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RESUMEN

En América Latina, la tripanosomosis es una enfermedad hemoparasitaria que afecta
negativamente a animales de interés pecuario y es causada principalmente por las especies de
protozoarios Trypanosoma evansi y Trypanosoma vivax. Ecuador posee una informacion
epidemioldgica limitada tanto a nivel de pruebas de deteccion de tamizaje como de diagnostico, a
pesar de poseer condiciones ambientales adecuadas para la presencia de la tripanosomosis y de
ubicarse en una region en la cual la enfermedad tiene caracter endémico. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue determinar la seroprevalencia de la tripanosomosis en una provincia de la region
costa de Ecuador, por medio del Ensayo Inmunoenzimatico Indirecto (ELISAI). EI ELISAI fue
estandarizado en el laboratorio para detectar anti cuerpos circulantes IgG anti Trypanosoma spp. y
se evalud un total de 100 sueros bovinos provenientes de 9 parroquias de la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas. Las condiciones analiticas que mostraron la mayor diferencia
cuantitativa entre sueros negativos y positivos en el inmunoensayo fueron: dilucion 1/400 de suero,
dilucion 1/10000 del conjugado anti 1gG de bovino y 15 minutos de incubacion / agitacion para la
lectura del revelado. Se determind una seroprevalencia general del 8 % (8/100), dentro de la cual
los sueros de las parroquias Chiguilpe, Valle Hermoso, El Esfuerzo, Alluriquin y Santo Domingo
presentaron anticuerpos 1gG anti Trypanosoma spp., con seroprevalencias especificas de 33.3%
(1/3), 18,8% (3/16), 9,1% (1/11), 6,7% (1/15) y 3,9% (1/26), respectivamente. La seropositividad
encontrada en Santo Domingo de los Tsachilas indica la posible presencia del agente infeccioso en
rebafios bovinos de la region costa del pais, lo cual se presenta como un riesgo para todos los
animales tanto domésticos de produccion pecuaria, como silvestres. Esto muestra la necesidad de
ampliar el rango de aplicacion de la prueba de tamizaje a otras provincias, para establecer el riesgo
en otras localidades e implementar pruebas directas deteccion, con el objetivo de establecer la

verdadera situacién de la enfermedad.
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ABSTRACT

In Latin America, trypanosomosis is a hemoparasitic disease that adversely affects livestock
and is caused mainly by the protozoan species Trypanosoma evansi and Trypanosoma vivax.
Ecuador has limited epidemiological information on both screening and diagnostic tests, despite
having adequate environmental conditions for the presence of trypanosomosis and being located in
a region where the disease is endemic. Therefore, the objective of this study was to determine the
seroprevalence of trypanosomosis in a province of the coastal region of Ecuador, by means of the
indirect enzyme-linked immunosorbent assay (IELISA). The iELISA was standardized in the
laboratory to detect IgG anti Trypanosoma spp. circulating antibody and a total of 100 bovine sera
from 9 parishes of the province of Santo Domingo de los Tsachilas were evaluated. The analytical
conditions that showed the greatest quantitative difference between negative and positive sera in
the immunoassay were: 1/400 dilution of serum, 1/10000 dilution of the bovine anti IgG conjugate
and 15 minutes of incubation/agitation for reading the development. An overall seroprevalence of
8% (8/100) was determined, within which sera from Chiguilpe, Valle Hermoso, El Esfuerzo,
Alluriquin and Santo Domingo parishes presented IgG antibodies against Trypanosoma spp. with
specific seroprevalences of 33.3% (1/3), 18.8% (3/16), 9.1% (1/11), 6.7% (1/15) and 3.9% (1/26),
respectively. The seropositivity found in Santo Domingo de los Tsachilas indicates the possible
presence of the infectious agent in cattle herds in the coastal region of the country, which presents
a risk for all domestic livestock and wild animals. This shows the need to expand the range of
application of the screening test to other provinces, to establish the risk in other localities and

implement direct detection tests, in order to establish the true situation of the disease.

Keywords: IELISA, seroprevalence, trypanosomosis, Trypanosoma spp. Trypanosoma vivax, Trypanosoma
evansi.
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1. INTRODUCCION

La tripanosomosis es considerada una enfermedad desatendida en el Ecuador, causada
por paréasitos protozoarios hemoflagelados del género Trypanosoma, con capacidad de afectar
un amplio rango de mamiferos tanto de vida doméstica como silvestre en las regiones tropicales
y subtropicales, lo cual incide negativamente en la productividad de las actividades pecuarias y
limita severamente su desarrollo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades
desatendidas son aquellas que se encuentran en zonas rurales de escasos recursos en paises de
desarrollo, los cuales son vulnerables a la falta de apreciacion de gravedad por parte del
gobierno e instituciones sanitarias. La enfermedad se encuentra principalmente en lugares con
ambientes célidos, tropicales y generalmente son transmitidas por vectores (Organizacion

Mundial de la Salud, 2010; Chavez-Larrea et al., 2020).

