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RESUMEN EJECUTIVO

Toxoplasma gondii es un parésito zoondtico de amplia distribucién mundial que simboliza un
riesgo para la salud publica y veterinaria, ocasionando enfermedades catastroficas como la
toxoplasmosis. Su transmision a través del agua de riego constituye una posible via de
contaminacion tanto a cultivos y animales destinados al consumo humano. Este estudio emple6
la microscopia directa y PCR para analizar la contaminacion por ooquistes de Toxoplasma
gondii en el canal de riego Latacunga—Salcedo—Ambato (LSA), en el sector [zamba. Los
resultados microscopicos revelaron una contaminacién del 45.73 por ciento a ooquistes
compatibles con Toxoplasma gondii, con una mayor frecuencia en las localidades San Miguel
Arcéangel, San Francisco de Quillanloma y Quillanloma la Playa. Los analisis fisicoquimicos
del agua revelaron que la presencia de ooquistes no se asocia con la calidad del agua, sino a
factores como la contaminacién antropogénica local. En contraste, los resultados de la
identificacion molecular dirigida al fragmento del gen B1, no identifico la presencia del
material genético de Toxoplasma gondii debido a inhibidores durante la PCR, causada por una
carga parasitaria mixta. El canal LSA, no evidencid contaminacion por Toxoplasma gondii
suficiente para sostener que existe un riesgo de transmision por el agua de riego. Sin embargo,
el canal constituye una infraestructura hidrica de gran importancia para la productividad
agropecuaria del pais y actuar como un reservorio ambiental de parasitos patdogenos ponen en

peligro la inocuidad alimentaria, la salud publica y veterinaria local.

Palabras Claves: Toxoplasma gondii, ooquistes, Canal de riego LSA, Sector Izamba,
Toxoplasmosis, zoonosis, agua de riego, PCR, microscopia, gen B1, contaminacion parasitaria,

rio Cutuchi.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a zoonotic parasite with a wide global distribution that poses a risk to
public and veterinary health, causing catastrophic diseases such as toxoplasmosis. Its
transmission through irrigation water constitutes a potential route of contamination for both
crops and animals intended for human consumption. This study employed direct microscopy
and PCR to analyze Toxoplasma gondii oocyst contamination in the Latacunga—Salcedo—
Ambato (LSA) irrigation canal, in the Izamba sector. Microscopic results revealed a 45.73
percent contamination with oocysts compatible with Toxoplasma gondii, with a higher
frequency in the localities of San Miguel Arcangel, San Francisco de Quillanloma, and
Quillanloma la Playa. Physicochemical analyses of the water revealed that the presence of
oocysts is not associated with water quality, but rather with factors such as local anthropogenic
contamination. In contrast, the results of molecular identification targeting the B1 gene
fragment did not detect the presence of Toxoplasma gondii genetic material due to inhibitors
during PCR, caused by a mixed parasite load. The LSA canal did not show sufficient
Toxoplasma gondii contamination to support the claim of a risk of transmission through
irrigation water. However, the canal is a vital water infrastructure for the country's agricultural
productivity, and its potential to act as an environmental reservoir for pathogenic parasites

poses a threat to food safety, public health, and local veterinary health.

Keywords: Toxoplasma gondii, oocysts, LSA Irrigation Canal, [zamba Sector, Toxoplasmosis,

zoonosis, irrigation water, PCR, microscopy, B1 gene, parasitic contamination, Cutuchi river.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Justificacion

Cada afio, mas de un millébn de personas, a nivel mundial, son infectadas por
Toxoplasma gondii, un parasito zoonético que puede provocar desde leves dolores musculares
hasta mal formaciones congénitas (Smith et al., 2021). En Ecuador, esta problematica no solo
afecta a la salud publica, sino también a la productividad agropecuaria del pais, provocando
pérdidas econdmicas debido al alto indice de abortos en ovinos y bovinos (Nayeri et al., 2021).
A esto se suma, la escasa vigilancia parasitologica en fuentes hidricas, uno de los principales
vehiculos de transmision de parasito (Luisa et al., 2020). En muchas localidades con una alta
actividad agricola, como Izamba, parroquia de la ciudad de Ambato, el control de la calidad
del agua se limita a parametros bacteriologicos, sin considerar la presencia de protozoarios,
debido a la falta de métodos accesibles y estandarizados para su deteccion. Ante esta realidad,
resulta fundamental generar datos preliminares que evidencien la contaminacién de

Toxoplasma gondii en aguas utilizadas para el riego.

Segtn la FAO y la OMS (2014), Toxoplasma gondii fue clasificado como el cuarto
parasito mas alarmante en América Central y del Sur, siendo responsable aproximadamente del
20 % de las muertes causadas por alimentos contaminados en humanos (Zavala et al., 2024).
Asimismo, estudios reportan que en animales rumiantes como ovinos, caprinos y bovinos, la
seroprevalencia de Toxoplasma gondii alcanza entre el 32% y el 54% en paises como Peru y
Ecuador, provocando entre el 10% y el 23% de abortos, asi como una disminucion en la
produccion de leche, lo cual impacta negativamente en la economia del sector ganadero y, por
ende, en la actividad monetaria del pais (Aguilar & Ortiz, 2021; Serrano & Quispe, 2022).
En este contexto, el Canal de Riego Latacunga—Salcedo—Ambato (LSA), no solo sustenta una
intensa actividad agricola, sino que también esta expuesto a una creciente presion antropica
derivada de zonas urbanas (Zapata et al., 2021). Esta situacion puede convertir al canal en un
posible reservorio ambiental para Toxoplasma gondii, facilitando su mecanismo de transmision

en el ambiente y contaminando tanto cultivos como animales destinados al consumo humano.



Ante este panorama, el presente estudio planea analizar la contaminacion por
Toxoplasma gondii en el canal de riego LSA, especificamente en el tramo que atraviesa el
sector Izamba, en la ciudad de Ambato. Generando datos preliminares de contaminacién
parasitaria, en uno de los cuerpos hidricos mas importantes del Ecuador. Ademads, promover el
empleo de técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
deteccion preventiva inicial, contribuyendo generar alertas tempranas y reducir la transmision

del parasito a través de alimentos y animales contaminados.

1.1.2  Toxoplasma gondii: Generalidades

1.1.2.1 Clasificacion taxonomica y diversidad genética

Toxoplasma gondii es un parésito protozoario intracelular obligado, clasificado dentro
del Reino Protista, Filo Apicomplexa y Género Toxoplasma por Levine en 1980, siendo hasta
la actualidad la unica especie reconocida dentro de este género, su clasificacion taxondémica

completa se detallada en la Tabla 1 (Harding & Frischknecht, 2020; Jeninga et al., 2019) .

Tabla 1.

Clasificacion taxonomica de Toxoplasma gondii

Taxonomia
Reino Protozoa
Filo Apicomplexa
Clase Sporozoea
Subclase Coccidia
Orden Eucoccidiida
Suborden Eimeriina
Familia Sarcocystidae
Subfamilia Toxoplasmatinae
Género Toxoplasma
Especie gondii

Nota. Informacion obtenida de Fortier et al., (2000)
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Estudios realizados en Europa y América del Norte han revelado que este parasito posee
una amplia variabilidad genética, clasificada en 16 haplogrupos (Fukumoto et al., 2020). Sin
embargo, hasta la actualidad solo se ha caracterizado aproximadamente el 90 % de la poblacion,
la cual se agrupa en tres genotipos principales: linajes tipo I, Il y III, cuya variabilidad genética
se diferencia en la patogenicidad. En contraste, el 10% restante de la poblacion, aun poco
explorada, se encuentra predominantemente en Latinoamérica, Africa y Asia, regiones donde
los estudios son limitados y los pocos andlisis realizados mostraron genotipos atipicos

(Oliveira et al., 2018; Dini et al., 2024; Fukumoto et al., 2020).

En cuanto a los linajes genéticos identificados, el linaje tipo I es el mas virulento,
aunque menos frecuente, pero solo la existencia de una cepa puede ocasionar enfermedades
mortales. El tipo II es el mas comun en infecciones humanas y veterinarias con una virulencia
moderada, pero en personas inmunocomprometidas puede ocasionar la muerte. Por ultimo, el
tipo III es el menos virulento, pero presenta una amplia distribucién en el ambiente, estas
infecciones suelen ser asintomaticas o manifestarse con sintomas leves, como dolor abdominal

y diarrea (Dini et al., 2024; Fukumoto et al., 2020).

1.1.2.2 Estadios infecciosos

Desde el punto de vista bioldgico Toxoplasma gondii presenta tres estadios infecciosos:
esporozoitos, bradizoitos y taquizoitos, los cuales varian en su morfologia, mecanismo de

infeccion, el tiempo de desarrollo y la etapa de invasion celular (Sun et al., 2025).

Los esporozoitos se encuentran en forma de ooquistes en el ambiente, comunmente
denominados “huevecillos”. Los ooquistes presentan una forma ovalada de 10 a 15 pm de
didmetro, rodeados por una doble pared gruesa. Al ser ingeridos por un hospedador, los
esporozoitos se liberan en el sistema digestivo e invaden las células epiteliales convirtiéndose

en taquizoitos o en bradizoitos (Freppel et al., 2019).

Seguidamente, los bradizoitos son los taquizoitos pero en estado latente y puede
permanecer en este estado durante afios, alojandose en forma de quistes en el tejido muscular
y cerebral. Son de formas més delgadas y poseen el nucleo desplazado hacia uno de los

extremos, miden 7 pm * 1,5 um (Cerutti et al., 2020).



Por tultimo, los taquizoitos, es un estadio donde los bradizoditos suele reactivarse

cuando el sistema inmune del hospedador se ve comprometido, presentan una forma de

medialuna, con un tamano aproximado de 4 a 8 um de longitud y 2 a 4 pum de ancho, y poseen

un nucleo central bien definido. Los taquizoitos son responsables de las infecciones agudas

ocasionando dafos severos en el sistema nervioso central, en el tejido ocular o transmitirse

verticalmente de mujeres embarazadas a sus fetos (Sun et al., 2025; Zhu et al., 2025).

1.1.2.3 Ciclo biolégico

El ciclo biologico de Toxoplasma gondii se completa en dos fases. La fase sexual que

ocurre unicamente en los miembros de la familia Felidae, como los gatos, que actuan como

hospederos definitivos y la fase asexual que se lleva a cabo en los hospederos intermediarios

como animales y personas (AKkins et al., 2024; Khairullah et al., 2024; Warschkau & Seeber,

2023).
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Figura 1. Ciclo de Vida de Toxoplasma Gondii
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Nota. A) Toxoplasma gondii puede infectar a una célula huésped en cualquiera de sus
estadios infecciosos (esporozoitos o bradizoitos). Una vez dentro, el parasito se rodea
de una membrana de vacuola parasitéfora (PVM), donde se multiplica en su forma de

taquizoito. Posteriormente, mediante la accion de diversos factores reguladores de
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transcripcion, los taquizoitos se transforman en bradizoitos, que forman quistes tisulares
en el cerebro y los tejidos musculares. B) Estos quistes tisulares pueden ser nuevamente
ingeridos por otro hospedador. En el nuevo hospedador, los bradizoitos se liberan
nuevamente en taquizoitos, que invaden todo el organismo. C) Cuando los
hospedadores definitivos ingieren quistes tisulares, los parasitos alcanzan el intestino,
donde se desarrollan en merozoitos y gametocitos. A partir de estos se forman los
ooquistes, que son excretados al medio ambiente junto con las heces. D) En el ambiente,
los ooquistes maduran y esporulan en presencia de oxigeno, originando ooquistes
esporulados con esporozoitos infectantes. Estos pueden ser ingeridos por un nuevo
hospedador, reiniciando asi el ciclo bioldgico del parasito. Obtenido de Warschkau &

Seeber, (2023).

1.1.2.4 Epidemiologia

Toxoplasma gondii ha logrado infectar aproximadamente un 30% de la poblacion a
nivel mundial, convirtiéndolo en uno de los parésitos ubicuos mas exitosos en su transmision,
dispersion y supervivencia (Daher et al., 2021). A nivel global, la tasa de seroprevalencia de
Toxoplasma gondii varia entre un rango del 0,5 — 87% segun la region y los continentes. La
tasa con seroprevalencia mas alta le pertenece al continente Africano con 61,4%; luego Oceania
con 38.5%, seguidamente América del Sur con 31,1%; Europa con 29,6%, en Norte América
con 17,5% y finalmente Asia con 16,4% (Foroutan et al., 2019). De acuerdo con Zavala et
al., (2024) en los paises latinoamericanos como Argentina y Colombia, esta tasa es de 50 %,
atribuida a condiciones climaticas tropicales. Mientras que, en paises como Pert y Ecuador, la

seroprevalencia es inferior al 20 %.

