selected from the database. The blood samples were obtained
from a random sampling in a percentage depending on the category of the farm: small
(minimum 50% of bovines), medium (minimum 25%), and large (minimum 13%}, without
the existence of exclusion variables.
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Figure 2. Location of the provinces of Manabf and Pichincha in Ecuador.

4.2. Study 2—Avea of the Province of Pinchincha

In May 2020, an outbreak of Babesiosis was reported in cattle on a farm in the parish
of Conocoto (Canton Quito), 18 km from Quito, in the province of Pichincha in the Sierra
Region (Figure 2). The area belongs to the evergreen montane shrubland ecosystem of
the northern Andes. It corresponds to the Montane bioclimatic floor, with altitudes of
2000-3000 m.a.s.], and a mesotropical thermotype; with a bioclimate as humid with an
average relative humidity of 74% (min 27%-max 94%) [15] (Ecosystem Classification
Systems of Continental Ecuador, 2013) and characterized by temperatures min 14 °C-max
21 °C [39]. The altitude of the farm is 2469 m.a.s.1.

We collected blood samples from cattle (1 = 143) of this outbreak, and zootechnical
information such as age and sex were collected; furthermore, clinical parameters as PCV
(packed cell volume) and rectal temperature were recorded in order to identify another
possible sick animal.

4.3. Collection and Analysis of Blood Samples

In the two study areas, blood samples in tubes without (VANTUBO®) and with
anticoagulant (EDTA-K2 0.75 mm x 25 mm VACUTECH®) were collected from each
animal by puncture of the coccygeal vein.

4.4. Packed Cell Volume Determination

The packed cell volume value (<24% is related to anemia) [40] was determined from
each blood sample (EDTA tube); for this, a fraction of blood was transferred to a capillary
with heparin (TECNAN®) and centrifuged (TG12M Madell Techinology Corporation,
Riverside, CA, USA) at 10,000 rpm for 5 min and its reading was performed according to
the usual procedures [40].

4.5. DNA Extraction

DNA extraction from blood was performed following the protocol described by Tana-
Hernandez et al., (2017) [41]. It was quantified by UV spectrophotometry in NanoDrop
2000 equipment (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), obtaining an average
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concentration of 114.7 ng/mL, and DNA integrity was verified by electrophoresis in a
0.8% agarose gel.

4.6. RELP-PCR for the Detection of the 18s Fragment for Babesia spp.

For the detection of Babesia, a conventional PCR was performed using as specific
primers: PIRO A (5'-AATACCCAATCCTGACACACAGGG-3') and PIRO B (5-TTAAATACA
CGAATGCCCCCCCAAC-3), which partially amplify the 18s rRNA gene of Babesia spp. [42];
subsequently, the amplicons were cut with restriction enzymes, following the protocol
described by Figueroa (2014) [43], sing Hpall (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) to
identify B. bovis and BoxI (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) for B. bigemina, according
to the conditions of the commercial house.

PCR products from positive samples were purified using the Wizard® SV Gel and
Clean-Up System (Promega, Wisconsin, Madison, W1, USA), and sent for sequencing to
MACROGEN (Seoul, Korea).

4.7. Analysis of the Sequence Obfained

In order to obtain the sequences to carry out the present work, one sample for each
farm (n = 20) (the most prominent amplicon on each farm) was sent three times to sequence,
of which we only worked with those sequenced with higher quality indices of more than
90%. In the case of the Pichincha farm (outbreak), 17 samples were sequenced; all of them
exceeded the required quality index.

These sequences were assembled using the Clustal W and BioEdit programs to obtain
a consensus sequence for each of the samples. The consensus sequences were up-loaded
to GenBank (Accession numbers: O1.583933, 01.583934, 01.583935, O1.583936, O1.583937,
OL583938, 01583939, OL583940, 01583941, OL583942, OL583943, OL583944, 01583945,
OL583946, OL583947, OL583948, OL583949, OL583950, OL583951). Subsequently, the
similarity and homology of the consensus sequences were evaluated with the database of
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) using the Basic Local Aligment
Search Tool (BLAST). Evolutionary analyses were performed in MEGA X [44], using the
maximum likelihood method and Tamura’s 3-parameter model [23]. For this analysis,
34 partial 18s rRNA sequences of B. bovis and B. bigemina from Genbank and one sequence
of Plasmodium falciparum as an outgroup were used.

4.8. Statistical Analysis

Age and sex were the only two variables studied, and the significance of the difference
in the distribution of the results was analyzed by the Fisher’s Exact test, due to the low
number of observations.

The PCV and the breed of the bovines were not analyzed as a possible explanatory
factor, because in study 1 (El Carmen), complete information on these variables was not
obtained, whereas in study 2 (Quito), complete information on these variables was obtained
and the cattle had crosses with the Holstein, Brown Swiss, and Jersey breeds.

5. Conclusions

There is little information on the abundance and distribution of R. microplus in Ecuador.
The presence of bovine Babesiosis in the area of Quito suggests that this tick can reach
increasingly higher altitudes; this may be due to climatic factors, but also to the mobility of
animals carrying ticks without any restriction or control.

This study evidenced for the first time the presence of Babesia spp. in the area of El
Carmen located in the coastal region and in the area of Quito located in the highlands
region. In addition, we found two circulating species B. bovis and B. bigemina in cattle.
Babesisn bovis was the most predominant in both study zones; this species is associated with
the outbreak reported in the Quito farm where symptomatic animals were found.

The sex of the cattle in both the El Carmen and Quito areas was not an explanatory
factor. Age was an explanatory factor associated with the presence of Babesiosis in cattle in
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Quito, in which symptomatology was evidenced. It is possible that Babesiosis is entering
the area, while in El Carmen, it is likely that this parasite is in enzootic equilibrium.

This would be the first molecular characterization of B. bovis and B. bigemina in cattle in
two geographic zones of Ecuador, finding similarities in both zones, which would indicate
that the hemotropics of the Quito zone come from the coastal region, possibly introduced
due to animal mobility.
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Préambule

Bien que T. theileri soit traditionnellement considéré comme un parasite faiblement pathogene
chez le bétail, des recherches récentes indiquent qu'il pourrait étre lié a des maladies subcliniques ou
affecter des animaux dont le systéme immunitaire est affaibli. De plus, T. theileri peut coexister avec
d’autres agents pathogénes, ce qui pourrait compliquer le diagnostic et la gestion de diverses maladies.
Cette thése aborde I'étude de ce parasite en raison de l'importance de surveiller les infections
parasitaires, méme celles considérées comme inoffensives. Une connaissance plus approfondie de T.
theileri pourrait contribuer a améliorer les pratiques de gestion, de prévention et de contrdle dans les
élevages, et fournir des informations précieuses sur les mécanismes d'évasion immunitaire, utiles dans

les recherches futures sur les vaccins et les traitements.

Dans la présente étude, la stratégie choisie pour l'identification de T. theileri et d'autres agents
hémotropes en Equateur a été I'inspection dans des abattoirs, puisque ces installations recoivent des
animaux de plusieurs régions du pays. Deux abattoirs ont été choisis : I'un a Quito (région de la Sierra),
qui est le plus grand du pays, et l'autre a Santo Domingo de los Tsachilas (région cétiére) parce que

cette ville accueille la plus grande foire du bétail du pays.

Pour cette étude, des techniques moléculaires telles que la PCR de type CatL ont été utilisées
pour la détection de T. theileri et T. vivax, ainsi que la PCR msp5, la PCR RAP-1 et la PCR hyp et PCR
ESAG pour le diagnostic d'A. marginale, B. bovis et B. bigemina et T. evansi respectivement. Pour T.
theileri, une PCR nichée ciblant le gene 18S ITS a été utilisée. Les échantillons positifs pour T. theileri
ont été analysés a l'aide d'une PCR nichée basée sur la région de I'espace transcrit interne (ITS) ; ce

marqueur génétique a été utilisé pour distinguer les lignées et les phénotypes de T. theileri.

Au total, 34 des 218 échantillons, soit 15,6 %, étaient positifs pour T. theileri. Deux nouveaux
isolats équatoriaux de T. theileri, Thl (n=7/13) et Thil (n=6/13) ont été identifiés selon l'arbre
phylogénétique. La co-infection était évidente dans 31/34 échantillons avec d'autres agents
hémotropes: Anaplasma marginale, Babesia spp et T. vivax. Aucun échantillon n'était positif pour T.

evansi.
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Ingen

Trypanosoma theileri is a worldwide distributed haemoparasite that has been
reported throughout the American continent in various species, including bovines,
buffaloes and bats. In bovines, high incidence of T. theileri can be harmful
when associated with other infections or under stress situations. There is little
information on this hemoflagellate in Ecuador, which prompted the study and
molecular identification of the trypanosomes collected in two slaughtering
centers. Between February and April 2021, a total of 218 samples of bovine blood
were collected in abattoirs located in the Andean region of Quito (n = 83) and in
the coastal region, in Santo Domingo (n = 135). Quito public Slaughterhouse is
the biggest in Ecuador, and for that, they receive animals from all country; on the
other hand, Santo Domingo’s Slaughterhouse is a small one where mainly females
from the region are sacrificed and some males. The samples were evaluated using
two molecular tests, the PCR cathepsin L-like (Catl) specific for T. theileri and
for the positive samples, a Nested PCR that targets the ITS of the 18S gene.
The corresponding PCR products were sequenced, analyzed by BLAST/NCBI and
the sequences were used to build a concatenated phylogenetic tree, using the
MEGA XI software. Overall, 34 out of the 218 samples, (15.6%) were positive to
T. theileri by PCR CatL, resulting from 20/83 (24.1%) positives from the Quito
abattoir and 14/135 (10.4%) from the Santo Domingo slaughterhouse. These
prevalence rates were found to be significantly different (p = 0.006). According to
the phylogenetic tree based on the CatL and ITS concatenated sequences (n = 13),
the two novel Equatorial T. theileri isolates, Thl (n = 7) and Thll (n = 6) are closely
related and associated to the IC, IB and |IB genotypes, present in Brazil, Venezuela
and Colombia. Thirty-one out of the thirty-four T. theileri-positive bovines were
co-infected with other haemotropic pathogens, Anaplasma marginale Babesia spp
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and T. vivax. This coinfection could be responsible for additional pathologies
and harmful effects on the affected cattle. This study presents the molecular
identification and genotypification of T. theileri isolated from cattle in Ecuador
through the analysis of CAtL and {TS sequences, and the high frequency of
coinfection of this hemoflagellate with other blood haemotropic organisms.

bovine trypanosomosis, Trypanosoma theileri, lineage (Thi-Th-Il), cattle, Ecuador,
Anaplasma marginale, Babesia, Trypanosoma vivax

In Ecuador, livestock production represents an important
component of its economy with a 7.7% contribution to the Gross
Domestic Product (GDP), and an estimated bovine population
of 4.34 million that is distributed in four regions: 41.24% in the
Coast region, 46.11% in the Mountain range (Andes), 9.65% in the
Amazon and 0.43% in the Insular or Galapagos region (1). The
division of Ecuador in four natural regions, coastal, Andes, Amazon
(2) and Insular (Galapagos Islands) influences the distribution and
management of various bovine breeds, as well as disease prevalence
and disease risk factors (3).

Bovine trypanosomosis is a hemoparasitic disease distributed
throughout parts of the African and American continents. In
Latin-America, Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi and
Trypanosoma theileri are the main trypanosome species that affect
bovines (1). T. theileri is the least studied since it has been
considered a nonpathogenic parasite (5). However, some recent
studies show that T. fheileri is an opportunistic parasite that can
cause anemia, fever, swollen lymph nodes and lower hemoglobin
concentration (6, 7).

Trypanosoma theileri has classified within the
Megatrypanum subgenera. It is larger than T. evansi and T.

been

vivax, reaching a length between 69 to 109 um it. This parasite has
a free flagellum, with a well-developed undulating membrane and
its posterior part is conical (4). The sequencing and subsequent
transcriptome of T. theileri has revealed greater proximity to
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli, in the Stercoraria
clade, as compared to T. brucei and T. vivax, which belong to the
Salivarian clade. Like other trypanosomes, T. theileri persists in
the host for a long time due to an efficient evasion mechanism
that involves the synthesis of five diverse families of GPI-anchored
surface proteins with conserved N- and C-terminal and over
1,000 genes that encode surface proteins distinct from the Variable
Surface Glycoprotein (VSG) characteristic of the Salivarian
group (2).

T. theileri has a cosmopolitan distribution throughout the
world from Asia to America (5), infecting different species of the
Order Artiodactyl, especially cattle and buffaloes (9). In Colombia,
a northern neighbor country to Ecuador, the reported prevalence
values for T. thefleri appear to be higher in cattle (38.6 and 50.9%)
than in buffaloes (28.2%) (9, 10). Lower prevalence values have been
reported by Pacheco et al. (11), using a PCR based on Cathepsin
L-like gene (PCR-TthCATL) in Brazil, with prevalence values of
42.19% per farm and 12.19% per animal.

Frontiersin Veterinary Science 02

The transmission of T. theileri can occur cydically, mainly
by horseflies, where the infective form is found in the intestine.
This hemoflagellate like others within the Stercoraria group, is
transmitted to the vertebrate host through contamination of
wounds caused by horsefly bites (4, 10). Studies in Poland and
Germany showed that 33.68 and 39% of T. theileri infected
horseflies, respectively (12, 13). In Brazil, the reported prevalence
of T. thefler: in horseflies was 40 and 70% in two different
geographical areas. In Ecuador there are few studies concerning
tabanid fauna, however, in 2009 Cardenas et al. (14) revealed a high
density and species diversity for the country. In addition, iatrogenic
and mechanical transmission by Phiebofomus (10, 15) and Aedes
mosquitoes has also been reported (16).

The presence of trypanosomosis represents a limiting factor for
livestock productivity due to economic losses attributed mainly to
low milk production (17).

Despite this, there little
trypanosomosis in Ecuador, however, Coello Peralta et al
found 20% positive samples of Trypanosoma spp. in sheep blood

is information on bovine

smears (18). Other studies by Medina-Naranjo et al. found a
seroprevalence of 31.3% for Trypanosoma spp. using ELISA in the
province of Pastaza (Amazon region) (19). In 2020 the first report
of T. vivax was made in an outbreak in cattle in the Canton El
Carmen, in the Manab{ province, in the coastal region (20), and,
regarding T. theileri, this hemoflagellate was recently described in
the Ecuadorian Amazon region, with a prevalence of 11.4% (21).

Other homeotropic agents have also been reported in Ecuador;
A. marginale was first described in the Santo Domingo Province
after analysis by PCR of 151 blood samples, which resulted in a
high, 86.1% rate of rickettsia infection (22). In Zamora-Chinchipe
(South-Eastern Ecuador, close to Peru), a 63.8% prevalence
was reported, indicating the widespread distribution and genetic
variability of this bacterial pathogen in the country (21%) (23).

Even in the Galapagos [slands, this Rickettsia has been
described, with a prevalence higher than 90%, which indicates the
endemic nature of anaplasmosis in the islands (24). Regarding
bovine babesiosis, Chavez-Larrea et al. (25) determined the
presence of Babesia spp. by PCR in 18.94% (14.77% Babesia bovis
and 4.17% Babesia bigemina) of twenty farms around El Carmen
at 300 m.as.l. Curiously, in this study, they found a prevalence
of 20.28% (14.69% B. bovis and 5.59% B. bigemina) in Quito at
2469 m. a. s. 1, demonstrating the adaptation of the vectors at
higher altitudes (25).

The identification of the Trypanosoma species and its
relationship with other haemotropic that are present in Ecuador,

91



Chapitre 3

Section expérimentale — Etude 4

Chavez-Larrea et al.

their distribution and prevalence are important aspects to clarify
their epidemiology and to set the basis to implement timely and
adequate diagnostic protocels and treatments. Similar studies led
to the description of a novel trypanosome species, Trypanosoma
(Megatrypanum) trinaperronei n. sp. in the white-tailed deer in
Venezuela (26). For this reason, the present study focused, on the
molecular identification of T. theileri in cattle originating in two
slaughterhouses from the Pichincha and Santo Domingo de los
Tsachilas provinces and its relationship with other haemotropic.

2.1. Context of the study

To study the presence of Trypanosoma theileri in Ecuador,
blood specimens were collected in the Quito and Santo Domingo
slaughterhouses (Figure 1). Three interventions were done in the
Quito slaughterhouses between February and March 2020, while
four interventions were performed in the Santo Domingo abattoir
between March and April 2021.

The Quito slanghterhouse is located in the capital city of Quito,
in the Pichincha province, belonging to the Sierra (Andes) region,
at 2.850 m above sea level. The Santo Domingo slaughterhouse is in
the Santo Domingo de los Tsachilas province, 133 km from the city

1),

of Quito, at 655 m above sea level, in the Coastal zone (Figure

2.2. Sampling and conservation of bovine
blood samples

A total of 218 cattle were sampled, including two species: Bos
indicus and Bos taurus. In the slaughterhouses of Quito, n = 83, and
Santo Domingo, n = 135. Blood samples were collected in 10 mL
tubes with ED'TA from the jugular vein at the time of the sacrifice
of the animals. Depending on the number of animals slaughtered
in the Quito slanghterhouse (27), one out of 10 animals was
selected for each intervention. Given the low number of animals
slaughtered daily, one out of every two animals was sampled for
each intervention in the Santo Domingo slaughterhouse.

The Quito slaughterhouse is one of the largest in Ecuador,
where many male and female animals are slaughtered. On the other
hand, the Santo Domingo slaughterhouse is small, where mainly
females from surrounding areas are killed. The males in the area
are transferred to the slaughterhouse in Quito or another private.

Samples were temporarily stored at room temperature while
transferred to the laboratory and stored at—20°C at the
Animal Biotechnology Laboratory of the Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE and assigned identification numbers with
information on sex and breed.

2.3 Packed cell volume and hematocrit
concentration technique

The PCV value of the blood samples was determined using
capillary tubes with heparin (TECNAN, Navarra, Spain). The
tubes were centrifuged (TG12M Madell Technology Corporation,
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Riverside, California, USA) at 12.000 rpm for 5min. To evidence
the parasite in the blood, within the first 4h of sample
collection, the heparinized capillary tubes were observed under a
microscope (KRUSS, Hamburg, Germany) according to the HCT
technique (28).

2.4. DNA extraction

Deoxyribonucleic Acid (DNA) extraction from blood samples
was performed using the Genejet Whole Blood Genomic DNA
Purification Mini Kit (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
U.S.). The DNA integrity was verified on a 0.8% agarose gel and
DNA concentration was quantified by UV spectrophotometry,
using the NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

2.5. Molecular diagnosis

Several primer sets were used to diagnose haemotropic

pathogens (Table 1) and all PCR reactions were carried out in
25 pl reaction volumes, using the Proflex Thermal Cycler (Life
Technologies, Carlsbad, California, U.S.A). The positive controls
for T. theileri were the samples that tested positive for HCT. On
the other hand, for Babesia, T. vivax, and A. margianle, previously

prepared plasmids were used (29-31).

2.6. Detection of T. theileri

A specific catalytic domain of cathepsin L-like (CATL-like)
PCR, that amplified a partial sequence of the CATL gene (29),
was performed to detect the presence of T. theileri, using between
100 and 150 ng of DNA, as modified by Yokoyama et al. (36).
Samples that were positive for the CATI-like PCR were analyzed
with a Nested PCR based on the internal transcribed spacers (ITS)
region, as described by Cox et al. (31), except for the temperature
of annealing which was increased 59°C to improve specificity. This
genetic marker was used to distinguish the T. theileri lineages and
phenotypes. The first-round reaction mixture for the nested PCR
contained 100-150 ng of DNA and the external primers ITS1 and
ITS2, while the second round used 1 pL of the PCR product from
the first reaction and the ITS3 and ITS4 internal primers (Table 1).

2.7. Detection of coinfection with other
haemotropic agents

All positive samples for the CATLlike PCR were further
analyzed with different PCR assays to determine coinfection. For
T. vivax, a specific CATL-like PCR was performed (20, 30), for T.
evansi, the ESAG primer set was used (32), for A, marginale the
msp5 PCR was utilized (22, 33), while B. bovis and B. bigemina were
diagnosed by RAP-1 PCR and HYP PCR, respectively (34, 35).
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FIGURE 1

Location of the slaughterhouses of Quito and Santo Domingo and Provincia de Orellana in Ecuador.

TABLE 1 List of primers used for molecular analysis by PCR for the di

ion of | ites in cattle.

Haemoparasites Target gene Primer Oligonucleotide sequence (5'-3') Reference

T. theileri CATL TthCATL1 CGTCTCTGGCTCCGGTCAAAC (29)
DTO155 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA (30)

ITS ITS1 GAT TAC GTC CCT GCC ATT TG [€))

ITS2 TTG TTC GCT ATC GGT CTT CC
ITS3 GGA AGC AAA AGT CGT AAC AAG G
1TS4 TGT TTT CTT TTC CTC CGC TG

T. vivax CATL TviCatL1 GCCATCGCCAAGTACCTCGCCGA (30)
DTO155 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA

T. evansi ESAG ESAG6 ACATTCCAGCAGGAGTTGGAG (32)
ESAG7 CACGTGAATCCTCAATTTTGT

A. marginale msp5 19A GTGTTCCTGGGGTACTCCTA 22,33)
19B TGATCTGGTCAGCCCCAGCT

B. bovis RAP-1 BoF CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA (34)
BoR CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA

B. bigemina HYP BilA CATCTAATTTCTCTCCATACCCCTCC (35)
BilB CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAG

2.8. Phylogenetic analysis

Positive PCR products for CATL-like PCR specific for T. theileri
and positive PCR products for ITSs Nested PCR, were sequenced
in (Macrogen, Seoul, Korea), using the Sanger technique. The
consensus sequences were deposited in GenBank (Accession

Frontiersin Veterinary Science

numbers for CATL-like: OQ304106, 0Q304107, 0OQ304108,

0Q304109, 0Q304110, 0OQ304111,
0Q304114, 0Q304115, 0Q304116, OQ304117, OQ304118 and
Accession numbers for ITS: 0Q341204, 0Q341205, 0Q341206,
0Q341207, 0Q341208, 0Q341209, 0Q341210, 0OQ341211,
0Q341212, 0Q341213, 0Q341214, 0Q341215, 0Q3412166).

0Q304112, 0OQ304113,

frontiersin.org
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The similarity of the consensus sequences obtained for both
the CATL-like and the ITS were analyzed with the BLAST tool
(Basic Local Alignment Search Tool the National Center for
Biotechnology Information). Phylogenetic relationships were
based on the sequences obtained in this study and on previously
described sequences available in the GenBank database (9, 30, 37).
The construction of a Maximum Likelihood tree, Tamura-Nei
model (38) was carried out using the MEGAXI program.

2.9. Epidemioclogical and statistical analysis

A Microsoft Excel sheet was used to organize, clean, and
validate the laboratory results. Significant differences in the
distribution of T. theileri lineages and biotypes between the two
abattoirs, between individuals of different sex and animal breeds,
were analyzed by the Fisher’s exact test, a statistical test used
to determine nonrandom associations between a small group
of observations. Bovine origin was excluded in the analysis of
the Santo Domingo abattoir, since that information was not
considered reliable.

Out of the 218 analyzed samples, 38.1% were collected in
the Quito slaughterhouse, while the remaining 62% were from
the Santo Domingo slaughterhouse. Regarding the origin of the
animals, we relied only on the information collected in the Quito
slaughterhouse, where 11/83 (13.3%) of the animals originated
in the Santo Domingo Province, 13/83 (15.7%) in the Orellana
province, and 59/83 (71.1%) with unknown provenance. The
results of the diagnostic tests regarding the sex variable, were
only analyzed for the Quito slaughterhouse, where the sampling
included similar percentages of males (44.6%) and females (55.4%).
By contrast, an unintentional bias was introduced in the sampling
of slaughter groups at the Santo Domingo abattoir, with a very low
percentage of males (3%), as compared to females (97%).