En América Latina, la tripanosomosis es producida especialmente por las especies
Trypanosoma vivax y Trypanosoma evansi. Tanto T. evansi como T. vivax son mecanicamente
transmitidos en Centro y Suramérica por moscas hematdfagas dipteras, como Tabanus sp.,
Stomoxys calcitrans y Haematobia irritans (Osorio et al., 2008; Oliveira et al., 2009; Magez
& Radwanska, 2014). T. vivax es un hemoprotozoo que afecta a los rebafios bovinos en Africa
y América Central y del Sur, siendo una de las especies patdgenas mas importantes (Garcia et
al., 2016). Comdnmente se denomina Nagana en Africa y " secadera / cachera / cacho hueco /
huequera " en varios paises de América del Sur (Gonzatti et al., 2014). Este hemoparésito es
endémico de Brasil a Costa Rica, incluidos Colombia, Venezuela, Perd, Bolivia, Panama y
Paraguay (Batista et al., 2009; Desquesnes, 2004; Garcia et al., 2005; Gonzatti et al., 2014;

Ramirez-Iglesias et al., 2017; Jones & Davila, 2001).
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Por otra parte, T. evansi es un importante parasito extracelular que causa enfermedades
en muchos paises africanos, asiaticos y sudamericanos. Esta enfermedad principalmente afecta
a caballos y camellos, pero también se ve afectado una amplia variedad de mamiferos
domésticos y silvestres como bovinos, bufalos, rumiantes, entre otros (Desquesnes, 2004;
Holzmuller et al., 2013; Ramirez-Iglesias et al., 2017). En América del Sur la tripanosomosis
equina es conocida como Derrengadera o Mal de Caderas (Parra et al., 2019). T. evansi ha sido
reportado en 48 paises; en gran parte confinado a paises de Africa y Asia, en contraste con
siete paises de Ameérica del Sur, y cuatro en Europa, en los cuales el parasito ha importado por

medio de animales infectados (Aregawi et al., 2019).

El ganado infectado con Trypanosoma spp. presenta sintomatologia en cursos agudos y
subagudos, principalmente fiebre, anemia severa, debilidad, deterioro de la condicién corporal,
pérdida de apetito, hipoproteinemia, emaciacion, incoordinacion, alteraciones en el sistema de
la coagulacion sanguinea, diarrea, aborto, inmunosupresion y diversos sintomas neuroldgicos,
desordenes reproductivos hasta que las complicaciones lo llevan a la muerte (Cadioli et al.,
2015). La enfermedad suele darse con mayor gravedad en individuos inmunodeficientes y en
hospedadores que no han tenido contacto previo con el parasito; del mismo modo se ha
demostrado trombocitopenia, formacion de microtrombos y hemorragia sugestiva de
coagulacion intravascular diseminada (Batista et al., 2009; Desquesnes, 2004; Gutierrez et al.,
2006). Los animales que sobreviven pueden volverse reservorios de la enfermedad, aunque
factores ambientales podrian inducir el aumento de la parasitemia y la reaparicion de los signos
clinicos (Gonzatti et al., 2014). De forma especifica, T. vivax, puede causar desnutricion,
abortos, infertilidad, entre otros (Taylor, 2004), mientras que T. evansi puede generar

anomalias hemostaticas (Desquesnes, Holzmuller, et al., 2013; Mekata et al., 2013).
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Existen distintos métodos de diagndstico para la deteccion de los agentes causales de la
tripanosomosis en los animales infectados. Los métodos parasitologicos se realizan mediante
la observacion directa del parasito bajo el microscopio Optico, cuya aplicacion es adecuada
cuando existe una parasitemia elevada, pero tienen baja sensibilidad. Los métodos moleculares
se basan en amplificacion del material genético, ADN o ARN, del agente infeccioso, estos
ensayos tienen una alta sensibilidad y especificidad con la capacidad de distinguir diferentes
especies (Davila et al., 2003; Canavate et al., 2009; Ramirez-Iglesias et al., 2011). Los métodos
inmunoldégicos como el ensayo inmuno-enzimatico (ELISA por sus siglas en inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) se basan en la deteccién de antigenos (Ag-ELISA) o
anticuerpos (indirecto-ELISA o ELISAI) relacionados con el agente causal de la enfermedad.
Concretamente, el ELISAI tiene una alta sensibilidad, aunque puede presentar una baja
especificidad, debido al fendmeno de la reactividad cruzada entre proteinas de la superficie de
la membrana plasmatica en especies de parasitos pertenecientes al género Trypanosoma. Esta
reactividad cruzada esta atribuida a las glicoproteinas variables de superficie (VSG), las cuales
permiten que los pardsitos salivarios evadan al sistema inmunitario adaptativo del hospedador
mediante una amplia variacién antigenica, para evitar su eliminacion (Monzon et al., 2010;

Ramirez-lglesias et al., 2011; Uzcanga et al., 2016).

