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RESUMEN
La tripanosomosis es una enfermedad hemoparasitaria producida por protozoarios que
pertenecen al género Trypanosoma, como Trypanosoma vivax y Trypanosoma evansi, los cuales
tienen la capacidad de infectar a varias especies de animales tanto silvestres como domésticos, en
distintas regiones tropicales y subtropicales del planeta. Esta enfermedad genera un impacto
negativo, a nivel econdémico y sanitario, en el desarrollo de las unidades de produccion pecuaria.
A pesar de que Ecuador se ubica en una region donde la tripanosomosis presenta caracter
endémico y amplia distribucion, cuenta con informacion epidemiolédgica limitada sobre la
situacion de esta patologia en su territorio nacional. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la seroprevalencia de la tripanosomosis causada por Trypanosoma spp. en rebafios
bovinos pertenecientes a las provincias de Napo, Orellana y Sucumbios, a través del ELISAI.
Para ello, se llevé a cabo la estandarizacion del ELISAiI empleando sueros de referencia
negativos y positivos. Posteriormente, se evaluaron 107 muestras de suero de bovinos
provenientes de las provincias anteriormente mencionadas y localizadas en la region Oriente del
Ecuador. Las condiciones que mostraron la mayor diferencia cuantitativa entre sueros negativos
y positivos en el inmunoensayo fueron: dilucién 1/400 de suero, dilucién 1/10000 del conjugado
anti 1gG de bovino y 15 minutos de incubacién / agitacion para la lectura del revelado. La
seroprevalencia general de tripanosomosis bovina en el Oriente ecuatoriano fue de 16.82%
(18/107), mientras que a nivel de provincias fue de 6.82% (3/44) en Napo, 22.22% (4/18) en
Orellana y de 24.44% (11/45) en Sucumbios. Estos resultados sugieren la presencia de
tripanosomas de interés veterinario en los rebafios bovinos de la zona, e indican un riesgo
potencial para todos los animales presentes en las pequefias unidades de produccion localizadas
en el oriente del pais. Es por ello que se hace necesaria la implementacion de estudios

seroldgicos que incrementen el nivel de precision de los datos de seroprevalencia aqui mostrados
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y que caractericen de forma especifica a las especies de agentes infecciosos en los diferentes

hospedadores potenciales y vectores, junto con determinar el nivel de impacto de la enfermedad

en la region.

Palabras clave: tripanosomosis, ELISA indirecto, tamizaje seroldgico, 1gG, Trypanosoma spp.
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ABSTRACT

Trypanosomosis is a hemoparasitic disease produced by protozoa belonging to the Trypanosoma
genus, such as Trypanosoma vivax and Trypanosoma evansi, which can infect various species of
both wild and domestic animals in different tropical and subtropical regions of the planet. This
disease has a negative economic and health impact on the development of livestock production
units. Although Ecuador is located in a region where trypanosomosis is endemic and widely
distributed, it has limited epidemiological information on the situation of this pathology in its
national territory. Therefore, this work aimed to determine the seroprevalence of trypanosomosis
caused by Trypanosoma spp. in cattle herds belonging to the provinces of Napo, Orellana, and
Sucumbios, through the ELISAI. The ELISAI standardization was carried out using negative and
positive reference sera. Subsequently, 107 bovine serum samples from the aforementioned
provinces and located in the eastern region of Ecuador were evaluated. The 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 anti-bovine IgG conjugate,
and 15 minutes incubation / shaking to read the development. The general seroprevalence of
bovine trypanosomosis in eastern Ecuador was 16.82% (18/107), while at the provincial level it
was 6.82% (3/44) in Napo, 22.22% (4/18) in Orellana and 24.44% (11/45) in Sucumbios. These
results suggest the presence of trypanosomes of veterinary interest in the bovine herds and
indicate a potential risk for all the animals present in the small production units located in the
eastern part of the country. Hence, it is necessary to implement serological studies that increase
the level of precision of the seroprevalence data shown here and that specifically characterize the
species of infectious agents in the different potential hosts and vectors, together with determining
the level of impact of the disease in the region.

Keywords: trypanosomosis, indirect ELISA, serological screening, IgG, Trypanosoma spp.
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1. INTRODUCCION

La tripanosomosis bovina es una enfermedad hemoparasitaria que presenta elevada
prevalencia y distribucion en las regiones tropicales y subtropicales del norte de Africa, el sudeste
de Asia, América Central y del Sur, y es producida por protozoarios parasitos que forman parte
del género Trypanosoma, los cuales pueden infectar a varias especies animales tanto de vida
salvaje como domésticas (Aregawi et al., 2019; Fetene et al., 2021; Magri et al., 2021). La
transmision mecanica de los agentes causales se lleva a cabo a través de los géneros de insectos
hematdfagos Tabanidae y Stomoxydae, que son sus principales vectores, los cuales encuentran
condiciones climaticas y ambientales favorables en las zonas tropicales (Desquesnes et al.,
2013a; OIE, 2021).

