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RESUMEN

La tripanosomosis bovina es una enfermedad inmunosupresora, causada por
hemoflagelado Trypanosoma spp., afectando a mamiferos tanto domesticos como silvestres;
principalmente a animales de interés pecuario como bovinos, ovinos y caprinos. Su incidencia
repercute en la economia ganadera; sin embargo, es limitada la informacion de la posible
presencia y la distribucion de Trypanosoma spp. en bovinos de la regién amazonica. El presente
estudio seroldgico se realizd con el fin de determinar la seroprevalencia de tripanosomosis
bovina mediante el ensayo de ELISAI para identificar la situacion epidemioldgica en la regién
amazonica del Ecuador. Un total de 225 sueros de bovinos fueron analizados con la técnica
serologica ELISAI y andlisis estadistico en tres provincias Napo, Sucumbios y Orellana. La
seroprevalencia fue asociada con factores de riesgo como sexo, raza y grupo etario. La
seroprevalencia general fue del 27.11% (61/225) en la regién amazdnica. Hubo una
seroprevalencia mayor en bovinos adultos (>18 meses), de razas extranjeras y de sexo
femenino. La seroprevalencia se encuentra asociado con factores climaticos, presencia de
vectores, contacto con animales silvestres, migracion no controlada y precario manejo del
ganado bovino. Debido a estos factores, la provincia de Sucumbios tiene mayor susceptibilidad
a la infeccion en comparacion a Napo y Orellana. Dichos hallazgos resaltan la importancia de
la continua presencia y circulacion Trypanosmoma spp. en bovinos y aconseja la necesidad de

establecer un sistema de vigilancia activo de hemoparasitos en la region amazonica del Ecuador.

Palabras clave: Tripanosomosis bovina, Trypanosoma spp., ELISAI, tamizaje

serologico, region amazoénica del Ecuador.
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ABSTRACT

The bovine trypanosomiasis is an immunosuppressive disease caused by the
hemoflagellate protozoan Trypanosoma spp., affecting both domestic and wild mammals;
mainly animals of livestock interest such as cattle, sheep, and goats. This disease affects
livestock economy, however information on the distribution and possible presence of
Trypanosoma spp., in cattle of the Amazon region is scarce. The present serological study aims
to determine the seroprevalence of bovine trypanosomosis by ELISAI assay to identify the
epidemiological situation in the amazon region of Ecuador. A total of 225 bovine sera were
analyzed by ELISAI serological technique and statistical analysis in three provinces: Napo,
Sucumbios, and Orellana. The seroprevalence was associated with risk factors such as sex, race,
and age group. The general seroprevalence was 27.11% (61/225) in the Amazon region. There
was a higher seroprevalence in adults (>18 months), foreign breeds, and females.
Seroprevalence is associated with climatic factors, the presence of vectors, contact with wild
animals, uncontrolled migration, and precarious livestock management. Due these factors the
province of Sucumbios is more susceptible to infection than Napo and Orellana. These findings
highlight the presence and circulation of Trypanosoma spp. in cattle. Finally, the establishment

of an active surveillance system for blood parasites in the Amazon region of Ecuador is advised.

Keywords: Bovine trypanosomosis, Trypanosoma spp., ELISAA, serological screening,

Amazon region of Ecuador.
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INTRODUCCION
La tripanosomosis bovina es una enfermedad tropical hemoprotozoaria causada por
protozoos que afectan a células sanguineas (Evum, 2015). Dichos parasitos pertenecen a la
familia Trypanosomatidae, la cual incluye diferentes especies como Trypanosoma (Duttonella)

vivax y Trypanosoma evansi (Desquesnes, 2004; Gardiner, 1989; Osorio et al., 2008).

Trypanosoma evansi es el primer hemoprotozoo patégeno en mamiferos identificado a
nivel mundial por Griffith Evans en 1880, presente mas comdnmente en equinos y dromedarios
(Coppo, 2020; Desquesnes, Holzmuller, et al., 2013). Presenta formas alargadas, delgadas y
puede ser monomérfico o pleomérfico. Su forma discinetoplasica, donde desaparece los
maxicirculos del ADN mitocondrial cinetoplasico (ADNK), no permite que el parasito
desarrolle su ciclo en las moscas tse-tsé (Borst et al., 1987; Desquesnes, Holzmuller, et al.,
2013; Lai et al., 2008; Miles, 1972). Su longitud varia entre 15-34 um y presenta estrecha
relacion con Trypanosoma brucei (Desquesnes, 2004; Losos, 1980). Por otro lado,
Trypanosoma (Duttonella) vivax tienen forma alargada y un gran cinetoplasto redondo, por lo
general se encuentra en posicion terminal del protozoo. Su longitud varia entre 21-25.4 um, se
encuentra de manera extracelular en dos morfotipos: de acuerdo con la posicion del cinetoplasto

al nacleo de epimastigote y tripomastigotes (Brener, 1979; Gardiner, 1989; Hoare, 1972).

En América Latina la transmision de tripanosomosis bovina tanto de T. vivax como de
T. evansi es mecénica, mediada por moscas hemat6fagas (Diptera) Tabanus sp. y Stomoxys
sp.(Desquesnes, 2004; Jones & Davila, 2001; Osorio et al., 2008) las mismas que mantienen al
patogeno en su proboscis (Seed & Hall, 1992). Con respecto a T. evansi, no necesita de un ciclo
de desarrollo en las moscas. El vector transmite el protozoo mediante sangre residual y saliva
contaminada, al siguiente mamifero hospedador (Desquesnes, Dargantes, et al., 2013; Foil

et al., 1987; Krinsky, 1976).
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Es caracteristico de T. vivax, una transmision ciclica especialmente en Africa por
vectores bioldgicos como la mosca Tse-tsé (Glossina spp.); el protozoo se desarrolla dentro de
la mosca antes de llegar a la etapa infecciosa (Hoare, 1972; Mihok et al., 1992). Ademas, de la
transmision iatrogénica con instrumentos quirargicos contaminados tales como jeringas y
agujas (Jones & Davila, 2001). Por otro lado, se han realizado algunos estudios sobre
transmision a través de la barrera placentaria (Meléndez et al., 1993; Ogwu et al., 1986; Okech

et al., 1996) y transmision sexual (Bezerra et al., 2018).