Para el anélisis serolégico se incluyen métodos de diagndstico como el ensayo
inmunoenzimatico indirecto con extractos crudos antigenos derivados de Trypanosoma spp
(Ramirez-Iglesias et al., 2011; Uzcanga et al., 2016). Dichas pruebas seroldgicas detectan
anticuerpos inmunoglobulina G (IgG) cuando el organismo presenta o ha presentado una
infeccion (Desquesnes et al., 2013). Sin embargo, el problema de este método seroldgico es
que no que no discrimina entre infecciones recientes o pasadas, y su falta de especificidad

(Canavate et al., 2009).
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La tripanosomosis presentan una amplia distribucion y caracteristica endémica en
varios paises del continente como Venezuela, Brasil, Colombia, Pert (Desquesnes, 2004). Sin
embargo, en Ecuador se han realizado escasos estudios sobre la situacion de la patologia
causada por Trypanosoma spp. Se han publicado estudios limitados con respecto a la
seroprevalencia de esta enfermedad. El estudio pionero de seropositividad a nivel nacional fue
reportado en 1977 (Wells et al., 1977). En la provincia de Manabi, ubicada en la regién Costa
del Ecuador, se ha encontrado la presencia de un brote de tripanosomosis bovina, siendo el
primer reporte en identificacion y caracterizacion de la especie de Trypanosoma causante de
la enfermedad (Chavez-Larrea et al., 2020). En un segundo estudio, se registran casos de
tripanosomosis en el oriente ecuatoriano, utilizando la técnica del ELISAI (Medina-Naranjo
et al., 2017). Por lo tanto, en esta investigacion se planted determinar la seroprevalencia de la
tripanosomosis en una poblacién de bovinos de la provincia de Santo Domingo de los

Tséachilas, mediante la técnica seroldgica del ELISAI.

2. METODOS

Muestreo

Las muestras evaluadas en este estudio fueron proporcionadas por el Centro de
Investigacion en Zoonosis — CIZ de la Universidad Central del Ecuador, y obtenidas durante la
ejecucion de la Encuesta Seroepidemiologica de Brucelosis, efectuada durante el afio 2012. La
poblacion en estudio consto de un total de 100 sueros bovinos, pertenecientes a las siguientes
parroquias: Alluriquin, Chiguilpe, El esfuerzo, Luz de América, Santo Domingo de los
colorados, Puerto Limon, Rio Verde, Valle Hermoso, San Jacinto del Bla, ubicadas en la

provincia de Santo Domingo de los Tsachilas (0°20'00”S 79°15'00"0O) a una altitud promedio
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de 625 m.s.n.m. (Figural).

De acuerdo a los datos de ganaderia tomados en el afio 2019 por el Instituto Nacional de

Estadistica y Censos, el niUmero de cabezas de ganado vacuno en la region Costa es de

1.710.130, mientras que la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas presenta una poblacion

de 139.036 aproximadamente, siendo el 3,37% de la poblacién ganadera nacional (ESPAC,

2016; Sanchez et al., 2019).

Figura 1. Localizacion geografica del area de investigacién en la provincia de Santo Domingo de
los Tsachilas. Se muestran las parroquias en estudio.

Ecuador A

[ Santo Domingo de los Tedchilas

Preparacion del extracto antigeno clarificado
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. Rio Verde

6. Chiguilpe

7. Alluriquin

8 Luz de América
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[P,

Se empled el aislado venezolano de Trypanosoma equiperdum TeAp-N/D1 obtenido de

un equino infectado del estado Apure, Venezuela, y caracterizado molecularmente por (Sanchez

etal., 2015). El procedimiento para la generacion del extracto antigénico se baso en el protocolo
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establecido por (Uzcanga et al., 2002). De forma general, los parasitos T. equiperdum (10°),
previamente purificados, fueron sonicados en hielo (6 pulsos de 30 segundos al 40% de
intensidad y amplitud con un descanso de 30 segundos cada uno) usando 600 pL de 5 mM
buffer Tris-HCI (pH 7.2) en presencia de un coctel de inhibidores proteoliticos. EI homogenato
resultante se centrifugé a 15000 g por 20 minutos a 4 °C para obtener las fracciones de
sobrenadante y pellet. EI sobrenadante se usé como fuente de antigeno y se definié como el
extracto antigénico clarificado de T. equiperdum. Posteriormente, se determind la concentracion
de proteinas del extracto antigénico clarificado, por espectrofotometria, usando el equipo Qubit
Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific, USA), segun el protocolo descrito por la

casa comercial.