En Ecuador, existe una limitada documentacion de seroprevalencia del parasito. Sin
embargo, se han documentado casos de toxoplasmosis congénita. Por ejemplo, en Riobamba
se estima una prevalencia entre del 50 %, mientras que en Quito el 40 %. En otras zonas con
climas mas célidos y himedos, como la region Costa, los valores son mayores, llegando hasta
el 74 % e incluso el 80 % (Velasquez et al., 2020). En cambio, en Ambato no se han registrado
estudios especificos, lo que evidencia un vacio en el conocimiento epidemiologico de la

enfermedad en esta zona.



Con respecto a la tasa de seroprevalencia en animales de granja ha alcanzado promedios
mundiales del 33,9% en ovinos, el 31,8% en caprinos, el 13-25% en porcinos, 9,1- 28,7% en
Bovinos, 15,6- 21,7% en perros y gatos, caballos el 11.3%; siendo en Africa y Latinoamérica
los continentes con la prevalencia mas alta (Galeh et al., 2020; Gamboa et al., 2025; Li et al.,

2020; Osten et al., 2024; Toaleb et al., 2025).

1.1.3 Rol de los cuerpos hidricos en la transmision de Toxoplasma gondii

1.1.3.1 Contaminacion en cuerpos hidricos

Los cuerpos hidricos, como rios, lagunas y canales de riego son esenciales para el
ecosistema, la productividad agropecuaria y las actividades humanas, pero también actiian
como medios de transmision de agentes infecciosos como bacterias, virus, helmintos y

protozoarios como Toxoplasma gondii (Boelee et al., 2019; Kumar et al., 2020).

La OMS y CDC estiman que los protozoarios son responsables de alrededor de 1 700
millones de casos de enfermedades diarreicas y mas de 842 000 muertes anuales (Arslan et
al., 2022). Entre 2017 y 2022 se registraron mas de 400 brotes de enfermedades transmitidas
por el agua, siendo Cryptosporidium el principal causante, seguido por Giardia 'y Toxoplasma

gondii (Bourli et al., 2023).

Estos parésitos pueden permanecer viables en todo tipo de agua, gracias a su forma
ambiental “ooquistes”. Se ha reportado tasas de deteccion entre el 5 % y el 100 % dependiendo
la fuente de agua (Ureiia et al., 2022). En Latinoamérica, paises como Colombia y Brasil han
confirmado la presencia del pardsito en diversas muestras de agua (Campo et al., 2021;
Galvani et al., 2019; Pinto et al., 2022). Sin embargo, en Ecuador, y particularmente en

Ambato, la informacion sobre la presencia de Toxoplasma gondii en cuerpos hidricos es escasa.

1.1.3.2 Mecanismos de resistencia

La resistencia de Toxoplasma gondii se atribuye a las propiedades estructurales de su

pared y el conjunto de proteinas protectoras expresadas durante la embriogénesis del parasito



(Freppel et al., 2019). Conforme a Shapiro et al (2019) ha documentado que los ooquistes
pueden sobrevivir en el agua durante afos gracias a su pared multicapa, actiia como un escudo
bioldgico frente a variaciones extremas de temperatura, pH, exposicion al cloro y radiacion
UV, entre otros factores (Freppel et al., 2019). Dicha estructura estd formada por varias capas
externas e internas, ricas en proteinas y glicoproteinas reticuladas con residuos de tirosina, lo
que impide el ingreso de sustancias externas al contenido interno. Incluso si la capa externa se
degrada, las capas internas mantienen la integridad del contenido celular, que incluye
macrogametos y granulos de polisacaridos envueltos en el citoplasma (Dumetre et al., 2021;

Pinto et al., 2021).

Se cree que la resistencia aumenta conforme avanza su grado de maduracion o
esporulacion. Este proceso ocurre luego de la excrecion de los ooquistes al ambiente a través
de las heces felinas, y se desarrolla bajo condiciones favorables como la presencia de oxigeno,
humedad y temperaturas entre 20 y 25 °C completandose en un periodo de 1 a 5 dias (Freppel
et al., 2019). Durante la esporulacion, el ooquiste forma en su interior dos esporoquistes, y
cada uno de ellos contiene cuatro esporozoitos (Figura 2). En esta etapa, el ooquiste puede
permanecer viable durante afios. Mientras que los ooquistes no esporulados son mucho mas

vulnerables al calor y otros tratamientos quimico (Arranz et al., 2023; Pinto et al., 2021).

Figura 2. Morfologia de los ooquistes de Toxoplasma gondii.

Nota. A) Sin esporulacion B) Con esporulacion. Obtenido de Freppel et al., (2019)

Un estudio realizado por Arranz et al., (2023) afirma que un grupo de proteinas (Late
Embryogenesis Abundant) LEA contribuye a darle una mayor resistencia a los ooquistes de
Toxoplasma gondii en el ambiente, principalmente en la proteccion de los esporozoitos dentro
de los ooquistes evitando su inactivacion frente a la desecacion, congelacion y alta salinidad.

Del mismo modo, se ha reportado que los ooquistes resisten a temperatura extremas como 40



a 45 °C, asi como desinfectantes comunes como lejia, etanol e incluso la formalina y métodos

fisicos como la radiacion y presion (Dumetre et al., 2021; Pinto et al., 2021).

A nivel genético, diversos estudios han identificado genes responsables de la resistencia
ambiental de los ooquistes como los genes que codifican proteinas de la pared (OWP1, OWP2,
OWP3) generan una red rica en tirosina que refuerza la estructura. Asimismo, los genes
antioxidantes (TgSOD1, TgCAT, TgPRX) neutralizan especies reactivas de oxigeno y ayudan
en la formacién de pigmentos que aumentan la impermeabilidad y proteccion frente a la
radiacion (Li et al., 2023; Possenti et al., 2010). Ademas, las proteinas de choque térmico
(HSP70, HSP90) contribuyen a la reparacion celular bajo condiciones de estrés, asegurando la

viabilidad prolongada del ooquiste (Li et al., 2023; Possenti et al., 2010; Sousa et al., 2020).

1.1.3.3 Contaminacion en la cadena alimentaria

La contaminacidon en la cadena alimentaria representa un grave problema de salud
publica a nivel mundial. Cada afio, cerca de 600 millones de personas enferman por el consumo
de alimentos contaminados y alrededor de 420.000 mueren, generando pérdidas econémicas

de mas de 110.000 millones de USD (Vafae et al., 2024).

Entre los agentes mas relevantes se encuentran los protozoarios patdégenos como
Toxoplasma gondii, Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica, Taenia solium 'y Trichinella
spiralis (Marin et al., 2022; Vafae et al., 2024). El consumo de carne cruda o mal cocida que
contengan quistes tisulares, el contacto con agua contaminada y vegetales mal higienizados
constituye la principal via de transmision de estos parasitos. En particular, Toxoplasma gondii,
ya que puede permanecer viable durante largos periodos en agua, suelo y cultivos agricolas,

facilitando su diseminacion y persistencia (Campo et al., 2021).

Los felinos domésticos y silvestres son los tnicos hospedadores definitivos capaces de
expulsar ooquistes al medio ambiente. Tras ingerir presas infectadas, los bradizoitos liberados
en el intestino del felino se reproducen y generan nuevos ooquistes que son excretados con las
heces. Estos ooquistes, altamente resistentes, contaminan el suelo y, mediante el arrastre por
lluvias, llegan a canales de riego, afectando hortalizas, frutas y pasto consumidos por humanos

y animales, respectivamente (Attias et al., 2020; Khairullah et al., 2024).



1.1.3.4 Zoonosis: impacto en la salud humana y animal.

En el ambito de la salud publica, las personas pueden infectarse al ingerir ooquistes de
Toxoplasma gondii presentes en vegetales, carne o agua contaminados, lo que puede provocar
toxoplasmosis, una enfermedad zoonoética que afecta aproximadamente a un tercio de la
poblacion mundial (Daher et al., 2021). En personas inmunocompetentes la infeccion suele
ser asintomatica o leve; sin embargo, suele ser peligrosa en mujeres embarazadas provocando
abortos o malformaciones congénitas y en personas inmunodeprimidas encefalitis o la muerte
(Freppel et al., 2019; Teimouri et al., 2024). Las formas clinicas mas frecuentes incluyen
toxoplasmosis adquirida, ocular, congénita y neurologica (Attias et al., 2020). En Ecuador, la
tasa estimada de toxoplasmosis congénita es de 2,4 casos por cada 10.000 nacidos vivos, de los

cuales el 65 % se presentan de forma asintomatica (Velasquez et al., 2020).

Por otro lado, en el &mbito veterinario, diversos estudios han confirmado la presencia
de ADN de Toxoplasma gondii en la fauna doméstica y de produccién (Dubey et al., 2020).
En animales de granja como ovejas, cabras y bovinos, la infeccion puede desencadenar
toxoplasmosis clinica, provocando pérdidas reproductivas en abortos, nacimientos muertos,
enfermedad sistémica o incluso la muerte, con repercusiones significativas en la salud y
productividad animal, en incluso en animales rumiantes perdidas y disminuciéon en la

produccion de sus derivados como la leche (Aguilar & Ortiz, 2021; Minuzzi et al., 2021).

1.1.3.5 Impacto socioeconomico

La infeccion por Toxoplasma gondii ha logrado generar un alto impacto
socioeconomico, debido a los elevados costos tanto en la atencidon médica, la productividad y
la calidad de vida (Ben & Connolly, 2019; Mareze et al., 2019). La mayor preocupacion es la
toxoplasmosis, una enfermedad que afecta tanto a personas como animales con un gasto

sanitario alto (Malki, 2021).

Esta situacion se ve agrandada, debido a que varios estudios revelan que las tasas de
infeccion por Toxoplasma gondii son mayormente en poblaciones vulnerables. Segin Ben &
Connolly, (2019) los paises con mayor prevalencia se encuentran estrechamente

correlacionadas con la pobreza, nivel de saneamiento y la falta de conocimiento y atencion



médica. Sin embargo, la carga para la salud es sustancial comparado con la carga econdmica
para los costos hospitalarios y las consecuencias para la salud a largo plazo. En EE. UU., esta
carga econdmica asciende a unos 5700 millones de dolares anuales sin contar con las secuelas

a largo plazo (Ben-Harari & Connolly, 2019; Hoffmann et al., 2025; Mareze et al., 2019).

Mientras que en la salud veterinaria la infeccion por Toxoplasma gondii puede provocar
pérdidas econdmicas para los agricultores y la industria, particularmente abortos y mortinatos,
en ovejas, ganado, cabras cerdos e incluso gallinas. Por ejemplo, en Uruguay la tasa de abortos
por toxoplasmosis se estimd entre 1,4 y 4,68 millones de doélares, incluidos el tratamiento
veterinario, diagnosticos del laboratorio y la vacunacién (Ahaduzzaman & Hasan, 2022;

Malki, 2021; Stelzer et al., 2019).

1.1.4 Meétodos para la deteccion de Toxoplasma gondii en matrices hidricas.

1.1.4.1 Meétodos de concentracion

La deteccion para Toxoplasma gondii en matrices ambientales, como los canales de
riego, constituye verdadero reto, ya que se requiere de métodos diagnosticos de alta
sensibilidad y especificidad, elementos clave para garantizar resultados confiables y crear
protocolos estandarizados (Martins et al., 2021). Ya que estas muestras tienen varias
limitaciones, como la necesidad de procesar grandes volumenes de agua, baja concentracion

parasitaria, el tamano reducido del parasito, entre otras (Campo et al., 2021).

El principal método para tratar grandes volumenes de agua es la filtracion por
membrana, esta consiste en hacer pasar el agua a través de filtros con poros especificos que
retienen los ooquistes parasitarios. El método de sedimentacion donde las muestras son
centrifugadas para concentrar los ooquistes en el pellet, ambos métodos han alcanzado buenos
porcentajes de recuperacion parasitarias (Moreno et al., 2018; Shapiro et al., 2019). Sin
embargo, también presenta limitaciones, como la obstruccion de las membranas por solidos
suspendidos, la necesidad de equipos de vacio o presion y la eficiencia del lavado y del tipo de

membrana utilizada (Galvani et al., 2019; Pinto et al., 2022a; Sroka et al., 2017).