T. vivax y T. evansi presentan un sinnumero de hospedadores silvestres y domésticos la
mayoria son mamiferos tales como equinos, camélidos, bufalinos, bovinos, ovinos, caprinos,
porcinos, caninos, rumiantes, etc., (Desquesnes, Holzmuller, et al., 2013; Fetene et al., 2021).
Uno de los vectores, hospedadores y reservorios mas importante de T. evansi es el murciélago
vampiro Desmodus rotundus en Latinoamérica (Hoare C. A., 1965). La principal diferencia
como vector del resto de insectos hemat6fagos es que permite una transmision mas efectiva
durante un tiempo prolongado, sobre todo no necesita de un ciclo intermediario de desarrollo,

dado que solo se multiplica en la sangre del murciélago (Dunn, 1932; Hoare C. A., 1965).

La tripanosomosis es una enfermedad inmunosupresora del ganado en zonas tropicales
y subtropicales, no obstante, su nombre cambia de acuerdo con las diferentes regiones
geograficas donde ocurre. Por un lado, para T. vivax alrededor de Sur América en Venezuela 'y
Colombia se Ilama hueco, huequera, cacho, cachera y secadera (Benavides Ortiz et al., 2011,
Gonzatti et al., 2014). Por otro lado, para T. evansi se la conoce como Surra originaria de la
India, Murrina en Centroamérica, Derrengadera de Venezuela y Mal de caderas en Argentina.
De igual forma, en Africa se conoce como Debab en Argelia, Menchaca en Niger, Mbori en
Sudan. En Asia se denomina como makhi ki bimari, etc.; no obstante, la denominacion de T.
evansi se modifica por T. kirdanii y T. annamense (Desquesnes, Dargantes, etal., 2013;

Desquesnes, Holzmuller, et al., 2013).
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La infeccion causada por tripanosomosis bovina por la alta y persistente parasitemia
presenta manifestaciones clinicas incluyen: fiebre, anemia (hemolisis de eritrocitos y
fagocitosis por macrdéfagos), hemorragia visceral, insuficiencia cardiaca congestiva, pérdida de
peso, debilidad, epistaxis, diarrea, etc.; simultaneamente, alteraciones reproductivas como
infertilidad, abortos espontaneos y decrecimiento de la produccion de leche; en determinados
casos hasta la muerte subita del hospedador (Desquesnes, 2004; Losos & lkede, 1972; Osoério
et al., 2008; Vohradsky, 1971). Generando un gran impacto en el deterioro de la productividad
ganaderay reprime el desarrollo econdmico en las areas afectadas (Benavides Ortiz et al., 2012;

Desquesnes, 2004; Maclennan, 1980; Morrison et al., 1981).

Cabe destacar que dichos protozoos han evolucionado para minimizar su presencia, sin
generar ningun tipo de respuesta agresiva en la salud del hospedador, como la alteracion de
antigenos de superficie repetidamente y rédpida (Tizard, 2009). Los parésitos se encuentran
conformados por glicoproteinas de superficie variable (VSG) como una capa gruesa que
recubren la superficie celular; las mismas que cambian con el crecimiento del parasito y a
medida que avanza la infeccién (Barry, 1986; Cross, 1978; Silva Pereira et al., 2022). Las VSG
ademas de la variacion antigénica, permiten mejorar la transmision entre parasito y huésped,
promueven la supervivencia del parésito al evadir las respuestas del sistema inmune del
hospedador (Barry, 1986; Cross, 1978). Asi también, interviene en la eliminacion de nutrientes

como el hierro y resistencia a medicamentos (Silva Pereira et al., 2022).

A lo largo de la historia se han desarrollado maltiples herramientas para el diagndstico
clinico de tripanosomosis bovina se encuentran clasificado en tres grupos: El primer grupo
incluye técnicas de deteccion directa a parasitos tales como: La microscopia con frotis de sangre
fresca (M. Desquesnes, 2017) y la técnica de centrifugacion del microhematocrito (mHCT) o
prueba de Woo (Woo, 1969), las cuales son generalmente usadas como métodos previos para

el diagndstico por técnicas moleculares y seroldgicas (Desquesnes, 2017). En el segundo grupo
6
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se encuentran las técnicas moleculares como la PCR,; sirva de ejemplo, la amplificacion de ITS1

de ADN ribosomal para la identificacién de Trypanosoma spp. (McLaughlin et al., 1996).

En el tercer grupo tenemos los procedimientos de inmunodiagnostico, en la deteccion
de anticuerpos 1gG para evidenciar si el individuo ha estado expuesto al parasito. Las mas
utilizadas son la inmunofluorescencia indirecta (IFI), la hemaglutinacion indirecta (HAI) y el
ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) (M. Desquesnes, 2017). La presencia,
persistencia y desarrollo de anticuerpos especificos durante la infeccion, permite conocer el
nivel de respuesta inmunoldgica frente a tratamientos farmacoldgicos. Asi también, se
caracterizan por su simplicidad y bajos costes (Desquesnes et al., 2022). Las limitaciones son
la sensibilidad y especificidad que van de la mano con la complejidad de la diversidad
antigénica que poseen los tripanosomatidos discutidos anteriormente, ademas de no distinguir
qué tipo de especie y no detectar si el ganado presenta baja parasitemia (Desquesnes, 2004,
2017; Ramirez-lglesias et al., 2011; Uzcanga et al., 2002) No obstante, la aplicacion de ELISA
indirecto para la deteccion de anticuerpos de T. evansi y T. vivax es practica y rentable para el
diagndstico en areas endémicas de tripanosomosis y estudios epidemiolégicos a gran escala

(Desquesnes, 1997; Greiner, Kumar, & Kyeswa, 1997; Hopkins et al., 1998).

La tripanosomosis bovina se encuentra ampliamente distribuida por la gran capacidad
de adaptacion de sus vectores y la continua exportacién de ganado en zonas tropicales y
subtropicales como Africa, Asia y América (Aregawi et al., 2019; Brun et al., 1998; Gardiner,
1989). En el Ecuador, la tripanosomosis bovina causada por T. vivax fue reportada por primera
vez en 1977 (Wells, Betamcourt, & Ramirez) revelando a nivel nacional una seroprevalencia
22.5% de 310 cabezas de ganado bovino. Despues de cuatro décadas, se publico la investigacion
de Chavez-Larrea et al., (2021) confirmando la presencia de T. vivax por PCR del gen (CatL-
like) en 20 bovinos, asociados a un brote epidemioldgico previo de tripanosomosis bovina,

reportado en julio del 2017 por AGROCALIDAD en el canton Chone perteneciente a provincia
5
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de Manabi. Algunos trabajos pioneros a nivel seroldgico se han publicado con base a la
distribucion de dicho hemotropico en bovinos alrededor del Ecuador. A nivel regional en la
Costa y Oriente se determind una seroprevalencia de 15,7% y 16.82%, respectivamente
(Céceres, 2022; Hinojosa, 2021). A nivel provincial y cantonal una seroprevalencia de 31,03%
para Pastaza (Medina-Naranjo et al., 2017), 48% Quito (Gonzales, 2016) y un rango de 8%-

75% en Santo Domingo de los Tsachilas (Burgos, 2021; Gonzéles, 2016).