Estandarizacién del Ensayo inmunoenzimatico indirecto (ELISAI)

Mediante el proceso de estandarizacidn, se establecieron las condiciones éptimas del
ELISAI para la deteccion de anticuerpos IgG anti Trypanosoma spp. en las muestras séricas de
bovinos. Para ello, se emplearon 12 sueros negativos de referencia, provenientes de bovinos en
buen estado de salud, previamente evaluados por PCR para determinar su negatividad a T.
evansi y T. vivax, procedentes de la provincia de Imbabura (ubicada a mas de 2500 m.s.n.m. en
la region Sierra) y de zonas no endémicas a tripanosomosis de Venezuela. Adicionalmente, se
utilizaron 2 sueros de referencia de animales positivos por PCR a T. vivax, procedentes de
Venezuela. Se evaluaron dos condiciones de dilucion de suero (1/200, 1/400) y del anticuerpo
secundario anti-1gG -bovino conjugado con peroxidasa (1/10000, 1/20000), junto con la lectura
de densidad Optica a 405nm (ODags) del revelado en tres tiempos diferentes (15, 30 y 45
minutos). Las condiciones seleccionadas fueron aquellas que permitieron establecer la mayor

diferencia de ODa4os entre muestras positivas y negativas.
10
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Implementacion del ELISAI

El protocolo de ELISAI fue establecido segun lo descrito por (Uzcanga et al., 2002;
Ramirez-Iglesias et al., 2011) con ciertas modificaciones. Las placas de 96 pozos de polivinilo
fueron sensibilizadas con 100 ul/pozo del extracto antigénico clarificado (20 pg/ml) diluido en
50 mM de buffer carbonato-bicarbonato (pH 9,6) durante toda la noche en cdmara humeda a 4
°C. A continuacidn, se colocaron 200 pil/pozo de una solucidn de bloqueo que consiste en leche
de soya en polvo al 5% diluida en PBS (pH 7,2). Luego, se anadieron 100 ul/pozo de suero de
bovino diluido en buffer PBS-T, por duplicado, para evaluar las muestras de campo. Se
agregaron 100 ul/pozo de conjugado anti-lgG de cabra anti -bovino diluido en buffer PBS-T.
Entre cada paso se llevaron a cabo 5 lavados con 200 pl/pozo de 150 mM NacCl, 0,05% de
Tween 20. Las incubaciones se realizaron durante 1 hora en una cdmara himeda a 37 °C.
Posteriormente, se anadieron 100 pl/pozo del cromdgeno 2% ABTS (&cido 2,2'-azinobis- (3-
etil-benzotiazolin-6-sulfonico)) diluido en tampon fosfato-citrato 0,05 M, se afiadio H202 al
50% y se agitd a temperatura ambiente. Finalmente, se determind la ODags con un lector de
placas de ELISA, a temperatura constante de 23°C. Por cada placa se utilizaron seis sueros para
controles negativos y dos sueros para controles positivos, para establecer el punto de corte por
ensayo.

Para el tamizaje seroldgico, el punto de corte se establecié como la media més 3 veces la
desviacion estandar (X+3SD) obtenida a partir de las lecturas a ODa4os de los sueros de referencia
negativos.

Para evaluar los parametros de calidad del ensayo se utilizo el coeficiente de variacion
(CV) para estimar la variacion estadistica de la media entre las réplicas: interensayo para
observar la reproducibilidad e intraensayo para la repetibilidad. Se establecio un CV < 10% para

considerar ensayos 0 muestras con resultados validos tanto para interensayo como intraensayo.

11
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Determinacion de la seroprevalencia

El porcentaje de seroprevalencia a partir del ELISAI en este estudio se calculé mediante

la Ecuacion (1) (Ramirez-Iglesias et al., 2011)

NPS
Seroprevalencia = ™S * 100 (%) (Ec.1)

Donde:
e NPD es el nimero de muestras detectadas como positivas con la técnica

e TNS es el nimero total de muestras analizadas con la técnica.
Analisis estadistico

Se emple6 una distribucion t de Student para evaluar y comparar las medias de las lecturas
a ODaos de sueros positivos y negativos. Las diferencias de medias de los sueros analizados €
consideraron estadisticamente significativas al presentar valores de p<0,05. Los intervalos de
confianza al 95% (95 % CI) y las pruebas de significancia se determinaron empleando las

calculadoras en linea de bloc de gréficos de calculos (Graph Pad) (Software GraphPad, n.d.).