From the 218 total bovine samples, 13 (6.0%) were positive
with Trypanosoma spp. by the HCT technique, corresponding to
a significant difference (p < 0.05) in the prevalence (14.5%) in
the Quito abattoit, as compared to the prevalence (0.74%) in the
Santo Domingo slaughterhouse. The average values of the packed
cell volume (PCV) for the tested animals and those positive to T.
theileri were 37.7 and 38.42%, with standard deviations of 10.0 and
7.6%, respectively.

The CATL-like PCR test identified 34 samples positive to T.
theileri (15.6%), 20 (24.1%) originating in the Quito abattoir and 14
(10.4%) in the Santo Domingo slaughterhouse, with a significant
difference between these locations (p = 0.006). Among the 20
samples that were positive by CATL-like PCR in the Quito abattoir,
there were 10 males (27.0%) and 10 females (21.7%), which resulted
in no significant difference in the sex variable (p = 0.05). In the
Quito abattoir, no statistically significant differences were found
among the bovines positive to T. theileri and the two species that
were examined, Bos indicus and Bos taurus.

The use of the CATL-like PCR showed that 7 of the 13 HCT-

positive bovines, corresponded to T. theileri infections and 5 to T.
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vivax infections. Through the use of molecular tests, the prevalence
of five haemotropic agents was obtained: T. theileri (15.6%), T.
vivax (7.3%), A. marginale (60.1%), B. bovis (3.2%) and B. bigemina
(2.3%). No animals were positive to T. evansi, using the ESAG
PCR. Ta
the various haemopathogens that were analyzed, regarding the two

= 2 presents distribution details of the positive cases of

abattoirs, sex and species of the sampled individuals.

All the T. theileri positive bovines (n = 20) in the Quito
slaughterhouse were coinfected, 15 (18.1%) with A. marginale and
5 (6.0%) with T. vivax and A. marginale. With regard to the
Santo Domingo slaughterhouse 11 of the 14 bovine samples that
were positive to T. theileri showed coinfection; 6 (4.4%) with A.
marginale, 2 (1.5%) with T. vivax and 3 (2.2%) with T. vivax and
A. marginale (Table 3).

The phylogenetic tree constructed from the 13 best quality
sequences (Figure 2) of the CATL-like and ITS PCR amplicons (s
= 24), showed that the T. theieri isolates cluster within the ThI (a
= 7) and ThII (n = 6) lineages. In the Quito slaughterhouse, two
samples belong to the IB genotype and three to the IC genotype,
within the Tthl lineage, while five samples belonged to the IIB
genotype in the Tthil lineage. On the other hand, in the Santo
Domingo slaughterhouse, two samples aligned with genotype IC of
the Tthl lineage, and one sample with the IIB genotype of the Tthil
lineage. The phylogeographic tree (I
the isolates, from Quito (n = 5) and Santo Domingo (n = 2),

- 2) showed that seven of

clustered within the Brazil clades; while the 6 remaining isolates,
from Quito (n = 5) and Santo Domingo (#n = 1), clustered with the
Venezuelan and Colombia clades.

Out of the 13 samples that were analyzed for lineages
and genotypes, 12 showed coinfection with T. vivax and/or A.
marginale. Further details of the lineages-biotypes and coinfection
with T. vivax, A. marginale, B. bovis and B. bigemina are presented

in Table 3.
As for the origin of the animals from the Quito slaughterhouse,
it was possible to determine that TthI-IB (s = 2) and TthI-IC (n =
2) originated from the province of Santo Domingo de los Tsachilas,
while the animals with the genotype TthII-IIB (n = 5) originated
from the province of Orellana.

A

=

This study evidenced the presence of T. theileri in bovines from
two slaughterhouses in Ecuador, using a molecular test (CATL-like
PCR). Significant prevalence values of 24.1 and 10.4% for T. theileri
were determined for the Quito and the Santo Domingo abattoirs,
located in the Andean and Coastal regions, respectively.

Prevalence values for T. theileri in South America are high,
suggesting that this parasite is widely distributed in the cattle
production systems in this region. The global prevalence values
(15.6%) determined in the present study is congruent with reports
from some farms in neighboring countries, including 5.0 and 30.4%
in Venezuela and Brazl, respectively (39), 8.1% in Brazil (11), and
38.6 to 50.3% in Colombia (6, 9). The high prevalence values for
T. theileri in other countries have been related to environmental
conditions, host, and parasite factors (9). This report of the
presence of T. theileriin cattle in Ecuador highlights the importance
of these neglected diseases and the need to focus more attention and

o5
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TABLE 2 Distribution of positive cases for T. theileri and other

in the

houses of Quito and Santo Domingo.

Parameter Total number Positive HCT Positive T. theileri  Positive T, vivax  Positive A marginale  Positive B. bovis Positive B, bigemina
of animals (%)
PCR CATL -like PCR CATL -like PCR Msp5 PCR RAP-1 PCR HYP
No 95%(IC) N° 95%(IC) N 95 % (IC) 95 % (IC) N 95 % (IC) 95 % (IC)
Quito 83(38.1) 12 145 20 4.1 11 13.3(6-20.6) 61 735(64.0-83) 1 4.8(0.2-9.4) 3 3.6(0.8-10.2)
(6.9-22.0 (154-347)
Sex
Male 37(44.6) 5 135(25-245 10 2790 5 135(25-245) | A 649 0 0.0 0 20
(12.7-41.3) (49.5-80.3)
Female 46(55.4) 7 152{48-256) 10 | 21.7(98-337) 6 1303329 37 804 4 8.7{0.6-168) 3 65(1.4-17.9)
(69.0-91.9)
Species
Bt+Bi 21(253) 2 9.5(1.2-304) s 238 1 4.8(0.1-238) 15 714 1 43(0.1-238) 0 00
(5.6-42.03) (52.1-90.8)
Bt 52(62.7) 8 154(56-252) 13 25.00 9 17.3(7.0-276) | 37 712 3 58(1.2-160) 3 58(1.2-16.0)
(13.2-36.7) (58.8-83.5)
Bi 10012.1) 2 200{25-55.6) 2| 200(25-556) 1 10{0.3-44.5) 9 % 0 00 0 0.0
(714-100.0)
Santo Domingo 135(61.9) 1 0.7(0.02-4.1) 14 104 5 3.7(0.5-6.8) 7 519 3 2.2(0.5-6.4) 2 15(0.2-5.2)
(5.8-16.8) (43.4-60.3)
i
I Sex
Male 131(97.1) 1 0.8 (0.02-4.2) 13 9.9(48-15.0) 4 3.1(0.1-6.0) 66 504 3 2.3(0.5-6.5) 2 1.5(02-54)
(41.9-58.9)
Female 4(3.0) 0 0.0 1 25(0.6-80.6) 1 25{(0.6-80.6) 4 100 0 0.0 0 00
Species
Bt+Bi 68(50.4) 0 0.0 6 8.8(21-15.6) 2 29(04-102) | 34 50(381-619) 3 4.4(0.9-12.4) 2 2.9(0.4-10.2)
Bt 52(38.52) 0 0.0 6 11.5(2.9-202) 2 39{05-132) | 30 577 0 0.0 0 0.0
(44.3-71.1) |
Bi 15¢11.1) 1 6.7 (0.2-32.0) 2 13.3(1.7-40.5) ' & 6.7 (0.2-32.0) 6 40(15.2-64.8) 0 0.0 0 00
TOTAL 218 13 6(3.2-10.0) M 15.6 16 | 7.3(39-10.8) 131 60.1 7 3.2(0.9-5.6) 5 23(0.3-4.3)
(1L1-21.11) (53.6-66.6)

B, Bos Taurus; Bi, Bos indicus; IC, confidence interval, The bold values indicate the total numbers of each slaughterhouse and the totals of the sampling,
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TABLE 3 Details of T. theileri coinfections with other haemopathogens in the slaughterhouses of Quito and Santo Domingo.

Slaughterhouse T. theileri (PCR T vivax (PCR A marginale B. bovis B. bigemina Total N°
: CATL Like) CATL Like) PCR msp5 PCR RAP-1 PCR HYP (%6)

Quite ‘
- - A5
- + . 32 (38.6) \
} + + 1(1.2) \
- + + - 1(1.2) \
. + + + 204
# +® + 1(12) ‘
. - " - 5(6.0) ‘
i + - 15 (18.1)
% + + - 5(6.0)

Santo Dominge ‘
= . 59 (43.7)
- + + 1(0.7)
- + = 59 (43.7) ‘
- + + 107
. + + + 1(0.7)
+ < 32 ‘
+ # - 6 (4.4) ‘
+ g B 18
+ + + 2 322 ‘

+ Positive and — Negative.

resources on haemopathogen agents that affect the cattle industry
in this country and region.

Prevalence values obtained from the two slaughterhouses,
in Quito and Santo Domingo, evidenced the presence of
several haemopathogens, including in decreasing order:
A, marginale (60.1%, the most predominant), T. theileri
(15.6%), T. vivax (7.3%), Babesia bovis (3.2%), B. bigemina
(2.3%) and T. evansi (0 %). Our study did not evidence
Ii
slaughterhouses. These wvalues are compatible with previous
studies in Ecuadoy 31.0% for Trypanosoma spp and 65.5%
for A. marginale in the Pastaza province (19) and 86.1% in

evanst in any of the bovine samples from the two

the Santo Domingo de los Tsachilas province (22), 18.94 and
20.28% for Babesia spp in the Pichincha and Manabi provinces,
respectively (25).

The implementation of molecular diagnostic tests such as the
CATL-like PCR for T. theileri and T. vivax and msp5 PCR for A.
marginale showed mixed infections of T. theileri with A. marginale,
as well as T. theileri, T. vivax and A. marginale in the Quito
(n = 20) and Santo Domingo (1 = 14) abattoirs. Coinfections
with other haemotropics have been reported in Colombia, where
53.9% of the bovines present mixed infections and 26.7% presented
coinfections of T. theileri with A. marginale (). In another study,
83.3% of the bovines positive to T. theileri showed coinfection
with other haemopathogens (36). All the animals infected with the
genotyped T. theileri carried mixed infections, which reinforces
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the hypothesis that we are in the presence of an opportunistic
parasite (9).

Although this study did not present a clinical assessment of the
animals in the abattoirs, PCV analysis showed normal levels, above
24%, in all the bovine specimens, including those in the animals
positive to T. theileri. This is in agreement with previous reports
that show that bovines infected with T. theileri do not suffer from
anemia and have normal levels of erythrocytes (40, 41). However, in
spite of this, T" theileri can be considered a potentially pathogenic
parasite, in association with other haemopathogens, as evidenced
in a livestock area in Colombia, where T. theileri infection was
higher in bovines with signs of anemia (9). Furthermore, T. theileri
infections may result in chronic and mild clinical signs, with low
and persistent parasitemias (2), as could be the case for the bovines
that were included in this study, whose hematocrit levels were
above 24%. These different pieces of evidence highlight the need
to further investigate the possible link between of coinfection with
T. theileri and other haemopathogens and dinical disease.

The prevalence of T. theileri based on the HCT (14.5 %) and
PCR CATL-like (24.1%) tests was higher in the Quito abattoir as
compared to the Santo Domingo slaughterhouse, with 0.7 and
10.4% prevalence values, respectively. The bovines positive to T.
theileri (20/83), in the Quito abattoir originated in the Santo
Domingo province in the Coastal region and in the Orellana
province in the Amazon region. The difference in the distribution
of the positive results of HCT suggests that bovine trypanosomosis
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Genotype  Lineage

a0 Venezuela Buffalo HQB64737 | HQB64T15
Colombia Buffalo MF142336 | MF142313 lA
Brazil Buffalo GU209381 | HQ664808
100 Brazil Cattle HQ864739 | AY773698
50 - Brazil Cattle GU299398 | AY773707 I B

* Ecuador Cattle 0Q304110 | 00341208
* Ecuador Cattle 0Q304109 | 0Q341207
. 74 * Ecuador Cattle 0Q304107 | 0Q341205 Tthl
* Ecuador Cattle 0Q304106 | 0Q341204
* Ecuador Cattle 0Q304118 | 0Q341216
Brazil Catlle GU299405 | AYT73704 IC
Brazil Cattle GU299401 | AY773705
* Ecuador Cattle 0Q304111 | 00341209
* Ecuador Cattle 0Q304108 | 0Q341206
68 Brazil Cattle GU299354 | GQ176146
Brazil Cattle GU299351 | GQ176147 1A
Brazil Catlle GU299347 | GQ176148
. Colombia Cattie MF142326 | MF142303
Colombia Cattie MF 142324 | MF142301
Venezuela Cattle HQ864744 | HQ864830
Brazil Cattle HQ864740 | HQ864723
Brazil Catlle GU299371 | AYT73711
Venszusla Catie HQB54743 | HQB64729 1B
Colombia Cattle MF142344 | MF142321 Tthil
Colombia Caltie MF142325 | MF142302
100 * Ecuador Cattle 0Q304113 | 00341211
* Ecuador Cattle 0Q304115 | 00341213
* Ecuador Cattle 0Q304112 | 0Q341210
* Ecuador Cattle 0Q304117 | 0Q341215
* Ecuador Cattle 0Q304116 | 00341214
* Ecuador Cattle 0Q304114 | 00341212

89

FIGURE 2

Germany Deer GU288417 | AY773714
100 Germany Deer GU289416 | AYT73714 -
Trypanosoma vivax EUT53789 | DQ316047

Maximum Parsimony Phylogram built with concatenated sequences of CatlL gene and ITS region of Trypanosoma theileri, Lineages: Tthl and Tthl
Genotypes: |A, 1A, IB, IIB, IC, IC. The DNAs obtained from cattle of two slaughterhouses in Ecuador in bold

lic

in the Coastal region is endemic, unlike the Amazon region where
disease outbreaks can occur. This proposal is reinforced by the
recent finding of a large percentage of Trypanosoma spp. positive
farms (8/32) in the Amazon region, using the HCT (Chévez- Larrea
et al. data not published). This could be related with the great
diversity of animal reservoirs, both livestock and/or wildlife in the
Amazon region.

Statistical analysis of the T. theileri positive animals from the
Quito slaughterhouse showed no significant differences concerning
bovine species, nonetheless significant differences were observed
in relationship to sex, with a higher prevalence in males. Even
though creole cattle breeds could be a risk factor associated with
the presence of Trypanosoma spp., as suggested by Jaimes-Duefiez
et al. (412) in Colombia studying creole races, additional research is
needed to clarify the role of other risk factors, including sex and
host species.

T. theileri has been reported in various animal species including
bovines, buffaloes (Asia, South America), antelopes (Africa) (4),
horse in Malaysia (43) and bats (44), with several lineages and
genotypes. The implementation of molecular diagnostic techniques
using CatL and ITS fragments, followed by DNA sequencing and
analysis have been previously used to analyze T. theileri genotypes
(39,40,45). The two T. theileri lineages, Tth I and TthII identified in
this study have been reported in other South American countries,
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including Colombia (9), Brazil and Venezuela (29, 39, 46). Several
genotypes have been identified within these lineages as specific for
each host species, such is the case for bovines (IIA, IB, IIB, IC),
buffaloes (IA) and deers (IIC) (9, 29, 46). Genotypes IB, IIB and
1C, which have been previously described in Brazil, Venezuela and
Colombia (9, 11, 39) were identified in this study. Genotype ITB was
the most prevalent in the samples that were analyzed in this study
(6/13), which is also consistent with the most prevalent genotype in
South America (9, 39). Likewise, in the study carried out by De la
Cadena et al. (21), in the Ecuadorian Amazon, they point out the
presence of the TthI and TthII genotypes using the cathepsin L-like
and 188 ribosomal DNA for the phylogenetic tree.

The T. theileri sequences from the Quito and Santo Domingo
slaughterhouses were placed within the clade of the Colombian
isolates. It is possible that cattle displacement between the two
countries might be responsible for the introduction of T. theileri
to Ecuador. Very little is known about the origin of the first bovines
that arrived in Ecuador. According to a study on the indigenous
breeds, the first bovines being introduced in the XV century during
the Spanish colonization, with some were introduced from the
Pacific coast of Colombia and Panama and some from Rio de la
Plata (47). This mobilization of cattle appears to have influenced
the distribution of genotype IIB, which is the most disseminated
in South America from cattle of Iberian origin (9). The other
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genotypes found in our study, IB and IC, like those found in Brazil,
maybe were introduced more recently (9).

In Ecuador, the regions below 1,000 masl are found both in the
coastal and Amazon regions. These two zones are separated by the
Sierra region (Los Andes), where the heights range from 2,000 to
4,000 meters above sea level. For this reason, in this work, only
animals positive for T. theiler: were found in the coastal region
(Province Santo Domingo de los Tsachilas) and the Amazon region
(Province Orellana) (Figure 1).

In America, the transmission of Trypanosoma spp in bovine
cattle is mainly mechanical, through Tabanids and other blood-
sucking flies (4). Tabanids also appear to play an essential role in
the transmission of A. marginale too (43). In the present study,
the estimated prevalence for A. marginale was 38.6% in the Quito
slaughterhouse and 43.70% in the Santo Domingo slaughterhouse.
Most of the animals were coinfected with this bacteria, possibly due
to high prevalence of A. marginale all over the country. There have
not been any studies in Ecuador on the importance of Tabanids and
other blood-sucking flies as vectors for these diseases in livestock.
The presence of the T. theileri genotypes has also been shown
in Tabanids, which reinforces their role in the dissemination of

Trypanosoma spp in America (16).

This study constitutes the first report of lineages Tthl and TthII
and genotypes IB, IC and IIB of T. theileri in bovine cattle in
Ecuador (Figure 2), a finding that could be important to establish
the genetic relationship between the variants present in this country
and others in the region. On the other hand, existing coinfections
between T. theileri, T. vivax, A. marginale, B. bovis and B. bigemina
were also evaluated at the slaughterhouse level.

This study underscores the presence of T. theileri in livestock
in Ecuador, with a prevalence of 15.6% (34/218). Even though, T.
theileri can be considered non-pathogenic or mildly pathogenic,
further studies are needed to evaluate the epidemiological situation
in the region and its true impact on the health of bovines and

other susceptible species, especially in case of coinfection with
other haemopathogens.
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Préambule

L'une des régions envisagées pour I'étude des agents hémotropes était les Tles Galapagos (Région
Insulaire), parce qu'on y trouve des €élevages de bovins et aussi en raison de la présence de taons autour
du bétail. Entre février et juin 2017, un total de 170 échantillons de bétail a été collecté a Puerto Ayora,
Bella Vista et Santa Rosa sur I'lle de Santa Cruz. Bien que cet échantillonnage ait été réalisé en 2017
dans le cadre des activités d'un projet communautaire financé par I'Université des Forces Armées, ESPE,
les échantillons ont été conservés a -80°C. Plus tard en 2023 et grace au financement du projet BruTryp

de I’ARES, une analyse moléculaire des échantillons a été réalisée.

Les échantillons ont été analysés par une technique PCR uniplex visant a identifier les genes de
T.vivax et T. theileri (CatL), T. evansi (ESAG), Babesia spp, (ARNr 18S), B. bovis (rap-1a), B. bigemina
(hyp) et A. marginale (msp5). Les résultats ont démontré pour la premiére fois la présence de T. vivax

et de B. bovis chez les bovins de I'ile de Santa Cruz aux Galapagos.

Comme cela a déja été mis en évidence dans nos études dans d'autres régions du continent
équatorien, des co-infections ont été trouvées parmi ces agents hémotropes. Ainsi une triple co-infection
a A. marginale, Babesia spp et T. vivax a été observée chez 36,8% (7/19) des élevages et chez 3,5%
(6/170) des bovins. Ces bovins infectés avaient une température corporelle significativement plus élevée
que les autres. La prévalence chez les bovins de T. vivax, Babesia spp., B. bovis, B. bigemina et A.
marginale était respectivement de 14,7 %, 20 %, 11,2 %, 14,7 % et 67,1 %.
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Abstract

Bovine trypanosomoses, caused by Trypanosoma vivax, is a disease present in African and South
American countries. This haemoflagellate protozoan parasite, as well as Anaplasma marginale and
Babesia spp., are microorganisms that have a blood tropism, mainly causing fever and anemia, which
reduces the productive capacity of dairy or meat farms. This study aimed to detect T. vivax and other
blood parasites in bovine herds in the Galapagos Islands. A total of 170 blood samples from bovines in
19 farms on Santa Cruz Island (the most populated) were collected and analyzed using different PCR
techniques: Da-PCR and CatL-PCR to detect Trypanosoma vivax, CatL-PCR to detect Trypanosoma
theileri, ESAG-PCR to detect Trypanosoma evansi, 18S rRNA-PCR to detect Babesia spp., rap-1-PCR
to detect Babesia bovis, hyp-PCR to detect Babesia bigemina, and msp5-PCR to detect A. marginale.
The prevalence of T. vivax, B. bovis, B. bigemina, and A. marginale was estimated as 14.7%, 11.2%,
14.7%, and 67.1%, respectively. In this study, the presence of four haemotropic agents was evidenced
in 26.3% (5/19) of the farms. Coinfected cattle (A. marginale, B. bovis and B. bigemina) had
significantly higher body temperatures compared to others (two-sample Wilcoxon rank-sum test; p-
value = 0.047). The molecular techniques used in this study demonstrated the presence of T. vivax and
B. bovis in cattle from Santa Cruz Island in the Galapagos for the first time. The study also investigates
the relationship between T. vivax, A. marginale and Babesia spp., making a significant contribution to

the field of veterinary medicine.

Keywords: Trypanosomoses, Trypansoma vivax, cattle, Galdpagos, Anaplasma marginale, Babesia

bovis, Babesia bigemina, Ecuador.

1. Introduction

Trypanosomoses caused by Trypanosoma vivax in cattle is a disease reported in all South
American countries except Suriname, Chile, and Uruguay [1]. In South America, T. vivax can present
as epizootic outbreaks with clinical signs such as anemia, fever, anorexia, weight loss, drop in milk
production, neurological disorders, loss of reproductive capacity, and abortions [2—4]. It is expected to

find subclinical carriers in chronic stages of the disease [5].

Other species, such as T. evansi and T. theileri, that affect cattle have been reported in South
America. In the case of T. theileri, it is a cosmopolitan protozoan considered non-pathogenic for cattle.
However, it can be an opportunistic parasite during coinfections with other haemotropic agents such as
T. vivax, T. evansi, A. marginale and Babesia spp. [6]. Trypanosoma evansi can naturally parasitize
several domestic and wild mammals, where its pathogenicity is varied [7]. In South America, the disease
in cattle can present asymptomatically, although a decrease in hematocrit has been evidenced without

other apparent clinical signs associated with the disease [8].

104



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 5

Coinfections of T. vivax with other pathogens, such as A. marginale and Babesia spp., have been
reported in bovine production systems in Continental Ecuador [9]. This coinfection, accompanied by
high parasitemia, destroys erythrocytes by different mechanisms and produces clinical signs such as
anemia, pale mucous membranes, weakness, anorexia, and lethargy, which makes diagnosis difficult
[10,11]

Ticks are involved in transmitting the aforementioned haemotropic agent of Babesia spp., and
Rhipicephalus microplus is the main vector in South America [7]. A. marginale transmission is also
mechanical, through blood-sucking flies such as horseflies and contaminated fomites, as well as ticks
[10,12]. However, T. vivax is exclusively transmitted by blood-sucking flies, such as tabanids and
Stomoxis calcitrans [5].