Por otro lado, el método de flotacidon se basa en el uso de soluciones con alta densidad

especifica que permiten la elucion de ooquistes por su peso y facilitar su ascenso hacia la
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superficie para su recoleccion. Entre las soluciones comunmente empleadas se encuentran la
solucion de Sheather y la solucion salina saturada, alcanzando altos porcentajes de
recuperacion entre el 82,4% y 60,3%, respectivamente (Takano et al., 2024, 2025). Otros
procedimientos mas antiguos como el empleo de sulfato de aluminio y carbonato de calcio, ha
logrado alcanzar una recuperacion ente 90% y 97%, sin embargo, actualmente ya no se emplean

debido a dafos en la integridad del ADN parasitario (Kourenti et al., 2023).

Estos procedimientos resultan utiles para la purificacion y concentracion inicial de
ooquistes, pero presenta limitaciones como la variabilidad en la eficiencia de recuperacion
dependiendo de la densidad del medio y la composicion del agua, la posible alteracion de la

morfologia de los ooquistes por algunos reactivos (Takano et al., 2024).

1.1.4.2 Meétodos de identificacion

Una vez, obtenidos los ooquistes parasitarios se procede a la identificacion para ello
existen diferentes métodos convencionales, inmunolédgicas y moleculares, cada una de ellas

con sus limitaciones y ventajas.

Los métodos convencionales, como la microscopia, un método sencillo y accesible,
pero con diversas limitaciones, como el tiempo prolongado de analisis, la posibilidad de falsos
positivos gracias a la similitud morfolégica de los ooquistes con otros parasitos, y una baja
sensibilidad (Place et al., 2023). Por otra parte, los bioensayos seroldgicos son técnicas
inmunolégicas que se basan en la deteccion de anticuerpos especificos (IgG, IgM, IgA), sin
embargo, no son altamente especificos debido a la falta de ruptura del ooquiste e implican un

costo elevado (Dong et al., 2024).

Mientras que las técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), es una técnica estandarizada y con respaldo cientifico basada en la amplificacion in
vitro de fragmentos especificos del ADN del parésito empleando genes diferenciales como el
gen B1 para Toxoplasma gondii, lo cual reduce los riesgos de contaminacion al manejarse en
diferentes temperaturas ofreciendo asi una sensibilidades entre (69,4 - 100 %), y una

especificidad superior al 90,7 % (Galvani et al., 2019).
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1.1.5 Contextualizacion del estudio

1.1.5.1 Canal de riego Latacunga — Salcedo — Ambato

El Canal de riego Latacunga — Salcedo — Ambato (LSA), es una de las infraestructuras
hidricas mas importantes del Ecuador, al proveer un sistema de regadio fundamental para las
provincias de Tungurahua y Cotopaxi, ambas caracterizadas por su alta actividad agropecuaria

(Guevara et al., 2024; Sanchez et al., 2020).

Por ejemplo, este canal aporta significativamente al valor agregado bruto nacional, al
abastecer cerca del 65 % del mercado agricola del pais y aportando ingresos hasta 80 millones
y 91 millones anuales respectivamente (MAG del Ecuador, 2023; Viera, 2024). Con una
cobertura aproximada de 6.300 hectareas y un caudal que varia entre 4.500 y 5.200 L/s, el
sistema beneficia a mas de 17.000 agricultores, consolidandose como un recurso estratégico
para la produccion agricola ecuatoriana (Taco, 2024). Sin embargo, diferentes investigaciones
como las de Sanchez et al., (2020) y Zapata et al., (2021) han sefialado que el Canal de Riego
LSA atraviesa un proceso de deterioro ambiental debido a altos niveles de contaminacion fisica,
quimica y microbioldgica, entre ellos la presencia de metales pesados que exceden los valores

permitidos por la normativa nacional, representando un riesgo para la salud y el ecosistema.

Tal como sostiene Zapata et al., (2021) menciona que la principal causa de esta
problematica es la incorporacion continua de agua del rio Cutuchi, identificado como “rio
muerto”, debido a su alta contaminacion. A ello se suman las actividades humanas que aportan
residuos soélidos, descargas domésticas e industriales, ademds de escorrentias agricolas,
factores que agravan la calidad del agua y favorecen la proliferacion de agentes patogenos
como Toxoplasma gondii. Pese a los esfuerzos de las Juntas y Consorcios de Riego por reducir
el impacto ambiental, aun no se ha logrado establecer un programa integral y sostenido de

recuperacion y descontaminacion del canal (La Hora, 2024).

1.1.5.2 Ubicacion Geogridfica

El Canal de Riego LSA se localiza entre las provincias de Tungurahua y Cotopaxi,

abarcando diversas parroquias a lo largo de su trayecto, entre ellas Izamba. Esta parroquia,
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ubicada al norte del canton Ambato con una altitud entre los 2400 y 2800 msnm, y una de las
zonas con mayor actividad agricola (Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial

Rural de Izamba., 2022).

En la parroquia de Izamba, el canal LSA constituye una de las fuentes de regadio mas
importantes para los productores primarios, abasteciendo localidades como el Pisque, Taigua,
Yacupamba, San Miguel Arcagel, San Francisco de Quillan Loma, San Vicente de Quillan
Loma y Quillan Loma La Playa entre otras (Gobierno Auténomo Descentralizado

Parroquial Rural de Izamba., 2022), como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Ubicacion Geografica del Canal de fiego LSA, en

Nota. La linea color verde marca la ruta por donde pasa el Canal de riego evaluado. Adaptado

de Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial Rural de Izamba., (2022)

1.1.5.3 Importancia agricola de la Zona

San Jacinto de Izamba, es una parroquia rural del canton Ambato con una superficie de
29.39 Km?2, caracterizada por su alta productividad agricola, sustentada en suelos fértiles y
condiciones climaticas favorables (Gobierno Autonomo Descentralizado Parroquial Rural
de Izamba., 2022). La zona se destaca por la agricultura intensiva de hortalizas y legumbres

como zanahoria (Daucus carota), lechuga (Lactuca sativa), cebolla (Allium cepa), tomate
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(Solanum lycopersicum) y espinaca (Spinacia oleracea), que aportan cerca del 65 % de la
produccion horticola para el pais, abasteciendo de manera continua a mercados locales y

nacionales (INEC, 2025a; MAG del Ecuador, 2023).

1.1.5.4 Poblacion vulnerable frente a la contaminacion hidrica

De acuerdo con los datos censales del INEC, Izamba cuenta con aproximadamente
17.477 habitantes y un crecimiento demografico del 1,82 %. Esta poblacion se encuentra
vulnerable, debido a la exposicion directa al canal y sus agentes contaminantes, debido al
empleo cotidiano del recurso hidrico en actividades domésticas y agropecuarias. (Dateas,
2025; Gobierno Autonomo Descentralizado Parroquial Rural de Izamba., 2022; INEC,
2025b).

Asimismo, la poblacion animal incluyendo bovinos, porcinos, aves de corral y animales
de compaiiia, también se ve afectada por la calidad del agua del canal. Muchos productores
utilizan el recurso para el consumo animal, limpieza de corrales o como parte del manejo
ganadero, exponiendo al ganado a la contaminacidon parasitaria (Gobierno Auténomo

Descentralizado Parroquial Rural de Izamba., 2022).

En el &mbito agricola, el uso de agua contaminada puede introducir agentes nocivos en
el suelo y en los cultivos, comprometiendo su rendimiento, su inocuidad y su aptitud para el
consumo humano. Esto representa una amenaza directa para los pequefios y medianos
productores, quienes dependen de la disponibilidad de agua de calidad para mantener la
estabilidad economica del sector (Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial Rural

de Izamba., 2022).

1.1.5.5 Evidencia de contaminacion parasitaria

En Ambato, un estudio realizado por De La Torre et al., (2023) evidencio una elevada
carga de parasitosis intestinal en poblacion infantil del canton. De los 153 nifios evaluados, 118
presentaron al menos una especie parasitaria, lo que representa una prevalencia del 77,1%,
mientras que solo el 22,9% se encontraba libre de infeccion. Entre los parasitos identificados,
el 81% correspondid a especies patogenas y el restante a comensales, reflejando un escenario

preocupante de riesgo sanitario.
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De forma complementaria, otro estudio desarrollado por estudiantes de la Universidad
Técnica de Ambato, pertenecientes a la Facultad de Ciencias de la Salud, analiz6 243 muestras
fecales y sanguineas de habitantes de las parroquias de Izamba, Atahualpa, Unamuncho y
Cunchibamba, zonas con mayor exposicion al Canal de Riego Latacunga—Salcedo—Ambato
(LSA). Los resultados revelaron una incidencia del 69,59% de parasitosis, con un predominio
de especies patdgenas, lo que sugiere la presencia sostenida de factores ambientales y sociales

que favorecen la transmisiéon (Mora, 2023) .

Al mismo tiempo, Gonzalez et al. (2020) sostiene en su articulo “Dispersion hidrica de
enteroparasitos en una zona agropecuaria de gran altitud, en los Andes ecuatorianos”, se
constato la presencia de enteroparasitos en aguas de riego en zonas agricolas de altura, lo cual

demuestra que el agua de riego es vehiculo de transmision de parasitos.

1.1.5.6 Proyecciones a futuro de la investigacion

En las ultimas décadas, las investigaciones parasitologicas han fortalecido el
conocimiento cientifico y sanitario. Por ejemplo, en Latinoamérica en los tltimos 25 afios, se
han implementado técnicas moleculares como la PCR para mejorar e innovar técnicas para la
deteccion y diagnoéstico de parasitos (Falcone et al., 2024; San-Blas et al., 2019). Gracias a
estos avances, ha sido identificar numerosas especies de helmintos y protozoos responsables
de enfermedades zoonoticas, lo que ha contribuido a la vigilancia sanitaria y epidemioldgica,

prevencion y control de enfermedades.

Por otro lado, el estudio de parasitos en canales de riego resulta fundamental debido a
su implicacion directa en la transmision de enfermedades y en la seguridad alimentaria. De
hecho, diversos autores como (Ashoush et al., 2024; Moreno et al., 2018) han reportado la
presencia de protozoos patdégenos como Cryptosporidium, Giardia y Toxoplasma gondii en

sistemas de riego.

Por consiguiente, este estudio aporta informacion clave para identificar fuentes de
contaminacion parasitaria. Desde el ambito biotecnologico, existe la oportunidad de
profundizar en la genética y protedmica de Toxoplasma gondii, 1o que permitird identificar
genes asociados con su patogenicidad y resistencia, abriendo nuevas posibilidades terapéuticas

y de control. Ademas, el uso de herramientas moleculares avanzadas como PCR o
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secuenciacion gendmica que permitird mejorar la identificacion de especies y genotipos, y la

comprension de su dindmica ecoldgica (Moreno et al., 2018; Moreno et al., 2022).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Analizar la contaminacion por el parasito Toxoplasma gondii en el Canal de Riego Latacunga—

Salcedo—Ambato, en el sector Izamba.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Detectar la presencia de ooquistes de Toxoplasma gondii en aguas superficiales
mediante el analisis de muestras recolectadas del Canal de Riego Latacunga—Salcedo—
Ambato, en el sector Izamba.

e Identificar molecularmente la presencia de Toxoplasma gondii en las muestras

recolectadas mediante la técnica de PCR convencional.
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CAPITULO II.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental, se llevo a cabo en los

Laboratorios de la UODIDE de la Universidad Técnica de Ambato. Con el objetivo de

evidenciar contaminacion por Toxoplasma gondii en el Canal de riego LSA, empleando

técnicas convencionales como Microscopia y técnicas moleculares como Cadena de Reaccion

de Polimerasa (PCR). Para lo cual se emplearon los siguientes materiales, reactivos y equipos

como se en listan en la Tabla 2.

Tabla 2.