3. RESULTADOS
Estandarizacion e implementacion del ELISAI

Se procedi6 a determinar las condiciones Optimas para el desarrollo de la técnica y el analisis de
las muestras obtenidas. En la figura 2, se puede observar las ODags que se obtuvieron mediante los
ensayos respectivos del ELISAI para el proceso de estandarizacion con dilucion de conjugado 1/10000
y dilucion de suero (1/200, 1/400). Se registraron en sueros negativos valores maximos de ODaos de
0,553, 0,971, 1,349 con la dilucion 1/200, y ODaes de 0,265, 0,466, 0,648 con dilucion 1/400, a los 15,

30 y 45 minutos respectivamente. Por otra parte, los valores minimos de OD4gs fueron de 0,199, 0,345,
12
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0,471 con dilucion 1/200, y ODgos de 0,109, 0,183, 0,253 con dilucion 1/400 a los tiempos
anteriormente mencionados. En relacion a los resultados de los sueros positivos, la ODa4gs aumenta
hasta llegar al punto maximo de 4.00, registrado por el lector de ELISA, en los tiempos de revelado de
30 y 45 minutos. Por lo tanto los valores pierden la linealidad de las lecturas, reduciendo asi su
confiabilidad.

Con relacion a las diferencias entre las ODags de sueros positivos y negativos a las distintas
diluciones probadas, se puede observar que en la dilucion 1/200, hay una menor diferencia (6,6247) en
comparacion con la dilucién 1/400 (12,8125). Con respecto al conjugado, se opt6 por la dilucion
1/10000 debido a que a una dilucion de conjugado de 1/20000 se generaban ODags muy bajas (data no
mostrada).

A partir de estos resultados, se definieron como condiciones estandarizadas para el ELISAI la
dilucién de suero de 1/400 y de conjugado de 1/10000, con tiempo de revelado de 15 minutos.

Tabla 1: Diferencia de los controles positivos y negativos con dilucion 1/200 de suero y conjugado
1/10000, a 15, 30 y 45 minutos de lectura

Tiempo (minutos)

Dilucion 1/200 15 min 30 min 45 min
Promedio control negativo 0,4028 0,7019 0,9675
Promedio control positivo 2,6687 4,0000 4,0000

Diferencia de controles 6,6247 5,6992 4,1345

Tabla 2: Diferencia de los controles positivos y negativos con dilucién 1/400 de suero y conjugado
1/10000, a 15, 30 y 45 minutos de lectura

Tiempo (minutos)

Dilucién 1/400 15 min 30 min 45 min
Promedio control negativo 0,2122 0,3727 0,5163
Promedio control positivo 2,7193 4,0000 4,0000

Diferencia de controles 12,8125 10,7324 17,7472

13
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Figura 2. Estandarizacion del ELISAI: Diluciones de suero 1/200 y 1/400 a los 15, 30 y 45
minutos con sus respectivas desviaciones estandar.
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Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de trabajo, se procedio a establecer el punto de corte
por medio de las OD4os de los sueros de referencia analizados previamente. La media (X) de los sueros
control negativo fue 0,2122 y su desviacion estandar (DS) fue 0,05610, por consiguiente, el punto de
corte se determind (valor de X+ 3 DS) con un resultado de 0,3805. En la figura 3, las barras
representan la media + 3 desviaciones estandar, de sueros de referencia negativos (0,2122 +
0.1683) y positivos (2,7193 £ 0,2094). Se puede apreciar que las diferencias son estadisticamente
significativas, lo cual permite distinguir claramente sueros positivos de los negativos, con una

diferencia de 2,5071 de ODa4os entre los distintos grupos.
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Figura 3. Establecimiento del punto de corte para la deteccion de anticuerpos contra
Trypanosoma spp. por ELISAI. Medias de sueros de referencia: positivos y negativos * la
desviacion estandar. El punto de corte (---) es 0.3805
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Determinacion de seroprevalencia de tripanosomosis bovina

Una vez determinadas las condiciones ptimas de reaccidn, asi como también el punto de
corte, se realizo el andlisis de las OD4os de una poblacion de 100 muestras de sueros bovinos
aplicando la técnica ELISAI. Para la implementacion del tamizaje seroldgico en este estudio se
establecié que, los valores ODags superiores al punto de corte establecido en la estandarizacion del
ensayo, son considerados como positivos mientras que los valores inferiores a 0,3805 son catalogados
como negativos. En la figura 4, se determinaron los valores de ODaos para cada uno de los sueros
evaluados, a partir de las cuales 8 muestras mostraron un resultado positivo a la presencia de
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anticuerpos IgG anti Trypanosoma spp., es decir, se obtuvo una seroprevalencia del 8% (CI
95% = 3,52 - 15,16) de la enfermedad en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas. El
promedio general de ODaos para los sueros evaluados fue de 0,2127. El valor minimo de ODaos
registrado fue de una muestra de la parroquia de Rio Verde (0,0763), mientras que el valor

méaximo de ODaos de 0,4842, fue un suero de la parroquia de Santo domingo de los Tsachilas.