In American tropical and subtropical areas, A. marginale, Babesia spp. and Trypanosoma spp.
cause economic losses that are difficult to estimate. These losses can be related to a drop in milk
production, weight loss, mortality, treatment and control [10], and animal marketing [11]. In Argentina,
after an outbreak of T. vivax in a farm with 220 dairy cows, losses were estimated at 58.802 USD due
to animal deaths, abortions, and low or absence of milk production [13]. In the Pantanal area of Brazil,
with a population of about 11 million cattle, an outbreak of T. vivax was reported in 1995; losses were
estimated at 4% of the value of the herd due to treatment, deaths of cattle, abortions, and loss of
production [14]. On the African continent, losses were estimated at 5 million dollars per year, mainly
due to low milk and meat production [15].

Species within the genus of Trypanosoma do affect a wide animal variety including insects,
birds, fish, amphibians, reptiles and mammals [16]. In South America, T. vivax has been detected in
cattle, goats, sheep, horses, buffaloes, and deer; however, in Africa, approximately 40 wild mammal
species can carry out the parasite [1]. Recent studies in continental Ecuador, using molecular techniques,
demonstrated the presence of T. theileri in cattle from slaughterhouses and the Amazon region [9,17].
Medina et al. (2017), in a study in the Pastaza province of the Amazon region, found a seroprevalence
of 31.03% for Trypanosoma spp. and 65.5% for A. marginale [18]. Until now, the distribution and
epidemiological aspects of T. vivax are unknown, although the first evidence of this protozoan was
reported by Wells et al. (1977) through the indirect immunofluorescence technique, with a
seroprevalence of 22.3% [19]. Later, their presence was confirmed using molecular techniques in an
outbreak in the province of Manabi [20].

In the Galapagos Islands, an insular region of Ecuador with 19 islands and 200 islets and rocks,
only four islands are populated (Isabela, Santa Cruz, San Cristobal, and Floreana) in which agricultural
activities are carried out [21]. The 2014 Agricultural Census shows Galapagos Islands have 10,100 cattle

[22]. A study carried out by Rhea et al. (2023) in Floreana Island showed the highest production is
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poultry (90 birds in eight farms), pigs (26 pigs in six farms) and cattle (28 cattle in five farms) [23]. In
the Galapagos Islands, approximately 37.5% of producers have cattle, the species of most significant
economic importance [24].

In the Galapagos Islands, the presence of T. vivax in cattle has yet to be demonstrated. However,
in this province, agents transmitted by vectors have already been reported in cattle and other animal
species. Gioia et al. (2017) found A. marginale on the islands of Santa Cruz, San Cristdbal, and Isabela,
also demonstrating a prevalence of 93.2% in cattle; the same study identified the presence of A.
marginale, B. bigemina, and Borrelia theileri in ticks [25]. In other species, such as dogs, antibodies
against Ehrlichia spp. and Anaplasma spp. were found on Santa Cruz Island [26]. Another study on 390
marine iguanas (Amblyrhynchus cristatus) carried out on eleven islands showed that 25% of the iguanas
were infected by haemotropic agents of the genus Hepatozoon and/or Hemolivia (Apicomplexa:
Eucoccidiorida) [27].

The evidence of T. vivax and Babesia spp. in cattle of the Galapagos Islands will allow the
establishment of control plans on livestock farms monitoring the probability of threat to endemic and
introduced animal species on the island. Therefore, this study aimed to detect T. vivax, Babesia spp. and
other blood pathogens, as well as the risks of mixed infections, in the cattle production systems of Santa

Cruz Island.
2. Materials and methods
2.1. Study area and collection of blood samples.

The insular province of Galapagos is located 972 km away from continental Ecuador and
includes 761.844 hectares corresponding to the National Park (96.7%) and 26.356 hectares of populated
area (3.3%) (Figure 1). Administratively, the territory is divided into three cantons: (1) Santa Cruz
Island, made up of the Puerto Ayora, Bellavista, and Santa Rosa parishes; (2) San Cristobal Island, with
the parishes Puerto Baquerizo, Progreso and Santa Maria (Floreana Island), and (3) Isabela Island, with
the parishes Puerto Villamil and Tomas de Berlanga. The temperature varies from 26 °C to 28 °C from

January to April to less than 24 °C in the rest of the year [21].
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Figure 1. Location of the farms sampled on Santa Cruz Island, Galapagos Archipelago, Ecuador

This study was carried out on Santa Cruz Island in 2017 (Figure 1), located in the centre of the

archipelago, which has an area of 986 km? and a maximum altitude of 864 m above sea level [21].

The accuracy and precision of this study were ensured through the representativeness and size
of the sample used. Sampling was carried out in two stages: (1) at the farm level and (2) at the animal
level. For this purpose, the farms were categorized into small (less than 28 cattle), medium (between 29
and 60 cattle), and large (more than 61). There are approximately 755 UPAs in the Galapagos, 47%
(355) of which are located in Santa Cruz [24], using a database facilitated by the ABG (Agency for
Regulation and Control of Biosafety and Quarantine for Galapagos), 5.4% (19/355) were sampled on
Santa Cruz Island. At the farm level, at least 10% of the animals were randomly sampled. In total, 170
cattle samples from Puerto Ayora, Bella Vista, and Santa Rosa in Santa Cruz Island were collected
between February and June 2017. Blood samples were collected in tubes with EDTA by puncture of the
coccygeal vein. Respecting the cold chain, the samples were first processed in the Fabricio Valverde
laboratory of the Galapagos National Park and subsequently transported to Laboratorio de Biotecnologia
Animal at the Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE (headquarters—Quito) for molecular tests
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analysis.

The zootechnical and sanitary-epidemiological information of the sampled cattle was collected
through sampling and survey records. The age of the sampled animals was divided into four categories:
0 to 9 months, 10 to 18 months, 19 to 36 months, and older than 36 months.

2.2. DNA extraction

DNA extraction from cattle blood samples was performed using the Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Wisconsin, USA), following the manufacturer’s instructions. The purity of
the DNA was verified on 0.8% agarose gel electrophoresis and quantified by UV spectrophotometry
using the Multiskan Sky High equipment (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA).

2.3. Diagnostic of haemotropic agents by PCR

We performed a PCR end point to each primer pair (Table 1) to specifically detect the T. vivax,
T. evansi, T. theileri, B. bovis, B. bigemina, and A. marginale. The diagnosis of T. vivax was made using
ILO 1264 and ILO 1265 primers. In the case of Babesia, first, a PCR was run with PIRO A and PIRO
B primers, which detected the presence of Babesia sp.; afterwards, the positive samples were run with
B. bovis (BoF and BoR), and B. bigemina (BilA and BilB) specific primers.

GoTag® Green Master Mix 1X (Promega, Madison WI, USA), between 100-150 pg of DNA
from each sample, and primer concentration specific for each primer were employed in the reaction mix.
Primers concentration were 0.2 uM of ILO 1264 and ILO 1265, 0.25 uM of PIRO A and PIRO B, 0.3
UM of TthCatL and DTO155, 0.5 uM of TviCatL and DTO155, ESAG 6/7F and ESAG 6/7R, BoF and
BoR, BilA and BilA, and 19A and 19B. Thermal cycler conditions were those established by the authors
of the primers or modified in subsequent studies. These conditions are shown in Table 1; in some of the
PCR, the hybridization temperatures were modified to improve results, mainly to eliminate nonspecific

bands or increase the band intensity.
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Table 1. Primer information used in this study.
Thermocycler Conditions
Organism  Target Gen Primers (Sequence 5'-3") Size (bp) 1 Cycle 35 Cycles 1 Cycle References
1D D H E FE
. . ILO 1264 (CAGCTCGGCGAAGGCCACTTGGCTGGG)
Er:ggre‘gs(tga) ~400 5't095°C  30"t095°C  30"t060°C  1'to72°C  10't072°C  [28,29]
T vivax ILQ 1265 (TCGCTACCACAGTCGCAATCGTCGTCTCAAGG)
TviCatL1 (CGTCTCTGGCTCCGGTCAAAC)
Catl ~177 5"to 94 °C 30"to94°C*  30"to65°C 30" to 72 °C 10"to 72 °C [20,30]
DTO155 (TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA)
ESAG 6/7F (ACATTCCAGCAGGAGTTGGAG)
T. evansi ESAG ~237 4"t0 94 °C 1"to 94 °C 1"to 65 °C 30" to 72 °C 5"to 72 °C [31,32]
ESAG 6/7R (CACGTGAATCCTCAATTTTGT)
TthCatL1 (CGTCTCTGGCTCCGGTCAAAC)
T. theileri Catl ~273 5"to 95 °C 30"t095°C* 30"to63°C* 30"to72°C* 10'to72°C [33,34]
DTO155 (TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA)
PIRO A (AATACCCAATCCTGACACAGGG)
Babesia sp. 18S rRNA ~400 5"to 94 °C 1"to 94 °C 1"to 61 °C 30" to 72 °C 5"to 72 °C [18,35]
PIRO B (TTAAATACACGAATGCCCCCCCAAC)
BoF (CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA)
B. bovis rap-1 ~356 5"to 95 °C 1"to 95 °C 1"to 63 °C 30" to 72 °C 7"t0 72 °C [36,37]
BoR (CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA)
BilA (CATCTAATTTCTCTCCTACCCCTCC)
B. bigemina  hyp ~278 5't0 95 °C 1’ to 95 °C 1" to 60 °C 30"t072°C  7't072°C [38,39]
BilB (CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAAG)
19A (GTTGTTCCTGGGGTACTCCTA)
A. marginale msp5 ~715 5't094 °C 45" 10 94 °C 30" to 64 °C 1"to 72 °C 10"to 72 °C [40,41]

19B (TGATCTGGTCAGCCCCAGCT)

Legend: bp: base pairs; °C: degrees Celsius, ID: initial denaturation, D: denaturation, H: hybridization, E: extension, FE: final extension, ”

minutes, ": seconds, *: 45 cycles.
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2.4, CatL-PCR to detect T. vivax

The positive samples for ILO-PCR were run with CatL-PCR, using the TviCatL1 and DTO155
primers (Table 1) and the high-fidelity enzyme Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen, Waltham
MA, USA). The reaction conditions were those established in previous studies [20,28]. PCR products
were purified using the Wizard® SV Gel and Clean-Up System Kit (Promega, Madison WI, USA) and
sent to MACROGEN (Seoul, Republic of Korea) for Sanger sequencing.

2.5. Bioinformatic analysis

We assembled the CatL sequences obtained using the MacVector 18.6 program, and the
consensus sequences were deposited in GenBank (Accession numbers for CatL type: PP872140,
PP872141, PP872142, PP872143). The similarity of consensus sequences obtained was analyzed with
the BLAST tool. In the MEGA11 software, we built a maximum parsimony tree using the consensus
sequences and those from GENBANK. The sequences used from T. vivax were reported in different

countries in America and Africa
2.6. Statistical analysis

To identify possible explanatory variables associated with infection or coinfection with
haemotropic agents, the molecular test distribution was analyzed based on certain variables collected
per animal or sampled farm. The Chi-squared test was used for univariate and multivariate analysis in
animals (sex, age, breed). Fisher’s exact test was used for farm-level analysis (farm type, livestock
movement, separate sick cattle, change needles, pasture rotation, presence of vectors, presence of other
domestic animals, presence of dead animals last year, presence of urine with blood, muscle tremors).
The two-sample Wilcoxon rank-sum test was used for temperature variable analysis. Age was
categorized for the analyses as follows: (1) 0-9 months, (2) 10-18 months, (3) 19-36 months, (4) >36
months. Analyses were performed using Stata SE 14.2 (Stata Corp, College Station, TX, USA). The

statistical significance threshold was set at a p-value < 0.05
3. Results

In 2017, 170 cattle samples were collected from 19 farms located on Santa Cruz Island in the
Galapagos in Ecuador. The results showed that 23.5% (40/170) of blood samples came from Bella Vista,
8.2% (14/170) from Puerto Ayora, and 68.2% (116/170) from Santa Rosa. Regarding the zootechnical
characteristics of cattle, 92.9% (158/170) were females, and 7.1% (12/170) were males. In total, 62.9%
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(107/170) belonged to the age category over 36 months, with an overall average age of 2.49 years
(+/-0.79). The predominant bovine species was Bos taurus, with the following breeds: Simmental
45.9% (78/170), Brown Swiss 17.6% (30/170), Holstein 16.5% (28/170), 17.6% (30/170) were mixed
breeds (Bos taurus and Bos indicus) and 2.4% (4/170) the race was not determined.

The prevalence of haemotropic agents molecularly identified at the farm level was as follows:
T. vivax 42.1% (8/19), B. bovis 47.4% (9/19), B. bigémina 78.9% (15/19), A. marginale 100% (19/19).
Regarding the prevalence per animal, no cases were observed for T. vivax and B. bovis in cattle sampled
in Puerto Ayora. On the contrary, a high percentage (57.5%) of A. marginale was evident in Bellavista
and the area in Puerto Ayora (71.4%) and Santa Rosa (69.8%). Prevalence at the animal level was 14.7%
(25/170) to T. vivax. The presence of T. evansi and T. theileri could not be demonstrated in the cattle
analyzed. However, the molecular tests revealed the presence of B. bovis at 11.2% (19/170) and B.
bigemina at 14.7% (25/170). Table 2 presents the distribution of the farms and cattle sampled and the
results of the molecular tests in the case of infections of haemotropic agents analyzed.

Among the haemotropic agents coinfections in the study, the most prevalent was A. marginale
+ T. vivax with 7.06% (12/170), while the lowest prevalence was B. bovis + B. bigemina and T. vivax +
B. bigemina + A. marginale with 0.59% (1/170) Table 3. An important fact to highlight is the presence
of four haemotropic agents on 26.3% (5/19) of the farms in Table 4. In addition, a significantly higher
body temperature in cattle (n = 6) with the coinfection including A. marginale, B. bovis and B. bigemina
was observed (two-sample Wilcoxon rank-sum test; p-value = 0.047). Figure 2 shows the distribution

of temperature in animals with anaplasmosis and coinfections.
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Figure 2. Box plot of the temperature distribution by type anaplasmosis and coinfections.
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Table 5 presents the distribution of cattle sampled and positive results of molecular diagnostic
tests applied to identify haemotropic agents, considering the zootechnical parameters: sex, age, and
breed. A higher prevalence was found in males (n = 12), which could be observed in B. bovis (25%), B.
bigemina (50%), and A. marginale (75%). The highest prevalence was also found for all haemotropic
agents in the category of age from 10 to 18 months (n = 16) as observed for T. vivax (25%), B. bovis
(50%), B. bigemina (56.3%) and A. marginale (93.8%). About the breed, the highest prevalence could
be observed in crossbreed cattle (n = 30) for B. bovis (16.7%), B. bigemina (26.7%), and A. marginale
(93.3%), while T. vivax has a prevalence of 23.3% and was observed in Brown Swiss breed. The
statistical analysis could not show a significant difference (Chi2 test; p-value > 0.05) in the distribution
of positive samples depending on the zootechnical parameters

Table 6 shows the distribution of positive results to the diagnostic tests, depending on the
different sanitary management parameters observed in farms. The statistical analysis could not show a
significant difference (Fischer’ exact test; p-value > 0.05) in the distribution of positive samples
depending on the sanitary management parameters applied in farms. Regarding the general aspects of
animal husbandry, the sampled farms were mostly mixed production (84.2%), the cattle were moved to
other areas on the same island (57.9%), separated cattle when they were considered sick (84.2%), change
needles when applying medications or vaccines (57.9%), and rotation of pastures (73.7%). In addition,
76.5% of farms reported the presence of ticks on cattle, and 68.4% reported their existence in other
animals such as pigs, horses, poultry, goats, and dogs. The farms’ owners reported sudden deaths in
cattle in the last year (31.6%), the presence of haematuria (10.5%), and muscle tremors (5.3%). Farms
positive for T. vivax were significantly more associated with the presence of other domestic animal
(Fischer’s exact test; p-value = 0.04).

Positive samples (n = 4) for CatL-PCR were sequenced, showing a quality of over 95% when
assembled. The sequences obtained were compared with other sequences (h = 16) found in the GenBank
from 10 different countries. The dendrogram (Figure 2) shows a defined clade to T. vivax that confirms
that the sequences of T. vivax from the Galapagos (G149, G137, G150, and G167) are joined with
sequences from different countries in South America and Africa. A 100% similarity can be observed
with the strains found in cattle from Ecuador, Brazil, Venezuela, Ghana, Burkina Faso, Colombia and
Nigeria. The dendrogram yielded a consistency index, retention index, and composite index of
0.812500, 0.900000, and 0.857143 (0.731250), respectively. The T. theileri sequence (0Q304110.1)

was used as an outgroup of the tree (Figure 3).
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Table 2. Distribution of prevalence and coinfections of T. vivax, Babesia spp. and A. marginale in the three sectors of Santa Cruz-Galapagos Island

Bella Vista Puerto Ayora Santa Rosa Total
Farm Cattle Farm Cattle Farm Cattle Farm Cattle
(n=4) (n=40) (n=2) (n=14) (n=13) (n=116) (n=19) (n=170)
Unique infections n (%) n(%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
T. vivax 3 (75) 7 (17.5) 0 0 5(38.5) 18 (15.5) 8 (42.1) 25 (14.7)
Babesia spp. 3 (75) 6 (15) 2 (100) 2(14.3) 11 (84.6) 26(22.4) 16 (84.2) 34 (20)
B. bovis 1(25) 4 (10) 0 0 8 (61.5) 15 (12.9) 9(47.4) 19 (11.2)
B. bigemina 3(75) 4 (10) 2 (100) 2(14.3) 10 (76.9) 19 (16.4) 15(78.9)  25(14.7)
A. marginale 4 (100) 23 (57.5) 2 (100) 10 (71.4) 13 (100) 81 (69.8) 19 (100) 114 (67.1)
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Table 3. Details of coinfections of T. vivax, B. bovis, B. bigemina and A. marginale in cattle from Santa Cruz, Galapagos Island.

L. vivax Da- B. bovis rap-1- B. bigemina A. marginale msp5- Total
PCR PCR hyp-PCR PCR No. %)
i i - - 42 (24.7)
i i - + 75 (44.1)

i - + - 3(1.8)

i X + + 11 (6.5)

) N - - 3(1.8)

) N - + 3(1.8)

) + + - 1 (0.6)

) + + + 7 (4.1)

M - - - 7 (4.1)
- - - + 12 (7.1)

N - + + 1(0.6)

M * + 3(1.8)

* + + + 2(1.2)
n=170

Table 4. Presence and distribution of T. vivax, B. bovis, B. bigemina and A. marginale on farms on Santa Cruz, Galapagos Island.

Cruz, Galapagos Island.

Total
B. bovis rap-1- B. bigemina hyp- A. marginale msp5-
PCR PCR PCR (No.
%)
2 (10.5)
5(26.3)
1(5.3)
3 (15.8)
1(5.3)
2 (10.5)
5(26.3)
n=19

T. vivax Da-PCR

+ o+ o
+

o+
+ 4+ + A+ + o+
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Table 5. Distribution of animals and positive results from molecular tests, based on zootechnical parameters of bovines analyzed in Santa Cruz-

Galapagos Island

FXPIANOTY  odalities N Antmals gav_zl‘;ng llgggiﬁ?\ffﬁ%CR z;pb-;fi)sCR f}pb-lig;‘éngna A. marginale msp3-PCR

variable sampled (%) (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Sex Male 12 (7.1) 1(8.3) 6 (50) 3(25) 6 (50) 9 (75)
Female 158 (92.9) 24 (15.2) 28 (17.7) 16 (10.1) 19 (12) 105 (66.5)

Age 0-9 months 503) 0 3 (60) 1 (20) 2 (40) 5 (100)
10-18 months 16 (9.4) 4 (25) 10 (62.5) 8 (50) 9 (56.3) 15 (93.8)
19-36 months 39 (22.9) 6 (15.4) 9(23.1) 4 (10.3) 6 (15.4) 33 (84.6)
>36 months 107 (62.9) 15 (14) 12 (11.2) 6 (5.6) 8 (7.5) 59 (55.1)
ND 3(1.8) 0 0 0 0 2 (66.7)

Breed Cross-breed 30 (17.6) 3 (10) 10 (33.3) 5(16.7) 8 (26.7) 28 (93.3)
Holstein 28 (16.5) 3 (10.7) 2(7.1) 0 2(7.1) 16 (57.1)
Brown Swiss 30 (17.6) 7 (23.3) 6 (20) 4 (13.3) 5(16.7) 17 (56.7)
Simmental 78 (45.9) 12 (15.4) 15 (19.2) 10 (12.8) 9 (11.5) 50 (64.1)
ND 424 0 1(25) 0 1(25) 3 (75)

Legend: ND: not determined.
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Table 6. Distribution of farms and positive results from molecular tests depending on sanitary management parameters used in farms of the Santa

Cruz, Galapagos Island.

Total T. vivax Babesia spp. B. bovis B. bigemina m.arginale
Explanatory variable Modalities Farms (%) Da-PCR 185 rRNA-PCR rap-1-PCR hyp-PCR msp5-PCR
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Production system Meat 3(15.8) 1(33.3) 2(66.7) 1 (33.3) 2 (66.7) 3 (100)
Mixed 16(84.2) 7(43.8) 14 (87.5) 8 (50) 13 (81.3) 16 (100)
Livestock movement No 8 (42.1) 5(62.5) 7 (87.5) 6 (75) 7 (87.5) 8 (100)
Yes 11(57.9) 3(27.3)  9(81.8) 3(27.3) 8 (72.7) 11 (100)
Separate sick cattle No 5(263) 2 (40) 4 (30) 2 (40) 4(30) 5(100)
Yes 14(84.2) 6(42.9)  12(85.7) 7 (50) 11 (78.6) 14 (100)
Change needles No 9(474) 4(444) 8(88.9) 3(33.3) 7(77.8) 9 (100)
Yes 10 (57.9) 4 (40) 8 (80) 6 (60) 8 (80) 10 (100)
Pasture rotation No 4 (21.1) 2 (50) 3(75) 3(75) 3(75) 4 (100)
Yes 15(73.7) 6 (40) 13 (86.7) 6 (40) 12 (80) 15 (100)
Presence of vectors Ticks 13(76.5)  7(53.8)  12(92.3) 6 (46.2) 12 (92.3) 13(100)
Eigls‘s and 235 0 3(75) 2 (50) 2 (50) 4 (100)
E;frsrle;ze of other domestic No 6(31.6) 1(16.7)  5(83.3) 2 (33.3) 5(83.3) 6 (100)
Yes 13(68.4) 7(53.9) 11 (84.6) 7 (53.8) 10 (76.9) 13 (100)
igience of dead animals last 12(63.2) 5417 11 (91.7) 7(58.3) 10 (83.3) 12 (100)
Yes 6(31.6) 2(333) 4(66.7) 1(16.7) 4 (66.7) 6 (100)
Presence of urine with blood No 17 (89.5) 7 41.2) 14 (82.4) 7(41.2) 13 (76.5) 17 (100)
Yes 2(10.5)  1(50) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
Muscle tremors No 18(94.7) 8 (444)  15(83.3) 8 (44.4) 14 (77.8) 18 (100)
Yes 1(5.3) 0 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)

116



Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 5

Brazil | EU753787.1

Venezuela | EU753791.1

Burkina Faso | EU753798.1
Galdpagos-Ecuador | PP872141
Galapagos-Ecuador | PP872140
Ghana | AB781078.1
Galapagos-Ecuador | PP872142
so | Manabi-Ecuador | MT347173.1
Nigeria | EU753793.1
Galdpagos-Ecuador | PP872143
Colombia | MF142349.1

4%? Kenya | EU753804.1
N Zambia | AB781071.1

Kenya | EU753803.1
jF Kenya | EU753802.1
¥ Zambia | AB781075.1

Mozambique | EU753806.1
Zambia | AB781074.1
Venezuela | EU753792.1
Burkina |Faso EU753799.1
T. theileri 0Q304110.1

Figure 1. Maximum Parsimony tree of the Cathepsin gene of Trypanosoma vivax with
sequences available in GenBank from different countries. Legend: G149, G137, G150 and G167:
sequences obtained in this study from the Galapagos Islands, Ecuador. Trypanosoma theileri sequence
0Q304110.1 was used as an outgroup of the tree.