Las especies de tripanosomatidos que producen la tripanosomosis en Latinoamérica son:
Trypanosoma evansi y Trypanosoma equiperdum, que afectan principalmente a caballos, y
Trypanosoma vivax, que afecta a bovinos. Mundialmente se han asignado distintas
denominaciones a esta enfermedad dependiendo de la localizacion geogréfica y el agente causal
de la patologia. Con respecto a T. evansi, la enfermedad en Brasil, Argentina y Paraguay se
conoce como Mal de Caderas, en Venezuela se denomina Derrengadera, mientras que la
tripanosomosis provocada por T. equiperdum es llamada Durina y la provocada por T. vivax se
denomina Huequera (Desquesnes, 2004; Desquesnes et al., 2013b). Los animales que se
encuentran infectados muestran distintos signos clinicos dependiendo del agente causal de la
enfermedad. Los signos clinicos que generalmente se desarrollan durante la tripanosomosis
bovina son fiebre, anemia, pérdidas de apetito, peso y condicion fisica en general, abortos,
infertilidad e incluso esterilidad (Osorio et al., 2008; Gonzatti et al., 2013; Hurtado et al., 2016).
Las tripanosomosis presentan un periodo de prepatencia, en el cual no se manifiestan los signos

clinicos caracteristicos de la infeccidn, seguida de una fase aguda que generalmente presenta
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fiebre, anemia, pérdida de peso, altas parasitemias y una fase crénica en la cual la carga
parasitaria disminuye y los signos clinicos pueden desaparecer, pero el parasito continta en el
hospedador (Ramirez-Iglesias et al., 2011-2012; Gonzatti et al., 2013). Adicionalmente, los
animales gue sobreviven a la patologia afrontan otras secuelas como inmunosupresion debido a
que el parasito todavia se encuentra presente en el organismo. Esto facilita el avance de otras
enfermedades o recaidas, o la disminucion de la efectividad de vacunas de otras parasitosis
(Desquesnes et al., 2013a). Ademas, estos individuos mantienen al protozoo tanto en unidades de
produccion, afectando de forma directa la productividad del animal (Osorio et al., 2008), como
en la naturaleza, lo que dificulta ain mas el control de la enfermedad (Ramirez-lglesias et al.,
2016).

Existe una gran variedad de técnicas de deteccion para el tamizaje y diagnostico de la
tripanosomosis animal, cuya efectividad variara dependiendo de la fase de la enfermedad en la
cual se apliquen. Las técnicas parasitoldgicas se basan en visualizar directamente el paréasito en
sangre y su aplicacién es recomendada en la fase aguda cuando los niveles de parasitemia sean
mayores a 10° tripanosomas/mL de sangre. Las técnicas seroldgicas como el ensayo
inmunoenzimatico indirecto (ELISAI por sus siglas en inglés) detectan anticuerpos contra el
parasito, pero no logran diferenciar individuos contagiados activos de individuos ya tratados. Las
técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), son las mas sensibles y
especificas para detectar y genotipificar al agente infeccioso causante de la enfermedad, siendo
aplicables en la fase crdnica y en el periodo de prepatencia de la enfermedad logrando detectar
parasitemias de 1 a 10 tripanosomas/mL de sangre u otro fluido (Desquesnes, 2004; Ramirez-
Iglesias et al., 2011; Desquesnes et al., 2013b). La adecuada implementacion de estas

herramientas de deteccion y diagndstico permite conocer la realidad de la enfermedad en una
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zona determinada y efectuar planes de intervencion sanitaria para abordar a las poblaciones
afectadas.

El escenario epidemioldgico de cualquier enfermedad infectocontagiosa se establece a
través de la aplicacion de técnicas que permitan identificar al parasito y diagnosticar la patologia.
Para ello, inicialmente se debe realizar una prueba de tamizaje a una poblacion definida de riesgo
para evaluar la probabilidad de que sus miembros posean una enfermedad en particular (Maxim
et al., 2014). En lo que respecta a la tripanosomosis, se debe realizar primero un tamizaje
epidemioldgico, para el cual lo idoneo es realizar pruebas seroldgicas como el ELISAI. Las
principales ventajas de esta técnica radican en el beneficio econémico en comparacion a otros
métodos, y en su sensibilidad para la deteccién de anticuerpos dirigidos contra agentes
infecciosos. Sin embargo, dependiendo de las caracteristicas del ELISAI aplicado, la prueba
puede carecer de especificidad debido a la reactividad cruzada que existe entre las especies de
tripanosomatidos T. vivax, T. congolense, T. brucei spp., T. evansi y T. equiperdum (Desquesnes,
2004; Uzcanga et al., 2016). Esta reactividad cruzada estd asociada a las glicoproteinas de
superficie variables (VSG), las cuales son dimeros empaquetados y se localizan en la membrana
plasmatica de los tripanosomatidos. EI cambio de la expresion de un gen VSG a otro, tiene como
resultado un tripanosoma con un tipo de antigeno variable (VAT) diferente, que permite evadir al
sistema inmunitario adaptativo del hospedador, conduciendo a ondas ciclicas de parasitemia
(Barry y McCulloch, 2001; Sengupta et al., 2012; Horn, 2014; Cnops et al., 2015; Uzcanga et al.,
2016).