Figura 4. Seroprevalencia de tripanosomosis determinada por ELISAI para un n= 100 de sueros
bovinos de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas. La linea horizontal entrecortada
indica el valor de punto de corte con OD4gs de 0,3805.
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Mamero de muestra

La tabla 3, indica los resultados obtenidos para la evaluacion del ensayo de serodiagndstico,
la seroprevalencia y el indice de confianza al 95% (CI), con relacion a los distintos posibles
factores de riesgo. Entre las diversas parroquias en estudio, se evidencié una mayor cantidad de
casos positivos en Valle Hermoso, con 18,75% (3/16), seguido de las siguientes parroquias que

presentaron solamente una muestra bovina positiva: Chiguilpe 33,33% (1/3), San Jacinto del Bla
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14,29% (1/7), El Esfuerzo 9,09% (1/11), Alluriquin 6,67% (1/15) y Santo Domingo de los
Colorados 3,85% (1/26). Las muestras procedentes de Puerto Limon, Rio Verde y Luz de América
no presentacion bovinos seropositivos. Con relacion a la variable sexo, la prevalencia de machos
fue de 40% (2/5) y hembras de 6,90% (6/87). Las razas bovinas que presentaron anticuerpos 1gG
anti Trypanosoma spp. fueron Criolla 8,33% (2/24), Holstein 8,33% (1/12), Brahman 20% (1/5)
y 14,29% (4/28) para razas no identificadas. En cuanto a la edad, los bovinos vaconas tuvieron
una mayor prevalencia de la infeccion por Trypanosoma spp. 16,67% (1/6), aunque en el caso de

los adultos, con un mayor n, se presenté una seroprevalencia del 8,54% (7/82).

Tabla 3. Distribucién de variables utilizadas para investigar los factores de riesgo asociados Trypanosoma spp. Y

la seroprevalencia en bovinos en ELISAI en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas.

Variable n Positivos Negativos %(95%CI)
Parroquia
Alluriquin 15 1 14 6,67% (0,17 - 31,95)
£l esfuerzo 11 1 10 9,09% (0,23 - 41,28)
Luz d
Ao 8 i 8 0% (0,00 — 36,94)
Puerto Limon 8 - 8 0% (0,00 - 36,94)
Rio Verde 6 i 6 0% (0,00 - 45,93)
ggréggmto 7 1 6 14,29% (0,36 - 57,87)
Vall
Horm0s0 16 3 13 18,75% (4,05 - 45,65)
SD%”ntﬁngo i 26 1 25 3,85% (0,10 - 19,64)

los Colorados
17
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Sexo
Macho
Hembra
Indefinido
Raza
Mestizo
Criolla
Jersey
Holstein

Brahman

Holstein/
Brown Swiss

Gyrolando
Normando

Indefinido
Grupo Etario

Media (7- 12
meses)

Vacona (13-
24 meses)

Adulto (24 >)

Indefinido

87

23

24

12

28

81

23
22

11

24

75

40% (5,27 - 85,34)
6,90% (2,57 - 14,41)

0% (0,00 - 36,94)

0% (0,00 — 14,82)
8,33% (1,03 - 27,00)
0% (0,00 - 84,19)
8,33% (0,21 — 38,48)

20% (0,51 - 71,64)
0%(0,00 - 70,76)

0% (0,00 - 84,19)
0% (0,00 - 97,50)

14,29% ( 4,03- 32,67)

0% (0,00 - 45,93)

16,67% (0,42 - 64,12)
8,54% (3,50 - 16,80)

0% (0,00 - 45,93)
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4. DISCUSION

En este trabajo se llevo a cabo la implementacion de ELISAI para el establecimiento de
la seroprevalencia preliminar de tripanosomosis bovina, en la provincia de Santo Domingo de
los Tsachilas. En la actualidad, no existen protocolos preestablecidos para la vigilancia de la
tripanosomosis, esto se debe a la variedad en la sensibilidad y especificidad de las técnicas
reportadas y por la reactividad cruzada que existe entre las especies del género Trypanosoma
en las técnicas seroldgicas empleadas para el tamizaje (Cervantes et al., 2014).