4. Discussion
4.1. Trypanosoma vivax

This study demonstrated the presence of T. vivax in the province of Galapagos for the first time,
with a prevalence of 14.7% in cattle. This finding was made possible by the use of a PCR, which has a
high sensitivity and is considered the selected test for the detection of active infections to diagnose
bovine trypanosomoses [42]. An analytical test of sensitivity and specificity of five primers showed that
ILO 1264/1265 primers had the best results [28]. Another molecular marker was CatL gen, which reports
a high sensitivity and specificity and has been widely used to study genetic diversity, allowing the
comparison of isolates obtained in Galapagos with those from South America and Africa [2,4,30,43].
Our finding would imply the endemic status of T. vivax on Santa Cruz Island, but T. evansi and T. theileri

were not found in the analyzed samples.
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Dendrogram analysis of the isolates of T. vivax from the Galapagos Islands revealed a similarity to
those found in continental Ecuador, and they are closely related to those reported in Brazil, Venezuela,
Colombia, Burkina Faso, Ghana and Nigeria, (Figure 3). These findings suggest that in the Galapagos, T.
vivax came from the continent, possibly from Ecuador itself, as has been found in other studies in South
America, which indicate that the origin of this haemoflagellate is native to Africa [4,30,44,45].

Cattle (Bos taurus) were introduced to the Galapagos Islands during their colonization from
mainland Ecuador, which began in 1832 with Floreana Island, followed by San Cristébal in 1869 and Isabela
in 1895. Santa Cruz Island was inhabited in the 1920s, and cattle arrived on the island after 1923 [46]. It is
estimated that T. vivax was introduced into South America around 1830 through the importation of zebu
cattle originating from Senegal, which entered mainly French Guiana and the French West Indies and
dispersed throughout the rest of the continent [47]. Several mobilizations of cattle were carried out to the
Galapagos Islands from different regions of continental Ecuador and between islands starting from
colonization until 1999 when the Inspection and Quarantine System for Galapagos (SICGAL) was created
to prevent the entry of exogenous species to the islands [21], this mobility probably favoured the entry of T.

vivax and other haemotropic agents to the Galapagos.

The prevalence of T. vivax in this study was similar to the report in continental Ecuador by Chavez-
Larrea et al. (2021), in the Quito slaughterhouse (13.3%), but higher than the prevalence in the province of
Santo Domingo de los Tséchilas (3.7%) using TviCatL1-PCR [6]. The reported prevalence of T. vivax is
concerning in endemic areas of South America, such as Brazil (state of Para), where T. vivax infection rates
detected by TViCATL-PCR were 24.6% [40]. However, it is higher than those found in the Caribbean and
Orinoquia regions in Colombia, where the recorded prevalence was 0.2% [45] and 8.84% in the state of
Goias [3].

4.2. Anaplasma marginale

In this study, the presence of A. marginale was also evidenced in cattle of Santa Cruz Island, which
was present in all the farms analyzed, with a prevalence within the herd of 67.1%. However, this prevalence
is lower than that foundby Gioia et al. (2018) in cattle from the Isabela, Santa Cruz and San Cristobal islands
(93.2%) [25]. In continental Ecuador it was reported in the province of Zamora Chinchipe the prevalence
of A. marginale of 63.8% [48]. It was also lower than that described by Tana-Hernandez et al., of 86.1%, in
a sampling carried out in the center of the country, specifically in the province of Santo Domingo de los
Tséachilas [40].
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4.3. Babesia spp.

Although the presence of B. bigemina was reported on the islands through the analysis of a pool of
tick from Santa Cruz Island [25], the present work also allowed for the first report of B. bovis ( 11.2%) at
the level of animals sampled on Santa Cruz Island, and confirm the presence of B. bigemina (14.7%) in
cattle. Through 18S rRNA PCR, the presence of Babesia spp. was determined in 20% of the sampled cattle.

These haemotropic agents are present in bovine production systems and are considered endemic in
South America, where prevalences of A. marginale, and Babesia spp. have been reported in 48.9% and
39.8%, respectively [1]. In Colombia, molecular tests revealed prevalences of 59.3%, 31.5%, and 13.8% to
A. marginale, B. bigemina, and B. bovis, respectively [6]. In another study in the south of Minas Gerais in

Brazil, a 100% seroprevalence was evident for A. marginale and B. bovis [49].

4.4, Coinfections

Coinfections of haemotropic agents were also evaluated in this study, determining that the most
common was A. marginale + Babesia spp with 15.9% and Babesia spp + T. vivax with 3.53%, this finding
has been previously reported in South America according to Fetene et al. (2021), 26.1% of cattle had A.
marginale + Babesia spp. coinfections [1]. In Colombia, coinfection infections were detected (A. marginale
+ Babesia spp. + Trypanosoma spp), with a presence of 53.9% in the cattle analyzed [45]. In continental
Ecuador, coinfections were demonstrated in cattle: 18.1% had double infection (A. marginale + T. theileri),

and 6% had triple infection: A. marginale + B. bovis + B. bigemina [9].

This study demonstrated a significant correlation between animals infected with triple co-infection
(T. vivax, A. marginale, Babesia spp.) and hyperthermia, a characteristic clinical sign of the three diseases
during parasitaemia in the acute stage of infections [5,11,12]. Studies have shown that T. vivax causes
immunosuppression, so clinical signs intensify, mainly when concomitant diseases exist [50]. Coinfections
and the pathogenicity of the causal agent, host susceptibility, and stress influence the presence of clinical
signs associated with these haemotropic agents [2,3,47,51]. In the case of Babesia spp., it has been shown
that the development of clinical manifestations in cattle could be a delayed, inadequate, or insufficient

immune response due to poor adaptation between Babesia spp. species and their vertebrate hosts [52].

The high prevalence observed in Galapagos for A. marginale and Babesia spp. could be associated

with the transmission routes of agents. In our study, 76.5% % of farms reported the presence of ticks on
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livestock, probably R. microplus species, which has been reported in the Galapagos Islands, and
also observed A. marginale and B. bigemina in these ticks [25], as well as in a research conducted in
mainland Ecuador, which reported a 60% of A. marginale in R. microplus ticks, and a 6% prevalence of A.
marginale in Amblyomma cajennense ticks [53]. Thus, R. microplus is an important vector due to its wide

regional distribution.

On the other hand, 23% of the farms sampled in Santa Cruz claimed to observe blood-sucking flies,
although in this study, the species of flies were not identified. It is possible they can be Tabanidae flies since
these have been reported previously in Santa Cruz [54]. Tabanids' presence is associated with the prevalence
and distribution of trypanosomoses, which has already been described in regions of America [6,15].
latrogenic transmission cannot be ruled out for T. vivax and A. marginale since 47.4% of the farms stated
that they do not change the needle when administering vaccines or medications to cattle. This route has been
associated with the presence of some outbreaks of T. vivax in Brazil [3,4] and transmission of A. marginale
[55].

In the sampled farms, the presence of other domestic animals was evidenced as a risk factor for T.
vivax. Some of them can harbor the parasite. This has been reported in different studies in South America,
where T. vivax has been detected in goats, sheep, horses, buffalo, and deer [1]. In the Galapagos Islands,
several species of domestic animals have been introduced during colonization apart from cattle. These
species are found in wildlife conditions with the effort to reduce or eliminate their presence in the Islands,
such as feral cat (Felis silvestris catus), feral dog (Canis lupus familiaris), feral donkey (Equus asinus), feral
horse (E. caballus), feral pig (Sus scrofa), feral goat (Capra hircus) and Domestic sheep (Ovis aries) among
others [46]. Although there is no record of the number of times these species were imported from the
continent to the Islands during the colonization, T. vivax likely entered with ruminant species, which could
be reservoirs. The dispersion of these haemotropic agents in the Islands may be motivated by the mobility
of local cattle; this could also be an essential factor related to the ticks' introduction in new areas where
susceptible vertebrate host species are found [56]. In this context, the presence of wildlife and introduced
animals in the Galapagos Islands can be an essential source of vector-transmitted infectious diseases, which
has previously been evidenced by Pike et al. (2020), who found protozoans of the trypanosomatid family in

the introduced parasitic fly Philornis downi that affects passerine birds [57].

Similarly, mobility in cattle has been associated with T. vivax outbreaks [2,4, 44] in free areas of
the parasite. Although this study was carried out on one of the four Islands where cattle exist, in the
Galapagos, the mobility of between areas within each island should be improved in future analyses of these

haemotropic agents.
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The most populated Island in the Galapagos is Santa Cruz, covering 47% of the 755 agricultural
productive units (APU) in the island province. Cattle are destined for meat production (61%) and dairy
(49%), and mixed breeds are the most representative (80%). It is reported that in recent years, the Simmental
breed has been introduced via artificial insemination for the genetic improvement of livestock [21].

Our study showed a difference in the distribution of positive cattle to Babesia spp. depending on
the breed, in Holstein breed, the occurrence was 7.1% (2/38). It has been reported that both Bos taurus and
Bos indicus are susceptible to T. vivax in Latin America [35], which can cause serious illness with infections
by Babesia spp. and A. marginale [11], observing a possible resistance in pure individuals of Bos indicus
that depends on the virulence of the agent [56]. Resistance to B. bovis has also been found in crosses of
Hereford and Aberdeen Angus cattle (Bos taurus), finding the phenotypic frequency of 27.9%, showing in
these animals tolerance to parasitism and low percentage of corpuscular volume (PCV) [59]. On the other
hand, Bos indicus breeds resist ticks; some so-called Criollo breeds of Iberian origin distributed in South

and Central America are also more resistant to R. microplus [60].

This study did not demonstrate a significant difference in the presentation of positive results
depending on age for both T. vivax and A. marginale. However, it has been shown that the prevalence of A.
marginale can increase with age, with mortality rates ranging from 50 to 60% in adults [10]. Further, there
was a difference between the lower number of positive results for Babesia spp. depending on age over 36
months 11.2% (12/107). This has been shown in the case of B. bovis, animals over 36 months are less
susceptible to infections by this parasite in Mexico [50]. The majority of cattle majority tested positive for
T. vivax (25%), Babesia spp. (62.3%) and A. marginale (93.3%) were found in the 10 to 18-month category.
In a study in the EI Carmen area, a coastal area of the territory of Ecuador, 42.18% of the asymptomatic
positive cattle for Babesia spp. belonged to the age group of 10 to 18 months [20]. In regions where ticks
are abundant, like in the Galapagos Islands, young cattle exposed to haemotropic agents are more resistant

to infection due to concomitant immunity [61].
5. Conclusions

The application of molecular techniques allowed the first demonstration of the presence of T. vivax,
B. bovis and B. bigemina in cattle on Santa Cruz Island, a province of the Galapagos in Ecuador. In addition,
a high prevalence of other haemotropic agents was found, such as A. marginale and Babesia spp., which
may suggest an endemicity of these diseases on the island. Moreover, cattle with signs such as hyperthermia
were associated with triple haemotropic coinfection. No T. evansi DNA was detected in the analyzed

samples, which corresponds to the absence of this species in cattle in continental Ecuador. It was also found
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that T. vivax infections were associated with other animal species on the farms, which suggests the
importance of monitoring them since they can be possible reservoirs of several parasites on the island. These
findings clarify epidemiological aspects of these diseases on Santa Cruz Island by generating updated
scientific information, creating the basis for future control strategies formulation. These results could also
be extrapolated and evaluated on the remaining islands of the archipelago where livestock activity exists.
Therefore, livestock practices must consider a global epidemiological perspective (an island equal to a

continent) and a conservationist perspective since islands host unique wild animal species worldwide.
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Préambule

Dans cette étude, des échantillons de mouches hématophages (n=11) et de bovins (n=301) ont été
collectés dans trois contextes épidémiologiques: 1) a Chone dans la province de Manabi en région cétiére,
considérée comme une zone ou T. vivax a été signalé, 6 spécimens de mouches ont été collectés ; 2) a
Guayllabamba dans la province de Pichincha en région de la Sierra ou de I'Altiplano, considérée comme une
zone apparemment indemne de trypanosomose bovine, ou 2 spécimens ont été collectés ; et 3) a Tena dans la
province de Napo en région amazonienne, ou un foyer de trypanosomose bovine a été signalé par I'Agence de

régulation et de contrdle phytosanitaire et zoosanitaire (AGROCALIDAD), 3 spécimens ont été collectés.

Les échantillons ont été analysés par PCR cathepsine (CatL) spécifique a T. vivax. Sur les 11 mouches
une analyse moléculaire (PCR 18S et PCR COlI) a été réalisée pour identifier la famille/le genre/l'espéce des
mouches. Les résultats ont montré que 3 (17,65%) mouches étaient positives a la PCR. Les échantillons
provenaient de Manabi (n=2) et de Pichincha (n=1). Selon l'arbre phylogénétique basé sur les séquences de
type CatL, les 3 populations détectées dans les mouches équatoriens de mouches sont étroitement liés aux
isolats trouvés chez les bovins en Equateur. Des informations préliminaires sur la caractérisation des mouches
sont disponibles a ce jour, des mouches de la famille Tabanidae (9) et Stomoxys calcitrans (2) ont été
identifiees, les mouches positives pour T. vivax appartenaient a la famille Tabanidae. En revanche, les résultats
obtenus a partir de lI'analyse des bovins ont révéle une prévalence de T. vivax de 14,4% (26/180) a Chone —
province de Manabi, 25,3% (19/75) a Guayllabamba — province de Pichincha et de 43,5% (20/46) a Tena —
province de Napo. Une cause probable de la présence du foyer a Tena était la mobilité des animaux de la région
cotiére vers I’Amazonie. Cette étude présente la premiere identification moléculaire de T. vivax chez les
mouches en Equateur, ce qui pourrait démontrer I'existence d'un vecteur potentiel de la maladie dans les zones

étudiées.
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Abstract

Background Trypanosoma vivax is a protozoan that affects cattle. In South America it occurs as
epizootic outbreaks causing high mortality. In this continent, transmission occurs mechanically where
haematophagous insects play an important role in its distribution. There is no information on the importance of
vectors in the transmission of T. vivax in Ecuador. The present study aimed to identify T. vivax in Tabanidae

flies collected in three regions of the country.

Methods Eleven flies collected in the provinces of Manabi (n=6), from the Coastal region; Pichincha
(n=2) from the Highlands region and Napo (n=3) from the Amazon region. In addition, we collected 180, 75
and 46 blood samples originating from the same three provinces. A PCR-based assay was used to analyze the
samples using primers specific for the T. vivax-encoded cathepsin L-like (CatL) proteinase. To identify the
family, genus, and species of the flies collected, we used classical morphological identification keys and two
polymerase chain reaction techniques (28S and COI). The PCR products obtained were sequenced and analyzed

by BLAST. The sequences were used to construct a maximum parsimony tree using the MEGA11 programme.

Results Of the 11 specimens analysed 3 (27.2%) were PCR positive, the samples came from Manabi
(n=2) and Pichincha (n=1). Molecular analysis of the flies identified them as belonging to the family Tabanidae
and Muscidae. According to the phylogenetic tree based on CatL-like sequences, the 3 Ecuadorian isolates of T.
vivax were discovery in Tabanidae flies from Manabi and Pichincha and are closely related to populations of T.
vivax detected in Tabanidae flies found in cattle in Ecuador. The prevalence of T. vivax in cattle was 14.4%
(26/180) in Manabi, 25.3% (19/75) in Pichincha and 43.5% (20/46) in Napo.

Conclusions This study presents the first molecular identification of T. vivax in Tabanidae flies in
Ecuador by analysis of CatL-like sequences, establishing that these flies could be important vectors of T. vivax

in cattle production systems.

Keywords Tabanidae, Muscidae, Trypanosomoses, Trypanosoma vivax, cattle, Ecuador.

Background

Cattle within production systems can be affected by ectoparasites, such as haematophagous flies and
ticks that can be potent vectors of many diseases caused by bacteria, viruses and parasites [1]. These

ectoparasites can also cause direct losses due to their constant and painful biting behaviour [2,3]. One of the
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important vector-borne diseases is trypanosomosis. This protozoan disease can affect a wide variety of animals
such as mammals, birds, fish, amphibians and reptiles [4]. In tropical and subtropical South America, bovine
trypanosomosis can be caused by Trypanosoma vivax, T. evansi and T. theileri [5]. The disease can occur as
epizootic outbreaks, causing economic losses related to a drop in milk and meat production, and a high mortality
rate of up to 50% [5,6].

Trypanosoma vivax is a parasite belonging to the "Salivarian™ group of trypanosomatids, by inoculation
through fomites originating from the feeding of the diptera. This fact gives this haemoflagellate the particularity
of being transmitted by the tsetse fly in Africa, where it completes a partial cycle as the epimastigotes adhere to
the wall of the feeding canal [4,7]. In South America, horseflies transmit T. vivax mechanically mainly of the
family Tabanidae and by the Muscidae, Stomoxys calcitrans [8,9]. The latter strategy allowed T. vivax to spread
across the continent [3,7]. In the African continent, mechanical transmission of the protozoan through horsefly
bites has been also demonstrated, causing outbreaks in areas where tsetse flies are not present [10,11]. In the
case of Central and South America, it has been shown that the transmission of bovine trypanosomoses, in
addition to mechanical transmission by the vector, is associated with mechanical transmission through

contaminated instruments and materials such as needles [12].

Tabanids are considered efficient vectors for the transmission of Trypanosoma spp., for example in
Cameroon, an infection rate of up to 24.4% of tabanids has been described, showing the presence of T. theileri,
T.vivaxand T. evansi [13]. In Brazil, the presence of T. evansi has also been identified [10]. In fact, the infection
rate of horseflies has been evaluated by Desquesnes et al. (2009), who demonstrated an incidence rate of

mechanical transmission of T. vivax between 63% and 75% within 20 days [14].

Horseflies in livestock farming are associated with the pathogenic and mechanical effect they have on
the host. When feeding, they use their jaws to cut the skin, causing skin lesions, blood loss, as well as behavioural

disturbances in the host causing decreased feed intake, weight loss, exhaustion, and drop milk production [3,15].

The family Tabanidae belongs to the order Diptera, suborder Brachycera, with approximately 144
genera and 4.400 species [3]. These insects have a wide distribution in livestock areas as well as along streams,
savannas and near forests in tropical and subtropical areas. They are usually present during the rainy season or

dry season, but in some regions, they may be present throughout the year [5].

Ecuador is a megadiverse country per unit area within the Neotropical countries (7.7 species per 10.000
km?), and its continental territory is divided into three continental regions: Coast, Sierra and Amazonia.

Ecuador's territory is conducive to the formation of optimal ecosystems for the development of horseflies, with
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an estimated 198 species of horseflies throughout these regions, some of which have even been found at altitudes
of 3.400 m above sea level [16].

The detection of pathogens in the vector can provide relevant information on the host-host relationship
and animal reservoirs [12]. Since few studies have been conducted in Ecuador on the vectorial importance of
horseflies in the transmission of diseases in cattle, the aims of the present study were to capture Tabanidae flies
in three Ecuadorian regions, to detect and characterise the circulating T. vivax in tabanids.

Methods

Study area, collection of blood samples and specimens

This work is part of a project to monitor diseases caused by haemotropic agents. The monitoring covers
three areas of the country, the coast, the Amazon and the highlands. The area of Chone in the province of Manabi
is located in the Ecuadorian Pacific coast, and has a tropical climate characterized by a rainy season (December
to April) and a dry season (May to November), with an average temperature of 22-25°C and rainfall ranging
from 60 mm to 2000 mm. The area of Tena is located in the Amazon, and has a humid tropical climate with
average temperatures of 24-25°C, characterized by a great diversity of flora and fauna [19]. The area of
Guayllabamba is located in the province of Pichincha, in the Ecuadorian highlands. It is a valley 25 km from
the city of Quito (capital of Ecuador), at an altitude of 1890 m above sea level. It has a dry climate, with
temperatures ranging from 18°C to 28°C [19], and its main activity is agriculture and tourism, with livestock

production limited to small dairy farms.

In the coastal region (Chone-Manabi), an endemic area [17,18], we collected 6 specimens of flies and
sampled a total of 180 blood cattle samples from 7 farms. Then, in the Amazon region (Tena-Napo), where an
outbreak was notified, 2 specimens of flies and 46 blood samples from cows were collected from 2 farms (Figure
1). Finally, in the Highland (Guayllabamba-Pichincha), an area apparently free of bovine trypanosomoses, we

collected 3 specimens of flies and sampled 75 cows from 4 farms.
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Figure 1. Collection sites of flies and cattle in the 3 regions of continental Ecuador.

The flies were collected using Nzi traps Flies and for the morphological identification of the fly
specimens, the entomological keys according to Zumpt, F. 1973 [37] for Diptera: Muscidae and Falck M. 2014
for Diptera, Tabanidae [19] were used, to identify specimens belonging to the family Tabanidae. Specimens
were considered to belong to the family Tabanidae if they had the following characteristics: a) prominent
compound eyes, b) short antennae consisting of three segments, c) flattened body, d) characteristic wing of
Tabanidae with one distal cell and five marginal cells. Each specimen of the family Tabanidae was preserved in
50 ml Falcon® tubes containing 95% ethanol at -20°C.

Blood sample collection

By puncturing the coccygeal vein of the tail, a blood sample (4 mL) was collected from each bovine in
a BD Vacutainer ® tube with the anticoagulant K2 EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid). The tubes were

stored at 4°C before use.
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Packed Cell Volume (PCV) Analysis

The capillary tubes were centrifuged at 9,000 rpm for 5 minutes in a micro haematocrit capillary,
following which the packed cell volume (PCV) was determined.

DNA extraction from Trypanosoma sp. in flies

DNA extraction was performed using the whole fly body, for which the Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Wisconsin, USA) was used according to the manufacturer's instructions (Animal
Tissue - Mouse Tail section). Specific modifications were incorporated into the protocol: a) samples were
digested at 55°C for three hours, b) to digest contaminating RNA, 6 uL. of RNAsa was added to the lysate and
incubated at 37°C for 30 min.

DNA integrity was checked on a 0.8 % agarose gel, DNA quality and concentration was measured by

UV spectrophotometry using the Multiskan Sky High kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

DNA extraction from Trypanosoma sp. in cattle

The extraction of DNA from bovine blood was conducted using the GeneJET Whole Blood Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). The integrity of the DNA was evaluated
through analysis on a 0.8% agarose gel, and its quantity was determined through UV spectrophotometry,
employing the Multiskan Sky High kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

Detection de T. vivax in flies and cattle

The presence of T. vivax in specimens of the family Tabanidae was demonstrated by a specific CATL-
like endpoint PCR. The primers TviCatL1l 5’-GCCATCGCCAAGTACCTCGCCGA-3’ and DTOI155 5°-
TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA- 3 described by Cortez et al. [20] were used. Reagent

concentrations and reaction conditions were as detailed by Chavez-Larrea et al. 2021 [18].

CATL-like positive PCR products were purified with the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, Wisconsin, USA) and sent for sequencing in triplicate (forward and reverse) by the Sanger technigue

to Macrogen (Seoul, Korea).

139



Chaptitre 3 Section expérimentale — Etude 6

Molecular identification of flies

For the flies molecular identification, regions of the 28S and COI genes were amplified by PCR assay,
using the primers 28K (5’-GAAGAGCCGACATCGAAG-3%) and rc28F (3-
GTGATTTCTGCCCAGTGCTCTG-3"), and TY-J-1460 (5-TACAATTTATCGCCTAAACTTCAGCC-3")
and C1-N-2329 (5’-ACTGTAAATATATGATGAGCTCA-3’), respectively [21]. The reaction conditions and
reagent concentrations described by Lessard et al. [21] were used as a reference to perform PCRs, with some

modifications.