La informacion epidemioldgica sobre la situacion de esta patologia en el Ecuador y mas
concretamente en el Oriente ecuatoriano es limitada, a pesar de estar en una region con paises en
los cuales la tripanosomosis presenta caracter endémico y amplia distribucion. Entre los pocos

estudios sobre tripanosomosis en ganado bovino llevados a cabo en Ecuador, se pueden
;
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mencionar el trabajo pionero de seroprevalencia nacional de Wells et al. (1977), y, mas
recientemente, el de Medina-Naranjo et al. (2017) realizado en Pastaza, los cuales describen
seroprevalencias de 22.5% y 31.03% respectivamente. De igual forma, recientemente se describio
por primera vez la presencia de T. vivax en la region de la Costa ecuatoriana, empleando
herramientas moleculares (Chavez-Larrea et al., 2020). Por ello, el objetivo del presente trabajo
fue determinar la seroprevalencia de la tripanosomosis causada por Trypanosoma spp. en rebafios
bovinos pertenecientes a las provincias de Napo, Orellana y Sucumbios, a través de ELISAI.
2. METODOS

Muestreo

Un total de 107 bovinos de diferentes razas, sexo, grupo etario y parroquias, fueron
muestreados entre noviembre de 2014 y noviembre de 2019, en tres provincias del Oriente
ecuatoriano. La distribucion de los animales muestreados fue la siguiente: 44 de la parroquia
Gonzalo Diaz de Pineda en Napo (0°40'12"S, 77°56"24"W), 18 de la parroquia Garcia Moreno en
Orellana (0°56'0"S, 75°40'0"W) y 45 en Sucumbios (0°5'0”S, 76°53'0"W). En esta ultima
provincia el n muestral estuvo constituido por 33 animales de la parroquia Aguas Negras y 12 de
la parroquia Limoncocha. Estas 3 regiones estan localizadas a una altitud promedio de 1500, 500
y 1200 m.s.n.m., respectivamente (Figura 1). La poblacién aproximada de bovinos presente en
estos lugares es de 50419 (Napo), 43517 (Orellana) y 70661 (Sucumbios) (INEC, 2014).

Aproximadamente 4 mL de sangre por tubo fueron muestreados de la vena coccigea
bovina mediante tubos vacutainer, en ausencia de anticoagulante acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), del 10% de la poblacion bovina en tres fincas ganaderas (n = 12) de la parroquia
Limoncocha en Sucumbios. El resto de las muestras evaluadas pertenecen al proyecto
“Artropodos” realizado por el Centro de Investigacion en Zoonosis — CIZ de la Universidad

Central del Ecuador.
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Figura 1. Ubicacion del &rea de estudio que incluye las parroquias de Aguas Negras,

Limoncocha, Gonzalo Diaz de Pineda y Garcia Moreno.
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Preparacion del extracto antigénico clarificado

Se empleo el aislado venezolano de T. equiperdum TeAp-N/D1, obtenido de un caballo
infectado en el Estado de Apure (Venezuela) y caracterizado molecularmente por Sanchez et al.
(2015). El extracto antigenico clarificado fue preparado siguiendo el protocolo establecido por
Uzcanga et al. (2002). Los parasitos (10%), previamente purificados, fueron sonicados en hielo (6
pulsos de 30 segundos cada uno, con descansos intermedios de 30 segundos al 40% de amplitud)
usando 600 ul de 5 mM buffer Tris-HCI (pH 7.2) que contiene 1 mM de benzamidina, 1 mM
PMSF, 5 mM EDTA y 1 mM yodoacetamida. EI homogenato resultante se centrifugd a 15000 g
por 30 minutos a 4 °C para obtener las fracciones de sobrenadante y pellet. EI sobrenadante se
us6 como fuente de antigenos y se definio6 como el extracto antigénico clarificado de T.
equiperdum. La concentracion proteica del extracto antigénico clarificado fue determinada por
espectrofotometria utilizando el protocolo de Qubit™ descrito por la casa comercial Thermo
Fisher Scientific®