En el presente estudio se determinaron las condiciones 6ptimas para el ensayo
inmunoenzimatico, con diluciones de suero bovino (1/400), diluciones de conjugado anti-l1gG-
bovino (1/10000) y tiempo de revelado de 15 min, las cuales generaron la mayor diferencia
entre ODa4os de los diferentes sueros de referencia. En estudio previos, la técnica se ha
implementado para el tamizaje de la tripanosomosis, basada protocolos con diversas
condiciones, como la descrita por Uzcanga y col., (2002), en la cual se emplea suero diluido
desde 1/100, asi como una dilucion 1/2000 del conjugado y una lectura de revelado a los 30
minutos (Uzcanga et al., 2002). Estas diferencias podrian estar asociadas a los procedimientos
implementados en cada laboratorio, asi como reactivos y equipos empleados e incluso a las
caracteristicas del antigeno utilizado.

En esta investigacion, la seroprevalencia de la tripanosomosis bovina en las 9 parroquias
de Santo Domingo de los Tsachilas fue del 8%. Este resultado indica la posible presencia del
parasito circulando en los rebafios evaluados y que la zona ha estado expuesta a este
microrganismo infeccioso, siendo un factor de riesgo para todos los animales de la zona. Cabe
recalcar que de las muestras positivas detectadas por el método del ELISAI, tres de ellas
pertenecen a la parroquia de Valle Hermoso. En nuestro pais el nimero de investigaciones

realizadas son limitadas. El primer estudio serolégico llevado a cabo, empleando la técnica de
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inmunofluorescencia indirecta, reportd una seroprevalencia del 22,5% (Wells et al., 1977).
Otros estudios mas recientes empleando ELISAI, en otras zonas del Ecuador como la provincia
de Pastaza, han registrado seroprevalencias del 31,03% (Medina-Naranjo et al., 2017). Se
observa que la seroprevalencia obtenida en el presente estudio, es relativamente baja en
comparacion a los estudios mencionados. La variacion de las cifras comparadas a nivel nacional
puede ser consecuencia de ciertos factores, como, por ejemplo, la regién en la cual se llevé a
cabo el muestreo, la metodologia usada para el diagnostico con ciertas modificaciones,
distribucion o época del muestreo, la seleccién del tamafio de la muestra el método empleado
para la seleccion de las localidades muestreadas, entre otras variables. Otros estudios reportan
la presencia de T. vivax con una prevalencia del 15%, empleando métodos de deteccion directos
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), implementados a muestras bovinas de la
provincia de Manabi de la region costera del Ecuador (Chavez-Larrea et al., 2020). De igual
manera, utilizando la misma técnica molecular, se ha descrito una prevalencia para T. vivax del
30,26% a partir de muestras de Santo Domingo de los Tsachilas y Esmeraldas (Ron-Roméan &
Reyna-Bello, 2014). Estos resultados, empleado técnicas de directas de deteccion, son
confirmados por los hallazgos de la presente investigacion y muestran la necesidad de llevar a
cabo mas estudios en la region costa de Ecuador.

En comparacion con paises de América Latina, en Venezuela se ha descrito una
seroprevalencia del 37,7% mediante la técnica de ELISAI para la infeccion por tripanosomosis
bovina (Uzcanga et al., 2016), de igual manera, en Laguneta de la Montafia (Venezuela), se
determinaron anticuerpos anti Trypanosoma spp. con una seroprevalencia a partir de muestras
de sueros con un resultado de 46,5% de seropositividad (Ramirez-Iglesias et al., 2014). En
Brasil, mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFA) se detectd el 49,6% de
seroprevalencia (Barbieri et al., 2016).
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Entre las especies mencionadas, Haematobia irritans, presenta predileccion por bovinos
machos de pelaje oscuro, debido a su mayor temperatura corporal en comparacion a bovinos
que presenten otras caracteristicas. En un estudio se comprob6 que se debe probablemente a los
efectos de la testosterona, también los machos tienen una mayor carga parasitaria, ya que al
tener problemas fisico-mecanicos al espantar las moscas debido a su fisiologia: cuello grueso y
hombros que restringen los movimientos articulares (Mancebo et al., 2000). Es probable que,
en Santo Domingo de los Tsachilas, debido a lo anteriormente mencionado, presente mayor
seroprevalencia en machos con el 40% (2/5) en comparacién con las hembras que obtuvieron
una seroprevalencia del 6,90% (6/87).