El norte de la region amazdnica ecuatoriana (Sucumbios, Orellana y Napo) mantiene
una especializacién productiva dentro del sector pecuario (MAGAP, 2016). En las tres
provincias, se han desarrollado varias investigaciones identificando la circulacion de
Trypanosoma spp.; recientemente, Chavez (2022) y Guayaquil (2022) mediante PCR ESAG
6/7 y LAMP RoTat 1.2 VSG establecieron una prevalencia general de 10.52% y 26.32% para
T. evansi en las provincias de Sucumbios y Orellana, respectivamente. Ademas, del reporte del
brote activo de tripanosomosis bovina en Napo, presentando gravedad en la sintomatologia
clinica con una prevalencia de 36.96% (17/46) de Trypanosoma spp. mediante TviCatL-PCR,

incluyendo 5 muertes de bovinos y tratamiento previo de tripanosomosis (Caiza, 2021).

En este contexto, la continua confirmacién de la presencia de dicho paréasito sugiere
una magnificacion del riesgo del ganado bovino, ya que para algunas familias y
emprendimientos de la region la actividad ganadera es considerada como principal fuente de
ingresos. Por ello, la necesidad de realizar investigaciones tanto en la distribucion geografica
del paréasito como la de sus vectores, asi también establecer, coordinar y supervisar un sistema
de vigilancia activo para su control, prevencion y efectivo tratamiento a nivel regional. Por esta
razon, el objetivo del presente estudio fue determinar la seroprevalencia de tripanosomosis
bovina mediante el ensayo de ELISAI para identificar la situacion epidemioldgica en tres

provincias de la region amazonica del Ecuador.
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MATERIALES Y METODOS

Zona y poblacion de estudio

Los sueros de bovinos empleados en el presente estudio fueron facilitados por el
Instituto de Investigacion en Salud Puablica y Zoonosis (CIZ) de la Universidad Central del
Ecuador, bajo el convenio que mantienen ambas universidades. Las muestras fueron colectadas
desde noviembre del 2014 hasta noviembre del 2015, en linea con el proyecto “Artropodos”,
realizado por dicha institucion. Se examinaron 225 sueros de bovinos pertenecientes a 3
provincias de la region amazonica del Ecuador, su distribucion fue: 66 de Napo en la parroquia
Gonzalo Diaz de Pineda, 76 de Sucumbios de la parroquia Aguas Negras y 83 de Orellana en
la parroquia Garcia Moreno (Figura 1).

Figura 1
Provincias evaluadas en este estudio con sus respectivas parroquias, de acuerdo con su

region geografica, en la region amazonica del Ecuador. Se indican las parroquias
muestreadas junto con sus coordenadas de geolocalizacién y altitud promedio.
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Implementacion del ELISAI

El ELISAI para determinar la presencia de anticuerpos anti Trypanosoma spp. se realizo
segun el protocolo descrito por Uzcanga et al. (2002) y Ramirez-Iglesias et al. (2011), seguido
de ligeras modificaciones y estandarizacion liderada por Burgos, (2021) e Hinojosa (2021)
dentro del laboratorio de Investigacion “Rosalind Franklin” de la Universidad Internacional

SEK.

Se sensibilizo la placa, recubriendo 100pul/pocillo antigeno clarificado de T. equiperdum
(20 pg/mL) en una placa de microensayo Nunc MaxiSorp (449824, Thermo Fisher Scientific)
de 96 pocillos de polivinilo, diluido en buffer carbono-bicarbonato (50mM, pH 9,6); se incubd
la placa por 24 horas a 4°C en camara himeda, seguido de un primer lavado por 5 veces de la
placa con el buffer de lavado [NaCl 150 mM; 0.05% de Tween-20]. A continuacion, la placa
es blogueada con 200 pl/pocillo con buffer de bloqueo [PBS pH 7.2 con leche de soya en polvo
al 5% (Oriental Cia. Ltda, Quito, Ec.)] en camara humeda por 60 min a 37°C, posteriormente
fue descartado, seguido de un segundo lavado. Se agrego 100 pl/pocillo de suero diluido (1:400)
en buffer PBS-T [PBS con Tween-20], se incubd durante 60 min a 37°C en cdmara humeda,
seguido de un tercer lavado. Luego, se colocd 100 pl/ pocillo de conjugado IgG anti-bovino
(ref.: SH001, amb®, USA) con una dilucion (1:10,000) diluido en buffer PBS-T, la placa se
incuba nuevamente a 37°C durante 60 min en camara himeda, se realizard un cuarto lavado.
Finalmente, se afiadié 100 pl/pocillo de solucion de revelado [sustrato cromogénico ABTS
[2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)]; peréxido de hidrégeno 30%; buffer citrato
0.05M, pH 4,6] con agitacion permanente a 250 rpm por 15 minutos a 23°C. La placa fue
medida a 405 nm en un lector de ELISA (Multiskan™ SkyHigh; Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA) y los resultados fueron reportados por duplicado.

10



“SEROPREVALENCIA DE TRIPANOSOMOSIS BOVINA EN LA REGION AMAZONICA
DEL ECUADOR”

Determinacion de la seroprevalencia

Para calcular el porcentaje de seroprevalencia de anticuerpos IgG anti Trypanosoma
spp. se utilizé la formula, identificada en la Ecuacién 1 para los resultados obtenidos mediante

ELISAI.

Numero de muestras identificadas como positivas

Seroprevalencia = ( - ,
Numero total de muestras examinadas

)x 100% (1)

Andalisis estadistico

La seroprevalencia se analizé estadisticamente, con la validez de cada ensayo
serologico mediante el céalculo del coeficiente de variacion (CV), donde los resultados inter
ensayo deben de tener un CV < 10%. Del mismo modo, se establecio un intervalo de
confianza (CI) del 95% para las seroprevalencias calculadas, utilizando el servidor web de

GraphPad (GraphPad Software Inc., CA, USA).