(Thermo Fisher Scientific,

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/Qubit Protein Assay UG.pdf).
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Estandarizacion del ensayo inmunoenzimatico indirecto (ELISAI)

Previo al tamizaje de los sueros, se procedio a la estandarizacion del ensayo en el
laboratorio, con el fin de encontrar las condiciones que permitan obtener una mayor diferencia
entre sueros de referencia positivos y negativos. Para establecer las condiciones éptimas del
ELISAI, dos diferentes diluciones de suero bovino (1/200, 1/400) y de conjugado anti IgG de
bovino (1/10000, 1/20000) fueron probadas. Adicionalmente, el revelado de las placas fue leido a
tres tiempos distintos (15 minutos, 30 minutos y 45 minutos). Las muestras empleadas para la
estandarizacion fueron un total de 12 sueros de referencia de bovinos sanos, 3 procedentes de
regiones de Venezuela no endémicas a tripanosomosis y 9 sueros procedentes de la regién de
Imbabura, ubicada a mas de 2500 m.s.n.m. Estos animales fueron previamente evaluados por
PCR para determinar su negatividad a T. evansi y T. vivax. Ademas, se utilizaron 2 sueros de
referencia de animales positivos por PCR a T. vivax, procedentes de Venezuela.

El protocolo de ELISAI fue realizado segun lo descrito por Uzcanga et al. (2002) y
Ramirez-Iglesias et al. (2011), con 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
continuacion, se colocaron 200 ul/pozo de una solucion de blogueo que consiste en leche de soya
en polvo al 5% diluida en PBS (pH 7.2). Luego, se afiadieron 100 ul/pozo de suero bovino
diluido en buffer PBS-T. Posteriormente, se agregaron 100 pl/pozo de conjugado antibovino
diluido en buffer PBS-T. Entre cada paso, se llevaron a cabo 5 lavados con 200 ul/pozo de 150
mM NaCl, 0,05% de Tween 20. Las diferentes incubaciones se realizaron durante 1 hora en una
camara himeda a 37 °C. Posteriormente, se afiadieron 100 pl/pozo del cromogeno ABTS (Acido
2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) para el revelado y se agitd la placa a temperatura

ambiente (23 °C). Finalmente, se ley6 la densidad éptica a 405 nm (D.O.s050m) €n un
10
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espectrofotdbmetro de microplacas de ELISA (Thermo Fisher Scientific, Multiskan SkyHigh). Se
utilizaron seis sueros control negativos en cada ensayo para establecer el punto de corte de cada
placa y dos sueros control positivos. Los resultados fueron registrados como la D.O. promedio a
405 nm de los duplicados técnicos de las muestras. Para el tamizaje seroldgico, el punto de corte
se establecio como la media mas tres veces la desviacion estandar (X + 3DS) obtenido a partir de
las lecturas de D.O.s0snm de los sueros de referencia negativos. Se fijo como Coeficiente de
Variacion (CV) para ensayos y muestras validas valores de CV < 10% para resultados intra e
inter ensayo.
Determinacion de la seroprevalencia

El porcentaje de seroprevalencia obtenido mediante la aplicacion del ELISAI, se calculd
para este estudio a través de la férmula representada en la Ecuacion (1) (Ramirez-Iglesias et al.,

2011).

# de muestras detectadas como positivas con la técnica

Seroprevalencia = ( ) * 100 [%] (Ec.1)

Numero total de muestras analizadas con la técnica

Analisis estadistico

Se emple6 una distribucién t de Student para evaluar y comparar las medias de las
lecturas de D.O.s0snm de sueros positivos y negativos. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas con valores de p < 0.05. Los intervalos de confianza al 95% (95%
Cl) y las pruebas de significancia se determinaron empleando las calculadoras en linea de

GraphPad (https://www.graphpad.com/quickcalcs/).

3. RESULTADOS
Estandarizacion del ELISAI
En la tabla 1 se muestran las diferencias de D.O.s0snm calculadas entre los sueros de

referencia positivos y negativos para cada tiempo de incubacion de revelado, mientras que en la
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figura 2 se observan las D.O.40snm generales, por suero, en los ensayos para la estandarizacion.
Las diferencias a una dilucion de suero 1/200 variaron entre 4.13 a 6.78, en tanto que a 1/400
estuvieron entre 7.75 a 12.28 (Tabla 1). A medida que el tiempo de revelado se incrementaba, las
diferencias entre positivos y negativos en las dos diluciones iban disminuyendo. A 30 y 45
minutos los controles positivos alcanzaron el punto de saturacién (D.O.s0snm maxima registrada
por el equipo = 4.00) por lo cual se pierde su linealidad y capacidad de registro, representando
diferencias inexactas (Figura 2). A un tiempo de incubacion de 15 minutos y a una dilucion de
suero 1/400 se pudo registrar cuantitativamente la mayor diferencia entre los sueros positivos y
negativos de referencia, con un valor de 12.28. La dilucién de conjugado antibovino 1/20000
gener6 valores extremadamente bajos para todos los sueros de referencia, por lo que fue
descartada (datos no mostrados). Las condiciones 6ptimas establecidas a través de estas placas de
prueba fueron: dilucién de suero 1/400, de conjugado anti IgG de bovino 1/10000 y un tiempo de
incubacidén de 15 minutos para la lectura del revelado.