Reactivos, materiales y equipos

Categoria Cantidades
Solucion salina fosfatada 500 mL
Solucidn de sacarosa de Sheather 1L
Tween 80 al 0,01- 0,05% 10 mL
Formaldehido 40% 100 mL
Tampon Tris- EDTA 45 uL
Dream Taq Green PCR Master Mix (2X) 100 pLL
Reactivos Agua ultrapura 1L
Agua destilada 3L
Kit de extraccion GenelJet Genomic DNA Purification 1 Kit
(Thermo Fisher, Lituania)
Primer F (5' GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG 3") 1 puL
Primer R (5' TCT TTA AAG CGT TCG TGG TC 3") 1 uL
Gel de Agarose 1.8% 1.8 ¢g
Puntas de micropipetas (100 -1000 pl) 60
Material Puntas de micropipetas (10 pl) 60
Fungible Tubos de PCR 40
Filtros de membranas nylon 0,22 um 70
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Papel filtro de porosidad 9 cm 70

Matraz Erlenmeyer 1
Embudo buchner 1
Tubos Falcon (15mL) 35
Portaobjetos 35
Cubreobjetos 35
Refrigerador 1
Congelador 1
Micropipeta 100 -1000 pl 1
Micropipeta 10 pl 1
Autoclave 1
Cabina de Bioseguridad tipo Il 1
Vortex 1
Centrifuga 1
Cémara de electroforesis 1
Equipos Fotodocumentador 1
Microscopico Optico 1
Fuente de poder 1
Balanza analitica 1
Potenciometro 1
Espectrofotometro 1
Conductimetro 1
Termdémetro de campo 1
Termociclador 1
Incubadora 1

2.2 Meétodos

2.2.1 Recoleccion y transporte de las muestras.

Se selecciond siete puntos de muestreo a lo largo del Canal de riego LSA,

exclusivamente el tramo que atraviesa el sector [zamba, siguiendo los criterios establecidos por
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la NTE INEN-ISO 5667 como se muestran en el Anexo 1. En cada punto se recolectaron 5
réplicas independiente con 5 litros cada una en recipientes estériles, debidamente etiquetadas
y transportadas a una temperatura de 4 °C hasta el laboratorio de la Universidad Técnica de
Ambato (UODIDE). Todas las muestras fueron tomadas el mismo dia conforme a los
lineamientos establecidos en las normas INEN NTE 2176:2013, aplicables al muestreo de
aguas superficiales de riego. También se realiz6 una breve descripcion en cada punto como se

muestra en el Anexo 2.

2.2.2 Determinacion de parametros fisicoquimicos del agua

Se determinaron los parametros fisicoquimicos del agua, comenzando con la medicion
in situ de la temperatura mediante un termometro digital con sensor sumergible. El pH,
conductividad eléctrica fue medida con un conductimetro y potencidémetro, respectivamente.
Finalmente, la turbidez fue evaluada mediante un espectrofotdometro. Estos analisis
fisicoquimicos se ejecutaron siguiendo los métodos descritos en el manual APHA “Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater” (Rice et al., 2012).

2.2.3 Filtracion de muestras de agua

Las muestras de agua recolectadas fueron sometidas a un pretratamiento mediante
filtracion utilizando gasas estériles y luego papel filtro, siguiendo el protocolo descrito por
Campo et al., (2021) con el objetivo de eliminar particulas de gran tamafio y materia organica
en suspension. Posteriormente, se procedio a una filtracion fina utilizando membranas de nylon
de 0,22 pm mediante un sistema de filtracién compuesto por una bomba de vacio, un embudo
de filtracién, un matraz Erlenmeyer como recolector y un soporte para membranas. La
filtracion se realizé dividiendo cada muestra en dos volimenes iguales para asegurar una
distribucién homogénea y evitar saturacion en el sistema de filtrado. Las membranas con la

retencion de ooquistes fueron transferidas a tubos Falcon de 15 mL, conservandolas a — 4°C.
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2.2.4 Concentracion de ooquistes

Siguiendo el protocolo adaptado de Martins et al., (2021). Los filtros fueron lavados
10 mL de una solucion tampon PBS (solucion salina fosfatada) suplementada con 0,01 % de
Tween 80, un agente tensioactivo que favorecen la liberacion de particulas adheridas. Luego,
los tubos se colocaron en un agitador orbital durante 30 minutos para maximizar la
disgregacion los ooquistes retenidos en los filtros. Tras este proceso, los filtros fueron
cuidadosamente retirados y la solucion resultante fue sometida a centrifugacion a 4500 rpm
durante 10 minutos para concentrar los ooquistes. El sedimento obtenido fue suspendido en 1
mL de agua destilada estéril y se centrifugaran nuevamente para purificar el pellet y luego ser
resuspendido en 500 ulL de solucion tampdén Tris-EDTA y luego fue almacenado bajo

congelacion en tubos Eppendorf de 1,5 mL.

2.2.5 Observacion microscopica

Para la observacion microscopica se siguieron las recomendaciones dadas por
Samarrai et al., (2022) con ciertas adaptaciones. Donde se prepararon laminas con 10 uL de
muestra, mas 10 uL de Lugol en un portaobjetos, y con ayuda de una micropipeta se mezclo
suavemente hasta lograr una buena homogenizacion. Luego, se cubrird la muestra con un
cubreobjeto, evitando la formacién de burbujas para su observacion al microscopio Optico. Y
finalmente, se buscé ooquistes de Toxoplasma gondii, basandose en sus caracteristicas

morfologicas segun lo descrito por Freppel et al., (2019).

2.2.6 Ruptura de los ooquistes de Toxoplasma gondii.

Para la ruptura del ooquiste de Toxoplasma gondii, se emple6 una combinacion de
métodos para la adecuada ruptura de los ooquistes, uno de los métodos de lisis fue por choque
térmico descrito por Rico et al., (2023) con adaptaciones. Este procedimiento consiste en
realizar ciclos repetidos de congelacion y descongelacion, los cuales debilitan la pared del
ooquiste. Donde las muestras fueron congeladas a — 80 °C hielo seco con alcohol isopropilico

al 95% y descongeladas de forma inmediata a 50 °C en un bafio maria. Realizando quince
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ciclos consecutivos, con un tiempo estimado de 5 minutos. Seguidamente se procedié a un
ruptura mecanica y digestiva combinada en una incubadora, usando perlas de silice estériles
(0,1 mm de didmetro) con enzimas proteasas K y con movimiento torbellino usando un voértex

continuo cada 30 minutos por 4 horas.

2.2.7 Extraccion de ADN de Toxoplasma gondii.

La extraccion del ADN gendémico se realizo empleando un kit comercial Genelet
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher, Lituania), conforme a las instrucciones del
fabricante. El ADN extraido fue suspendido en 30 puL de tampon Tris-EDTA (10 mM Tris, 1
mM EDTA; pH 7,2) y almacenado a -20 °C.

2.2.8 Cuantificacion del ADN extraido

La cuantificacion del ADN extraido se midié mediante espectrofotometria utilizando
un NanoDrop (Thermo Scientific, NANODROP 2000), tomando en cuenta las consideraciones
descritas por BANCOADN, (2023) donde se aplicé un volumen de 2 pL del ADN purificado
en el pedestal del equipo para obtener lecturas de absorbancia a 260 nm y 280 nm, permitiendo

asi determinar tanto la concentracion del ADN (ng/pL) como su pureza (relacion A260/A280).

2.2.9 Amplificacion del ADN por PCR convencional.

Se emplearon primers especificos dirigidos a un fragmento de 194 pb del gen BI,
utilizando el par de cebadores F (5’-GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG-3’) y R (§’-TCT
TTA AAG CGT TCG TGG TC-3’), seglin lo descrito por Kedokteran et al., (2023). Estos
cebadores liofilizados fueron obtenidos de Invitrogen y luego fueron reconstituidos con agua
ultrapura libre de nucleasas hasta alcanzar una concentracion de 100 uM como solucion stock,

a partir de la cual se prepararon alicuotas de trabajo a 10 pM.
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La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 15 pL, conteniendo: 7,5 uL de
buffer Master Mix de PCR 2X (que incluye Taq polimerasa, ANTPs y MgClz), 0,75 pL de cada
cebador (10 uM), 3,6 uL. de ADN molde y agua ultrapura hasta completar el volumen final.

La amplificacién se llevdo a cabo en un termociclador (LABNET, MULTIGENE
OPTIMAX) programado con las siguientes condiciones térmicas, desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 5 minutos; seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos,
alineamiento de cebadores (annealing) a 55 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C durante
1 minuto. Finalmente, se realizd una extension final a 72 °C durante 10 minutos, segun lo
descrito por Sheng et al., (2023). Y luego fueron almacenado a 4 °C y los productos
amplificados fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, con el fin
identificar la presencia de Toxoplasma gondii. En cada conjunto de reacciones se incluyd un
control negativo (agua ultrapura en lugar de ADN) y un control positivo (ADN extraido de

taquizoitos de Toxoplasma gondii tipo 1), proporcionado por el Dr. Mario Del Rosario.

2.2.10 Identificacion de Toxoplasma gondii por Electroforesis.

Se visualizo el producto amplificado por la PCR en el gel de agarosa al 1% preparado
con tampon TBE 1X (Tris-Borato-EDTA) y tefiido con Solucion SYBR Safe (2uL). Se
cargaron 10 pL de cada producto de PCR en los pocillos del gel. Paralelamente, se incluyd un
marcador de peso molecular de 1kb (Thermo Scientific, EE. UU.) para verificar el tamaio del
fragmento amplificado. La electroforesis se desarrolld a 110 V durante 50 minutos, tras lo cual
los geles fueron visualizados y documentados utilizando un fotodocumentador con sistema de
captura digital (BIO-RAD, UNIVERSAL HOOD III). La visualizacion de la banda de
aproximadamente 194 pares de bases (pb) en el gel de agarosa indicando que la muestra estaba
contaminada por Toxoplasma gondii. Mientras que negativa si existe la ausencia de banda o la

presencia de bandas de diferente tamaio segun lo descrito por Kedokteran et al., (2023).
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2.2.11 Analisis estadistico.

Para el procesamiento de los datos se utilizaron los programas Minitab y Microsoft
Excel. Para verificar si existian diferencias en la contaminacion por ooquistes detectados por
microscopia entre los puntos de muestreo, se aplico la prueba chi-cuadrado, considerando la
Ecuacion 1 y un nivel de confianza del 95 %. Este tipo de analisis ha sido utilizado y
respaldado en investigaciones epidemiologicas sobre contaminacion parasitaria (Ashoush et

al., 2024).

Xzzz:(O;E)2

Ecuacion 1. Formula del Chi- Cuadrado

Por otro lado, otros autores como Ashoush et al., (2024) y Santos et al., (2024)
emplearon un Modelo Regresion Binomial Negativa de Poisson, para analizar si los parametros
fisicoquimicos presentaban algun tipo de asociacién o correlacion con la presencia de
ooquistes, codificada como variable binaria, donde 0 correspondi6 a ausenciay 1 a la deteccion
de al menos un ooquiste, descrito en la Ecuacion 2.

e MM

f(Y/yi) =P(Y=y) = i i

i+

Ecuacion 2. Formula del Modelo de Regresion de Poisson

Finalmente, el porcentaje de prevalencia muestral se determind mediante la Ecuaciéon
3, permitiendo estimar la proporcion de muestras contaminadas con Toxoplasma gondii en el

canal de riego CRLSA, ubicado en el sector [zamba.

Numero de muestras positivas de un punto
*

Prevalencia (%) = 100

Total de muestras analizadas en ese punto

Ecuacion 3. Porcentaje de prevalencia
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

La presente investigacion buscd evidenciar la contaminacion por el pardsito de
Toxoplasma gondii en el canal de riego LSA. Tras la caracterizacion morfologica por
microscopia, analisis de la calidad de agua y la posterior confirmacién molecular por PCR. A
partir, de estos resultados, se identificaron los puntos con mayor exposicion a este pardsito y
su asociacion con la calidad del agua de riego. En este estudio se analizaron un total de 35
muestras independiente, todas provenientes de aguas superficiales de siete puntos estratégicos

a lo largo del canal de riego LSA que atraviesa el sector Izamba.

3.1.1 Resultados de los analisis microscopicos

Los resultados mostraron que 16 de las 35 muestras analizadas (45,73%) fueron
positivas mediante microscopia directa con Lugol, mostrando entre uno a siete ooquistes con
morfologia compatible con Toxoplasma gondii. En total, dentro de estas muestras positivas se
encontraron 24 ooquistes. Considerando que las 35 muestras fueron procesadas por
cuatriplicado alcanzando un total de 140 muestras analizadas por microscopia como se resumen
en la Tabla 3. Todas las estructuras registradas cumplieron con los criterios morfologicos de
inclusion establecidos por Dumetre et al., (2021); Freppel et al., (2019); Pinto et al., (2021),
los cuales se basan en el contenido granular, ausencia de movilidad, forma, pared y el tamafo,

como se muestras en la Figura 4.