RESULTADOS

Determinacion de la seroprevalencia de tripanosomosis bovina

El analisis de las Densidades Opticas (D.O.) de las muestras examinadas por ELISAI
estan representadas en la Figura 2. A nivel provincial en Napo, Sucumbios y Orellana la D.O.
presenta valores maximos de 1,049, 1,3259 y 0,511; y valores minimos de 0.1240, 0.0070,
0.0009, respectivamente. El promedio general de D.O. fue 0.3571, 0.3809 y 0.2738 para estas
mismas provincias. Se detect6 un valor maximo de D.O. de 1.3259 en los sueros pertenecientes
a la parroquia de Aguas Negras de la provincia de Sucumbios; y un valor minimo de

absorbancia fue 0.0009 de la parroquia de Garcia Moreno en la provincia de Orellana.
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Entre las 225 muestras de bovinos analizadas, 61 (61/225) fueron positivas a anticuerpos
IgG anti Trypanonsoma spp., presentando una seroprevalencia regional de 27.11% (95% CI
21.42-33.42). La estimacion de seroprevalencia a nivel provincial fue de 34.85% (23/66),
40.79% (31/76), 8.43% (7/83) para Napo, Sucumbios y Orellana, respectivamente;

representados en la Figura 3 con las presuntas razas mas afectadas.

Tres factores de riesgo fueron examinados en la seropositividad de cada muestra: sexo,
raza y grupo etario, representados en la Tabla 1. En el analisis seroldgico se encontro, que un
28.86% (58/201) bovinos pertenecientes al sexo femenino y 12.5% (2/24) bovinos
pertenecientes al sexo masculino, fueron positivos. En cuanto a la raza, las de mayor
seropositividad fueron Jersey, Brown Swiss y Holstein Friesian con porcentajes de
seroprevalencia del 66.67% (2/3), 42.86 (3/7) y 35.42 (17/48), respectivamente. No obstante,
los bovinos con raza Mestiza con un n muestral mayor de 164, presentan menor seropositividad
de 23.17% (38/164). La prevalencia de acuerdo con el grupo etario fue clasificada en cuatro
grupos por edad. Se identifico al mayor titulo de anticuerpos anti Trypanosoma spp. en adultos
mayores a 18 meses, correspondiente a un 28.72% (56/196), de la misma forma en bovinos de

edad media entre 7 a 12 meses con 27.78% (5/18) de seropositividad.

12
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Figura 2

Densidades Opticas de las muestras séricas originarias de la region amazonica (Napo, Sucumbios y Orellana), obtenidos mediante ELISAI. Se
indican las D.O. de cada provincia junto el punto de corte de 0.3805.
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Tabla 1
Seroprevalencia de tripanosomosis estimada por ELISAI en suero de ganado bovino. Se

muestra la seroprevalencia segun el factor de riesgo analizado en la region Amazonica del

Ecuador.
Variable n  Positivos Negativos % (C1 95%)
Provincias
Napo 66 23 43 34.85 (23.53-47.58)
Sucumbios 76 31 45 40.79 (29.65-52.67)
Orellana 83 7 76 8.43 (3.46-16.61)
Sexo
Femenino 201 58 143 28.86 (22.70-35.65)
Masculino 24 3 21 12.5 (2.66-32.36)
Raza
Ayrshire 1 0 1 0 (0-97.50)
Brown Swiss 7 3 4 42.86 (9.90-81.59)
Gyrolando 1 0 1 0 (0-97.50)
Holstein Friesian 48 17 31 35.42 (22.16-50.54)
Jersey 3 2 1 66.67 (9.43-99.16)
Mestiza 164 38 126 23.17 (16.95-30.39)
Normando 1 1 0 100 (2.50-100)
Grupo etario
Ternero (0-6 meses) 1 0 1 0 (0-97.50)
Media (7-12 meses) 18 5 13 27.78 (9.69-53.48)
Vacona (13-18 meses) 4 0 4 0 (0-60.24)
Adulto (>18 meses) 195 56 139 28.72 (22.48-35.62)
Sin datos 7 0 7 0 (0-40.96)
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Figura 3
Mapa del Ecuador mostrando seroprevalencia de tripanosomosis bovina en tres provincias de la region amazonica (Napo, Sucumbios y
Orellana) y las presuntas razas mas afectadas (Holstein Friesian, Brown Swiss, Jersey y Gyrolando).

Razas:
= H.F: Holstein Friesian
= B.S: Brown Swiss

w J: Jersey

=  G: Gyrolando

M Negativas
M Positivas
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DISCUSION
El presente estudio de tamizaje serolégico mediante ELISAI determind la
seroprevalencia de anticuerpos IgG anti Trypanonsoma spp. en muestras séricas de ganado
bovino, relacionada con factores de riesgo (sexo, raza y grupo etario) a fin de aportar
informacion epidemioldgica de este tipo de tripanosomosis en la region amazonica (Napo,

Sucumbios y Orellana).

Un total de 225 sueros fueron analizados, 61 sueros fueron seropositivos a anticuerpos
IgG anti Trypanonsoma spp. representando una seroprevalencia general del 27.11% en las tres
provincias de la region amazénica del Ecuador. La seroprevalencia determinada es mayor
comparada con el estudio de Hinojosa (2021) que determind un 16.82% (18/107) (95% CI
10.29-25.28) de seropositividad a Trypanonsoma spp. Considerando que ambas
investigaciones fueron realizadas con la misma técnica seroldgica (ELISAI) y en la misma zona
de estudio; sin embargo, la diferencia entre las seroprevalencias reportadas podria estar
relacionadas con el tamafio del n muestral, la cual fue mayor en el estudio aqui presentado. La
seroprevalencia determinada en el estudio actual es similar al estudio de Medina-Naranjo et al.,
(2017) en el que inform6 una seroprevalencia de 31.03% (18/58) en otra provincia del oriente
ecuatoriano como lo es Pastaza. La variacion en la seroprevalencia podria estar asociadas a
varios factores como la localizacion geografica, y diferencia en protocolos aplicados. Otros
estudios realizados en la Costa del Ecuador han determinado una seroprevalencia regional
mediante ELISAI, 15,7% (76/486) (Caceres, 2022). Esto puede deberse a la distribucion de

tripanosomas dentro de la region, al mayor tamafio muestral o factores ambientales.