Tabla 1. Diferencias calculadas a partir de los promedios de los sueros de referencia positivos y

negativos, a una dilucion de conjugado anti IgG de bovino 1/10000.

Dilucién Suero 1/200  Diluciéon Suero 1/400

Diferencia a 15 min 6.78 12.28
Diferencia a 30 min 5.68 10.67
Diferencia a 45 min 413 7.75

Figura 2. Estandarizacion de la técnica ELISAI. Se muestra la medicién registrada para cada
suero, junto con su desviacion estandar asociada (media £ DE). Datos obtenidos a una dilucién

de conjugado anti 1gG de bovino 1/10000.
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Establecimiento del punto de corte

En la figura 3 se encuentra representada la diferencia de D.O.s05nm eXistente entre las
medias de los sueros de referencia tanto negativos como positivos, bajo las condiciones
preestablecidas en el proceso de estandarizacion. En lo que respecta a los controles negativos, la
D.0O.405nm Vario entre 0.1086 a 0.3365, con un promedio de 0.2122 y una desviacion estandar de
0.0561, mientras que la D.O.405nm de los controles positivos estuvo entre 2.5416 a 2.6686, con un
promedio de 2.6051 y una desviacién estandar de 0.0898.

Las barras representan el promedio més tres desviaciones estdndar de los sueros de
referencia positivos (2.6051 + 0.2695) y negativos (0.2122 + 0.1683), resultando en una
diferencia de, aproximadamente, 12 unidades entre ambos grupos (Figura 3). Los limites
establecidos a partir de la suma de tres veces la desviacion estandar de los valores de D.O.405nm
registrados para los dos grupos, se encuentran lo suficientemente distantes como para discernir

correctamente los sueros negativos de los positivos. El punto de corte se determind por medio de
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la medicion de la D.O.ssm con las condiciones previamente establecidas en las placas de
estandarizacion con 14 sueros de referencia para detectar anticuerpos anti Trypanosoma spp., Y se
establecio como 0.3805 (0.2122 + 0.1683) (Figura 3). Para establecer las seroprevalencias, se
consider6 como positivos todos los sueros que presentaron D.O.40snm Mayores al punto de corte.

Figura 3. Establecimiento del punto de corte a partir de las diferencias de D.O.405nm entre los

sueros de referencia positivos y negativos.
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Determinacion de la seroprevalencia de tripanosomosis bovina

En la figura 4 se puede observar que de los 107 sueros evaluados se obtuvo un total de 18
muestras positivas por la técnica de ELISAI, correspondiente a una seroprevalencia general de
tripanosomosis bovina del 16.82% (95% CI 10.29-25.28) en el Oriente ecuatoriano. A nivel de
provincias, se detectaron anticuerpos reaccionantes IgG anti Trypanosoma spp. en 6.82% (3/44),
22.22% (4/18) y en 24.44% (11/45) de las muestras evaluadas correspondientes a Napo, Orellana

y Sucumbios respectivamente. Los valores de D.O.s0snm €n la provincia de Orellana fluctuaron
14
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entre 0.1208 a 0.8393 con una media de 0.3322, en la provincia de Sucumbios entre 0.0900 a
1.2774 con una media de 0.3275 y en la provincia de Napo estuvieron entre 0.1488 a 0.6259 con
una media de 0.2748. El valor de D.O.4050m mas alto de un suero fue de 1.2774, perteneciente a la
parroquia de Limoncocha en Sucumbios, mientras que el mas bajo fue de 0.0900, perteneciente a
la parroquia de Aguas Negras también en Sucumbios.

Figura 4. Densidades Opticas de los sueros registrados por ELISAI a partir de las muestras de
campo. El punto de corte (0.3805) refleja el valor limite por encima del cual la muestra se

cataloga como seropositiva.
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La tabla 2 jerarquiza los resultados obtenidos del tamizaje serolégico para la
tripanosomosis en las poblaciones bovinas estudiadas en el Oriente ecuatoriano. En cuanto al
sexo, se obtuvo un porcentaje de deteccion del 20% (n = 2/10) para el sexo masculino y del
16.49% (n = 16/97) para el sexo femenino. Por otro lado, los bovinos evaluados pertenecieron a
tres razas distintas (Holstein Friesian, Brown Swiss y Mestiza), a partir de lo cual se presenta un

mayor porcentaje de positivos en la especie Mestiza con 22.58% (n = 14/62). En lo que respecta
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al grupo etario, se obtuvo un mayor porcentaje de seropositividad en el grupo de Media con un

25% (n = 2/8), asimismo, se cuenta con porcentajes considerables para los grupos de Adulto con

un 15.48% (n = 13/84) y un 23.08% (n = 3/13) para los bovinos que no contaron con este dato.