Asimismo, se evidencid una contaminacidon parasitaria mixta con otras especies
distintas de Toxoplasma gondii, registrandose aproximadamente 56 parasitos de las 140
observaciones microscopicas (Tabla 3). Entre estas se identificaron parasitos patdogenos como,
ooquistes de Entamoeba spp; ooquistes de Giardia; Ascaris lumbriocoides; ooquistes de
Toxocara; Hymenolepis spp; huevos de Taenia spp; Strongyloides stercoralis; Larva de
Nematodo; Blastocystis; Trofozoito Trischomona hominis 'y Enterobius vermicularis,
considerando los criterios morfologicos descritos por Escobar et al., (2025), como se muestra

en el Anexo 10.
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Tabla 3.

Resultados del analisis microscopico

Ooquistes de Toxoplasma gondii Otros parasitos

ID Cdédigo R1 R2 R3 R4 Total Figura4 R1 R2 R3 R4 Total
PT_1 P1IMO01 - - - - 3
P1IMO002 - - - -
P1IMO03 - - - -
P1MO004 - - - -
P1IMO05 - - - -
PT_2 P2MO0O01 - - - -
P2M002 - - - -
P2M003 + - - -
P2M004 - - - -
P2M005 - - - -
PT_3 P3MO001 - - - -
P3M002 + - - -
P3M003 - - - -
P3M004 - - + -
P3MO005
PT_4 P4MO001
P4MO002
P4MO003 -
P4MO004 - +
P4MO005 +
PT_5 P5MO001 - -
P5M002 - - + 4+
P5M003 - - - -
P5M004 - + - -
P5M005 - - - -
PT_6 P6MO001 - - - -
P6M002 - -
P6M003 +  + - -
P6M004 - +
P6MO05 - -
PT_7 P7MO001 + -
P7M002 - +
P7M003 - -
P7M004 + +
P7M005 - - - -
35 16 33
Total  16006) (45.73%) 24 (94,29%) 56
Nota. Muestras positivas (+): Presentan presencia parasitaria. Muestras negativas (—): no
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presentan presencia parasitaria.
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Figura 4. Microscopia de los ooquistes de Toxoplasma gondii

Nota. La figura muestra fotografias de ooquistes de Toxoplasma gondii a 40X tefiidos con
Lugol. A) Muestra P2M003; B) P3M002; C) P3M004; D) P4AMO001; E) P4AMO002; F) PAMO002;
G) PAMO003; H) PAMO004; T) PAMO004; J) PAMO005; K) PSM001; L) PSM002; M) P5SM002; N)
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P5M002; N) P6M004; O) P6M003; P) P6M003; Q) P5SM004; R) P7M001; S) P7M002; T)
P7M002; U) P7M004; V) P7M004; W) P7TMO004.

3.1.2 Analisis de los resultados microscopicos

3.1.2.1 Contaminacion parasitaria

Los resultados microscopicos mostraron un 45,73 % de contaminacion por Toxoplasma
gondii (16/35). Este valor representa un nivel de contaminacion que supera lo reportado por
Inas et al., (2025), quienes encontraron un 33,33 % de positividad por microscopia en aguas
de riego para fincas del distrito de Sidoarjo mediante técnicas de flotacion y microfiltracion.
La diferencia podria atribuirse a factores ambientales, variabilidad en la fuente hidrica,
especialmente en Ambato donde las condiciones climaticas andinas se caracterizan por

temperaturas moderadas y una alta humedad relativa (Shapiro et al., 2019).

Hasta la fecha, la literatura cientifica muestra pocos estudios que evalten la presencia
de Toxoplasma gondii inicamente mediante microscopia, debido a que este método presenta
un alto riesgo de falsos positivos por la similitud morfolégica de los ooquistes con otros
protozoos. Por ello, diversos autores coinciden en que para una identificacion fiable requiere
la combinacioén de métodos convencionales con herramientas moleculares, como PCR o qPCR

(Ureiia et al., 2022).

Por otra parte, en la Tabla 3 también se analizd la presencia de otros parasitos
patdgenos, alcanzando un porcentaje de contaminacion de 94,29% (33/35), una cifra altamente
alarmante en comparacion con otras investigaciones previas. Por ejemplo, Santos et al., (2024)
reportaron valores superiores al 68 % de contaminacion parasitaria en aguas de riego utilizando
microscopia convencional; mientras que Ashoush et al., (2024) relataron un 100 % de
positividad en canales de riego tras aplicar métodos de concentracién y observacion directa.
De manera similar, en Ecuador, Gonzalez et al., (2020) registraron un 100 % de muestras
positivas en canales de riego de zonas agropecuarias, donde el 70,56 % correspondié a

protozoarios, utilizando la sedimentacion espontanea y tincion Ziehl-Neelsen.
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3.1.2.2 Variabilidad Morfologica

Actualmente, el analisis microscopico sigue siendo uno de los métodos referenciales
para el diagnostico preventivo inicial, especialmente en la deteccion de parasitos protozoarios
(Di Pietra et al., 2025). De acuerdo con Arranz et al., (2023); Freppel et al., (2019) y Pinto
et al., (2021) indican que los ooquistes de Toxoplasma gondii deben tener dimensiones entre
10 y 12 um, son de forma esférica o subesférica con pared doble y dependiendo del grado de
madurez, pueden presentar un esporonte granular en formas no esporuladas o dos esporocistos

en formas esporuladas.

En la Figura 4, las fotografias C, E, G, I, K, N,O,R, S y V mostraron estructuras mas
compatibles con Toxoplasma gondii, con medidas entre 10,8—12,3 um de largo y 9,8-10,7 pm
de ancho, valores que coinciden con estandares del CDC y valores reportados por Dhakal et
al., (2025). Estas estructuras presentaron forma redondeada u ovalada y un interior granular
heterogéneo caracteristico del parasito muy similar a lo reportado por Escobar et al., (2025);

Freppel et al., (2019) y Inas et al., (2025).

En contraste, las estructuras A, D, L y U mostraron paredes incompletas o poco
definidas, lo que podria asociarse con alteraciones fisicas debidas a la exposicion solar, el calor
y almacenamiento durante la recoleccion y transporte de las muestras (Arranz et al., 2023;
Pinto et al., 2021). Segin Dubey et al. (2020), estos factores ambientales pueden degradar la
pared del ooquiste y afectar su integridad, ya que se encuentran estrechamente relacionadas

con las propiedades fisicoquimicas de su pared.

Mientras que en las fotografias B, F, H, J, L, M, N, P y W se evidenciaron variaciones
en el grosor y definicion de la pared, lo que sugiere diferentes etapas de maduracion segun lo
que menciona Dumetre et al., (2021) y Pinto et al., (2021). Porque los ooquistes recién
eliminados por el hospedador carecen de esporulacion y contienen una masa citoplasmatica
uniforme, mientras que los ooquistes maduros exhiben dos esporocistos internos, este proceso
de maduracion, que requiere entre 48 y 72 horas en condiciones ambientales adecuadas, esto

explicaria las variaciones estructurales observadas en las muestras (Khairullah et al., 2024).

Ademas, segiin Leutenegger et al., (2023) la microscopia se limitada a la observacion
morfologica donde se requiere una habilidad visual del analista. A esto se suma, los diferentes
estadios parasitarios y la similitud morfologica que comparten Toxoplasma gondii con otros

parasitos como Hammondia hammondi, Neospora caninum, Eimeria e Isospora, 1o que puede

28



dificultar su identificacion precisa por microscopia Optica Dumetre et al., (2021) y Pinto et

al., (2021).

3.1.2.3 Frecuencia de contaminacion por punto de muestreo.

Tabla 4.

Frecuencia de contaminacion por punto de muestreo.

o _ Andlisis
Positivo  Negativo Total .
estadistico
Puntos Localidades No; (%) No; (%) No; (%)
PT 1 Pisque 0;(0%) 20;(100%) 20;(100%)
PT 2 Taigua 1;(5%)  19;(95%) 20;(100%)
PT 3 Tacupamba 2;(10%)  18;(90%) 20;(100%)
PT_4  San Miguel Arcangel  7;(35%)  13;(65%) 20;(100%)
San Francisco de X?=14,6839
PT 5 _ 5;(25%)  15;(75%) 20;(100%)
Quillanloma P =0,02286293
San Vicente de
PT 6 _ 3;(15%)  17;(85%) 20;(100%)
Quillanloma

PT 7 QuillanlomaLaPlaya 6;(30%) 14;(70%) 20;(100%)

24 116 140
(17.14%)  (82.86%)  (100%)
Nota. X?= Chi- Cuadrado; Significativo (P >0,05)

Total

En la Tabla 4, se presenta la frecuencia de contaminacion por Toxoplasma gondii por
punto de muestreo. En total se analizaron 140 muestras de las cuales 24 resultaron positivas
con (17,14%) y 116 negativas con (82,86%). Donde las mayores concentraciones de
contaminacion fueron en los puntos 4, 5 y 7, correspondientes a 7 ooquiste (35%), 5 ooquistes

(25%) y 6 ooquistes (30%), respectivamente.

En comparacion con otros estudios el porcentaje total de positividad 17,14%, se

encuentra dentro del rango establecido en los contextos rurales y semirrurales donde existen
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fuentes de contaminacion analogas como las investigaciones hechas por Inas et al., (2025);
Pinto et al., (2022); Santos et al., (2024) reportaron tasas de positividad de 33,33%, 9,1% y

23,3%, respectivamente.

Con respecto a los resultados del andlisis estadistico de la prueba de Chi - Cuadrado
evidenciaron que existe una diferencia estadisticamente significativa en la proporcion de
muestras positivas entre los distintos puntos de muestreo. Donde el valor calculado de X2=
14,6839 con 6 grados de libertad (df = 6), se obtuvo un valor P = 0,023, claramente inferior al
umbral critico de a = 0,05. Esto confirma que la contaminacion por Toxoplasma gondii, no es
uniforme en el sistema de riego y se ve alterado por algin factor externo como factores

ambientales o antropogénicos responsables de esta variabilidad.

m Pisque
® Taigua
Tacupamba
San Miguel Arcagel
® San Francisco de Quillanloma
m San Vicente de Quillanloma

m Quillanloma La Playa

Figura 5. Frecuencia y numero de ooquistes de Toxoplasma gondii por punto de muestreo.

Nota. Numeros: # de ooquistes encontrados; porcentaje: % de contaminacion.

En la Figura 5, se presenta la distribucion porcentual de los 24 ooquistes de Toxoplasma
gondii encontrados en los diferentes puntos de muestreo. Los resultados muestran que las
localidades con mayor exposicion al parasito fueron San Miguel Arcangel con el 29 %, seguida
de San Francisco de Quillanloma con el 21 % y Quillanloma La Playa con el 25 %. Estas tres
zonas concentran mas del 70 % del total de ooquistes observados, evidenciando una alta carga
parasitaria. En contraste, los puntos ubicados en Tacupamba y San Vicente de Quillanloma
presentaron frecuencias menores, mientras que Taigua mostr6é un registro muy bajo (4 %) y

Pisque no present6 ooquistes detectables.
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De acuerdo con Santos et al., (2024) la variacion en la distribucién porcentual de
ooquistes puede explicarse principalmente por las diferencias en la calidad del agua, ya que
factores como el oxigeno disuelto, el pH y la conductividad, pueden afectar la supervivencia y
persistencia de los pardsitos y mas si entra en contacto con agua residuales o la escorrentia
agricola. En este sentido, el canal de riego LSA, recibe grandes descargas de agua provenientes
del rio Cutuchi conocido como el “rio muerto” del Ecuador, debido a la elevada contaminacion
microbioldgica y fisicoquimica reportada por (Zapata et al., 2021). Esta condiciéon podria

contribuir al aumento de la carga parasitaria en el sistema de regadio.

Por otra parte, Benitez et al., (2023) senalan que la distribucion espacial de parasitos
acuaticos también pude ser influenciada por la presencia de plantas acuaticas como algas o
lentejuelas del agua que favorecen a la acumulacidon de materia organica y sedimentos. En este
estudid en los puntos 4, 5y 7 se observo un abundante crecimiento de algas, seguida de una
gran contaminacion antropogénica como se muestran en los Anexos 6, 7 y 9. Estos elementos
actian como sustratos donde el ooquiste pues adherirse y mantenerse protegido, afectando la

distribucion homogénea del parasito en los diferentes puntos de muestreo

3.1.3 Resultados de la calidad de agua

Los parametros fisicoquimicos de las muestras de agua recolectadas se resumen en el
Anexo 11. Los valores de pH en el canal estudiado oscilaron entre 7,32 y 7,81. La temperatura
vari6 entre 10 °C y 15 °C. La conductividad eléctrica oscil6 entre 635,4 y 904,4 uS/cm. Los
valores de turbidez fueron normales entre 9,2 y 18,82 NTU, como se muestra graficamente en

la figura 6.
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Figura 6. Variacion de los parametros fisicoquimicos del canal de riego LSA.