La region Amazonica se caracteriza por ser una de las zonas mas lluviosas con un nivel

de precipitaciones anuales de 3000 mm, posee una temperatura promedio de 22°C-26°C y es
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considerada la regién con mayor humedad del pais (Farfan, 2018); existe una correlacion entre
la climatologia calido-humeda y la presencia de vectores, ya que fortalece las condiciones
ambientales para la magnificacion de vectores como moscas hematofagas que promueven la

transmision del parésito (Barros, 2001; Cardenas et al., 2013; Gorayeb, 1993; Reyna, 2021).

El Ecuador representa uno de los paises con mayor riqueza en tabanos, se han registrado
198 especies, pertenecientes a 33 géneros alrededor del pais; siendo la biota de la selva tropical
amazoénica ecuatorial con mayor potencial en la distribucién de los géneros Chrysops,
Esenbeckia, Fidena, Catachlorops, Chlorotabanus, Dasychela, Diachlorus, Dichelacera,
Lepiselaga, Leucotabanus, Phaeotabanus, Pityocera, Poeciloderas, Stenotabanus, Stibasoma,
Stypommisa, y Tabanus (Cérdenas et al., 2013; Guimardaes et al., 2017); especialmente Napo,
Tabanus admenalopygus con una prevalencia de 28,57% de T. vivax (Reyna, 2021). No
obstante, Desquesnes (2004) plantea que la transmisién de T. vivax no depende solamente de la
presencia de vectores ya que si se reduce la poblacion de moscas hemato6fagas, la circulacién
de dicho hematrdpico depende mayoritariamente del nivel parasitemia de los huéspedes y de la

receptibilidad de los huéspedes potenciales para generar sintomatologia de tripanosomaosis.

Recientemente, Johnson y Zambrano (2022) publicaron una revision sistematica de
prevalencia de hematropicos, estableciendo un promedio de prevalencia regional de 15,95% de
Trypanosoma spp. en la regién amazdnica, combinando tres investigaciones previas (dos
mediante ELISAI y una por frotis sanguineo). Asi mismo, lo relacionaron con factores
ambientales, clima, biodiversidad, y el posible contacto de los bovinos con animales silvestres
qgue promueven la circulacion del parésito. Sin embargo, Ecuador carece de estudios de la
presencia de T. evansi o T. vivax en mamiferos silvestres, que han sido considerados como
potenciales reservorios de tripanosomatidos, a diferencia de Perd, Colombia y Brasil (Gomez

et al., 2010; Herrera et al., 2005; Ramirez et al., 2014).
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Las seroprevalencias estimadas se pueden comparar con estudios de paises fronterizos
de Ecuador. Por ejemplo, Colombia se utiliz6 la técnica de IFAT para identificar una
seroprevalencia de 9.4% (47/500) de T. vivax en Piedemonte llanero con caracter endémico
(Agudelo M et al., 1984). En el estudio de Jaimes-Duefiez et al., (2019) utilizaron antigeno de
T. brucei brucei para la deteccion de anticuerpos anti-T. evansi en 424 bovinos mediante
ELISAI, determinaron una alta seroprevalencia de 59.7% (424/710) debido a la estabilidad
enzodtica de la infeccion y persistencia de vectores en Arauca y Antioquia. Asi también, se han
reportado estudios de tripanosomaosis T. vivax en la selva alta y baja del Peru; en el primero se
reportd una prevalencia del 10% (27/270) mediante técnicas parasitoldgicas (Tafur et al., 2002),

y en el segundo por IFA una seroprevalencia del 14% (7/49) (Calderon & Bazalar, 1978).

La positividad a anticuerpos IgG anti Trypanosoma spp. no fue uniforme en el norte de
la region amazonica, de esta manera la seroprevalencia mayor presentd la provincia de
Sucumbios con 40.79%, le sigue la provincia del Napo con 34.85%, mientras que la provincia

de Orellana tan solo alcanz6 al 8.43% representados en la Tabla 1.

Estos resultados podrian estar relacionados con la alta tasa de migracion no controlada
de animales en la provincia de Sucumbios ya que se encuentra cerca de la region Andina que
posee la mayor produccién en ganaderia bovina del pais; asi mismo, de encontrarse en la
frontera con Colombia y Pert. En Sucumbios la produccién de lacteos y carnicos se encuentran
en fases iniciales. Cabe destacar que el sector ganadero se desenvuelve dentro del pais gracias
a la existencia de corporaciones como CORPOSUCUMBIOS que se vincula con productores
de la sierra (Asociacion San Francisco-El Playon y El Ordefio), envian materia prima en base
de leche para su posterior pasteurizacion y comercializacion (ICCA & TNC, 2015). Asi
también, se establece que la provincia de Sucumbios presenta mayor exposicion al parasito y
alto riesgo de contraer la infeccion; destacando el éxito de supervivencia y adaptacion del

parasito en dicha zona.
24



“SEROPREVALENCIA DE TRIPANOSOMOSIS BOVINA EN LA REGION AMAZONICA
DEL ECUADOR”

En Napo la presencia de anticuerpos IgG anti Trypanosoma spp. es similar; en
comparacion, con el brote de T. vivax en Chontapunta diagnosticando una prevalencia de
36.96% (17/46) mediante TviCatL-PCR, reportando estado agudo de la infeccion por la
introduccion o compra de bovinos contaminados en fincas libre de hematrépicos. Ademas,
expone la inexperiencia de utilizar tratamientos adecuados contra la tripanosomosis,
exacerbando la infeccion en dicha region (Caiza, 2021). Dada la importancia del sector pecuario
en la provincia del Napo, de acuerdo con sus caracteristicas geomorfologica se puede clasificar
en dos: Alto Napo y Bajo Napo (Vickers & Muratorio, 1988). En el primero, la economia
principal es la ganaderia dedicada a la produccién de la leche y productos derivados para la
venta en cadenas nacionales tales como: Nestlé, Ordefio, Andina, Paraiso e Industrias
Artesanales. En el segundo, se produce ganado vacuno para produccién de carne comercializada

de forma directa para el consumo local (GADP Napo, 2015).