For the 28S gene, the thermocycler was set to the following conditions: an initial denaturation at 95°C
for 5 min, followed by 33 cycles of denaturation at 93°C for 30 s, annealing at 60°C for 1 min, elongation at
72°C for 1.5 min, and a final elongation at 72°C for 5 min. The reagent concentrations included Precision™
DNA Polymerase (Applied Biological Materials, Richmond, Canada) at 1.5 U, 0.5 uM of each primer, 2.5 mM
of MgSQOs, 0.8 mM of dNTPs, and 25 ng of DNA.

Similar conditions were used for the COI gene, with some adjustments: amplification cycles were set to

35 cycles, annealing temperature to 51°C, Tag concentration to 0.5 U, and the primers concentration at 0.25 uM.

The PCR products were purified using the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System and were sent

for sequencing in triplicate (forward and reverse) using the Sanger technique at Macrogen."

Bioinformatic analysis

The sequences obtained were assembled using the MacVector 18.6 program and the consensus
sequences were deposited in GenBank. The similarity of these sequences for CatL-like was analysed in the
BLAST tool. Using the MEGA11 program, a maximum parsimony phylogram (1000 Bootstrap and Tree-
Bisection-Regrafting) was constructed with the sequences obtained in the present study and sequences available
in GenBank. The sequences used from GenBank were from T. vivax, T. theileri, T. evansi, which were reported

from different countries and different hosts. Leishmania chagasi was set as the outgroup.

Data analysis

In order to classify cattle, the PCV was considered to be low when the reading was < 24%, and normal
when it fell between 25 and 46%. Regarding body temperature, a normal range was established between 37.8
and 39.2 degrees Celsius, as outlined by Rockett and Bosted (2007).
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The discrepancy in the distribution of positive CRCP test results in animals according to haematocrit
and temperature was evaluated using a two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test. A logistic
regression analysis was used to examine the relationship between the variables zone, sex, and age. All tests were
conducted using Stata SE 14.1® (StataCorp LP, College Station, TX, USA). A p-value of less than 0.05 was
used to indicate statistical significance.

Results

AT. vivax DNA band with a molecular weight of 180 bp was evidenced in 3 (27.2%) of the 11 specimens
of flies analysed by CatL-like PCR gene. The samples came from the provinces of Manabi (n=2) and Pichincha
(n=1). A total of 20 sequences from 9 countries were obtained from the GenBank. The three positive sequences

sent for sequencing had a quality higher than 95% once cleaned and assembled.

The phylogram constructed (Figure 2) shows a defined clade for T. vivax. In one of the sub-clades it is
evident that T. vivax sequences from Tabanidae Ecuador (Pichincha and Manabi) cluster with T. vivax sequences

from different hosts and different countries in Africa and South America.

It is also evident that there is 100% identity with strains from Ecuador (in Cattle), Brazil (in Equus, in
Asinus, in Haemotopinus tuberculatus, and in Cattle), Burkina Faso (in Cattle) and Ghana (in Cattle) (Figure 2).
The phylogram constructed yielded a consistency index, retention index and composite index of 0.820000,
0.844828 and 0.750958, respectively.
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T. vivax | Cattle | Ecuador: Manabi | MT547173.1
T. vivax | Diftera: Tabanidae | Ecuador: Manabi | OR854244
T. vivax | Diftera: Tabanidae | Ecuador: Manabi | OR854245
T. vivax | Diftera: Tabanidae |[Ecuador: Pichincha | OR854246
_|— T. vivax | Buffalo | Brazil | MK801874.1

T. vivax | Tick (Rhipicephalus microplus) | Brazil | MK801870.1
T. vivax | Cattle | Brazil | KRB22728.1
T. vivax | Donkey | Brazil | KR822720.1
T. vivax | Tick (Amblyomma cajennense) | Brazil | MK801873.1
T. vivax | Cattle | Ghana | AB781078.1
- T. vivax | Sheep | Brazil | KR822729.1
T. vivax | Tick (Haematfopinus tuberculatus) | Brazil | MK801871.1

T. vivax | Cattle | Burkina Faso | EU753800.1

o5 = T. vivax | Cattle | Venezuela | EU753792.1

T. vivax | Cattle | Zambia | AB781074 .1

T. vivax | Goat | Mozambique | EU753816.1

T. vivax | Camel | Sudan | LC198233.1

]

T. vivax | Cattle | Kenya | EU753805.1

— T. theileri | Cattle | Ecuador | 0Q304114.1

a9 | T. theileri | Cattle | Ecuador | OQ304111.1
1

% 1 T. theileri | Cattle | Ecuador | 0Q304110.1

T. evansi| Dog | Brazil | EU753818.1

Leishmania chagasi| MH427836.1

10:00

Figure 2. Maximum Parsimony phylogram constructed with the consensus sequences of the CatL gene
of T. vivax (1000 Bootstrap and Tree-Bisection-Regrafting), obtained from specimens of Tabanidae from

Ecuador. Leshmania chagasi is set as an outgroup.

Of the 11 sequences obtained from the flies collected, nine were identified by BLAST as belonging to
the family Tabanidae, of which three belonged to the genus Tabanus sp. from the Chone-Manabi area, one to
the species Tabanus hirtitibia from the Guayllabamba area and one to the species Dasychela macintyrei from
the Tena area. The remaining two flies were of the species Stomoxys calcitrans (Muscidae) from the Chone-
Manabi area (Table 1).
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Table 1. Family, genus or genus species suggested based on the analysis of the percentage identity of the 18S gene and COI, with information

available in the BLAST tool.

Sample 28S Gen COI Gen Suggested
coding : . : : : : Family/Genus/Species
Genus/Species % identity Genus/Species % identity
Manabi (n=6)
Ta-001 Tabanus hirtitibia (KM243474.1) 99.73% Tabanus sp.
Tabanus superjumentariu (K243479.1) 99.20%
Tabanus abdominalis (KM243469.1) 99.20%
Ta-002 Stomoxys_calcitrans (KC177824.1) 100% Stomoxys calcitrans
Ta-003 Stomoxys_calcitrans (KC177824.1) 99.20% Stomoxys calcitrans
Stomoxys_calcitrans (XR _009398733.1) 99.20%
Ta-004 Poeciloderas quadripunctatus (KM243452.1) 99.87% Tabanidae
Tabanus superjumentarius (KM243479.1) 99.74%
Tabanus abdominalis (KM243469.1) 99.74%
Tabanus subsimilis (DQ415541.1) 99.61%
Tabanus pellucidus (KM243478.1) 99.36%
Tabanus birmanicus (KM243472.1) 99.36%
a-013* Poeciloderas quadripunctatus (KM243546)  94.56% Tabanidae
Tabanus sp. (OM607086.1) 94.83%
Hybomitra sp. (JF868996.1) 94.53%
Tabanus simili (KR657883.1) 94.38%
Hybomitra sp. (KM571899.1) 94.38%
Tabanus sp. (HQ982365.1) 94.22%
Hybomitra epistates (GU689940.1) 94.22%
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a-014* Poeciloderas quadripunctatus (KM243546)  94.55% Tabanidae
Tabanus sp. (OM607086.1) 94.83%
Hybomitra sp. (JF868996.1) 94.53%
Tabanus sp (KT116355.1) 94.52%
Tabanus simili (KR657883.1) 94.38%
Hybomitra sp. (KM571899.1) 94.38%
Tabanus sp. (HQ982365.1) 94.22%
Hybomitra epistates (GU689940.1) 94.22%
Pichincha (n=2)
a-007 Poeciloderas quadripunctatus (KM243452.1) 99.87% Tabanidae
Tabanus superjumentarius (KM243479.1) 99.74%
Tabanus abdominalis (KM243469.1) 99.74%
Tabanus subsimilis (DQ415541.1) 99.61%
Tabanus pellucidus (KM243478.1) 99.35%
Tabanus birmanicus (KM243472.1) 99.35%
a-010* Tabanus hirtitibia (KM243474.1) 99.48% Tabanus hirtitibia
Napo (n=3)
a-011 Dichelacera regin (KM243552.1) 90.61% Tabanidae
Tabanus nigrovittatus (KT381971.1) 90.52%
Tabanus chrysurus (NC_062705.1) 90.17%
a-012 Tabanus nigrovittatus (KT381971.1) 89.98% Tabanidae
Dichelacera regina (KM243552.1) 9.98%
Ta-008 Dasychela macintyrei (KM243413.1) 99.87% Dasychela macintyrei

*: Individuals positive for T. vivax

144


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM243452.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=89B936SU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686476583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM243479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=89B936SU016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686476573

Chapitre 3 Section expérimentale — Etude 6

Of the total number of cattle tested in the Chone-Manabi, Guayllabamba-Pichincha and Tena-Napo
areas, prevalences for T. vivax were found to be 14.4% (26/180), 25.33% (19/75) and 43.5% (20/46),
respectively (Table 2).

Table 3 shows the distribution of animals by sex by zone, with a significant difference observed for
females (p-value < 0.01). It should be noted that in the zone of Tena a higher number of males were sampled,
which were transported from the province of Santo Domingo (coastal region) a few days before the outbreak.
These animals were purchased for fattening. No association was found for the age and breed of the animals (p-
value > 0.05).

PCV values ranged from 12 to 55% with an average of 29.82%. Two observations with PCV values of
10 and 58.5 were removed from the analysis as they were considered outliers. There was no association between

low PCV and T. vivax positive animals (p-value > 0.05).

Regarding the distribution of T. vivax positive results according to animals with high temperature (above
39.2 °C) in the Napo area, a significant difference was observed (p-value = 0.02). The percentage of T. vivax
positive animals with elevated temperature was 16% (4/25) and 61.54% (16/26) in Chone-Manabi and Tena-
Napo, respectively. No T. vivax positive animals with high temperature were observed in Guayllabamba-

Pichincha (p-value > 0.05).

Table 2. Distribution of the prevalence of T. vivax in cattle, in the provinces of Manabi, Pichincha and

Napo

Total N° animals Positives 7. vivax

Farm (F) number nu.mber of sampled PCR CatL-like
animals n (%)

Chone-Manabi 180 26 (14.4)

F1 ND 30 0(0.0)

F2 81 15 5(33.3)

F3 66 52 16 (30.8)

F4 58 15 2(13.3)

F5 175 20 2 (10)

Fé6 ND 39 1(2.6)

F7 ND 9 0

Guayllabamba-Pichincha 75 19 (25.3)

F1 6 6 1(16.7)

F2 12 12 8 (66.7)
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F3

F4

Tena-Napo (foyer)
F1

F2

Total

76
ND

29
17

50

46
29
17
301

10 (20)

0

20 (43.5)
19 (65.5)
1(5.9)

65 (21.59)
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Table 3. Distribution of samples according to sex, age and breed groups for bovine T. vivax in the three natural regions of Ecuador

Coastal Region Sierra Region Amazon Region
No. Chone-Manabi Guayllabamba-Pichincha Tena-Napo
Variables . Positives CatL Positives CatL Positives CatL
animals Number of Number of Number of
animals PCR Tvivax animals PCR Tvivax animals PCR Tvivax
n (%) n (%) n (%)

Sex
Male 59 18 1(5.6) 2 (25) 33 19 (57.6)
Female 190 110 9(8.2) 67 17 (25.4) 13 1(7.7)
ND 52 52 16 (30.8) 0 (0) 0 0(0)
Age
0-9 months 96 49 3(6.1) 15 3 (20) 32 19 (59.4)
10-18 months 12 10 0(0) 0(0) 0 0(0)
19-36 months 3 2 0(0) 0(0) 1 0(0)
>36 months 4 1 1 (100) 1 (100) 2 1 (50)
ND 187 118 22 (18.6) 58 15 (25.9) 11 0(0)
Breed
Cross-breed 92 81 4(4.9) 0(0) 11 8 (72.7)

Bos taurus 96 18 0(0) 75 19 (25.3) 3 1(33.3)

Bos indicus 39 20 6 (30) 0 0(0) 19 11 (57.9)

ND 74 61 16 (26.2) 0 0(0) 13 0(0)
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Discussion

The first evidence of T. vivax in cattle in Ecuador was obtained from an outbreak in the province
of Manabi (Coast) [18]. Subsequently, a study conducted in slaughterhouses in the provinces of Santo
Domingo de los Tsachilas (coastal region) and Pichincha (highland region) in Ecuador found a
prevalence of T. vivax of 3.7% and 13.3%, respectively, this study showed that the positive animals from
the slaughterhouses came from the provinces of Manabi, Santo Domingo and Sucumbios [18].

After clarifying the prevalence of T. vivax in cattle in Ecuador, the demonstration of the possible
role of horseflies of the family Tabanidae in transmission was one of the factors to be determined. The
present study, for the first time, revealed the presence of T. vivax in 27,2% (3/11) of the insects from the
provinces of Manabi and Pichincha. The presence of T. vivax in horseflies has already been reported in
Colombia [22] and Brazil [23], highlighting the role of these vectors in the mechanical transmission of
the protozoan in cattle. The finding in Ecuador could provide relevant information on the vector

competency and possibly capacity of horseflies, particularly for the Latin American region.

The insects of the family Tabanidae, which are divided into three subfamilies: Pangoniinae,
Chrysopsinae and Tabaninae [24], are found in different habitats such as savannas, riparian zones,
coastal zones and forests. In our study, for the first time, flies of the family Tabanidae were found to be
positive for T. vivax. This family is widespread in the Americas, as shown in Uruguay, where 77.6% of
the collected specimens belonged to this family [25]. In Ecuador, 198 species, 30 genera, 5 tribes and 3
subfamilies have been described for the family Tabanidae, representing 16.3% of the Neotropical
tabanid fauna, and about 2.1% of the Neotropical species are endemic [16]. Some studies have shown
the presence of Trypanosomes spp. in several species of Tabanidae, confirming their competency and
probable capacity for mechanical transmission; in Brazil, T. evansi DNA was detected in the alimentary
tract of Dichelacera alcicornis and Dichelacera januarii [13]. Analysis of 1093 specimens of the family
Tabanidae collected in three African countries identified 28 morphospecies and 26 genospecies
belonging to six genera; this study also showed a 25% prevalence of T. theileri in the horseflies studied
[26]. In a study in Burkina Faso, T. vivax was found in Atylotus agrestis, a tabanid which is widely
distributed in the country [27].

The high species diversity of tabanids in Ecuador together with the uncontrolled local mobility
of animals between different regions would favour the spread of endemic diseases [25]. A possible

strategy for early detection of outbreaks could be the identification of pathogens in vectors.

The PCR used in this study amplified a fragment of the T. vivax CatL-like gene. Because of its

high sensitivity, this molecular test has been used to detect T. vivax DNA in cattle during periods of low
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or no parasitaemia [20]. Phylogenetic analysis of isolates found in Tabanidae flies in the present study
in Pichincha and Manabi (Highland and Costa) showed similarity with isolates found in cattle in
Manabi-Ecuador (Costa) [18]. The finding in Ecuador supports the hypothesis that the low genetic
diversity of T. vivax isolates from Latin America may be related to the lack of genetic recombination
that occurs in the tsetse fly in Africa [5,26]. The low genetic variability of T. vivax may favour periods
of 3-5 years of enzootic disease in Latin America. These periods are free of symptoms in cattle, and may
be interrupted by clinical epizootic outbreaks, which are influenced by vector density, the presence of
high parasitaemia and infection of susceptible animals [5,27]. At this point, it is noteworthy that in the
case of horseflies, the use of a nested 18S rRNA PCR allowed the detection of infection with other
species such as T. theileri in horseflies in Africa [28] and Russia [29], and even the detection of
fragments of the RoTat gene for T. evansi in tabanids in Brazil [13].

In Africa and Latin America, T. vivax has a wide range of hosts from ungulates to wildlife. It
has been recorded in 39 countries and 47 mammalian species [30]. T. vivax does not cluster by specific
geographical regions or hosts [26], although its size varies in its different hosts [8]. As it was shown in
the phylogenetics analysis, T. vivax has a low genetic diversity in the CatL region between hosts and
between regions. T. vivax sequences from South America are closer to those from West Africa as it has

been previously observed [31].

In the present study, CatL-PCR analysis of cattle for T. vivax showed a prevalence of 14.4%,
25.33% and 43.5% in areas of Manabi, Pichincha and Napo provinces, respectively. In South America,
combined estimates of T. vivax prevalence have been reported to be 6.4% [31], but in a livestock area
in Argentina, prevalence of T. vivax was reported to be between 29% and 51% by TviCatL-PCR [33].
In contrast, a study in Ecuador reported a seroprevalence of 19.1% using the ELISA technique to detect
IgG against Trypanosoma spp. in the coastal and Amazonian regions [34]. The variation of prevalences
in the three areas of our study may be due to the different epidemiological contexts in which the sampling
was carried out: in the case of Napo it was during an outbreak, while in the area of Guayllabamba located
in the Sierra region, it was the first time that T. vivax was reported in cattle, and in Chone-Manabi it is
an area where T. vivax has already been reported [18]. In Ecuador, as in other countries where
transmission is strictly mechanical, the epidemiological conditions are such that periodic outbreaks
occur every 3 to 5 years, subclinical for several years and then appearing drastically, or as a severe
outbreak with the presence of clinical signs and high mortality in recently infected herds; this behaviour

has been demonstrated at prevalences higher than 15% [14,23].

In the Guayllabamba area, the parasite was previously identified in a fly of the species Tabanus
hirtitibia. Consequently, monitoring the disease in an area could be achieved by searching for the

parasite in the vector. The factors that favour the appearance of the disease are influenced by the
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abundance of vectors and the mobility of the animals [23]. This is evidenced by the outbreak in the Tena
area of the Napo province in the Amazon region, where the presence of Tabanidae flies was detected,
and it was found that the animals were transported from the coastal province of Santo Domingo. The
movement of these animals could have been the triggering factor for the outbreak in this area.
Conversely, the presence of T. vivax-positive flies in the areas of Chone and Guayllabamba may
contribute to the maintenance and high prevalence of the parasite in these regions. Control of animal
movements should be proposed as a mitigation measure of the spread of the disease across the country.

Furthermore, the study revealed the presence of Stomoxys calcitrans in the designated areas.
These cosmopolitan flies are regarded as mechanical vectors of a number of microorganisms, including
bacteria, viruses, protozoa and helminths, which are present in the blood and skin of animals such as
cattle [9]. In Brazil, large populations of Stomoxys calcitrans have been observed in outbreaks of T.
vivax in cattle farms [32,33], indicating the potential for this species to act as a vector for T. vivax in our

study areas.

In Ecuador, the various studies on trypanosomosis [17,18,34,35,36], have not found on farms
any positive records in the province of Pichincha. This demonstrates the importance of this finding, as
it is the first record of the pathogen in the highlands. In Ecuador, as in neighbouring countries, the
continuous movement of animals from endemic areas would allow existing vectors from parasite-free
areas to become sporadically contaminated. Integration of trypanosomiasis in the differential diagnostic

of blood-borne pathogens should be advised in Pichincha province.

According to the study conducted in Ethiopia by Sheferaw et al (2019), the increased prevalence
of T. vivax in cattle may be due to the higher density of flies of the genus Stomoxys and family Tabanidae
(61%) compared to the density of flies of the genus Glossina spp. (39%) [11], so it is essential to properly
assess the role of all vectors in the spread of T. vivax in a region. In Ecuador, where geographical zones
(coastal, highland, Amazonian and island) can generate different epidemiological scenarios, a correct
understanding of the problem is an essential starting point for the establishment of vector-borne disease

prevention and control programmes.

Conclusions

This study identified T. vivax for the first time in Tabanidae flies in Ecuador. Using PCR for the
CatL-like gene, sequence analysis identified a 99% similarity to T. vivax from cattle found in Ecuador,
indicating that these flies may also be important vectors in cattle production systems in Ecuador. The

presence of Tabanidae flies in the three regions of Ecuador may represent an important vector for the
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transmission of T. vivax in cattle, but also for other animal species that may play an important role in
the epidemiology of the disease.
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Discussion générale

Les problémes généraux de I'élevage en Equateur.

En Equateur, les petites unités de production agricole (UPA) représentent 65 % du total national
(INEC, 2008). Ce sont des systemes d’élevage « artisanaux », extensifs sans modernisation, et souvent
localisés dans les pires situations géographiques et topographiques (sols pauvres en nutriments, inondés
ou trés pentus) ; généralement, aucun contréle sanitaire adéquat des animaux n’est mis en place. Ces
UPA, destinées en grande partie a la subsistance des familles du secteur rural, basent I'entretien de leurs
troupeaux sur la naissance des animaux ou l'introduction d'animaux achetés aux foires agricoles, sans

connaissance de I'état sanitaire de ces animaux ni de leur valeur génétique.

L'économie générée dans les petites UPA repose sur la vente des excédents de lait ou de sous-
produits tels que le fromage et, dans les cas extrémes, sur la vente d'animaux souvent a bas prix, ce qui
fait des animaux la "tirelire des familles rurales". La situation décrite ci-dessus est aggravée par le
manque d'identification des agents pathogenes causant des maladies chez les animaux d'intérét pour
I'élevage, en raison de la faiblesse ou de I'absence d'investissements de la part de I'Etat équatorien, de
I’absence de mise en ceuvre de programmes de surveillance, de traitement, de prévention ou de contrdle
des maladies. Il est reconnu qu’un bon programme de lutte contre les maladies repose sur la
connaissance, non seulement de la prévalence des maladies, mais également de leur répartition
géographique et des outils technologiques existants pour I’identification et le contrdle des agents

pathogénes.

Selon la FAO (2011), la présence de maladies infectieuses dans les élevages entraine quatre
conséquences : 1) réduction du cheptel dd a la mort ou a I'abattage des animaux ; 2) diminution de la
productivité du bétail ; 3) crises sur les marchés dues a I’instabilité de I'offre et a la demande et 4)
perturbations du commerce international des produits de I'élevage (FAO, 2010). En Equateur, les
conséguences susmentionnées sont mises en évidence dans le cas de maladies parasitaires telles que la
fasciolose bovine, sachant que 9 % des saisies hépatiques a 1’abattoir sont dues a la présence de la douve,
identifiable grace a la présence d’abcés et d’épaississement des voies biliaires chez les bovins abattus a
I’ Abattoir de Quito (Tobar Montesdeoca, 2021), la perte moyenne par foie confisqué s’éléve a 24,13
dollars (Nufiez-Torres & Chavez-Vargas, 2020). Le bétail équatorien est également touché par des
maladies infectieuses telles que la mammite bovine, qui entraine des pertes de 2,35 dollars par jour en
raison de la diminution de la production laitiére, comme 1’a déterminé une étude longitudinale antérieure

réalisée sur 120 vaches en production (Morales Cuichan, 2021).

Un groupe de maladies (anaplasmose, babésiose et trypanosomose) dont les agents pathogéenes

ont une affinité pour le sang des bovins, & savoir I’anaplasmose, la babésiose et la trypanosomose, a fait
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I'objet d'études en Equateur, projets de fin d'études (théses pour 1’obtention d’un dipléme), ainsi que des

publications scientifiques, et d’autres travaux.

Parmi ces maladies transmises par les tiques, il y a la babésiose et I'anaplasmose bovines. Bien
qu'elles aient déja été signalées en Equateur, les agents pathogénes responsable de ces maladies n’étaient
pas bien caractérisés. En revanche, la trypanosomose bovine, une maladie transmise par les taons et
autres mouches hématophages, a été signalée pour la premiére fois en 1977 par Wells. Toutefois, la
situation actuelle de cette maladie en Equateur n'était pas connue, bien que sa présence ait déja été
constatée dans des pays voisins comme la Colombie et le Brésil (De Souza Pimentel et al., 2012; Jaimes-
Duefiez et al., 2021).