Nota. A) Gréfico de columnas correspondiente a los valores de temperatura. B) Grafico de
control que muestra la variacion del pH respecto a los limites de referencia. C) Grafico de
lineas con los valores de conductividad. D) Grafico de barras horizontales que representa los

valores de turbidez.

3.1.4 Analisis de la calidad del agua

3.1.4.1 Influencia de la calidad del agua con la presencia parasitaria

El andlisis de la calidad del agua mostrd patrones consistentes con los reportados por
Ashoush et al., (2024); Pinto et al., (2022) y Santos et al., (2024) en estudios previamente
hechos en agua de riego. En aguas de riego, los valores varian notoriamente entre paises y
regiones debido a factores como saneamiento, actividades antropogénicas, tratamiento de agua
residuales y condiciones ambientales; y estas pueden influir directamente con la prevalencia

parasitaria (Amer & Mohamed, 2022; Taher et al., 2021).
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En la Figura 6, se muestran los valores fisicoquimicos registrados en el canal de riego
LSA, en el sector Izamba, todos dentro de rango de aceptabilidad con las normas nacionales
como INEN 1108:2014; MAATE y valores internaciones recomendados por la FOA. Sin
embargo, también se evidencio variaciones entre los valores elevados de turbidez y
conductividad en algunos puntos como los puntos 4, 5, 6 y 7, mientras que los demas valores
fueron normales. Esta variacion, podria ser debido a la intensa actividad agricola y a la alta
contaminacion antropogénica en todos los puntos de muestreo (Anexo 2). Donde las zonas con
mayor carga agricola fueron los puntos 4 y 7, mismos que coinciden con los valores mas altos
de conductividad y turbidez, indicando una relacion directa entre la intensidad agricola y la

calidad fisicoquimica del agua.

En relacion con la temperatura refleja valores que oscilan entre 11,2 y 15 °C (Figura
6A), valores relativamente bajos que se consideran normales para cuerpos de agua superficiales
en zonas interandinas (Amer & Mohamed, 2022). Desde el punto de vista parasitoldgico, estas
temperaturas son favorables para la estabilidad de ooquistes de Toxoplasma gondii, 1os cuales
pueden permanecer viables durante largos periodos a temperaturas frias 10 - 25 °C (Pinto et
al., 2022). Por tanto, aunque la temperatura no representa un riesgo para los cultivos, si

contribuye a la supervivencia de formas infectantes del parasito en el ambiente.

Con respecto a la variacion del pH fue entre 7,39 y 8,06 (Figura 6B), manteniéndose
dentro del rango recomendado por la FAO y el Acuerdo Ministerial N° 097-A del MAATE, que
establece un limite de 6,5 a 8,5 para aguas destinadas al riego agricola (FOA, 2017; Ministerio
del Ambiente, 2015). Reflejando una condicion neutra con una ligera tendencia a la
alcalinidad. Sin embargo, los valores cercanos a 8,0 en los puntos 2 y 4, pueden asociarse al
arrastre de materiales carbonatados o a descargas domésticas que incrementan la alcalinidad.

favoreciendo a la subsistencia de agentes parasitarios que se mantienen viables a un pH neutro

(Ashoush et al., 2024).

Por otra parte, la conductividad eléctrica vari6é entre 635,4 y 904,4 uS/cm, con un
promedio de 758 uS/cm, lo que sugiere una salinidad leve moderada (Figura 6C). Estos
valores se ubican dentro del rango de uso restringido o moderado segun la INEN 1108:2014
que establece como limite maximo permisible 1000 uS/cm para aguas de riego (FAQO, 2017;
INEN, 2025). Sin embargo, el valor mas alto se registr6 en San Miguel de Arcangel, este
incremento podria deberse a escorrentias con fertilizantes, residuos organicos y sales disueltas,

lo que refleja una contaminacion de origen agricola (Anexo 6). Por lo que, las zonas con mayor
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conductividad tienden a acumular biofilms y sedimentos, los cuales favorecen la adhesion y
proteccion de ooquistes de Toxoplasma gondii frente a la desecacion y la radiacion solar

(Benitez et al., 2023; Pinto et al., 2022).

Por ultimo, la turbidez presento6 valores entre 6,2 y 18,9 NTU (Figura 6D), superando
el limite establecido por el INEN 1108:2014, que recomienda valores < 5 NTU para agua de
riego de buena calidad (INEN, 2025). Los niveles mas elevados se registraron en los puntos 4,
6 y 7 correspondientes a zonas de alta actividad agricola y catalogadas con nivel de
contaminacion medio a muy alto (Anexo 2). Una turbidez elevada refleja la presencia de
particulas suspendidas, materia organica y microorganismos arrastrados por la escorrentia
agricola y las descargas domésticas, impidiendo que los rayos UV de sol penetren y pueda

eliminar los ooquistes (Benitez et al., 2023; Inas et al., 2025).

3.1.4.2 Asociacion de la calidad del agua con la subsistencia parasitaria.

Tabla 5.

Correlacion entre la presencia de Toxoplasma gondii con las variables fisicoquimicas

Fuente Valor p

Regresion 0,136
Temperatura 0,425
pH 0,248
CE 0,553
Turbidez 0,674

Nota. Regresion de Poisson; Significativo (P >0,05)

En la Tabla 5, los resultados obtenidos del andlisis de correlacién por regresion de
Poisson indican que los pardmetros fisicoquimicos evaluados no muestran una asociacion
directa con la presencia de ooquistes de Toxoplasma gondii en el tramo analizado. Porque, los
valores de P calculado tienden a ser superiores al valor P critico con un intervalo de la confianza

de 99,5%.
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Estos resultados concuerdan con el analisis realizado por (Pinto et al., 2022), donde
tampoco encontrd una correlacion directa entre los parametros fisicoquimicos con la presencia
de parasitos tanto en agua de riego con muestras de suelo. Sin embargo, Ashoush et al., (2024);
Saleh & Kanni, (2025); Santos et al.,, (2024) concuerda con que la combinacion de
condiciones fisicoquimicas favorables y la presencia de fuentes agricolas contribuyen a la

persistencia y posible dispersion de ooquistes parasitarios en el agua de riego.

Mientras que otras investigaciones hechas por Campo et al., (2021); y Zavala et al.,
(2024) indica que la contaminacion por Toxoplasma gondii depende mas de factores de origen
bioldgico y antropico, como la presencia de felinos callejeros, aguas residuales sin tratar,
vigilancia sanitaria, contaminacion fecal entre otros. Por lo que, para entender esto seria mejor

realizar un estudio completo de la calidad del agua y no solo usar variables tradicionales.

3.1.4.3 Impacto sanitario ambiental

Los hallazgos obtenidos en el presente estudio evidencian una contaminacién por
parasitos protozoarios en el canal de riego LSA, en el sector Izamba convirtiéndolo en un
escenario propicio para Toxoplasma gondii. En este estudio, los pardmetros fisicoquimicos
observados se mantuvieron dentro de los rangos establecidos. De acuerdo con los pardmetros
de la normativa ecuatoriana vigente (INEN 1108:2014 y MAATE, Acuerdo Ministerial N° 097-
A), el agua para riego debe mantener valores de pH neutro, conductividad menor a 1000 uS/cm,
turbidez inferior a 5 NTU y temperatura bajo 35 °C (FOA, 2017; Ministerio del Ambiente,
2015; INEN, 2025). Sin embargo, existido un incremento tanto en la conductividad eléctrica
como en la turbidez, ambos indicativos de contaminacion organica e incluso fecal que le brinda
las condiciones Optimas para la subsistencia de Toxoplasma gondii por largos periodos de

tiempo.

Ante este panorama, el canal de riego LSA, en el tramo del sector Izamba, representa
un riesgo potencial para las poblaciones que utilizan el canal con fines agricolas y otras
actividades, esta exposicion tanto a humanos como animales contribuyen a la transmision de
enfermedades zoondticas. Segiin la OMS establece que en los canales de riego debe existir
limite de un huevo parasitario por litro de agua analizada(Saleh & Kanni, 2025; Santos et al.,

2024; Taher et al., 2021) . Lo cual este estudio evidencia el incumplimiento de esta normativa
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debido a la falta de métodos estandarizado para la deteccion de parasitos como el

procesamiento de grandes cantidades de agua.

La posible contaminacion de Toxoplasma gondii en el agua del canal de riego LSA, en
el sector Izamba no solo pone en riesgo a la salud publica y veterinaria, sino también a la
inocuidad alimentaria, especialmente en productos de consumo crudo como hortalizas,
verduras y frutas. Por ello, resulta importante fortalecer los sistemas de vigilancia ambiental e
incluir indicadores biologicos en las normativas nacionales para una evaluacion mas integral
del riesgo sanitario, tras la implementacion de analisis moleculares y cuantificacion de la carga

parasitaria, que contribuyan a prevenir su transmision zoonotica.

3.1.5 Resultados de la identificacion molecular

En la Tabla 7, se resumen las 16 muestras que previamente fueron clasificadas como
positivas mediante el analisis microscopico, para posteriormente ser sometidas a un proceso de
confirmacion molecular utilizando PCR convencional dirigida al gen B1, marcador
ampliamente empleado por su alta sensibilidad y especificidad para la deteccion de Toxoplasma
gondii (Rattan et al., 2025). Previo a la amplificacion, se realizé la cuantificacion del ADN
extraido con el fin de asegurar la calidad y concentracién adecuada para el ensayo molecular.
Sin embargo, las concentraciones obtenidas oscilaron entre 98-198 ng/uL, con valores pureza
(A260/280 = 0,9 a 1,35) del material genético extraido con el kit para la PCR como se muestra
en la Tabla 6.

Tabla 6.

Cuantificacion de ADN extraido

ID Conc. Acido nucleicos (ng/uL) A260/280
P2MO003 106,7 1,31
P3M002 118,2 1,38
P3M004 144,1 1,38
P4MO001 195,3 1,26
P4M002 187,3 1,3
P4MO003 155,3 1,24
P4M004 199,1 1,26
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P4MO005 147,6 1,24

P5MO001 99,8 1,28
P5M002 103,2 1,25
P5M004 96,4 1,29
P6M003 96 1,27
P6MO004 186,4 1,6
P7MO001 121,4 1,3
P7M002 91,6 1,33
P7M004 81,6 1,26
Tabla 7.

Resultados de la confirmacion molecular por PCR del gen Bl

Codigo Microscopico PCR Resultado Final
P2M003 Positivo Negativo Falso positivo
P3M002 Positivo Negativo Falso positivo
P3M004 Positivo Negativo Falso positivo
P4MO001 Positivo Negativo Falso positivo
P4M002 Positivo Negativo Falso positivo
P4MO003 Positivo Negativo Falso positivo
P4AMO004 Positivo Negativo Falso positivo
P4MO005 Positivo Negativo Falso positivo
P5MO001 Positivo Negativo Falso positivo
P5MO002 Positivo Negativo Falso positivo
P5MO004 Positivo Negativo Falso positivo
P6MO003 Positivo Negativo Falso positivo
P6MO004 Positivo Negativo Falso positivo
P7MO001 Positivo Negativo Falso positivo
P7M002 Positivo Negativo Falso positivo
P7M004 Positivo Negativo Falso positivo

En la Figura 7, se visualizan los productos de amplificacion mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1%. Donde los fragmentos especificos de 194 pb del gen B1 de Toxoplasma
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gondii fue claramente identificado tras la aparicion de una banda, confirmando la presencia del

material genético del parasito de interés.

C+  P2M003 P3M002 P3M004 P4MO01 P4M002 P4MO003 P4M004

Figura 7. Visualizacion de los productos amplificados por el gen Bl

Nota. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados con el gen Bl de
Toxoplasma gondii. M: marcador de peso molecular de 1 kb; C—: control negativo; C+: control

positivo.

Los resultados de la amplificacion revelaron que ninguna de las muestras fue positiva
para Toxoplasma gondii con 0% (0/16), originando un resultado real contaminacion de 0 %
(0/35), lo que evidencia un nivel de contaminacion nula frente al observado mediante la

identificacion morfoldgica, como se sintetiza en la Tabla 8.
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Tabla 8.

