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RESUMEN

Toxoplasma gondii (T.gondii) es un protozoo que infecta un gran numero de
animales de sangre caliente, es el causante de la Toxoplasmosis, una zoonosis de
distribucién mundial. El presente estudio analizo la seropositividad de T. gondii con
sueros sanguineo de 58 mamiferos del Bioparqgue Amaru de la ciudad de Cuenca-
Ecuador, en una muestra estratificada de tres ordenes: Carnivora, Artiodactila y
Primate. Para ello se empled el kit de ELISA Toxoplasmosis Indirect Multi-species,
gue utiliza el antigeno p30 y el conjugado anti-multi-especie IgG-HRP. Se obtuvo
una seropositividad en 41 animales (70,68%), de los cuales a la orden Carnivora
corresponde el 36,21%, a los primates 18,96% y a los artiodactilos 15,51%. El
estudio se realiz6 de forma triplicada. También se determiné que el mayor riesgo
de infeccion lo tendrian los carnivoros debido a su tipo de alimentacién, lo que
puede estar relacionado con la existencia de quistes tisulares con bradizoitos en la
carne, aunque los herbivoros y frugivoros también pueden infectarse por la
contaminacion del suelo con los ooquistes esporulados de T. gondii excretados por
el hospedero definitivo, que pueden sobrevivir largos periodos en el suelo y hasta
en las frutas y verduras. Otro factor de riesgo seria el tiempo de permanencia en el
Bioparque. Adicionalmente, el ingreso de animales rescatados desde las regiones

Costa y Oriente serian posibles factores de riesgo para la infeccion con T. gondii.

Palabras clave: T. gondii. ELISA. IgG. Carnivora. Artiodactila. Primate.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii (T. gondii) is a protozoan that infects many warm-blooded
animals, causing Toxoplasmosis, a zoonosis with worldwide distribution. The aim of
this study was to determine seropositivity of T. gondii in serum of 58 mammals from
Amaru Biopark in the city of Cuenca-Ecuador, in a stratified sample of three orders:
Carnivora, Artiodactyla and Primates. For this purpose, the Toxoplasmosis Indirect
ELISA Multi-species kit was used, which uses the p30 antigen and the anti-multi-
species IgG-HRP conjugate. Seropositivity was obtained in 41 animals (70,68%), of
which the 36,21% corresponded to carnivores, 18,96% to primates, and 15,51% to
artiodactyls. Three repetitions of the test were carried out. It was also determined
that carnivores have the highest risk of infection - perhaps due to their type of diet -
which may be related to the existence of tissue cysts with bradyzoites in the meat,
although herbivores and frugivores can also be infected by soil contamination with
sporulated oocysts of T. gondii excreted by the definitive host, which can survive
long periods in the soil and even in fruits and vegetables. Another risk factor is the
time spent in the Biopark. The entry of rescued animals from the Costa and Oriente

regions are possible risk factors associated to infection with T. gondii.

Keywords: T. gondii. ELISA. IgG. Carnivora. Artiodactyla. Primates.
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INTRODUCCION

La toxoplasmosis es un importante problema de salud publica en todo el mundo,
estimandose en mas de un billon los individuos afectados a nivel mundial, asi como
mas de 300 especies de mamiferos domésticos y silvestres, y cerca de 30 especies
de aves de corral y vida libre. La poblacion humana adulta presenta entre el 20 y el

70% de evidencia serologica por infeccion previa con el parasito (Dubey, 2010).

En América Latina la infeccibn se encuentra ampliamente distribuida,
principalmente en paises de clima caliente y himedo (Dubey, 2010). En América
Latina y Africa se han reportado prevalencias alarmantemente altas entre el 50% y
80% de toxoplasmosis en la poblacion y en el Ecuador se reportaron 7.682 casos
de toxoplasmosis humana, de los cuales el 72,7% fueron mujeres (Simancas

Racines, 2019).

Estudios seroldgicos han demostrado una alta prevalencia de anticuerpos anti-T.
gondii en animales silvestres en cautiverio, lo cual indica que los parques
zoologicos representan un ecosistema favorable para la transmision y diseminacién

del parasito (de Camps et al., 2008).

Otro factor de riesgo importante es el tipo de alimentacion, los carnivoros pueden
infectarse al ingerir carne con presencia de quistes tisulares, mientras los
herbivoros y frugivoros pueden infectarse por la contaminacion del suelo con los

ooquistes esporulados de T. gondii excretados por el hospedero definitivo, que en

Estefania Calle Cueva 12
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condiciones favorables de temperatura y humedad pueden sobrevivir hasta 18
meses (Hill & Dubey, 2014). Como infeccibn mecanica podemos mencionar
también al consumo de artrépodos e insectos que también estan infectados de T.

gondii, en el caso de insectivoros (Béartova et al., 2018).

Por ser un agente altamente patdgeno de gran importancia médica y veterinaria,
con diversas consecuencias, una morbilidad y mortalidad variables en funcién de
las especies, la edad y el estado inmunolégico (Dubey, 2002), responsable de
muchas muertes en especies sensibles presentes en colecciones zooldgicas, y
debido a que muchas de estas especies cursan con una infeccion sin signologia
clinica (de Camps et al., 2008), es indispensable la realizacion de un estudio

seroldgico, que es la Unica forma de evaluar el alcance de la contaminacion.