Dans les zones tropicales et subtropicales, 1’anaplasmose, la babésiose et la trypanosomose
coexistent chez les bovins, ce qui rend le diagnostic et le traitement difficiles par la combinaison de
facteurs, notamment : la complexité clinique, les limites des traitements disponibles et I’interaction entre
les agents pathogénes. Une stratégie innovante pourrait consister a étudier ces trois maladies ensemble,
afin de mieux contextualiser le probléme et de jeter les bases de la formulation de stratégies de
diagnostic, de prévention, de traitement et de contréle. Dans ce contexte, ou dans le but de fournir des
connaissances actualisées sur ces trois maladies, des études ont été menées dans les quatre régions

naturelles de I'Equateur (C6te, Sierra, Amazonie et région Insulaire).

Tout comme d'autres pays d'’Amérique du Sud et du monde, I'Equateur est touché par des
activités de déforestation pour I'expansion des terres cultivées et/ou de I'élevage. Ceci contribue au
changement climatique a I'échelle mondiale, et qui a son tour a provogué des changements de
comportement chez les humains, chez les animaux sauvages qui peuvent étre des hétes potentiels
d’agents pathogénes et chez d’importants vecteurs de transmission de maladies. A ce jour, il est difficile
de déterminer I’impact du changement climatique sur les maladies a transmission vectorielle, mais des
études récentes ont montré que des températures élevées peuvent forcer les arthropodes tels que les

tiques a se déplacer vers de nouvelles zones géographiques (Dantas-Torres, 2015).

La situation géographique de I'Equateur et ses caractéristiques naturelles forment des conditions
climatiques, topographiques et végétales diverses dans lesquelles se développent les UPA, ce qui a
également permis la création de conditions adéquates pour le développement et I'adaptation de vecteurs
potentiellement transmetteurs de maladies, tels que la tique R. microplus qui est le vecteur de Babesia
spp et A. marginale, les mouches hématophages telles que Tabanidés et Stomoxys calcitrans qui sont
des vecteurs de A. marginale et Trypanosoma spp. De plus, ces insectes peuvent coexister dans le méme

écosystéme tout au long de I'année.
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Comprendre le probléme des maladies hémotropes chez les bovins est complexe en Equateur,

en raison de la variété des scénarios et du manque d'études qui couvrent les quatre régions naturelles au

pays.
L'anaplasmose bovine en Equateur, une maladie qui va rester ?

Les activités développées et qui soutiennent la présente thése, ont permis la mise en place d’une
série de stratégies de travail dans les UPA, les abattoirs et une attention particuliére pour les foyers, dans
le but non seulement de déterminer la prévalence des maladies, les facteurs qui y sont associés, mais

surtout d'identifier I’agent pathogeéne responsable.

Le présent travail, dans son ensemble, nous a permis de démontrer qu’A. marginale présentait
la prévalence la plus €élevée, avec des valeurs de 73,5% et 51,9% dans, respectivement, les abattoirs de
Quito et Santo Domingo de los Tsachilas (Etude 4), et méme jusqu’a 67,1% chez les bovins
échantillonnés dans la province des Galapagos (Etude 5). Les prévalences indiquées ci-dessus, qui font
référence a un diagnostic par tests moléculaires, sont similaires a celles rapportées antérieurement dans
d'autres régions de I'Equateur, a savoir 63,8 a 65,5% (test ELISA indirect) en Amazonie (Medina-
Naranjo et al., 2017 ; Guarnizo et al., 2020) et jusqu’a 90% dans les Tles Galapagos (Gioia et al., 2018).
La forte prévalence de I'anaplasmose constatée en Equateur est similaire aux prévalences de 71,9%
(Ferreira et al., 2022) et 94,8% (Barros et al., 2005) enregistrées au Brésil, pays qui posséde les plus

grands troupeaux de bovins d'’Amérique du Sud.

Parmi les facteurs qui pourraient expliquer la forte prévalence de I'anaplasmose bovine en
Equateur, ainsi que dans d'autres pays de la région, figurent les multiples voies de transmission de la
bactérie, parmi lesquelles la transmission vectorielle par les tiques. On estime qu'au moins 20 especes
de tiques ont la capacité de transmettre A. marginale dans le monde, dont principalement les tiques du

genre Dermacentor spp et Rhipicephalus spp.

Les tiques dites a trois hotes telles que Dermacentor andersoni et D. variabilis peuvent
transmettre efficacement A. marginale par voie intra-stadiale (au sein du méme stade larvaire), lorsque
les males adultes se nourrissent lors de la recherche de femelles, mais aussi par voie trans-stadiale (larves
a nymphe, nymphe a adulte ou larve a nymphe puis a adulte) (Aubry & Geale, 2011). Anaplasma
marginale peut survivre jusqu'a 6 mois au sein des arthropodes (Reyna-Bello, 2014). Son réle en tant
que vecteur de maladie a également été rapporté chez des tiques a héte unique telle que Rhipicephalus
annulatus, présente dans les pays d’Amérique centrale, d'/Amérique du Sud et en Israél (Kocan et al.,

2010). Dans le cas de Rhipicephalus microplus, qui est la tique la plus répandue sur le bétail en Amérique
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du Sud et donc en Equateur, il a été démontré que bien qu'il s'agisse d'une tique & hote unique, les males
et les femelles pourraient jouer un réle important dans la transmission intra-stadiale d'A. marginale grace
a leur comportement migratoire entre hotes (Mazzucco Panizza et al., 2023). Cependant, certaines études
suggérent qu’ A. marginale pourrait survivre jusqu'a 72 heures maximum chez cette tique, ce qui

limiterait son pouvoir de transmission (Reyna-Bello, 2014).

Dans les pays tels que I'Argentine, le Paraguay et la Martinique, ou R. microplus n'est pas
présent, la forte prévalence de I'anaplasmose bovine peut étre liée au r6le important de vecteur des
mouches hématophages, ainsi qu'a la voie iatrogene via l'utilisation d'aiguilles contaminées (Reyna-
Bello, 2014). Un facteur non moins important a considérer dans l'introduction et la permanence de
I'anaplasmose bovine dans les UPA, est la transmission transplacentaire chez I'hdte définitif. Les
nouveau-nés infectés de maniére persistante peuvent rester apparemment asymptomatiques, ce qui
constitue une source importante de contagion et de dissémination de la maladie (Kocan et al., 2010;
Pfeffer et al., 2018).

Outre les problémes sanitaires et épidémiologiques décrits ci-dessus, A. marginale présente une
grande diversité genétique, avec plus de 100 souches génétiquement distinctes identifiées dans
différentes zones géographiques, avec des caractéristiques antigéniques spécifiques et la capacité d'étre
transmises par les tiques (Battilani et al., 2017). Chez Anaplasma spp. six protéines de surface (MSP)
ont été identifiées dans les érythrocytes bovins et conservées chez les tiques. Parmi ces protéines,
MSP1a, MSP4 et MSP5 possédent des génes uniques et ne varient pas antigéniquement au sein des
souches; tandis que MSP1b, MSP2 et PSP3 sont multigéniques et peuvent varier antigéniquement,

principalement chez les bovins infectés de maniére persistante (Aubry & Geale, 2011).

Concernant I'épidémiologie de I'anaplasmose, il est important de considérer qu'A. marginale
produit des infections persistantes a la fois chez les vecteurs et chez I'h6te, ce qui en fait des porteurs et
des transmetteurs potentiels de la bactérie aux populations bovines sensibles (Kocan et al., 2010), ou
méme des réservoirs (Battilani et al., 2017; Reyna-Bello, 2014). Cela a été confirmé lors de la visite des
fermes ou la présence d'autres espéces animales d'élevage tels que les petits ruminants, et méme la faune
sauvage selon la zone d'échantillonnage (Cote, Sierra, Amazonie et région insulaire), a été observée
dans les UPA. Des études plus approfondies sont nécessaires pour évaluer la transmission entre
différente espéces animales d’élevage et le bétail (Aubry & Geale, 2011). L'information générée sur la
forte présence de l'anaplasmose dans les quatre régions naturelles de I'Equateur suscitent I'inquiétude
non seulement a propos des voies de transmission et des vecteurs en présence, mais également sur les

éventuels réservoirs animaux dans les UPA.

En raison de la forte prévalence et de la large distribution d'A. marginale en Equateur, les études

n‘ont pas révélé de facteurs de risque pour cette maladie. Cependant, un aspect important a souligner
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dans le travail réalisé dans cette thése est la premiére caractérisation moléculaire d'A. marginale chez
les bovins de la région cotiére de I'Equateur (Etude 1), ainsi que I'existence de co-infections avec Babesia
sp et Trypanosoma spp. (Etudes 4 et 5).

Les informations sur la forte prévalence, la large distribution ainsi que la présence de vecteurs
nous permettent de supposer que l'anaplasmose serait une maladie qui persisterait pendant longtemps en
Equateur Dans la situation indiquée ci-dessus, la stratégie possible serait de coexister (vivre) avec la
maladie, au travers de I’immunisation (production d'anticorps) chez les jeunes animaux et la restriction
des déplacements d’animaux, notamment entre différentes zones géographiques a statut différent.
L'anaplasmose étant une maladie présente dans les quatre régions de I'Equateur, la détermination des
capacités vectrices des insectes présents ou de réservoirs tels que d'autres espéces domestiques d'élevage
et sauvages dans différentes zones géographiques, pourraient contribuer a une meilleure connaissance

de la maladie et son suivi.
La babésiose bovine en Equateur, une maladie importante mais négligée

Concernant la babésiose bovine, la prévalence détectée par PCR dans les recherches qui
soutiennent cette thése était de 18,94% dans la région de la Cote (ElI Carmen) et de 20,28% dans un
foyer & Quito, région de la Sierra (Etude 3). Ces prévalences sont similaires aux 20 % signalés aux
Galapagos (Etude 5). La prévalence de B. bovis et B. bigemina détectée par PCR chez les bovins
inspectés dans deux abattoirs (Quito — région de la Sierra, et Santo Domingo de los Tsachilas — région

cotiére) n'a pas dépassé 5 % (Etude 4).

En Amérique du Sud, la babésiose est largement répandue, avec des prévalences allant jusqu'a
39,8 % (Ferreira et al., 2022). L'utilisation de tests de diagnostic directs par PCR a montré des
prévalences de 31,6% pour Babesia spp. dans les zones d'élevage de Colombie (Jaimes-Duefiez et al.,
2017) et de 16% et 29%, respectivement pour B. bigemina et B. bovis au Brésil (Vieira et al., 2017). La
forte prévalence et la répartition géographique de la babésiose bovine sont liées a la transmission
biologigque de ce protozoaire par l'intermédiaire des tiques de la famille des Ixodidae. La présence du
protozoaire est donc influencée et méme conditionnée par la présence du vecteur (Benavides et al.,
2016).

Le bétail équatorien n'échappe pas au probléme de la présence de tiques, puisque I’infestation
par deux espéeces de tiques a été démontrée, a savoir Rhiphicephallus microplus et Amblyomma
cajennense s.l., dans les régions de basse altitude (Cote et Amazonie), de chaque c6té de la cordillére
des Andes (Enriquez et al., 2020; Pérez-Otéfez et al., 2023) et méme dans la région insulaire des
Galapagos (Gioia et al., 2018). Les bovins étant des hotes définitifs, des facteurs pouvant favoriser

I'établissement de la maladie dans les UPA ont également été décrits tel que I'age des animaux, en zone
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endémique, les animaux ayant développé une immunité aprés contact avec l'agent causal (et qui peut
durer jusqu’a 9 mois) ne présentent pas de manifestations cliniques au stade adulte, établissant la stabilité

endémique (Suarez & Noh, 2011).

La stabilité enzootique pourrait étre définie comme I'état dans lequel la relation entre I'n6te,
I'agent, le vecteur et I'environnement est telle que la maladie ne présente pas de signes cliniques (Suarez
& Noh, 2011). Une zone pourrait étre classée comme « stable » lorsque 75 % des animaux possédent
des anticorps contre une maladie hémotropique, et une zone pourrait étre « instable » lorsque la
séroprévalence est comprise entre 12 % et 75 %. Lorsque la séroprévalence est inférieure a 12 %, avec
une faible circulation des agents responsables, on parte d’un caractére « sporadique » de la maladie. De
fréquents foyers d'agents hémotropes sont signalés dans des zones instables, dans lesquelles la maladie
survient principalement chez des animaux adultes provenant de zones a faible prévalence et dépourvues
d'anticorps (Bock et al., 2004).

Dans ce contexte, le diagnostic de la maladie devient important, afin de connaitre I'état sanitaire
des animaux a déplacer entre différentes zones géographiques. Les tests sérologiques de diagnostic
indirect sont généralement utilisés en raison de leur sensibilité et de leur spécificité, de leur faible colt
apparent et, surtout, de leur disponibilité sur le marché local. Les tests sérologiques tels que I'ELISA
sont utilisés pour genérer des informations épidémiologiques, et méme pour identifier les animaux aux
stades subcliniques de I'infection. Malheureusement, ces types de tests sérologiques ne permettent pas
de différencier les infections récentes des infections latentes, laissant la place a l'utilisation de tests
moléculaires comme la PCR, qui, bien que trés sensibles, trés spécifiques et trés utiles, sont peu utilisés

en raison de leur co(t élevé.

Un fait important a souligner est la possibilité d'interrompre ou de briser la stabilité endémique
de ces maladies, lors des diminutions des populations de tiques dans une zone au sein de laquelle des
acaricides efficaces sont utilisés, ou en raison de conditions environnementales défavorables pour ce
vecteur (Pfeffer et al., 2018). Chez les bovins, I'absence d'immunité acquise grace a un contact précoce
avec la maladie peut avoir pour conséquence, non seulement le développement de signes aigus sévéres
de la maladie, voire la mort, chez les bovins concernés, mais aussi qu'ils deviennent des réservoirs de la
maladie dans les UPA, autrement dit des « infectés latents », en raison du manque de contrble de

I'infection par le systéme immunitaire ou par les traitements pharmacologiques (Suarez & Noh, 2011).

Dans le cas d'infections par B. bovis et B. bigemina, des variations antigéniques peuvent causer
des infections latentes chez les bovins apparemment guéris ; ces derniéres peuvent durer quelques mois
voire plusieurs années. On pense que la diversité antigénique de Babesia chez I’hote vertébré permet
aux différentes variantes du parasite de rester plus facilement attachées aux cellules endothéliales,

empéchant ainsi leur élimination par la rate, permettant & la maladie de rester dans les UPA et de se
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propager & d'autres zones géographiques (Bock et al., 2004). Une étude importante a été réalisée au
Brésil, pour la caractérisation des zones « stables et instables » d’anaplasmose et de babésiose bovines.
Cette enquéte a révélé que la principale cause permettant d’expliquer la présence de la « fiévre a tiques
» était les mouvements d’animaux entre des zones a statut épidémiologique différent pour ces deux

maladies, ainsi que la présence du vecteur (Puentes & Riet-Correa, 2023).

Dans le cas de I'Equateur, en raison de facteurs de gestion animale inadéquats et de conditions
environnementales tres changeantes telles que des pluies excessives ou des sécheresses, qui affectent
négativement la qualité et la quantité d'herbe produite au sein d'une UPA. Donc, les producteurs sont
obligés de déplacer leurs animaux, non seulement entre les provinces d'une méme région géographique,
mais également entre les régions. Les mouvements des animaux permettent également la mobilisation

des tiques, vecteurs importants d'agents hémotropes (Kocan et al., 2010).

En Equateur, le statut de I'anaplasmose et de la babésiose bovines peut se présenter sous la forme
d’une stabilité ou d’une instabilité endémique. Des efforts doivent donc viser a maintenir la condition
d'endémicité, dont une des stratégies est la standardisation des protocoles de terrain pour la production

d’une immunité chez les veaux grace a un contact précoce avec 1’agent causal.
La trypanosomose, une nouvelle maladie dans la liste des maladies des bovins

Il est connu que les bovins d’Amérique du Sud peuvent étre exposés a plusieurs especes de
Trypanosoma spp., principalement T. vivax, T. evansi, T. theileri et T. cruzi. Avant le démarrage de cette
these, la trypanosomose bovine était peu connue et n'était méme pas officiellement rapportée en
Equateur : le premier signalement de T. vivax par PCR a €té réalisé dans le cadre des travaux qui
soutiennent cette thése (Etude 2) et a révélé une prévalence inférieure & 15%. Cette découverte constitue
un point de départ important pour le contr6le de la maladie, car connaitre I'agent causal spécifique d'une

maladie clarifie non seulement le diagnostic mais aussi son épidémiologie et son controle.

T. vivax est considéré comme le trypanosome le plus pathogéne chez les bovins et est connu
dans la région sous le nom de « Cacho hueco », « Secadera » ou « Cachera ». Une autre espéce pouvant
affecter les bovins est T. evansi, particulierement pathogéne pour les camélidés et les chevaux,
provoguant le « Surra », encore appelé « Mal de caderas » ou « Derrengadera ». Bien que T. theileri
soit une espéce moins pathogéne pour les bovins, elle est considérée comme un parasite opportuniste et
a été identifiée en Equateur (Etude 4). Au contraire, T. cruzi est l'agent causal de la maladie de Chagas
qui est trés prévalente chez I'nomme en Amérique latine et qui est modérément ou non pathogéne chez
les bovins mais qui interféere malheureusement dans le diagnostic de trypanosomose bovine
(Desquesnes, 2004).
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La présence de T. vivax a également été signalée aux Galdpagos, ou une prévalence de 14,7 %
a été mesurée (étude 6), ainsi que dans les abattoirs de Quito et de Santo Domingo de los Tsachilas, au
sein desquels des prévalences de 24,1 % et 10,4 % ont respectivement été estimées (étude 4). Une étude
récente réalisée en Equateur a révélé une séroprévalence par test ELISA de 19,1% pour Trypanosoma
spp. sur un total de 745 échantillons de sérum provenant de 7 provinces cotiéres et de 3 provinces
amazoniennes (Maldonado et al., 2024). Trypanosoma spp. n'est pas seulement présent en Equateur, il
ne s'agit pas d'une maladie a distribution localisée ou encore moins a faible prévalence. Selon les
résultats générés dans cette thése, la trypanosmose devrait étre incluse dans la liste des maladies a
surveiller chez les bovins dans les quatre régions naturelles d'Equateur que sont la Cote, la Sierra,

I’ Amazonie et la région Insulaire.

La présence de T. vivax en Equateur était prévisible, car ce protozoaire avait été signalé dans
presque tous les pays d’/Amérique du Sud, a I'exception du Chili et de I'Uruguay (Desquesnes et al.,
2022). La prévalence de la trypanosomose bovine en Amérique du Sud peut varier selon les régions. En
Colombie, en utilisant des tests moléculaires comme la PCR, des prévalences globales allant jusqu'a
39,2% ont été mesurées, avec par espéce : 38,6% pour T. theileri, 6,7% pour T. evansi et 0,2% pour T.
vivax (Jaimes-Duefiez et al., 2018). Dans des pays comme le Brésil, les prévalences de T. vivax varient
de 24,6 % a 44,3 %, estimées sur base de, respectivement, une PCR CatL-et une PCR FFLB (Garcia
Pérez et al., 2020). En revanche, dans certaines régions argentines telles que Gran Chaco, des
prévalences de T. vivax chez les bovins (n=72) de 29% et 51% ont été rapportées, par PCR CatL et
FFLB, respectivement ; dans la Pampa, l'infection chez les vaches laitieres (n=54) atteignait

respectivement 66,7% et 62,9% pour les deux tests susmentionnés (Florentin et al., 2022).

Sans aucun doute, la connaissance non seulement de I'espéce de I'agent causal, mais aussi de sa
distribution géographique et surtout de sa prévalence, est une information importante pour comprendre
I'épidémiologie d'une maladie, comme dans le cas de la trypanosomose chez les bovins. Les similitudes
et les différences dans les prévalences rapportées dans chaque pays d'Amérique du Sud pour
Trypanososma spp. pourraient étre dues a la présence de vecteurs tels que les mouches hématophages,

a la transmission iatrogéne, aux mouvements du bétail, ainsi qu'a la présence de réservoirs naturels.

En ce qui concerne la pathogénicité, en Amérique du Sud, T. vivax a été signalée comme I'espéce
la plus pathogéne chez les bovins, principale raison pour laguelle elle a été considérée comme prioritaire
dans la recherche soutenant cette thése. Les foyers signalés en Amérique du Sud sont causés par T. vivax.
Les mouvements d’animaux, la présence de mouches piqueuses et l'utilisation d’une méme aiguille pour
administrer des vaccins ou des médicaments & plusieurs animaux différents sont considérés comme des
facteurs de risque (Bastos et al., 2017; Batista et al., 2018; De Souza Pimentel et al., 2012; Florentin et

al., 2022; Reis et al., 2019; Vieira et al., 2017). Contrairement au continent africain, I'une des voies de
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transmission de ce parasite en Amérique est mécanique, par l'intermédiaire de mouches hématophages
telles que les Tabanidae et Stomoxys spp. (Osério et al., 2008), arthropodes largement répandus en
Amérigue du Sud. Les Tabanidae peuvent affecter le bien-étre des animaux en provoquant une géne
visuelle et/ou acoustique, a cause de leur bourdonnement notamment, et elles induisent des lésions
cutanées douloureuses qui peuvent provoquer des réactions cutanées inflammatoires chez les animaux
(Desquesnes, 2004).

Les Tabanidae sont considérées comme un vecteur important de la trypanosomose bovine. On
considére qu'une parasitémie comprise entre 10° & 10° parasites/mL est suffisante pour rendre 1’insecte
contaminant. Elles contiennent 1 a 10 uL de sang dans les pieces buccales aprés s'étre nourries.
Trypanosoma spp. peut survivre pendant environ 30 minutes dans les mouches Tabanidae, mais moins
de 9 minutes chez Stomoxys spp (Desquesnes, 2004). Dans ces conditions, il est évident que la
transmission de ce protozoaire est directement associée a la parasitémie chez les hétes animaux tels que
les bovins, ainsi qu'a la densité de tous les vecteurs possibles (Desquesnes et al., 2009). Au Brésil, lors
d'un foyer signalé dans la région de Minas Gerai, une augmentation de la population de mouches
Stomoxys calcitrans avait été observée dans la zone d'élevage touchée (Cuglovici et al., 2010); toujours
au Brésil, dans un autre foyer de T. vivax et bien que la présence de mouches Tabanidae n'avait pas été
mise en évidence, de grandes populations de mouches Haematobia irritans et Stomoxys calcitrans
avaient été observées (Cadioli et al., 2012). Les preuves scientifiques montrent que I'étude de tous les
vecteurs possibles est un point clé dans la connaissance correcte de la maladie, ce qui a également fait
I'objet d'une étude dans cette thése (Etude 6).

Les activités de recherche sur le terrain et en laboratoire ont permis de démontrer la présence de
mouches de la famille des Tabanidae dans les trois régions de I'Equateur continental (Céte, Sierra et
Amazonie) et I'étroite relation phylogénétique des isolats de T. vivax chez les vecteurs et le bétail (Etude
6). De plus, il est important de noter que les recherches effectuées dans le cadre de cette thése ont
démontré la présence d'autres mouches impliquées dans la transmission de T. vivax en Equateur comme

Stomoxys calcitrans (données non publiées).