Tabla 2. Resultados del tamizaje seroldgico mediante ELISAI de tripanosomosis bovina causada

por Trypanosoma spp. en el Oriente ecuatoriano.

Variable n Negativos Positivos % (95% CI)

Provincia

Napo 44 41 3 6.82 (1.43-18.7)

Orellana 18 14 4 22.22 (6.41-47.64)

Sucumbios 45 34 11 24.44 (12.88-39.54)
Sexo

Masculino 10 8 2 20.0 (2.52-55.61)

Femenino 97 81 16 16.49 (9.73-25.40)
Raza

Holstein Friesian 39 35 4 10.26 (2.87-24.22)

Brown Swiss 6 6 0 0 (0.0-45.93)

Mestiza 62 48 14 22.58 (12.93-35)
Grupo etario

Ternero (0-6 meses) 1 1 0 0 (0.0-97.50)

Media (7-12 meses) 8 6 2 25.0 (3.19-65.09)

Vacona (13-18 meses) 1 1 0 0 (0.0-97.50)

Adulto (>18 meses) 84 71 13 15.48 (8.51-25.01)

Sin dato 13 10 3 23.08 (5.04-53.81)
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4. DISCUSION

En el presente estudio, se llevd a cabo la estandarizacion del ELISAI en el laboratorio
para, posteriormente, realizar un tamizaje seroldgico de poblaciones bovinas pertenecientes a las
provincias de Napo, Orellana y Sucumbios, con el fin de detectar anticuerpos 1gG anti
Trypanosoma spp. en los sueros y asi establecer datos preliminares sobre la tripanosomosis en el
Oriente ecuatoriano.

La deteccion de tripanosomatidos para el diagnostico de la tripanosomosis bovina se
puede llevar a cabo a través de la aplicacion de diferentes técnicas como el examen directo al
microscopio (MDE), la concentracion por microhematocrito (CMH) y/o la PCR (Ramirez-
Iglesias et al., 2011). Sin embargo, la reactividad cruzada entre especies de tripanosomatidos, la
masificacion de las muestras a tratar y el rédito econémico comparado con las otras técnicas,
favorece la aplicacion del ELISAI como técnica de tamizaje seroldgico (Ramirez-lglesias et al.,
2011; Maxim et al., 2014; Uzcanga et al., 2016). Adicionalmente, la estandarizacion del ELISAI
en el laboratorio junto a los distintos controles utilizados por placa, el establecimiento de puntos
de corte y la fijacion de valores de CV < 10% para la validacion de ensayos y de muestras,
otorgan confiabilidad a los resultados preliminares que se obtienen en el presente trabajo y
reducen las probabilidades de generar la deteccion de falsos negativos o falsos positivos. El
desarrollo de la estandarizacion de la técnica y el posterior tamizaje seroldgico realizado
constituyen el primer paso para la obtencion de datos seroepidemiolégicos de la tripanosomosis
en la region Oriente del Ecuador.

En el presente trabajo se obtuvo una deteccion de anticuerpos anti Trypanosoma spp. del
22.22% en Orellana, 24.44% en Sucumbios y 6.82% en Napo, arrojando una seroprevalencia

general del 16.82% a partir de los 107 bovinos evaluados serol6gicamente. Los resultados
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alcanzados en el presente estudio, aunque menores son comparables con lo expuesto por otros
autores, como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Estudios relacionados a la tripanosomosis bovina realizados en territorio ecuatoriano.

Estudios Pais (Region) Provincia/ Seroprevalencia ~ Técnica n
Ciudad (%) empleada
Presente Ecuador Napo 6.82 ELISAI 44
estudio (Oriente) Orellana 22.22 18
Sucumbios 24.44 45
Oriente 16.82 107
Medina- Ecuador Pastaza 31.03 ELISAI 58
Naranjo et al. (Oriente)
(2017)
Gonzalez Ecuador Quito 48 ELISAI 216
(2016) (Sierray Santo 75
Costa) Domingo de
los Tséchilas
Wells et al. Ecuador A nivel 22.5 IFA 310
(1977) nacional
Ortega- Ecuador Quito 30 PCR 152
Montalvo et (Sierra)
al. (2014)
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Medina-Naranjo et al. (2017) llevaron a cabo su estudio en la misma region del pais, pero
en la provincia de Pastaza, evaluando mediante ELISAI a 58 bovinos pertenecientes a 3 fincas y
registraron un 31.03% de seropositividad a Trypanosoma spp. Esta diferencia de seroprevalencias
puede estar relacionada a las practicas de manejo de animales empleadas en cada finca y a la
metodologia usada, o a las condiciones utilizadas en laboratorio para la aplicacién del ELISAi y a
la forma de recolectar las muestras. Adicionalmente, es importante destacar que la provincia de
Pastaza cuenta con aproximadamente 15765 cabezas de ganado bovino, lo cual la constituye
como la provincia de la Amazonia con la menor cantidad de animales de este tipo de rebafio
(INEC, 2014).