Segun (Mancebo et al., 2000), con relacion al grupo etario, se observa una menor
prevalencia en especies de edad corta como terneros menores de 8-10 meses, siendo una
categoria de menor predileccion para el ectoparasito, por razones que aln se desconocen
(Bautista Garfias et al., 2011). En comparacién con animales de mayor tamafio, superiores a
diez meses, presentan cargas mas altas de parasitemia, siento mas susceptibles a los de menor
edad (Bautista Garfias et al., 2011). En caso de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas,
de igual manera, no se encuentran casos positivos de medias 7-12 meses, caso contrario, existe
una mayor prevalencia en vaconas con 16,67% (1/6) y adultos con el 8,54% (7/82).

Tanto los bovinos Bos taurus de raza europea (Holstein) como los Bos indicus de raza
india (Brahman) son propensos a infecciones parasitarias. Sin embargo, mediante estudios se
ha comprobado que los B. indicus, seguido de sus cruzas, presentan mayor resistencia al
infestarse por enfermedades en relacion de bovinos europeos. Es probable que se deba a sus
diferencias genéticas, que se refleja por la alta movilidad de la piel debido a la mayor
contraccion de los masculos cutaneos y por un incremento de la secrecion de las glandulas

sebéceas (Moraes et al.,1986; Mancebo et al., 2000; Bautista Garfias et al., 2011). En caso de
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la provincia de Santo Domingo de los Tséchilas, Holstein tuvo una seroprevalencia de 8,33%
(1/12), mientras que la raza Brahman con el 20% (1/5).

En caso de los mestizos y criollos, suelen ser razas que presentan trypanotolerancia, es
por eso su importancia en mejorar la genética al cruzar especies para tener una mayor resistencia
a ectoparasitos, al tener la capacidad de los bovinos en convivir sin verse comprometidos por
los efectos adversos de la enfermedad de mantener los valores del hematocrito y controlar la
tasa de crecimiento de la consecuente infeccion (CONtexto ganadero, 2019; Florio, 2011;
Iruegas, 2011). En Santo Domingo de los Tsachilas no hubo seropositivos de la raza mestiza,
mientras de la raza criolla fue de 8,33% (2/24).

La provincia de Santo Domingo de los Tsachilas al presentar una zona climatica lluviosa
tropical himeda, con una temperatura promedio de 22 °C y un volumen de precipitacién de
3.000 a 4.000 mm anuales, es propensa a la presencia de los vectores causantes de la enfermedad
de tripanosomosis. Los vectores como Tabanus sp., Stomoxys calcitrans y Haematobia irritans,
segun investigaciones, se han reportado en zonas tropicales, subtropicales y en lugares con
temperaturas que oscilan entre los 20 y los 30°C con una humedad relativa del 65 al 90%
(Bautista Garfias et al., 2011).

Entre las limitaciones que se pueden mencionar del presente estudio se encuentra el
reducido n muestral empleado, lo cual aumenta el nivel de incertidumbre de los datos de
seroprevalencia reportados, como se puede observar los amplios valores del Cl 95%
determinados. De igual forma, al ser una prueba de tamizaje indirecta que carece de
especificidad, no es posible asociar la positividad de 1gG a la presencia de T. vivax 0 T. evansi
en los animales. Sin embargo, la presente investigacion constituye un aporte para ampliar el
conocimiento sobre la tripanosomosis en el pais y dar a conocer que, al presentar

seroprevalencia positiva frente a esta patologia, ya se considera una zona de riesgo con la
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presencia de Trypanosoma spp.

5. CONCLUSIONES

Se realizd la estandarizacion de la técnica ELISAI, cuyas condiciones fueron las 6ptimas
para realizar la prueba seroldgica. La seroprevalencia de tripanosomosis bovina en las muestras
de las 9 parroquias de la provincia de Santo Domingo de los Tséachila fue del 8%, lo cual indica
la posible presencia del parasito en las zonas y rebafios evaluados y sugiere un riesgo para las

poblaciones animales, tanto domesticas como silvestres.

6. RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un célculo del tamafio muestral para realizar estudios con un “n”
mayor, con la finalidad de reducir el nivel de incertidumbre de los datos reportados. De igual
forma, se recomienda estudiar los posibles vectores que puedan ser la causa de la transmision
de tripanosomas. Posterior a los ensayos serologicos efectuados, se deberian realizar otras
investigaciones con la técnica PCR, que permitan establecer la o las especies de Trypanosoma
spp. presentes en la zona en estudio. Con los resultados obtenidos, se debe informar a la
poblacion de los sectores muestreados mediante charlas divulgativas, sobre las posibles

implicaciones de la enfermedad en los rebafios de produccion pecuaria.

7. RECONOCIMIENTOS
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Internacional SEK, mediante los proyectos P031920 y PE012020. Las muestras de sueros de
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Central del Ecuador, como parte del convenio que sostienen ambas instituciones.
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