Prevalencia de la contaminacion

ID Sector Prevalencia
PT 1 Pisque (0/5),0%

PT 2 Taigua (0/5),0%

PT 3 Tacupamba (0/5),0%

PT 4 San Miguel Arcagel (0/5),0%

PT 5 San Francisco de Quillanloma (0/5),0%

PT 6 San Vicente de Quillanloma (0/5),0%
PT 7 Quillanloma La Playa (0/5),0%
Prevalencia Total (0/35)0%

3.1.6 Analisis de la identificacion molecular

3.1.6.1 Interpretacion de los productos amplificados mediante PCR

Los resultados de la identificacion molecular revelaron que ninguna de las 16 muestras
logro amplificar el fragmento especifico gen B1 de Toxoplasma gondii, mediante la aparicion
de una banda de 194 pb, esto confirma que no existe la presencia del material genético del
parésito de interés como se muestra en la Figura 7 y en el Anexo 18, esto sugiere varias

posibles explicaciones.

En primer lugar, la falta de bandas no necesariamente indica ausencia total del
patdgeno, sino que puede estar asociada a inhibidores de la PCR, a concentraciones muy bajas
de ADN objetivo o a una degradacion parcial del material genético. Tal como sefialan Campo
et al. (2021), los inhibidores presentes en muestras ambientales incluyendo metales pesados,
compuestos organicos, sedimentos o restos de materia bioldgica pueden interferir con la

actividad de la ADN polimerasa, reduciendo la eficiencia de amplificacion. Esto se corrobora
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con la investigacion hecha Sanchez et al., (2020) y Zapata et al., (2021) quienes indican que
el canal de riego LSA est4 expuesta a una creciente contaminacion fisica y quimica del agua,

lo cual impide la correcta identificacion molecular del parésito.

Ademas, los resultados obtenidos durante la cuantificacion y evaluacion de pureza del
ADN extraido no fueron lo suficientemente favorables (Tabla 6). Aunque varias muestras
presentaron concentraciones aparentemente adecuadas, la relacion de pureza A260/280 se
encontrd por debajo del rango recomendado por BANCOADN, (2023) estos valores deben
oscilar entre 1.8-2.0, lo que indica contaminacion por proteinas, fenoles u otros compuestos
que afectan la reaccion de PCR. Segiun Thermo Fisher Scientific., (2021) la baja pureza del

ADN extraido se convierte asi en un limitante critico para la detecciéon molecular del patégeno.

Por otro lado, en la investigacion hecha por Meurs et al., (2017) menciona que la
presencia simultanea de otros parasitos sugiere un escenario de contaminacién parasitaria
mixta, lo cual puede contribuir a la presencia de ADN no objetivo y reduce la proporcion

relativa de ADN y la PCR puede fallar si la carga parasitaria del ADN objetivo es muy baja.

Asimismo, en otro estudio hecho Marangi et al., (2024) tipo de interferencia puede
dificultar la obtencion de amplificaciones especificas para Toxoplasma gondii, porque otros
parasitos como Giardia y helmintos producen sustancias como polisacaridos, proteinas, restos
de quitina que inhiben la PCR. Ademas, estos estudios se asemejan a la investigacion hecha
por Oliva et al., (2025) quienes mencionan que la deteccion molecular de un Uinico parésito en
muestras ambientales con una carga parasitaria mixta depende no solo de la presencia del
parésito, sino también de la calidad del ADN extraido, carga parasitaria y la eliminacién
adecuada de inhibidores durante las etapas de procesamiento, por lo que se sugiere emplear

métodos moleculares mas complejos como la PCR multiplex.

3.1.6.2 Identificacion y validacion de la secuencia de nucledtidos

Para la amplificacion molecular se emplearon los primers dirigidos al gen B1, disefiados
para generar un producto esperado de 194 pb (Tabla 9). Este par de cebadores se seleccion6
debido a su uso reportado en estudios recientes, como el de Kedokteran et al. (2023), quienes

validan su desempefio en PCR convencional.
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Tabla 9.

Secuencia de nucledtidos de Gen Bl de Toxoplasma gondii

Gen Product
Gen Diana NCBI Primer F (5'-3") Primer R (5'- 3")
Diana size (bp)

glycerol-3-
GGAACTGCATC TCTTTAAA
B1 Gene 194 phosphate
CGTTCAT GAG GCGTCGTG GTC
dehydrogenase B1

Nota. Genes diana, pb, primer del Gen B1. Obtenido de Kedokteran Hewan et al., (2023).

En los resultados, el gen B1 permitio detectar la presencia de Toxoplasma gondii las
algunas muestras de agua de riego y los controles positivos, confirmando una correcta
amplificacion del gen Bl de 194 pb. Esto indica que, bajo las condiciones experimentales
empleadas, el set de primers fue efectivo para identificar ADN del parésito, cuando este estuvo
presente en concentraciones suficientes o en muestras con buena calidad de extraccion. Tal
como sefiala Campo et al., (2021) una de las principales fortalezas del gen B1 es la presencia
de aproximadamente 35 copias por genoma, lo que incrementa significativamente la
probabilidad de deteccion aun cuando la concentracion de ADN es baja o la muestra presenta

cierta degradacion.

Sin embargo, Santoro et al., (2021) sefialan que el gen B1 al poseer fragmentos de
mayor tamafio pueden presentar limitaciones técnicas en condiciones ambientales complejas,
ya que los amplicones mas largos tienden a tener menor eficiencia de amplificacion y son mas
susceptibles a la inhibicion por compuestos presentes en matrices como agua de riego. Esto
podria explicar la ausencia de amplificacion en varias de las muestras procesadas, pese a la

positividad obtenida en el analisis microscopico.
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3.1.6.3 Sensibilidad y especificidad del método

La PCR dirigida al gen Bl evidencié un adecuado desempefio en términos de
especificidad, como se comprobd mediante los controles incluidos en cada corrida. El control
negativo, constituido por agua ultrapura libre de nucleasas, no present6 sefial de amplificacion
en ningun ensayo, lo que permite descartar contaminacion cruzada o artefactos experimentales.
En contraste, el control positivo correspondiente al ADN de taquizoitos de Toxoplasma gondii
(tipo I) mostr6 de manera consistente la banda esperada de 194 pb, validando la correcta

funcionalidad del sistema de amplificacion y del conjunto de primers utilizados.

En cuanto a la sensibilidad, el protocolo aplicado, basado en las condiciones descritas
por Sheng et al., (2023) demostrd ser eficiente para la deteccion del gen B1 en muestras con
ADN integro. La claridad de las bandas obtenidas en los controles y en las muestras positivas
sugiere que tanto los pardmetros de amplificacion como las condiciones de la electroforesis

fueron adecuados para identificar concentraciones detectables de ADN del parasito.

Mientras que la ausencia de amplificacion en varias muestras ambientales indica que la
sensibilidad del sistema puede verse comprometida por factores inherentes a la matriz de agua
de riego, tales como inhibidores, baja pureza del ADN o degradacion del material genético. Por
tanto, aunque el sistema demostr6 alta especificidad y sensibilidad tedrica, su rendimiento
practico dependi6 en gran medida de la calidad del ADN obtenido en cada muestra lo cual
difiere a un resultado posiblemente un falso negativo o también que no existio la presencia del

material genético del parasito.

En contraste con la investigacion hecha por Saglam et al.,, (2021) comparan la
sensibilidad y especificidad entre el PCR con el gen B1 y el PCR 529 bp, los cuales indican
que el gen B1 tiene una buena especificidad, pero suele ser menos sensible en muestras pobres
de ADN de Toxoplasma gondii, en cambio, con la PCR 529 bp posee mayor sensibilidad e

incluso en cargas de ADN bajas, dando resultados mas confiables.

3.1.6.4 Prevalencia de Toxoplasma gondii en el canal de riego LSA

Los resultados de la Tabla 9, mostraron una prevalencia total de 0% (0/35), lo cual es

un resultado demasiado bajo en comparacion con otras investigaciones, saliendo del rango de
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porcentaje de deteccion que varia entre un rango general de 7% a 16%, dependiendo de la

region y la metodologia empleando el gen B1 en PCR convencional o PCR en tiempo real.

Por ejemplo, Rattan et al., (2025) detectd un 15% de muestras positivas para el parasito
en muestras de aguas de riego de la India. Asimismo, Pinto et al., (2022) obtuvo una tasa de
prevalencia 9,1% de aguas recolectadas de la cuenca de rio Quindio, Colombia. De la misma
manera, Galvani et al., (2019) y Saglam et al., (2021) en sus investigaciones empleando el
den B1 lograron detectar un porcentaje de contaminacion de Toxoplasma gondii de 7.7% y

6.3%, respectivamente en aguas de riego.

Esta variacion entre los resultados es debido al tipo agua de riego y la localidad a la que
se encuentra por ejemplo en regiones con un clima tropical existe mayor probabilidad de
encontrar Toxoplasma gondii, ya que influyen en la calidad del agua como rangos de
temperatura, pH, oxigeno disuelto, entre otros, que le brindan mejores condiciones para que
los ooquistes esporulen y adquieran una mayor resistencia (Campo et al., 2021; Pinto et al.,

2021; Zavala et al., 2024).

3.1.6.5 Evaluacion del riesgo de transmision

Los hallazgos de este estudio evidencia que el canal de riego LSA compone un
escenario propicio para la exposicion ambiental de Toxoplasma gondii en el sector Izamba. La
deteccion de ooquistes mediante microscopia indica la presencia activa de ooquistes de parasito
objetivo. Adicionalmente, también se detectd la presencia de diversos agentes patdogenos, lo
que permite clasificar al canal como un reservorio ambiental tanto de protozoarios como

helmintos de suma importancia epidemioldgica.

En consecuencia, estudios realizados por De La Torre et al., (2023) demostraron una
elevada carga de parasitosis intestinal en poblacion infantil del canton Ambato con una
prevalencia del 77,1%. Igualmente, otro estudio desarrollado por estudiantes de la Universidad
Técnica de Ambato, analizaron muestras fecales y sanguineas de habitantes de las parroquias
de Izamba, Atahualpa, Unamuncho y Cunchibamba, zonas con mayor exposicion al canal de

riego (LSA) sefalando una incidencia del 69,59% de parasitosis (Mora, 2023).

Por el contrario, la identificacion molecular mediante la PCR dirigido al gen B1 de

Toxoplasma gondii se obtuvieron resultados negativos, lo que indica que no existe presencia

43



del material genético suficiente para sustentar que existe un riego significativo de transmision
por el agua de riego. Sin embargo, estudios hechos por Ibarra, (2025) mostraron una
prevalencia de 53,33% de contaminacion por Toxoplasma gondii en muestras vegetales, lo que
significa que existe la posibilidad de que los resultados fueron negativos debido a la presencia
de inhibidores durante la PCR, ya que al trabajar con muestras de agua de riego existio la

presencia de carga parasitaria mixta lo cual dificulta la deteccion del ADN objetivo.

Complementariamente, en Ecuador se han reportado tasas de seroprevalencia de 74%,
siendo la region Costa, la region con los mayores porcentajes de prevalencia (Velasquez et al.,
2020). De igual forma Flores & Armijos, (2024) mostraron evidencia de seroprevalencia del
63,63% de Toxoplasma gondii en mujeres embarazadas en un estudio hecho en Manabi tras el
consumo de agua contaminada. Sin embargo, hasta la actualidad en Ambato no existe un
reporte de seroprevalencia lo cual dificulta comprender el mecanismo de transmision del

parasito en la localidad estudiada.

Por otra parte, la distribucion heterogénea de ooquistes entre los puntos de muestreo
evidencia que la presencia de ooquistes de Toxoplasma gondii no se asocia directamente a la
calidad de agua, sino a otros factores ambientales y actividades antropicas de la zona, donde
los sectores con mayor actividad agricola y contaminacion antropogénica mostraron las
mayores tasas de deteccion parasitaria. Desde el punto de vista epidemioldgico, este patron
sugiere la existencia de fuentes de contaminacion externas, asociadas a la presencia de felinos
domésticos, asi como al manejo inadecuado de residuos que incrementa la carga de materia
organica en el canal seglin lo reportado por Campo et al., (2021); Flores & Armijos, (2024);
Pinto et al., (2022) y Zavala et al., (2024).