Hasta la fecha, este es el primer trabajo sobre la aplicacién de una prueba seroldgica de
tamizaje para la deteccion de anticuerpos 1gG anti Trypanosoma spp., en 3 regiones diferentes del
Oriente ecuatoriano. En el caso de las regiones de la Sierra y la Costa, se cuenta con mas
informacion epidemioldgica. En un estudio reciente efectuado por Chavez-Larrea et al. (2020), se
detectaron molecularmente y se analizaron filogenéticamente amplicones de Trypanosoma vivax
procedentes de tres fincas ganaderas del cantén Chone en la provincia de Manabi, reportando su
asociacion con un brote de tripanosomosis bovina en el Ecuador ocurrido durante el afio 2017.
Por otra parte, los porcentajes de deteccion obtenidos por Gonzalez (2016) y Ortega-Montalvo et
al. (2014), que se observan en la tabla 3, son mayores a los del presente estudio a pesar de que la
ciudad de Quito se encuentra a una altitud promedio de 2850 m.s.n.m. Estas diferencias en los
porcentajes de deteccion podrian deberse al tamafio de la poblacién evaluada, las pruebas
empleadas y a las condiciones de los ensayos aplicados. Bajo este contexto, es importante resaltar
que las ciudades de Quito y Santo Domingo de los Tsachilas son lugares que cuentan con un
mayor indice de flujo comercial de animales, una mayor proporcion de actividades ganaderas y

un mayor numero de bovinos, existiendo alrededor de 254044 y 145006 en las provincias de
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Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas respectivamente (INEC, 2014). Como dato
adicional, segun la encuesta de superficie y produccion agropecuaria continua, llevada a cabo en
el afio 2014 por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), la regién Oriental es la que
cuenta con una menor poblacion de ganado bovino en el Ecuador continental con 417617 en
comparacion con los 2351154 de la Sierra'y los 1816122 de la Costa.

Es importante mencionar que las provincias evaluadas en este estudio (Napo, Orellana y
Sucumbios) tienen una mayor facilidad y cercania para el intercambio comercial de animales con
localidades de las naciones contiguas de Colombia y Per(. Segun Zapata y Reyes (2011), la
tripanosomosis bovina es una enfermedad tropical endémica que generalmente se reporta en
zonas templadas-himedas, en altitudes aproximadas de hasta 1000 m.s.n.m., condiciones
similares a las del Oriente ecuatoriano.

Al momento de comparar los valores de prevalencia obtenidos en el presente estudio con
los de paises vecinos de la regién, se encontr6é que Brasil, Colombia, Per( y Venezuela disponen
de varios estudios y registros de la prevalencia de la tripanosomosis bovina. Brasil y Venezuela
son las naciones con mas informacion en lo que respecta a la situacion de T. vivax en Sudamérica.
Por ejemplo, Suérez et al. (2009) determinaron mediante ELISA un 33% de prevalencia a
Trypanosoma spp. en bovinos muestreados a lo largo de Venezuela. Por otro lado, Ramirez-
Iglesias et al. (2014) evaluaron la prevalencia de la tripanosomosis en una poblacion de bovinos
del Estado Miranda (Venezuela), mediante la deteccion de T. vivax por CMH, ELISAI y PCR,
obteniendo un 13.9%, 46.5% y 48.8% respectivamente. En Brasil, Barbieri et al. (2016)
obtuvieron un 49.6% de prevalencia de IgG contra T. vivax empleando un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta (IFA) en 400 vacas pertenecientes a un ganado lechero del sur de
Minas Gerais, y Madruga et al. (2006) reportaron un 56% en el Estado de Mato Grosso do Sul y

un 30.7% en el Estado de Para, utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Tv-
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ELISA-AD). La informacidén variada con la que cuentan otras naciones del continente sobre esta
parasitosis fortifica la necesidad de obtener resultados preliminares como los de este articulo para
conocer mas ampliamente la situacion de la tripanosomosis bovina en las distintas zonas
geograficas del Ecuador.