En Amérique du Sud, la transmission iatrogéne causée par l'utilisation d'aiguilles, d'instruments
chirurgicaux ou d'ustensiles non stériles utilisés pour le margquage des animaux est un facteur
prédisposant a la présence de T. vivax chez les bovins, principalement dans les foyers. Au Brésil,
I'administration fréquente d'oxytocine pour stimuler la descente du lait pendant la traite a été associée a
la présence de foyers de T. vivax en raison de l'utilisation d'aiguilles contaminées (Bastos et al., 2017;
Vieira et al., 2017). Des cas similaires ont été signalés dans certaines régions d'Argentine (Florentin et
al., 2022). L'Equateur n'échappe pas au probléme de transmission iatrogéne, car la gestion traditionnelle
et peu technologique du bétail permet la transmission de la trypanosomose et d'autres maladies par voie

iatrogéne. En Equateur, la voie iatrogéne a déja été décrite pour d'autres maladies comme la brucellose,
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apres la découverte chez une chevre de la souche vaccinale S19 utilisée uniquement chez les bovins et
qui pouvait étre due a la réutilisation d'une seringue usagée (Ron-Roman et al., 2017). Il est non
seulement nécessaire de poursuivre les recherches sur la voie iatrogene dans le contexte de I'élevage
dans les différentes régions naturelles de I'Equateur, mais aussi et surtout de former les vétérinaires
praticiens et les éleveurs a la biosécurité, en mettant I'accent sur des stratégies réguliéres et pratiques

d’intervention.

Dans le cas de T. vivax, la trypanosomose peut se présenter sous deux formes : celle de « foyers
épidémiques cliniques », et des périodes « inter-épidémiques subcliniques » pendant lesquelles les
infections sont éliminées progressivement par auto-guérison ou traitement. Dans ces circonstances, les
bovins développent une immunité humorale, par production d’anticorps qui peuvent persister pendant
plusieurs années, en maintenant parallélement une parasitémie trés faible. L'apparition des foyers est
liée a la présence du protozoaire dans les réservoirs animaux et a la susceptibilité des bovins
(immunosuppression saisonniére), a la mobilité (arrivée d’animaux naifs) ou a une augmentation subite
de la densité des vecteurs (Osorio et al., 2008). L'alternance entre les deux formes est caractérisée par
une longue période au cours de laquelle le parasite n'est pas visible, puis d'explosions cliniques trés
généralisées (Desquesnes, 2004). Pour les raisons susmentionnées, et comme le montre la présente thése,
une surveillance des vecteurs et de la présence de T. vivax chez eux pourrait étre une stratégie a prendre
en considération (Etude 6). Bien qu'une stratégie de surveillance et de suivi épidémiologique telle que
celle utilisée dans cette recherche puisse étre limitée par le coQt des tests moléculaires, elle pourrait étre
utilisée dans d'autres zones géographiques telles que les Tles Galdpagos, ou les informations

épidémiologiques font défaut.

L'identification des facteurs de risque, une base importante pour la formation des

techniciens et éleveurs

Au cours des études réalisées dans la présente thése, I'échantillonnage des animaux a été
entrepris dans les fermes, dans les foyers et dans les abattoirs, le caractére aléatoire étant l'un des
paramétres a prendre en compte. Aux Galapagos, l'analyse statistique a montré une différence
significative (p < 0,05) pour les paramétres suivants : sexe, age et race des animaux positifs a Babesia
spp. (Etude 5). Un facteur important & prendre en compte est I'age car il a été démontré que les bovins
agés de 3 a 9 mois ne développent pas une babésiose clinique, de sorte qu’ils peuvent développer une
immunité a long terme contre le parasite (Suarez & Noh, 2011). Il en va de méme pour l'anaplasmose,
les jeunes animaux sont plus résistants a l'infection par A. marginale que les animaux adultes. Cette
caractéristique a été attribuée aux fréquences élevees de circulation des cellules Tyd chez les jeunes
animaux qui fournissent une protection contre le pathogene (Guerra-Maupome et al., 2019). Dans le cas
de T. vivax, la gravité des signes cliniques ne dépend pas de I'age, bien que chez les veaux la progression

de la maladie soit rare mais parfois marquée et fatale (Desquesnes, 2004).
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Les animaux Bos taurus et Bos indicus ont été inclus dans les échantillonnages, en respectant
une proportionnalité dépendant de la zone d'étude, par exemple, dans la région de la Sierra, Bos taurus
prédomine. Des études antérieures ont suggeéré que, dans le cas d'A. marginale, les bovins Bos taurus et
Bos indicus étaient sensibles. Les Bos indicus purs présentent une certaine résistance a Babesia bovis,
I'infection étant plus intense chez les Bos taurus, mais cela dépend aussi de la virulence de I'agent
pathogene (Bock et al., 1999).

Une constatation non moins importante, et un facteur a prendre en compte, est la variation
individuelle au sein de chaque race, qui peut influencer le niveau de parasitémie (Bock et al., 1997).
Dans les études réalisées dans le cadre de la présente these, il n'a pas été possible de montrer que la race
des bovins infectés par A. marginale est un facteur de risque en Equateur, probablement en raison de la
forte prévalence de la maladie dans les quatre régions naturelles de I'Equateur, et donc parmi les races
échantillonnées. Un fait important a comprendre et a retenir dans I'épidémiologie d'A. marginale en
Equateur est que, si les animaux Bos taurus sont plus sensibles, ils pourraient étre plus a risque s'ils sont
déplacés des zones montagneuses vers les zones cotiéres ou amazoniennes, régions ou la prévalence de

la maladie est plus élevée.

En ce qui concerne la babésiose bovine, il a été démontré que les animaux Bos taurus sont plus
sensibles a R. microplus (Guglielmone, 1995); cependant, certaines races appelées « criollas » d'origine
ibérigue distribuées en Amérique du Sud et en Amérique Centrale sont plus résistantes a R. microplus.
Les preuves générées dans les études de cette thése montrent que, bien que la prévalence de Babesia
spp. en Equateur puisse étre faible par rapport & d'autres pathogeénes bovins transmis par le sang, une

stratégie a prendre en considération pour son contr6le serait l'utilisation de races locales de bovins.

La symptomatologie présentée dans le cas d'infections par Babesia spp., est également liée aux
races de bovins (Bos taurus ou Bos indicus), décrivant trois types : animaux « sensibles » avec des signes
cliniques graves, animaux « intermédiaires » avec des signes cliniques légers, et animaux « résistants
sans signes cliniques » (Chauvin et al., 2009). Le développement des manifestations cliniques chez les
animaux infectés peut entrainer une réponse immunitaire retardée, inadéquate ou insuffisante, en raison
d'une mauvaise adaptation des especes de Babesia spp. et leurs hotes vertébrés (Chauvin et al., 2009).
L'information scientifique générée dans la présente thése permet principalement de mettre en évidence
I'existence de B. bovis et B. bigemina sur le territoire équatorien (Etudes 3, 4 et 5), ainsi que la
manifestation de signes liés a I'anémie lors d'un foyer de babésiose bovine chez des animaux Bos taurus

dans la zone de la Sierra (Etude 3).
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D'autre part, des études menees en Amérique du Sud ont démontré I'existence d'une tolérance
des races aux infestations par T. vivax. Dans un foyer argentin, les auteurs ont constaté que les males et
les femelles des races Brangus et Braford (Bos taurus et Bos indicus) étaient plus tolérants a I'infection
aigué par T. vivax que les vaches laitieres Bos taurus (Florentin et al., 2022). L'existence de races dites
"trypanotolérantes" est signalée depuis longtemps sur la c6te ouest de I'Afrique, une région qui est restée
relativement exempte de mouvements génétiques de races de zébus, en raison de la présence de la
mouche Tsé-Tsé, principal vecteur de cette maladie (Zhang et al., 2020). Inversement, en Amérique du
Sud, les bovins locaux (Bos taurus et Bos indicus) sont totalement sensibles a la maladie (Desquesnes,
2004). Des preuves récentes générées en Colombie, démontreraient I'existence d'un certain degré de
trypanotolérance, en évaluant cliniquement et épidémiologiquement trois races bovines créoles (Jaimes-
Duefiez et al., 2021).

Au Brésil, dans le contexte de un foyer, les pertes économiques importantes associées a la
trypanosomose bovine ont atteint 39,62 % de la production de lait, différents facteurs de risque ont été
identifiés, comme la races de bovin, ainsi que les mouvements d’animaux, et la voie iatrogénique par
l'utilisation multiple d’une méme seringue/aiguille pour administrer 1'ocytocine (De Souza Pimentel et
al., 2012). Des informations scientifiques intéressantes ont été générées durant cette these, telles que la
présence de foyers liée a I'existence de T. vivax dans la province de Manabi, ou la réutilisation des
aiguilles a été confirmée aprés un traitement ou une vaccination (Etude 2) et la présence de vecteurs tels
que les taons et autres mouches hématophages dans les provinces de Manabi, Pichincha et Napo (Etude
6).

Grace au projet PRD - BruTryp, financé par ARES belge, d'importantes études complémentaires
sur la pathogénie des especes locales de T. vivax (infection expérimentale), le bénéfice de I'immunité
humorale et cellulaire, ainsi que la production de protocoles de traitement ont été lancées (Chavez-
Larrea et al, données non publiées). Un élément important, dans la stratégie de contrble de la
trypanosomose, de la babésiose et de I'anaplasmose bovines en Equateur, a été le renforcement des
capacités des techniciens et des éleveurs concernant les cycles évolutifs et les voies de transmission. En
outre, un « Guide pratique pour aborder les agents pathogénes véhiculés par le sang des bovins en

Equateur » a été rédigé.

L'étude intégrée d'Anaplasma marginale, Babesia spp. et Trypanosoma spp. comme

proposition d'une nouvelle approche pour le contrdle des co-infections en Equateur

Une contribution importante des études réalisées dans le cadre des activités de cette thése est la

mise en évidence de co-infections d'agents hémotropes chez les bovins en Equateur. Bien que le travail
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ait été initialement orienté vers I'étude de la trypanosomose bovine dans le pays, le travail de
collaboration avec d'autres universités et organismes officiels de contréle comme AGROCALIDAD a
permis d'élargir le sujet de I'étude. Sans aucun doute, un facteur décisif pour I'étude simultanée d'A.
marginale, Babesia spp. et Trypanosoma spp. en Equateur a été non seulement la disponibilité d'outils
de diagnostic tels que les frottis sanguins, le test de Woo et les techniques moléculaires, mais aussi
I'équipe humaine chargée de collecter, de traiter et d'analyser les échantillons.

Comme mentionné ci-dessus, des études ont montré I'existence de co-infections par des agents
hémotropes chez les bovins en Equateur. Nous avons constaté que 2,2 % et 6 % des animaux étaient
porteurs de trois agents hémotropes dans les abattoirs de Santo Domingo de los Tsachilas et de Quito,
respectivement. Les co-infections associant A. marginale et T. theileri étaient les plus fréquentes,
atteignant respectivement 18,1 % a Quito et 4,4 % a Santo Domingo de los Tsachilas (Etude 4). De
méme, les études ont révélé I'existence de coinfections chez les bovins analysés aux Galapagos, ou 3,5
% des bovins présentaient les trois agents hémotropes. Les coinfections les plus fréquentes étaient celles

associant A. marginale et Babesia spp. (15,9 %) ainsi qu’A. marginale et T. vivax (10 %) (Etude 5).

En Amérique latine, des co-infections ont déja été mises en évidence chez les bovins dans des
pays tels que la Colombie, dans les départements d'Antioquia et d'Arauca, ou 34,1 % et 16,4 % des
bovins étaient infectés simultanément par, respectivement, deux et jusqu'a quatre agents hémotropes
(Jaimes-Duefiez et al., 2017). Des co-infections avec quatre especes d'agents hémotropes ont également
été rapportées en Argentine (Paoletta et al., 2018), tandis qu'une étude systématique menée en
I’ Amérique Latine a identifié des co-infections : A. marginale + Babesia spp. chez 26,1% des bovins
(Ferreira et al., 2022).

Dans ce contexte de coinfections, il est important de rappeler que Trypanosoma theileri est
considéré comme un parasite cosmopolite (Desquesnes, 2004). En revanche, bien qu’il induit une
pathogénicité faible ou nulle lors d’infection simple, il peut toutefois se manifester par une
symptomatologie clinique dans les infestations lorsqu’il est associ¢ a d'autres pathogenes (Magri et al.,
2021). En Amérique du Sud, T. theileri, T. vivax et T. evansi peuvent présenter des co-infections avec
A. marginale et Babesia spp. En Colombie, par exemple, des infestations mixtes ont été signalées dans
53,9 % des échantillons analysés : 158 (34,1 %) infectés par deux types de pathogénes, 76 (16,4 %) par
trois, 14 (3,0 %) par quatre et 2 (0,4 %) par cing (Jaimes-Duefiez et al., 2017).

Les co-infections signalées dans les études qui soutiennent cette thése reflétent la présence de
T. vivax chez les mouches Tabanidae et chez le bétail, ce qui suggére une circulation potentielle du
parasite entre ces espéces (Etude 6). L'étude des vecteurs de maladies est donc une question importante,
comme le montre la présence d'A. marginale dans 27% des tiques de la province cétiere de Santo

Domingo de los Tsachilas (Maya-Delgado et al., 2020). Les co-infections, en particulier chez les veaux
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infectés par A. marginale et T. vivax, exacerbent la maladie et génerent la présence de signes cliniques
(Bastos et al., 2017) : les animaux sont dans I’impossibilit¢ de contrbler Il'infection, & cause de
I'immunosuppression causée par T. vivax (Ramirez-lglesias et al., 2017). Aucun signe pathognomonique
ne permet de différencier les infections entre Anaplasma marginale, Babesia spp. et Trypanosma spp.,
ce qui complique le diagnostic et le traitement des maladies, d'autant plus s'il y a des co-infections. Ce
probléme est également présent en Equateur, ol le manque de tests de laboratoire pour étayer le
diagnostic et I'absence de signes spécifiques dans le cas d'infections simples ou de co-infections entraine

de multiples erreurs de diagnostic et de traitement des maladies.

La fievre était un signe trouvé plus fréqguemment chez les animaux atteints de co-infections aux
Galapagos (Etude 6), mais dans ce travail, les animaux coinfectés ne présentaient le plus souvent pas de
signes cliniques. Ceci a été observé aussi dans les régions du Brésil ou les animaux examinés étaient
considérés comme cliniquement sains, malgré la présence de co-infections par des agents hémotropes
(Garcia Pérez et al., 2020). Méme en Argentine, la présence d'une plus grande diversité de parasites a

été observée dans des zones ou il n'y avait pas de contréle efficace des tiques (Paoletta et al., 2018).

L 'épidémiologie moléculaire, un outil pour clarifier le chemin a suivre pour I'étude des

agents hémotropes en Equateur

Parmi les techniques parasitologiques utilisées pour le diagnostic d'A. marginale, de Babesia
spp. et de Trypanosoma spp. figure le frottis sanguin avec coloration de Giemsa, technique facile a
mettre en ceuvre et peu cotliteuse. Malgré ses performances, le frottis sanguin n'a pas été utilisé pour

mettre en évidence la présence des agents hémotropes dans cette thése.

Dans le cas du diagnostic d'A. marginale, la technique microscopique (frottis sanguin +
coloration de Giemsa) est fréquemment utilisée dans les cas ou il existe un diagnostic présomptif, associé
a la localisation géographique, a la saison, a la présence de vecteurs, ainsi qu'a un faible volume et/ou
nombre d'érythrocytes (Aubry & Geale, 2011; Kocan et al., 2010; OMSA, 2023).

Malgré l'apparente simplicité de la technique de frottis sanguin, il est nécessaire de le réaliser
sur du sang capillaire périphérique pour augmenter sa fiabilité dans le diagnostic de Babesia spp.
(Beugnet & Moreau, 2015). Bien que la technique de microcopie permette de détecter un érythrocyte
infecté pour 10 000 cellules, un frottis sanguin nécessite d'épandre entre 0,5 et 1 pl de sang. De plus, il
il peut étre difficile et lent d'identifier au microscope les érythrocytes infectés, alors qu'il existe d'autres
stades de développement du parasite comme les trophozoites dont la forme et la taille peuvent varier
(Mosqueda et al., 2012). Pour les raisons susmentionnées, l'utilisation de frottis sanguins devrait étre
restreint au diagnostic de babésiose chez les bovins présentant des signes cliniques et des antécédents

épidémiologiques (Bock et al., 2004).
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De méme, les tests parasitologiques sur frottis sanguins peuvent également étre utilisés pour le
diagnostic de la trypanosomose bovine. En revanche, la technique du sang frais a une sensibilité
analytique de 10* a 10° parasites/mL, tandis que le frottis coloré au Giemsa peut étre utilisé pour
distinguer les sous-genres et la morphologie du parasite (Desquesnes et al., 2022). Dans le cas de la
trypanosomose, la technique parasitologique la plus utilisée est la technique de I'nématocrite ou
technique Woo, qui selon I'Organisation Mondiale de la Santé Animale (World Organisation for Animal
Health - WOAH) permet de démontrer la présence du parasite dans une population.

Une des techniques utilisées dans I'étude 3, a savoir la centrifugation de I'nématocrite (HCT,
Woo) réalisée pour I'analyse de 218 échantillons bovins, a révélé 13 animaux positifs a Trypanosoma
spp (6,0%). L'évaluation de I'HCT a constitué un pilier fondamental de cette thése, non seulement en
raison de la sensibilité analytique de 20 x10%-5x10° parasites/mL (Osorio et al., 2008), mais également
en raison de son utilité pour identifier le parasite dans I'échantillon analysé, et ensuite permettre sa
cryoconservation. Un fait important a retenir est que la sensibilité du test de Woo peut diminuer lorsque
I’animal est en phase chronique ou lorsque les niveaux de parasitémie sont faibles. Parmi les avantages
de la technique Woo, il y a le fait qu'elle permet I'examen de nombreux animaux en peu de temps, tandis
que, comme indigqué ci-dessus, on peut mesurer I'hématocrite (HCT), qui est un paramétre permettant
d’aider au diagnostic d'anémie, un signe clinique pertinent dans la trypanosomose bovine (Desquesnes
et al., 2022).

Afin d'augmenter la sensibilité analytique et diagnostique d'A. marginale, Babesia spp. et
Trypanosoma spp. dans cette these, ainsi que la réalisation d'études phylogénétiques contribuant a une
meilleure compréhension de I'épidémiologie des maladies, des techniques moléculaires telles que la
PCR ont été incorporées. La stratégie décrite ci-dessus a permis la caractérisation d'Anaplasma
marginale, B. bigémina, B. bovis, T. vivax et T. theileri (Etudes 1 & 5) chez les bovins des quatre régions

de I'Equateur, ainsi que chez les vecteurs (Etude 6).
Limites du traitement dans le cadre de la co-infection par des agents hémotropes

L'anaplasmose, la babésiose et la trypanosomose peuvent présenter des signes cliniques
similaires, ce qui complique le diagnostic, en particulier dans les zones endémiques. Un diagnostic
incorrect ou tardif peut retarder le traitement approprié, ce qui permet aux agents pathogéenes de persister
dans les troupeaux. Chacune de ces maladies nécessite un traitement spécifique. Pour I'anaplasmose, on
utilise des antibiotiqgues comme les tétracyclines (Aubry & Geale, 2010) ; pour la babésiose, les
médicaments recommandés sont I'imidocarb ou I’acéturate de diminazéne (Mosqueda et al., 2012) ; et
dans le cas de la trypanosomose, on utilise des medicaments comme le chlorure d'isométamidium ou

I’acéturate de diminazéne (Magez & Radwanska, 2014).
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Lorsque ces trois maladies coexistent, lI'administration de traitements spécifiques devient
complexe en raison des interactions médicamenteuses possibles, qui peuvent réduire I'efficacité ou
augmenter les effets secondaires. En outre, I'utilisation simultanée de plusieurs médicaments peut
accroitre la toxicité chez les animaux. Les animaux infectés par plusieurs de ces maladies peuvent

nécessiter des traitements plus longs, ce qui augmente les colts de gestion vétérinaire et de médicaments.

L'utilisation répétée de médicaments antiparasitaires dans les zones ou ces infections sont
présentes peut conduire au développement d'une résistance aux medicaments. La résistance au
diminazéne et a l'isométamidium a été documentée dans le traitement de la trypanosomose en Afrique

(Giorganni et al., 2016). Dans ces cas, les traitements disponibles peuvent devenir moins efficaces.

Dans les zones d'étude de cette thése, la présence de tiques et de taons, vecteurs capables de
transmettre les agents responsables de ces maladies, a été détectée, ce qui pourrait augmenter la
probabilité d'infections multiples chez un méme animal. Les stratégies de lutte anti-vectorielle ne sont
pas toujours efficaces pour stopper la propagation de ces maladies, et le traitement dans ces zones est

compliqué par une réinfection constante.

D'autre part, la présence dinfections multiples peut affecter le comportement de chaque
pathogéne dans l'organisme de l'animal. Les parasites peuvent interagir de maniére a aggraver les
symptémes, a augmenter la charge parasitaire ou a prolonger la durée de la maladie, (Telfer et al., 2010)
Cela signifie qu'une infection peut intensifier la gravité d'une autre, ce qui complique encore le

traitement.

Bien gue des vaccins soient disponibles pour certaines infections, comme la babésiose, ils ne
sont pas toujours accessibles ou pleinement efficaces pour toutes les souches de pathogénes. Dans le cas
de la trypanosomose et de l'anaplasmose, les possibilités de prophylaxie sont limitées, ce qui rend la
lutte encore plus difficile dans les situations de co-infection. Il est donc nécessaire de mettre en ceuvre
une gestion intégrée, tant au niveau du diagnostic que du traitement, afin de minimiser les complications

et d'améliorer la santé du bétail.

Dans le cadre de cette thése, un protocole de traitement a été mis en place pour le contréle de
Trypanosoma vivax chez les bovins (Annexe 1). L'une des options thérapeutiques pour le traitement de
la trypanosomose est le chlorure d'isometamidium, qui n'est pas disponible dans le pays. Actuellement,
deux principes actifs sont disponibles : le diaceturate de diminazéne et le dipropionate d'imidocarbe,
sous diverses présentations commerciales, utilisés traditionnellement pour traiter d'autres maladies telles

que I'anaplasmose et la babésiose.
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L'objectif de la mise en ceuvre du protocole de traitement était d'évaluer 1'aspect clinique des
animaux infectés expérimentalement par une souche indigene de Trypanosoma vivax, ce qui a permis
d'obtenir un protocole pour la gestion des animaux dans les foyers, ainsi que d'évaluer deux médicaments
commerciaux disponibles en Equateur : le Berenil® Diminazene Diaceturate et I''MIDOPAR®
Imidocarb Dipropionate, et un médicament importé tel que le chlorure disométamidium
HEMOVEEX®.

La mise en ceuvre de ce protocole a permis d'obtenir un protocole de traitement appliqué a la
réalité nationale, afin de garantir la guérison rapide des animaux infectés dans les foyers. Il permettra
également de prévenir la propagation de la maladie dans les zones endémiques et de minimiser le risque
d'apparition de nouveaux foyers. Ce protocole a fait I'objet d'une concertation avec AGROCALIDAD,

afin d'établir des stratégies de prévention et de contrdle de la maladie.

Recommandations

De nouvelles stratégies doivent étre mises en ceuvre pour guider le travail sur I’anaplasmose, la

babésiose et la trypanosomose chez les bovins en Equateur. Voici quelques recommandations :
Pour les centres de recherche :

- Pour étudier les vecteurs potentiels de I'anaplasmose, de la trypanosomose et de la babésiose
dans le pays, il est nécessaire de poursuivre I'échantillonnage des arthropodes dans différentes
zones climatiques a I'échelle nationale afin d’identifier les espéces de vecteurs, leur abondance
et leur distribution, l'interaction héte-insecte, I'identification des sources d'alimentation en sang,
ainsi que les effets du vecteur sur les performances des animaux.

- L'échantillonnage du bétail dans d'autres régions du pays est recommandé pour évaluer I'état
clinique des animaux pour ces trois maladies, confirmé par I'analyse de I'hémogramme et de la
biochimie sanguine.

- La mise en ceuvre de techniques moléculaires pour I'é¢tude du génome, du transcriptome et de la
réponse immunitaire aux agents hémotropes est recommandée.