Asimismo, Benitez et al., (2023) y Santos et al., (2024) indican que los ooquistes
tienden a adsorberse a particulas en suspension, lo que favorece su estabilidad, transporte y
persistencia en el ambiente acudtico. Este comportamiento aumenta la probabilidad de
exposicion y transmision a lo largo del canal, incluso en éareas distantes del punto original de

contaminacion.

Desde una perspectiva de salud publica, los resultados sefialan un riesgo
epidemioldgico de transmision elevado, debido a que el agua del canal es utilizada para riego
de cultivos, muchos de ellos consumidos en fresco entre estas hortalizas y verduras (Gobierno
Autonomo Descentralizado Parroquial Rural de Izamba., 2022). Esto representa una via

indirecta pero altamente relevante de transmision del parasito, particularmente en poblaciones
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agricolas expuestas de forma continua y en consumidores que adquieren productos irrigados
con esta fuente. La transmisién por alimentos se considera uno de los mecanismos mas
frecuentes en zonas con sistemas de riego sin tratamiento, y los hallazgos de este estudio se

alinean con esta tendencia (Santos et al., 2024).

Esta situacion no solo desfavores a la salud publica, sino también tiene implicaciones
para la salud veterinaria, dado que animales de granja pueden infectarse al consumir agua o
pastos contaminados, integrando el pardsito a la cadena alimentaria e incrementando la
exposicion humana indirecta. En Ecuador se han reportado tasas de seroprevalencia hasta el
54% en animales rumiantes como ovinos, caprinos y bovinos reduciendo la productividad en
sus derivados y abortos entre 10 al 23% (Aguilar & Ortiz, 2021). Esta conexion activa refuerza
la necesidad de implementar estrategias de vigilancia parasitoldgicas en las principales fuentes
de transmision como el agua de riego y educacidon sanitaria para mitigar el porcentaje de

contaminacion.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

El presente estudio logrd detectar la presencia de ooquistes de Toxoplasma gondii en
aguas superficiales del canal LSA, en el sector Izamba, mediante andlisis microscopico,
registrandose un porcentaje de positividad del 45,73 % (16/35 muestras). Los ooquistes
mostraron caracteristicas morfoldgicas compatibles con este pardsito en una proporcion
significativa de las muestras analizadas. Ademas de la presencia de otros parasitos patdogenos
que generan una contaminacion mixta. Estos resultados confirman que el canal constituye un
sistema hidrico susceptible a contaminacidon parasitaria, con potencial impacto en la salud

publica, veterinaria y la inocuidad alimentaria.

El analisis molecular mediante la técnica de PCR dirigida al gen B1 no permitid
identificar material genético de Toxoplasma gondii en las muestras previamente consideradas
positivas por microscopia. Este hallazgo sugiere una ausencia de deteccion molecular del
parasito; sin embargo, los resultados deben interpretarse con cautela, ya que la posible
presencia de inhibidores de la PCR, la baja carga parasitaria y la calidad subdptima del ADN

extraido podrian haber limitado la sensibilidad del método empleado.

Finalmente, La discrepancia entre los resultados microscopicos y moleculares pone de
manifiesto las limitaciones inherentes a la deteccion molecular de Toxoplasma gondii en
matrices ambientales complejas como el agua superficial, destacando la necesidad de optimizar
los protocolos de extraccion y amplificacion de ADN para mejorar la sensibilidad diagnostica
en futuros estudios, lo que resaltan la importancia de fortalecer la vigilancia sanitaria del canal
de riego LSA y de considerar esta infraestructura como una posible via de transmision de
Toxoplasma gondii y otros parasitos patdogenos, especialmente en contextos agricolas donde el

agua es utilizada para riego de cultivos destinados al consumo humano.
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4.2 Recomendaciones

Validar métodos estandarizados de concentracion y deteccion parasitaria en
matrices ambientales, incorporando técnicas moleculares con mayor
sensibilidad como la qPCR o LAMP. Ademas, se recomiendo emplear
diversos pares de cebadores dirigidos el fragmento repetitivo 529 bp o el gen
BI de 98pb para establecer un mejor marcador molecular.

Evaluar integramente la calidad del agua, incluyendo analisis fisicoquimicos
y microbioldgicos, para analizar su influencia en la presencia de parasitos
en los canales de riego. Esto permitird comprender su mecanismo de
dispersion y transmision de patogenos en los sistemas hidricos.
Implementar protocolos de vigilancia sanitaria de protozoarios y helmintos
en infraestructura hidricas destinadas a la productividad agropecuaria, con
el fin de minimizar la transmision de enfermedades parasitarias mediante
una deteccion temprana que garantice la inocuidad alimentaria.

Ampliar investigaciones parasitologicas desde un enfoque biotecnologico,
orientadas a comprender en detalle los mecanismos de accion, asi como su
ciclo de vida de cada parésito. El uso de herramientas moleculares como la
PCR multiplex, PCR anidada, PCR in sifu y secuenciacion que permitird
identificar patrones genéticos asociados a la viabilidad parasitaria. Asi como
posibles candidatos que tengan la capacidad de romper la pared celular de
los ooquistes de Toxoplasma gondii e inactivarlos sin recurrir a productos

quimicos innecesarios.
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ANEXOS

Anexo 1.

Mapa del muestro del Canal de de riego LSA, en el sector Izamba.

acon’ 2561(m « #ax"0jo £ 6:50 km O

Nota. Georreferenciacion de los puntos de muestreo establecidos a lo largo del tramo del canal
LSA, en el sector [zamba. Los puntos rojos, ubicados a lo largo de la linea blanca, indican la
trayectoria del canal dentro del area de estudio, mientras que los puntos amarillos corresponden

a los sitios exactos de toma de muestra.
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Anexo 2.

Puntos de Muestreo del Canal de riego LSA

Presencia de

Zona
ID Latitud Longitud UTM Estaciones de muestreo Usodesuelo  contaminacion  Tipos de cultivos  Anexo
antropogénica
PT 1 1°12'36.05"S 78°35'23.11"0 17 M Pisque Agricola/Urbano Media Hortalizas/Alfalfa 3
PT 2 1°12'43.60"S 78°35'7.98"0 17M Taigua Agricola Alta Hortalizas/Maiz 4
PT 3 1°12'59.92"S 78°34'51.19"0 17 M Tacupamba Agricola/Urbano Media Hortalizas/Verdura 5
) , . Hortalizas/
PT 4 1°13'7.97"S 78°34'44.17"0 17 M San Miguel Arcégel Agricola Alta , 6
Tubérculos
. . , Hortalizas/verduras
PT 5 1°12'58.52"S 78°33'43.66"0 17 M  San Francisco de Quillanloma  Agricola/Urbano Alta , 7
/Maiz/ Alfalfa
. . . Hortalizas/verduras
PT_6 1°13'1.16"S 78°33'30.47"0 17M San Vicente de Quillanloma Agricola Muy Alta , 8
/Maiz/ Alfalfa
. , Hortalizas/verduras
PT_7 1°13'9.46"S 78°33'22.60"0 17 M Quillanloma La Playa Agricola Alta

/Maiz/ Alfalfa
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Anexo 3.

Estado ambiental del PT 1 Pisque

Anexo 4.

Estado ambiental del PT 2 Taigua
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Anexo 5.

Estado ambiental del PT 3 Tacupamba

Anexo 6.

Estado ambiental del PT 4 _San Miguel Arcangel
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Anexo 7.

Estado ambiental del PT 5 San Francisco de Quillanloma

Anexo 8.

Estado ambiental del PT 6 San Vicente de Quillanloma
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Anexo 9.

Estado ambiental del PT 7 Quillanloma La Playa

Anexo 10.

Microscopia de los parasitos encontrados en el

A Tkt |28

S < ‘ ()
Nota. A) Entamoeba spp; B) Quistes de Giardia; C) A. lumbriocoides; D) Toxocara spp: E)

Amebas F) Hymenolepis spp G) Huevos de Taenia spp. H) Strongyloides stercoralis 1) Larva

de Nematodo, J) Blastocystis K) Trofozoito Trischomona hominis L) Enterobius vermicularis
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Anexo 11.

Resultados de los andlisis fisicoquimicos.

Puntos de Muestreo

Parametros Fisicoquimicos

Promedio Total por punto de muestreo

R . Temperatura CE Turbidez  Temperatura CE Turbidez
ID N° Muestra Coddigo poc pH us/cm NTU poc pH uS/cm NTU
1 P1MO001 10 7,21 612 9,07
2 P1MO002 10 7,23 643 9,25
PT 1 3 P1MO003 10 7,25 643 9,33 10 7,398 635,4 9,212
4 P1MO004 10 7,58 636 9,33
5 P1MO005 10 7,72 643 9,08
6 P2M001 10 7,88 7,62 9,82
7 P2M002 10 7,89 7,88 9,89
PT 2 8 P2MO003 12 7,76 7,64 9,89 11,2 7,884 7,668 9,852
9 P2M004 12 7,9 7,88 9,83
10 P2MO005 12 7,99 7,32 9,83
11 P3MO001 12 7,88 732 14,08
12 P3MO002 12 7,84 730 14,07
PT 3 13 P3MO003 12 7,78 732 14 12,8 7,836 735,6 14,052
14 P3M004 14 7,84 749 14,03
15 P3MO005 14 7,84 735 14,08
16 P4MO001 14 8,02 914 15,09
PT 4 17 P4M002 14 8 930 15,08 14 8,066 904,4 15,202
18 P4MO003 14 8,05 930 15,06
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19
20
21
22
PT 5 23
24
25
26
27
PT 6 28
29
30
31
32
PT_7 33
34
35

P4MO004
PAMOO05
P5M001
P5M002
P5MO003
P5M004
P5MO005
P6MO001
P6M002
P6MO003
P6M004
P6MO05
P7MO001
P7MO002
P7MO003
P7M004
P7MO005

14
14
15
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

8,28
7,98
7,84
7,85
7,78

7,8

7,8
7,78
7,85
7,86
7,85
7,86

7,8
7,84
7,78

7,8
7,84

870
878
718
718
718
720
718
707
784
785
784
709
788
801
798
788
798

15,7
15,08
18,89
18,78
18,83
18,89
18,89
18,07

18
18,03
18,03
18,03
18,87
18,89
18,13

18,6
18,98

14,6

15

15

7,814

7,84

7,812

718,4

753,8

794,6

18,856

18,032

18,694

Nota. ID: Puntos de muestreo; CE: Conductividad Eléctrica; uS/cm:
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Anexo 12.

Tablas de desviaciones del anadlisis estadistico de Poisson.

Fuente GL  Desv.ajust. Media. ajust.  Chi-cuadrada Valor p
Regresion 4 6,9976 1,7494 7 0,136
Temperatura 1 0,6371 0,6371 0,64 0,425
pH 1 1,336 1,336 1,34 0,248
CE 1 0,3513 0,3513 0,35 0,553
Turbidez 1 0,1774 0,1774 0,18 0,674
Error 30 18,4214 0,614
Total 34 25,4189
Anexo 13.
Resumen de modelo
R-cuad. desviacion R-cuad. (ajust) de desviacion AlIC
27,53% 11,79% 58,42
Anexo 14.
Tabla de coeficientes
Término Coef EE del coef. FIV
Constante -22,8 14,6
Temperatura 0,403 0,519 5,38
pH 2,20 1,90 1,34
CE 0,00096 0,00166 1,55
Turbidez -0,099 0,236 5,60
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Anexo 15.

Pruebas de bondad del ajuste

Prueba GL Estimar Media Chi-cuadrada Valor p

Desviacion 30 18,42138 0,61405 18,42 0,951

Pearson 30 17,46122 0,58204 17,46 0,967
Anexo 16.

Ajuste y diagnosticos para observaciones poco comunes

Obs Toxoplasma Ajuste Resid Resid est.
19 1 1,368 -0,331 -0,56 X
Anexo 17.

Grdficas de residuos de desviaciones

Graficas de residuos de desviacion para Toxoplasma
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Anexo 18.

Visualizacion de los productos no amplificados por el gen Bl

M P4MO005 P5SM001 PSM002 P5SM004 P6MO003 P6M004 P7MO001 P7M002 P7M004

Anexo 19.
Marcador molecular GeneRuler 1 kb y reactivos de PCR

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5pg %

10000 30 6
8000 30 6
6000 70 14
5000 30 6
4000 30 6
3500 30 6

3000 70 14

—2500 25 5

—2000 25 5

—1500 25 5

—1000 60 12

—750 25 5

—500 25 5

—250 25 5

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min
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DETECCION MICROSCOPICA

IDENTIFICACION MOLECULAR

Anexo 20.

Metodologia
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