El establecimiento de la seroprevalencia en rebafios bovinos del territorio ecuatoriano es
un indicativo del riesgo potencial de contraer la enfermedad por parte de los diversos animales de
interés pecuario que pueden conformar las pequefias unidades de produccion en zonas rurales.
Autores como Fetene et al. (2021) han sefialado que T. vivax esta presente en animales
domésticos y de fauna silvestre alrededor del mundo, y que los bovinos son la especie mas
estudiada mundialmente contando con una amplia distribucidn y seroprevalencia asociada a T.
vivax. De esta forma, T. vivax es un parasito con un amplio rango de hospedadores, de forma
similar a T. evansi (Desquesnes et al., 2013a; Aregawi et al., 2019; Fetene et al., 2021), por lo
que el riesgo de generar brotes es latente en cualquier animal a nivel de fincas o pequerias
unidades de produccion. De igual forma, es importante destacar que T. evansi puede también
afectar a rebafios bovinos (Gonzales et al., 2007; Mekata et al., 2009; Ramirez-Iglesias et al.,
2016; Jaimes-Duefiez et al., 2019), por lo que se hace necesario emplear técnicas especificas para
determinar al agente infeccioso que puede estar circulando en diversas poblaciones bovinas. De
igual manera, las condiciones climaticas y ambientales, la biodiversidad y las interacciones entre
animales silvestres y domésticos en su entorno significan un mayor riesgo de proliferar y
mantener esta parasitosis en el Oriente ecuatoriano. Todo esto permite ratificar la presencia de la
tripanosomosis bovina provocada por Trypanosoma spp. en el Ecuador, especificamente en las
tres provincias donde se llevo a cabo este estudio.

Las limitaciones presentes en este estudio radican principalmente en el numero de

muestras analizadas por provincias. Es necesario trabajar con una poblacion méas grande para que
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el intervalo de confianza a un Cl 95% sea mas preciso y de esta forma se logre reducir el nivel de
incertidumbre de los resultados preliminares obtenidos en este trabajo. Del mismo modo, es
importante recalcar que, al tratarse de una parasitosis poco estudiada en el Ecuador y contar
unicamente con un articulo de esta enfermedad en la Amazonia ecuatoriana, se necesitan mas
investigaciones y registros empleando técnicas moleculares y apoyandose en herramientas de
analisis filogenéticos. Los resultados de estos trabajos a largo plazo resultarian en la
implementacion de planes de control, mitigacion e intervencion sanitaria oportunos de la
patologia para salvaguardar tanto el aspecto socio-econdmico como el tema de salud relacionado.
5. CONCLUSIONES

En conclusion, se determind una seroprevalencia general de anticuerpos anti
Trypanosoma spp. mediante ELISAI del 16.82% (n = 18/107). Este es el primer reporte sobre la
prevalencia de la tripanosomosis bovina realizado en las provincias de Napo, Orellana y
Sucumbios en el Oriente ecuatoriano, empleando técnicas seroldgicas de tamizaje. Esta
seroprevalencia podria estar asociada a la presencia del agente infeccioso en la zona, las
condiciones ideales para su transmisién y el intercambio comercial de animales existente entre
provincias, regiones y paises vecinos. La deteccién de anticuerpos anti Trypanosoma spp., indica
un riesgo para todos los animales, tanto domésticos y de fauna silvestre asociados a las unidades
de produccién de las localidades estudiadas. Las condiciones climaticas y ambientales, la
biodiversidad, las actividades pecuarias, el intercambio comercial de animales y las interacciones
entre animales silvestres y domésticos representan un mayor riesgo de proliferar y mantener esta
parasitosis en la region, lo que debe ser considerado para implementar medidas estrictas de
control sanitario y planes tanto de mitigacién como de prevencion de la tripanosomosis bovina.

6. RECOMENDACIONES
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Se requiere realizar mas estudios relacionados a la tripanosomosis bovina causada por
Trypanosoma spp. analizando una mayor poblacion de bovinos por provincia, para establecer
datos preliminares dentro de un intervalo de confianza mas preciso (Cl 95%) y asi reducir su
nivel de incertidumbre con respecto a los indicadores epidemioldgicos. Una vez se haya llevado a
cabo el tamizaje seroldgico total, se deberia confirmar el diagnéstico a través de técnicas mas
sensibles y especificas, como la PCR. Ademas, se deberian realizar estudios sobre la presencia de
insectos hemat6fagos en el Oriente ecuatoriano para definir mas concretamente los riesgos
asociados a la existencia de la enfermedad en esta region.

7. RECONOCIMIENTOS

Los reactivos y materiales de este trabajo fueron financiados por la Direccion de
Investigacion e Innovacién (DII) proyecto PE012020 de la Universidad Internacional SEK,
Ecuador. 95 muestras utilizadas en este estudio son parte de un convenio establecido entre la
Universidad Internacional SEK y el Centro de Investigacion en Zoonosis — CIZ de la
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