Por otro lado, en la provincia de Orellana, que también limita con Peru, se evidencia
una baja presencia de anticuerpos anti-Trypanosoma spp. lo cual podria indicar una baja
incidencia de la enfermedad en los bovinos; estos resultados son fundamentados por la carencia
de reportes clinicos de brotes causados por Tripanosomosis en la region. Algo semejante ocurre
cuando los tripanosomas se encuentran en compartimentos extravasculares del cuerpo en el
animal (Desquesnes, 2004). En &reas enzooticas la menor cantidad de proteinas séricas se asocia
con infeccion cronica o con sistema inmune mas fuerte del rebafio consecuentemente de un

manejo estratégico de los bovinos en cada finca de la zona.

En cuanto la edad, de las 61 muestras positivas, 5 fueron del grupo etario media (7-12
meses) y 56 de grupo adulto (>18 meses), identificados una seroprevalencia de acuerdo con la
edad del 27.78% y 28.72%, respectivamente. La seroprevalencia de tripanosomosis podria estar
sesgada por la falta de uniformidad en la cantidad de sueros analizados, segun su grupo etario.

Se puede inferir, el incremento de tripanosomosis con la edad de bovinos inclusive se han
25



“SEROPREVALENCIA DE TRIPANOSOMOSIS BOVINA EN LA REGION AMAZONICA
DEL ECUADOR”

reportado varias investigaciones previas, que lo relacionan con el mayor tiempo de exposicion
(Céceres, 2022; Gonzalez & Meléndez, 2007; Jaimes-Duefiez, Triana-Chavez, & Mejia-
Jaramillo, 2017; Sandoval et al., 1998; Suarez et al., 2009; Sumbria et al., 2017). De esta forma,
existe una mayor susceptibilidad en las vacas con mayor eficiencia productiva que pertenecen
al grupo etario adulto, afectando directamente la economia con pérdidas significativas
(Desquesnes, Dargantes, et al., 2013). Una posible explicacion en la ausencia de seropositividad
entre diferentes grupos etarios seria una mayor circulacion del parasito y vectores que
incrementan su transmision, por consiguiente, sugieren que los bovinos necesitan menor tiempo

para infectarse.

Diversos estudios identifican que los bovinos de 3 a 6 meses de edad, adquieren una
inmunizacion pasiva mediante los anticuerpos maternales ya sea por la leche materna y el
calostro, dicha inmunidad es inmediata; es decir, se pierde a partir de los 6 meses, aumentando
la probabilidad de adquirir la infeccién durante el resto de su vida (Jaimes-Duefiez et al., 2019;
Kumar et al., 2008; Sumbria et al., 2017). Cabe destacar que existen varios factores que alteran
la calidad del calostro como la nutricion, el estrés por calor, el momento de ordefio de la vaca
y la etapa de lactancia (DuBourdieu, 2019) con ello, decrece la cantidad de anticuerpos para

proteger al ternero (Godden et al., 2012).

Con respecto a los vectores, los tAbanos llegan al ganado mediante su vision y olfato;
por la respiracion de los bovinos ya que sienten las columnas de didxido de carbono y usan
sefiales visuales para encontrar a los huéspedes, de predileccion animales largos y con poco
movimiento (Desquesnes, 2004; Merritt et al., 2009). Asi también, es importante destacar el
manejo que en la ganaderia tradicional los terneros destetados entre 7 meses a 1 afio, se habittan
a localizarlos en potreros alejados y deteriorados junto con vaquillas y vacas horas, lo que

conlleva a la desnutricion y alta predisposicion de adquirir enfermedades (INTA & INATEC,
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2010); ademas, no se alimentan junto con los adultos; por ende, no estan expuestos cuando los

vectores estan presentes (Kyari et al., 2021).

Del mismo modo, la edad es reconocida como un factor de confusién para los estudios
seroldgicos ya que pueden distorsionar e invalidar las inferencias diagndsticas de los resultados.
La edad se correlaciona positivamente con la seropositividad, pero no con la deteccion del
parésito; por ello, es necesario establecer puntos de corte especificos para cada grupo etario. En
los animales adultos pueden incrementar la proporcion de falsos positivos, ya que los titulos de
anticuerpos no especificos concurren con mayor frecuencia en los grupos con mayor edad que

en los grupos mas jovenes (Greiner, Bhat, et al., 1997).

Se analizaron siete razas de bovinos de diferente poblacion de las cuales cinco son de
tipo europeo (Ayshire, Brown Swiss, Holstein Friesian, Jersey y Normando), una de tipo
sintético (Gyrolando) y una de poblacion de tipo Mestiza (Cabezas Congo, 2019; FAO, 2018).
La variable raza es independiente a la provincia muestreada, debido a que cada raza tiene
caracteristicas especificas de acuerdo con su fin o condiciones productivas. De acuerdo con los
resultados presentados los bovinos Jersey, Brown Swiss y Holstein Friesian son mas susceptible
a la infeccion por Trypanosoma spp. en comparacion con las razas anteriormente mencionadas.
Considerando que el n muestral es mayor en las razas Holstein Friesian y Mestiza, por lo tanto,
podemos discutir ambas razas; tal es el caso de la raza Holstein Friesian, que se caracteriza por
tener un alto rendimiento en la produccion de leche y desde el siglo XX es protagonista de la
seleccién genética del ganado lechero (Rodriguez-Bermudez et al., 2019); no obstante, al ser
una raza exotica no se adapta adecuadamente a zonas con clima caliente y alta humedad ya que
proporciona condiciones de estrés al animal y alta susceptibilidad a enfermedades (Abbas S.
F., 2007; Anene etal., 1991; T. M. Davison et al., 1988). Es bien conocido que las razas
exoticas como Holstein Friesian son mas susceptibles a la tripanosomosis que las razas locales

(Greiner, Bhat, et al., 1997). Existen varios reportes similares en Nigeria y Venezuela de la alta
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prevalencia de tripanosomosis por T. vivax en raza Holstein Friesian (Camejo et al., 2016;
Sekoni et al., 2004). Asi también, en Indonesia por T. evansi presentando cambios en la
temperatura, decrecimiento en el peso corporal asociado a la interrupcién de la actividad ovarica
y reduccion en la fertilidad (Payne etal., 1992, 1993). Ademas, una menor productividad

lechera (Pholpark et al., 1999).