- Développement de protocoles d'obtention de protéines antigéniques pour la standardisation de
techniques de diagnostic plus accessibles, moins cheéres et plus rapides pouvant étre utilisées a

grande échelle au niveau national et pour le développement de vaccins.
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- La recherche sur les races bovines natives existant en Equateur et leur capacité de résistance-
tolérance aux agents hémotropes et a leurs vecteurs, ce qui pourrait étre d'une grande utilité pour
les projets d'amélioration génétique du bétail vis-a-vis de ces maladies.

- Démontrer Iimportance de la transmission transplacentaire chez les bovins dans le contexte
équatorien.

- Standardisation des protocoles de terrain pour la production d’une immunité chez les veaux

aprés un contact précoce avec l'agent causal.

Pour les organismes de controle sanitaire

- Formation des techniciens et des professionnels de santé sur I'anaplasmose, la babésiose et la
trypanosomose, leurs facteurs de risque ainsi que sur l'utilisation rationnelle et intégrée des
traitements contre les agents hémotropes et leurs vecteurs.

- Les techniciens de terrain doivent avoir accés aux laboratoires de diagnostic, disposer d'un
systeme de communication efficace avec I’autorités sanitaire et avoir la capacité juridique de
limiter les mouvements d'animaux.

- Formation continue des techniciens de laboratoire a la manipulation des échantillons et a
I'analyse diagnostique pour les trois maladies.

- Créer des alliances stratégiques avec des centres de recherche pour le transfert de technologies
et des études conjointes pour la surveillance et le contr6le des maladies.

- Mise en ceuvre de techniques de diagnostic accessibles pour le suivi des animaux vivants avant
tout déplacement.

- Réalisation d'études pour évaluer les pertes économiques liées a ces maladies et vecteurs telles
que la diminution de la production de lait et de viande, la mort des animaux, les traitements et
les répercussions sur le commerce des animaux.

- Mise en place d'un systeme de surveillance durable des trois maladies et de leurs vecteurs au

niveau de la ferme, de l'abattoir et des frontiéres.

Pour les éleveurs de bétail

-  Empécher le mouvement des animaux vers d’autres zones géographiques sans
controle/traitement adapté.

- Eviter de réutiliser les aiguilles dans les traitements appliqués aux bovins.

- Tenir un registre contenant des informations sur les animaux et les événements sanitaires
survenus a la ferme.

- Lorsque la présence d’agents hémotropes est suspectée, demander 1’aide d’un professionnel de

la santé pour le prélévement d’échantillons, le diagnostic et le traitement.
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Conclusions

L'application de tests moléculaires a permis non seulement de caractériser pour la premiére fois
les agents hémopathogenes chez les bovins, mais aussi de déterminer leur prévalence dans les régions
naturelles de I'Equateur (Cdte, Sierra, Amazonie et Galapagos). La prévalence de T. vivax variait entre
3,7 et 25,3 % sur le territoire continental et 14,7 % dans la zone insulaire des Galapagos. Pour T. theleri,
la prévalence était comprise entre 10,4 et 24,1 % sur le territoire continental, sans qu'il soit possible de
démontrer la présence du protozoaire aux Galapagos. Dans le cas de B. bovis, les prévalences étaient
comprises entre 2,2 et 14,7 % et pour B. bigemina, entre 1,5 et 4,2 % sur le continent; et dans la région
insulaire des Galapagos, elles étaient de 11,2 % pour B. bovis et de 14,7 % pour B. bigemina. Les

prévalences d'A. marginale étaient de 51,9 a 86,1 % sur le continent et de 67,1% dans la région insulaire.

Les tests moléculaires constituent un outil important dans la prise en charge des foyers, car ils
permettent de confirmer le diagnostic et de déterminer la prévalence. Dans le cas de T. vivax, 43,5 %
des animaux étaient infestés dans le foyer rapporté dans la région amazonienne. Dans le cas du foyer de
babésiose signalé dans la Sierra, 14,69 % des animaux étaient infectés par B. bovis et 5,6 % par B.

bigemina.

Dans la présente étude, la diversité génétique de T. theileri a été mise en évidence par la
détermination de génotypes et de lignées, montrant en Equateur qu'il existe des génotypes IB et IC

appartenant a la lignée Thl et le génotype IIB a la lignée Thil.

Des co-infections ont été mises en évidence ; celles-ci étaient diverses selon les agents
pathogénes et la zone géographigque étudiée. Des coinfections impliquant T. vivax, T. theleri et A.
marginale ont été identifiees chez 18% des bovins analysés dans la Sierra; et des co-infections incluant
T. vivax, Babesia spp. et A. marginale ont été mise en évidence chez 3,5% des animaux positifs aux lles
Galapagos. Les éléments factuels suggérent qu'en Equateur, l'approche face a ces maladies doit étre

globale afin d'éviter de commettre des erreurs de diagnostic et de traitement.

L'analyse épidémiologique a permis de déterminer des facteurs de risque tels que I'dge des
animaux (adultes), le sexe (femelles), les coinfections entre agents pathogenes, la présence d'autres
espéces animales (réservoirs) dans les élevages, ainsi que les mouvements d’animaux. Les informations
générées représentent un apport important pour la formation non seulement des producteurs, des
techniciens de terrain et de laboratoire, des vétérinaires, mais également des autorités officielles telles
gu'AGROCALIDAD et I'ABG des Galapagos.
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Etant donné la présence de mouches hématophages mise en évidence dans plusieurs zones
climatiques ciblées par ce travail, il est probable que la transmission mécanique joue un rdle important
dans le maintien de maladies telles que I'anaplasmose et la trypanosomose. La présence de T. vivax chez
les mouches de la famille Tabanidae et chez le bétail dans la zone d'étude, est une découverte importante

pour comprendre le role de ces vecteurs dans la transmission des agents hémotropique en Equateur.

Limites de I'étude

Une fois la thése terminée et les objectifs atteints, les principales limites suivantes de 1’étude

réalisée ont été identifiées :

- Concernant la stratégie d'échantillonnage et de collecte d'informations : I'étude aurait pu intégrer
une fiche d'échantillonnage contenant des informations zootechniques et épidémiologiques, plus
facile a collecter et permettant d'améliorer l'analyse des résultats obtenus a partir des tests de
diagnostic. L'étude aurait pu intégrer I'évaluation des signes cliniques actuels ou antérieurs
(anamnése) liés aux maladies étudiées. L’étude aurait également pu augmenter le nombre de
foyers des maladies étudiées, clarifiant davantage I’importance des co-infections.

- Une excellente stratégie d'échantillonnage mise en ceuvre dans les études a été 1'échantillonnage
d'animaux dans les abattoirs, mais les informations sur leur origine réelle ou leurs symptémes
sont limitées, I'étude aurait également pu échantillonner des animaux dans des abattoirs de la
région amazonienne.

- Concernant la réalisation et I'analyse des tests de diagnostic : I'étude aurait pu intégrer d'autres
tests de diagnostic sérologique (frottis sanguin, test de Woo, ELISA), afin de déterminer leur
sensibilité et leur spécificité, en comparaison avec les tests moléculaires utilisés dans les études
de cette thése.

- Concernant les espéeces animales et vecteurs étudiés : L'étude a pu prospecter la recherche
d'agents pathogenes chez d'autres espéces animales comme les animaux d'intérét d'élevage
(chevaux) ou les animaux de la faune sauvage (chauves-souris).

- Concernant la zone d'échantillonnage : bien que I'étude ait été réalisée dans une zone
géographique importante de I'Equateur, qui couvre les quatre régions naturelles (Cote,
montagnes, Amazonie et région insulaire), une recherche des agents causaux dans les zones
frontaliéres avec la Colombie ou le Pérou, Ia ou il y a une mobilité animale, aurait été
intéressante..

- La pandémie de COVID-19 a imposé plusieurs limites a cette recherche. Premiérement, les
restrictions de mobilité du matériel de laboratoire ont affecté la collecte de données sur le terrain,
ce qui a donné lieu & un échantillon plus petit que prévu. De plus, la fermeture temporaire des

aboratoires a retardé les expériences programmées et limité la capacité d’acquérir du matériel.
laborat tardé 1 t limité | téd’ d tériel

177



Chapitre 4 Discussion générale, recommandations, conclusion et perspectives

Perspectives

Apreés avoir réalisé ces recherches et atteint les objectifs fixés, il reste encore un long chemin a parcourir
dans I'étude des maladies causées par des agents hémotropes chez les bovins en Equateur. Des progrés
importants ont été réalisés en ce qui concerne la caractérisation des agents pathogenes, la détermination
de la prévalence, ainsi que la détermination des facteurs de risque possibles, mais il est nécessaire de
mener des recherches a court, moyen et long terme pour établir une base de réflexion et des stratégies
solides pour une lutte optimale contre I'anaplasmose, la babésiose et la trypanosomose dans les territoires

continentaux et aux Galapagos.

Au cours de la réalisation de cette these, ainsi que dans les activités menées dans le cadre du projet PRD
BruTryp financé par I’ARES, une plateforme d'appui a la formation et a la sensibilisation, au diagnostic
et au développement d'une stratégie de controle de la brucellose et de la trypanosomiase a été créée en
Equateur. En outre, des informations additionnelles ont été générées (par exemple, une infection
expérimentale de bovins par T. vivax) mais celles-ci n’ont pas encore été entiérement analysées et

devront étre portées a I’attention des autorités et de la communauté scientifique internationale.

Il est donc important que les travaux menés jusqu'a présent soient complétés a court terme par la
réalisation de nouvelles theses, qui collectent et analysent des informations sur I'infection expérimentale
par une souche locale de T. vivax, ainsi que par le développement de protocoles de traitement qui

n'existent pas en Equateur a I’heure actuelle.

Une stratégie a analyser pour la formation locale des professionnels sur les "outils biotechnologiques
pour le diagnostic, le traitement et le contrdle des maladies chez les animaux" sera considérée comme
une opportunité pour créer un master local, qui sera soutenu techniquement et scientifiquement par un
personnel formé grace au projet PRD, ainsi que par la collaboration interuniversitaire avec I'ULiege de

Belgique et les organismes de contréle officiels existant en Equateur (AGROCALIDAD- ABG).

Le développement de produits biotechnologiques permettant non seulement un diagnostic fiable, mais
surtout rapide, facile et peu colteux, est une question prioritaire sur laquelle il faut travailler en Equateur,
ainsi que des produits et technologies de nouvelle génération permettant le traitement des bovins infectés
par des agents pathogénes hémotropes, augmentant ainsi la sécurité alimentaire. Ces produits
biotechnologiques pourraient étre utiles & I'Equateur et aux pays voisins qui partagent les mémes agents
pathogenes et problémes sociaux, économiques et politiques. Il est donc temps d’étendre la collaboration
nord-sud et une collaboration sud-sud, avec I’aide des centres de recherche locaux et des universités du
Nord.
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3. INTRODUCCION

La trypanosomosis animal es una enfermedad ocasionada por un protozoario flagelado
que parasita la sangre, linfa y algunos tejidos del huésped (1). Hay tres especies de
tripanosomas que afectan al ganado bovino: Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi y
Trypanosoma theileri, de estos, T. vivax es el mas patdgeno. La transmision puede ser mecanica
a través de moscas hematdfagas como Tabanus, Stomoxys calcitrans, Haematobia u otros

animales que se alimentan de la sangre como murciélagos (2) (3), y por la via iatrogénica (1).

Los bovinos afectados por T. vivax pueden ser asintomaticos durante el periodo
prepatente que puede durar de 2 a 10 dias (4), pero dependera de la patogenicidad del parasito,
susceptibilidad, respuesta inmunitaria y condicion fisica del hospedador (5). Durante el periodo
agudo aparecen los parasitos en la sangre y puede durar de 1 a 2 meses, este periodo se
caracteriza por un incremento de temperatura que coinciden con la parasitemia que se detecta
cada 8-15 dias, los animales presentan una destruccién de eritrocitos dando lugar a una anemia
leve a grave, otros sintomas evidenciados en este periodo agudo son lagrimeo, edema
submandibular, descargas nasales, pérdida progresiva de peso y letargo; ademas se pueden
presentar alteraciones en el sistema reproductor tanto del macho (inhibicion total de la
espermatogénesis, con degeneracion testicular y epididimaria) como en hembras (anestro

transitorio o permanente, ciclos estrales anormales y abortos) (4).
4. JUSTIFICACION

En el Ecuador, la crianza del ganado bovino es la mas importante actividad pecuaria del

pais, para el 2010 se estimé que existen 4.066.930 de cabezas de ganado bovino, en donde el
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41.24% (1.591.390) esta en la region del litoral y el 9.65% (364.567) en la amazonia (6),

podrian estar expuestos a la trypanosomosis.

Ademas, en el Ecuador, la trypanosomosis es una enfermedad poco conocida, y se
confunde con otros microorganismos como Anaplasma marginale y Babesia spp. ya que los
bovinos afectados por estas enfermedades tienen signos en comdn como anemia, fiebre, pérdida
de peso y debilitamiento, se ha evidenciado también coinfecciones entre estos hemotrdpicos

(7), y esto ha dificultado el diagnostico y la eleccién del tratamiento adecuado.

Aungue T. vivax normalmente permanece en el sistema vascular del huésped, algunas
cepas pueden, ubicarse en tejidos como ganglios linfaticos, ojos y liquido cefalorraquideo
donde es menos accesible el tratamiento farmacoldgico y al ser una especie dificil de cultivar
in vitro, los estudios sobre la efectividad de los tratamientos ha sido limitado en relacion a otros

tripanosomas (8).

En América Latina, los farmacos de eleccion para el tratamiento de la trypanosomosis
bovina ocasionada por T. vivax son el aceturato de diminazeno y el cloruro de isometamidio
(4). En el Ecuador, el medicamento disponible es el aceturato de diminazeno, que se utiliza
comunmente para el tratamiento de Babesiosis. Estudios han evidenciado resistencia a estos
farmacos por parte de algunos aislados de T. vivax, debido a su uso indiscriminado y los largos
periodos de tratamiento, sin embargo sus efectos secundarios toxicos son relativamente bajos
(4). El cloruro de isometamidium es un farmaco que no se comercializa en el pais, y se considera
el tratamiento de eleccidn en areas enzooticas con alta prevalencia de T. vivax. La aplicacion
de un tratamiento efectivo y preciso es fundamental para el control de T. vivax, ya que los
animales que no son tratados pueden convertirse en portadores clinicos asintomaticos, pudiendo

propagar y mantener la enfermedad en el resto del hato (9).
5. OBJETIVO

El objetivo del presente protocolo es proveer de un tratamiento efectivo y accesible para

el control de T. vivax en el ganado bovino en el Ecuador.

6. USUARIOS
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El presente protocolo proporciona informacion sobre el tratamiento terapéutico para
casos de T. vivax, esta dirigida a médicos veterinarios, técnicos agropecuarios, zootecnistas
tanto del sector privado como publico, que estan involucrados en la deteccién y tratamiento de

enfermedades en el ganado bovino en fincas de produccion de leche y carne.

7. METODOLOGIA

7.1.Infeccién experimental para la implementacion de un protocolo de tratamiento

contra T. vivax

7.2.Comité de bioética

Para la implementacion del presente protocolo, se procedié a realizar una infeccion
experimental en bovinos mediante una cepa nativa de T. vivax, antes de iniciar el estudio se
obtuvo un dictamen favorable por parte del comité de Bioética de la Universidad San Francisco
de Quito segun oficio: 2021-009 con fecha 19 de enero del 2022.

7.3. Animales de experimentacion

Un total de 12 bovinos machos, Bos taurus de 3 a 4 meses de edad fueron divididos en
4 grupos, el grupo TO de 3 bovinos como control y tres grupos (T1, T2 y T3) que fueron
infectados con una cepa nativa de T. vivax a una dosis de 1x10° Trypanosomas/mL por via
intravenosa, los animales de los 3 grupos fueron tratados a los 8 dias pos infeccion con 3

diferentes farmacos comerciales:

1. Grupo T1 formado por 3 bovinos que fueron tratados con el medicamento comercial
Berenil® Diaceturato de Diminazeno + Antipirina (Adquirido localmente, marca
Intervet S.A.). Cada bovino recibié 7 mg/kg de peso, via IM vy se repitio la dosis a los
10 dias.

2. Grupo T2 formado por 3 bovinos tratados con IMIDOPAR® Dipropionato de
Imidocarb (Adquirido localmente, marca KYROVET S.A.). Cada bovino recibi6é una
dosis Unica de 4,8 mg / kg de peso, via IM.

3. Grupo T3 formado por 3 bovinos tratados con HEMOVEEX® Cloruro de

Isometamidium + Ivermectina (producto importado pais de origen Venezuela, marca
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REVEEEX C.A)), los animales recibieron una dosis Unica de 1 mg / kg de peso, via
IM.

7.4. Analisis de muestras de sangre

De cada animal se obtuvo una muestra de sangre en tubos con anticoagulante (EDTA),
al dia -1 (dia antes de la infeccion), al dia 0 (dia de la infeccion), y a los dias 4, 7, 11, 14, 18,
21, 25, 29, 32, 35, 40, 42.

Las muestras de sangre obtenidas de cada bovino fueron analizadas mediante la prueba molecular TviCatL-PCR (10)
y por la técnica de la centrifugacion del hematocrito (denominada también técnica de Woo o HCT), para evidenciar la presencia

del parasito.

La técnica HCT consiste en colocar 70 pl de sangre con EDTA en un tubo capilar heparinizado (75 x 1,5 mm), se
cierra uno de los extremos con plastilina y se centrifugan a 10.000 g durante 5 minutos (en general, 12.000 rpm en una centrifuga
de hematocrito). A continuacién, el tubo capilar se observa al microscopio (100x), los tripanosomas son las células méviles

que se concentran en la unidn entre la capa leucocitaria y el plasma (11)

7.5. Resultados

Analisis de la parasitemia mediante los métodos de diagnostico: Woo y TviCatL-

PCR en los bovinos T1 Diminazeno (Berenil®).

Los tres animales del grupo T1 (Bovino #4, #7 y #9), mostraron fluctuaciones
parasitarias los dias 4 y 7, posteriormente fueron tratados en el dia 8 con la 1ra dosis del
medicamento. Al analizar las muestras en el dia 11 (tercer dia pos-tratamiento) no se observo
al parasito por ninguno de los métodos descritos. La segunda dosis del medicamento se
administro en el dia 18 (10 dias luego de la primera dosis). En los bovinos #4 y #7 no se observo
la presencia del paréasito hasta el final del experimento (42 dias), sin embargo, en el dia 21 se
observé la presencia del parasito en la sangre del bovino #9 mediante el método de Woo y el

animal fallecio en el dia 25.

Analisis de la parasitemia mediante los métodos de diagnostico: Woo y TviCatL-

PCR en los bovinos T2 Imidocarb (Imidopar®).

Los bovinos del grupo T2 (#2, #12 y #13), mostraron fluctuaciones parasitarias los dias
4y 7, posteriormente fueron tratados al dia 8 (pos-infeccion). En el dia 11 (tercer dia pos-

tratamiento) no se observo la presencia del parasito en la sangre del bovino #2, mediante las
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técnicas utilizadas, no obstante, a partir del dia 21 (dia 13 pos-tratamiento) el bovino fue
positivo mediante las técnicas de Woo y PCR hasta el dia 35 en donde se trat6 al bovino con
Cloruro de Isometamidium, determinando la ausencia del parasito en posteriores analisis. El
bovino #12 muri6 al séptimo dia pos-infeccion y el bovino #13 muri6 en al octavo el dia pos-

infeccidn por lo que no se pudo realizar el seguimiento.

Anélisis de la parasitemia mediante los métodos de diagnostico: Woo y TviCatL -

PCR en los bovinos T3 Isometamidium (Hemoveex®).

Los bovinos T3 (#3, #5 y #8), mostraron fluctuaciones parasitarias los dias 4 y 7,
posteriormente fueron tratados al dia 8 (post-infeccion). En el dia 11 (tercer dia post-
tratamiento) no se observo al parasito mediante ninguna técnica descrita manteniéndose asi

hasta el final del experimento.

7.6. Conclusiones

e El tratamiento a base de cloruro de isometamidium en una dosis Unica de 1 mg/kg es el
tratamiento mas efectivo para el control de T. vivax.

e El diaceturato de diminazeno en dos dosis de 7 mg/kg con un intervalo de 10 dias, es
también efectivo para el control de T. vivax. No obstante, un animal mostr0 baja
parasitemia después de las dos dosis, por lo que este medicamente es eficiente para
eliminar las parasitemia y los sintomas pero no logra eliminar completamente al

parasito.

8. PROTOCOLOS DE TRATAMIENTO RECOMENDADO

Tratamiento 1

Nombre del farmaco: clorhidrato de cloruro de

isometamidio

Nombre comercial: HEMOVEEX®
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Composicion: Las formulaciones veterinarias tienen una mezcla de cuatro compuestos
de fenantridina: clorhidrato de cloruro de isometamidio [clorhidrato de cloruro de 8-(3-
mamidinofenil-2-triazeno)-3-amino-5-¢etil-6 fenilfenantridinio], el isdmero rojo posicional [3-(
clorhidrato de cloruro de 3-m-amidinofenil-2-triazeno)-8-amino-5-etil-6-fenilfenantridinio], el
isomero azul [clorhidrato de 7-(mamidinofenildiazo)-3,8-diamino-5-etil-6 fenilfenantridinio ],
y el compuesto disustituido [diclorhidrato de cloruro de 3,8-di(3-m-amidinofeniltriazeno)-5-

etil-6-fenilfenantridinio].

Mecanismos de accion: Su alta afinidad por el DNA del kinetoplasto podria ser la base

de su actividad tripanocida (8).

Accidn: Terapéutica y profilactica

Dosis terapéutica: 0.5 mg/kg

Dosis profilactica: 1 mg/kg. Este medicamento tiene accion profilactica por 5 meses

Especie animal: Bovinos Bos taurus y Bos indicus de todas las edades

Via de administracion: Intra muscular

Efecto adverso: Multiples administraciones intramusculares de isometamidium pueden
causar lesiones fibrosas severas, dafiando asi la canal y la calidad de la carne del ganado. Evitar
la administracion subcutanea. Altamente irritante. Posibles reacciones locales en bovinos. La
duracion de la actividad profilactica luego de la administracion intramuscular en bovinos es

tipicamente de 2 a 3 meses y puede ser de hasta 6 meses (8).

Tiempo de retiro: 30 dias para el consumo de productos derivados de bovinos tratados

con el farmaco.
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Tratamiento 2

Nombre del farmaco: Aceturato de diminazeno
(4,4"(azoamino) dibenzamidina)

Berenil

Nombre comercial: Berenil®

Composicion: El acetaruto de diminazeno es una diamidina aromatica, derivada de

Surfen (bis-2-metil-4-aminoquinolil-6 carbamida). Se comercializa en combinacién con el

estabilizante  antipirina  (1'2-dihidro-1"5-dimetil-2-fenil-3h-pirazona-3-ona), en una

concentracion de 55%, que se agrega debido a la breve estabilidad del diminazeno en agua (12).

Mecanismos de accion: El diminazeno se une irreversiblemente al ADN de doble

cadena del cinetoplasto (ADNK), lo que altera la replicacion y la funcion del cinetoplasto (12).

Accidn: Terapéutica no se usa para la profilaxis, ya que se metaboliza y excreta
rapidamente (8).

Dosis terapéeutica: 7 mg/kg y a los 10 dias repetir la dosis

Especie y edad del animal: Bovinos Bos taurus y Bos indicus de todas las edades

Via de administracion: Intra muscular

Efecto adverso: Toxico para caballos, burros, perros y camellos.

Tiempo de retiro: 21 a 35 dias en bovinos de carne y 3 dias en bovinos de leche
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