Estos resultados posiblemente sean efectos de factores ambientales, la raza mestiza tiene
un mejor proceso de adaptacion a la infeccidn de Tripanosomosis bovina, comparado con razas
extranjeras; se podria identificar a la raza mestiza como tripanotolerante ya que coexisten con
dichos protozoos y habitan en una regién de clima tropical y subtropical infestada por moscas
como tabanos (Cardenas R. et al., 2009). En los estudios llevados al cabo por Florio et al.,
(2011) y Camejo et al., (2016) identifican el nivel de tolerancia en T. vivax de 79.17% y 76.5%
para mestizos. Asi también, en Colombia se evalud la tripanotolerancia de 65.3% para
Trypanosoma spp. asociando con la presion selectiva en bovinos de la raza Casafiero (Jaimes-

Duefiez et al., 2021).

Por otro lado, existen numerosos estudios sobre factores genéticos (marcadores
moleculares) responsables de la tripanotolerancia; la mayoria del continente africano lo asocian
a dos mecanismos independientes, (1) mejor capacidad para controlar la parasitemia sin
diferenciar las respuestas inmunitarias y (2) mejor control de la anemia en células del sistema
hematopoyético (Naessens et al., 2003); por ejemplo, en Brasil se identificO genes PCKG
(homeostasis de hierro) posiblemente vinculado como una respuesta evolutiva de la anemia del
ganado Sheko (Mekonnen et al., 2019). Por su parte Desquesnes (2004), destaca que ademas
de las variabilidades genéticas del hospedador, la enfermedad esencialmente depende

particularmente del estado fisiologico y del sistema inmune del hospedador.
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En cuanto al sexo, la mayoria del ganado bovino del presente estudio eran del sexo
femenino, solamente 24 individuos son de sexo masculino un total de 225 bovinos. Cabe
destacar, que es comun que en las granjas ganaderas exista mas hembras para magnificar su
reproduccion y produccion lechera; en comparacion con la menor cantidad de machos de
acuerdo con el tamafio de la finca. En esta investigacion se encontr6 mas hembras positivas a
Trypanosoma spp. que en machos. Las hembras son mas susceptibles al estrés por sus
capacidades reproductivas (gestacion, parto y lactancia) (Murray, 1989) y por contaminacion
iatrogénica, antes de ordefar a las vacas se inyecta oxitocina (Garcia et al., 2016). No obstante,
la tripanosomosis altera el control neuroendocrino ocasionando dafio en sistema reproductivo
tanto en hembras como en machos, por consiguiente, reduce su fertilidad. (Sekoni, 1994).
Varios reportes demuestran que el sexo no se identifica con un factor de riesgo en la
tripanosomosis bovina (Sandoval et al., 1998; Suérez et al., 2009). Las manifestaciones clinicas
en las hembras se caracteriza por generar abortos, anestro postparto permanente o temporal y
ciclos estreales anormales (Sekoni, 1994); a diferencia, los machos infectados con T. vivax se
caracterizan por degeneracion testicular y del epididimo, inhibicion de la espermatogénesis,
también decrece la produccion de semen y de mala calidad (Adamu et al., 2007; De Stefano

et al., 1999; Sekoni, 1994)

Las diferencias en las seroprevalencias anteriormente presentadas pueden estar bajo
varios factores de interferencia segun Grenier et al., (1997) los clasifica en dos grupos: (1) si se
pueden controlar técnicamente: factores enddgenos y factores exogenos y (2) no se pueden
controlar técnicamente: factores especificos, factores no especificos y factores estables como
son la (raza y el sexo). Al mismo tiempo el manejo estratégico del animal (sistema de
alimentacion, manejo sanitario, migracion controlada, comercio del ganado y control de
vectores), condiciones ambientales (temperatura, altitud, humedad y precipitaciones), toma de

muestras (n muestral, los meses y tipo de muestreo), la presencia o ausencia de infecciones
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mixtas de hemoparasitosis (Anaplasmosis y Babesiosis) semejantes a la Tripanosomosis. ES
importante destacar, que la infeccion de tripanosomosis es considerada como una enfermedad
inmunosupresora méas sigilosa, ya que el animal reduce su porcién de ingesta diaria

disminuyendo de peso progresivamente sin ser agresiva.

Solo dos especies de tripanosoma como T. cruzi y T. brucei causan enfermedades en
los humanos: Chagas en América y del suefio en Africa (Barrett et al., 2003), no obstante, se
puede evidenciar en la investigacion pionera de Joshi et al., (2005) donde se report6 el primer
caso de tripanosomiasis causada por T. evansi en la India. Un ganadero hindd con un
complicado cuadro clinico (episodios de fiebre intermitente, sudoracion, escalofrios y déficit
sensorial) durante cinco meses. La presencia de T. evansi fue confirmada en base a pruebas
parasitoldgicas, seroldgicas y moleculares, sin infeccion en el sistema nervioso central. La
transmision no ha sido confirmada; no obstante que el paciente conservaba cicatrices en la
palma de su mano, lo méas razonable es el contacto directo con sangre infectada del ganado
(Powar et al., 2006). Ademas, de presentar reportes en Vietnam (Van Vinh Chau et al., 2016) y
Egipto (Haridy et al., 2011). Mientras que Vanhollebeke et al., (2006) determinaron que la
infeccion humana por T. evansi en el paciente hindu se debe a una decreciente actividad
tripanolitica por mutaciones del gen APOLL1 o por resistencia adquirida del parasito en suero
humano. Por otro lado, en la revision de Radwanska et al., (2018) demostré que las personas

infectadas generalmente son las que tienen un sistema inmunolégico comprometido.

En Colombia, se reporto el primer caso de caninos altamente susceptibles a la infeccion
por T. evansi generando gravedad en su sintomatologia (Jaimes-Duefiez, Triana-Chavez,
Valencia-Hernandez, et al., 2017). Mas recientemente, En Orellana y Sucumbios Guayaquil y
Chavez (2022) identificaron en muestras de caninos la presencia de T. evansi con una
prevalencia de Tripanosomosis de 16.67% y 16.66%, respectivamente utilizando el ensayo

LAMP.
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Las limitaciones de la presente investigacion fue el reducido n muestral ya que acuerdo
con el ESPAC (2016). Para el 2015 en las tres provincias se cuantifico 140.087 cabezas de
ganado bovino. Sin embargo, la poblacion estudiada tan solo representa el 0,16% del total de
cabezas en las tres provincias de la regién amazoénica. Es posible que los valores obtenidos
evidencien una imprecision en las seroprevalencias previamente establecidas. A diferencia de
otros estudios la presente investigacion, no se evalu6 la seroprevalencia con los signos clinicos,
siendo necesario e indispensable el reporte de animales enfermos por parte de su cuidador ya
que los animales enfermos se venden mas pronto y a menor precio para minimizar el riesgo a
pérdidas financieras (H. C. Davison et al., 2000). Se recomienda amplificar la investigacion en
Fincas aledafias a las parroquias muestreadas, sobre todo en las provincias de Zamora Chinchipe
y Morona Santiago ya que carece de reportes de Tripanosomosis bovina. Al ser reducido el
nimero de publicaciones en la regiébn amazonica, este estudio contribuye con informacion
especifica en las provincias de Napo, Sucumbios y Orellana. Permitiendo ser un marco de
referencia para las futuras investigaciones y posiblemente programas tanto de control como de

prevencion de la tripanosomosis bovina en el Ecuador.
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CONCLUSIONES

El estudio del tamizaje serolégico mediante ELISAI, determind una seroprevalencia de
anticuerpos anti Trypanosoma spp. del 27.11% (61/225) en la regién amazoénica (Napo,
Sucumbios y Orellana). Dicha seroprevalencia podria estar relacionada con factores
ambientales como: el clima de la region amazodnica, la presencia de vectores como los tabanos,
contacto con animales silvestres siendo posibles hospedadores y la migracion no controlada en
bovinos; a pesar de que el n muestral total fue 225 bovinos, da indicios sobre la seroprevalencia
de esta enfermedad en la regién amazonica. Los hallazgos aqui presentados reiteran la
circulacion de T. vivax y T. evansi en bovinos de interés pecuario dentro de las tres provincias
del Ecuador, ya confirmada en otros trabajos de enfoque molecular llevado a cabo en algunas
de estas zonas. En este sentido, los bovinos pertenecientes a la provincia de Sucumbios
presentan mayor susceptibilidad a la infeccion de tripanosomosis en comparacion a las
provincias de Napo y Orellana. La presencia de anticuerpos circulantes IgG anti Trypanosoma
spp. denota la importancia de su investigacion y aconseja la necesidad de establecer un sistema

de vigilancia activo de hemoparasitos en dicha region.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda amplificar el n muestral de las futuras investigaciones asi también,
desarrollar estudios epidemioldgicos a gran escala sobre la tripanosomosis bovina en las seis
provincias de la region Amazénica, los mismos que comprendan investigacion de la dindmica
poblacional de vectores (tabanos y stomoxys), establecer una asociacion con las caracteristicas
y abundancia tanto en animales domésticos como silvestres y su rol como posibles

hospedadores en la epidemiologia de la tripanosomosis.

Se recomienda realizar estudios de seguimiento mediante técnicas moleculares con
mayor sensibilidad como protocolos de PCR, secuenciacion y filogenia para determinar las
cepas de T. evansi y T. vivax o posibles antigenos que tengan mayor circulacion en la region

amazonica.

Es necesario establecer una entidad que lidere la investigacion de tripanosomosis que
unifique proyectos a nivel académico, sanitario, pecuario, social y ambiental, de esta manera
intercambiar conocimientos, experiencias y promover el desarrollo investigativo con el fin de
establecer un programa multidisciplinario con enfoque One Health en el que se relacionen la
salud humana, animal y del ecosistema para el control y prevencion sostenible de
tripanosomosis bovina en el Ecuador; sirva de ejemplo, el programa realizado en Uganda

(Waiswa et al., 2020).

Promover la ejecucion de proyectos sobre planes sanitarios de uso diario dentro del
sistema pecuario, con asesoria de equipo profesional para que los bovinos se encuentren en
estado idoneo de salud y fortificar el desarrollo de la produccién de lacteos y carnicos que se

encuentra estrechamente vinculada con el progreso econdémico local en la region amazonica
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Tabla 2

Anexo A

Seroprevalencia de tripanosomosis confirmada por ELISAI en suero de ganado bovino por

factor de riesgo analizado en la provincia de Napo

Variable

n

Positivos Negativos

% (CI 95%)

Parroquia

Gonzalo Diaz de Pineda 66

Sexo

Femenino
Masculino

Raza

Ayrshire

Brown Swiss
Holstein Friesian
Jersey

Mestiza
Normando
Grupo etario
Adulto (>18 meses)

64

45

13

66

23

22

23

43

42

28

11

43

34.85 (23.53-47.58)

34.38 (22.95-47.3)
50 (1.26-98.74)

0 (0-97.50)

33.33 (0.84-90.57)
37.78 (23.77-53.46)
66.67 (9.43-99.16)
15.38 (1.92-45.45)
100 (2.50-100.00)

34.85 (23.53-47.58)
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Tabla 3

Seroprevalencia de tripanosomosis confirmada por ELISAI en suero de ganado bovino por
factor de riesgo analizado en la provincia de Sucumbios

Anexo B

Variable

n

Positivos Negativos

% (CI 95%)

Parroquia

Aguas Negras

Sexo

Femenino
Masculino

Raza

Brown Swiss
Mestiza

Grupo etario
Ternero (0-6 meses)
Media (7-12 meses)
Vacona (13-18 meses)
Adulto (>18 meses)

76

68

31

30

26

45

38

43

10

31

40.79 (29.65-52.67)

44.12 (32.08-56.68)
12.50 (0.32-52.65)

50.00 (6.76-93.24)
40.28 (28.88-52.50)

0 (0-97.50)
33.33 (11.82-61.62)
0 (0-70.76)
45.61 (32.36-59.34)
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Tabla 4

Seroprevalencia de tripanosomosis confirmada por ELISAI en suero de ganado bovino por

factor de riesgo analizado en la provincia de Orellana

Variable n Positivos Negativos % (C1 95%)
Parroquia
Garcia Moreno 83 7 76 8.43 (3.46-16.61)
Sexo
Femenino 69 6 63 8.70 (3.26-17.97)
Masculino 14 1 13 7.14 (0.18-33.87)
Raza
Gyrolando 1 0 1 0 (0-97.5)
Holstein Friesian 3 0 3 0 (0-70.76)
Mestiza 79 7 72 8.86 (3.64-17.41)
Grupo etario
Media (7-12 meses) 3 0 3 0 (0-70.76)
Vacona (13-18 meses) 1 O 1 0 (0-97.5)
Adulto (>18 meses) 72 7 65 9.72 (4-19.01)
Sin datos 7 0 7 0 (0-40.96)
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