Las enfermedades de origen animal a las que el hombre es sensible, representan
riesgos mundiales para la salud publica y pueden causar graves crisis sanitarias
gue se acentuan con la globalizacion y los cambios climéaticos, y considerando que
la salud humana y animal son interdependientes y estan ligadas a la salud de los
ecosistemas en los que existen, el control de todos los patdégenos zoondticos
(transmisibles del animal al hombre y viceversa) en su origen animal, es la solucién
mas eficaz y mas econdmica para proteger la salud humana y animal (incluidos los
animales domésticos y la vida silvestre) y la salud del ecosistema en su conjunto

(PAHO, 2021).

En los zooldgicos es importante la deteccion de la presencia de T. gondii, asi como

la implementacion de un sistema de vigilancia epidemioldgica, puesto que esta

Estefania Calle Cueva 13
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S
zoonosis no solo afecta a la conservacion de especies en peligro de extincion, sino
también al personal que trabaja en el manejo de la fauna bajo su cuidado, e incluso
a visitantes pertenecientes al grupo de riesgo como son las mujeres embarazadas,
nifos, ancianos e individuos inmunodeprimidos (Stidworthy, 2009), por lo que con
este trabajo se pretende determinar la seropositividad a T. gondii en los mamiferos
silvestres bajo cuidado humano en el Bioparque Amaru de la ciudad de Cuenca,
mediante una evaluacion epidemioldgica que facilite una oportuna evaluacion de

riesgo.

Los estudios realizados en fauna silvestre en Ecuador deben contar con el permiso
de investigacién y recoleccién de material bioldgico, otorgado por el Ministerio del
Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica, en el caso de la presente investigacion se

otorgo el permiso numero MAAE-ARSFC-2021-1097 (Anexo 5).

Estefania Calle Cueva 14
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CAPITULO 1

OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la frecuencia de anticuerpos a T. gondii en mamiferos silvestres
mantenidos bajo cuidado humano en el Bioparque Amaru de la ciudad de

Cuenca.

Objetivos especificos
e Detectar anticuerpos a T. gondii mediante prueba de ELISA.
e Determinar la frecuencia de seropositividad por estrato.

e Comparar la frecuencia de seropositividad entre estratos.

Hipotesis
Existe seropositividad de anticuerpos a T. gondii en mamiferos silvestres

mantenidos bajo cuidado humano en el Bioparque Amaru del cantén Cuenca.

Estefania Calle Cueva
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CAPITULO 2

REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes
La toxoplasmosis es una de las parasitosis zoonéticas prevalente en humanos, es
causada por un parasito coccidiano T. gondii. Su hospedero definitivo son los
felinos que constituyen el principal reservorio, siendo los mamiferos los mas
susceptibles a esta enfermedad. Este parasito infecta aproximadamente a un tercio
de la poblacion mundial y su seroprevalencia depende de diferencias ambientales,
socioeconémicas y culturales, por lo que es considerado una amenaza potencial

para la salud humana (Dubey, 2010).

El protozoo T. gondii, parasito intracelular obligado que puede albergarse en
diferentes 6rganos y tejidos del individuo infectado, posee un amplio intervalo de
hospederos intermediarios, infectando a la mayoria de las especies de sangre
caliente, incluido el ser humano, por lo que es considerada una zoonosis, pero
el ciclo de vida se completa solo en felinos, quienes son los Unicos que pueden
arrojar la etapa ambientalmente resistente del parasito (ooquistes) en sus heces

(Dubey, 2010).

2.2 Taxonomia

T. gondii pertenece al Phylum Apicomplexa, Clase Sporozoea, Subclase Coccidia,
Orden Eucoccidida, Suborden Eimeriina, Familia Sarcocystidae, Subfamilia
Toxoplasmatinae y Género Toxoplasma. T. gondii es la uUnica especie de

Toxoplasma (Petersen & Dubey, 2001).

Estefania Calle Cueva 16
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2.3 Ciclo Biolbgico
El ciclo vital de T. gondii (Figura 1) consiste en dos fases: asexual y sexual. La fase
asexual (extra entérica) se lleva a cabo en los hospedadores intermediarios
(mamiferos y humanos), las formas reproductivas se denominan taquizoitos, que
se multiplican dentro de la célula hasta romper la membrana plasmatica y son
liberados al torrente sanguineo, disemindndose por todo el cuerpo; la
transformaciéon de taquizoitos a bradizoitos es el paso de fase aguda a infeccion
cronica, en la que los quistes se forman en los nervios, cerebro, hueso, musculo y
miocardio y pueden mantenerse inactivos en el cuerpo por un largo tiempo. La fase
sexual (entérica) se da cuando el felino ingiere ooquistes o0 quistes tisulares
contenidos en presas infectadas, y posteriormente los elimina al ambiente en sus
excrementos. En condiciones ambientales favorables los ooquistes pueden
esporular en un periodo de tres semanas, contaminando el agua, suelo, frutas y

vegetacion (Dubey, 2010).

Huésped intermedio Huésped definitivo

Ruptura de

! 26
Cerebro, corazon, quiste

pulmén, ojo, placenta
musculo.

& Bradizoitos
Diseminacién

por flujo de
sangre

[ s ¥ %
Célula ¥ 0 0 @) G
intestinal 37| S

‘ Quiste tisular Tr0020/105 || e Esquizogonia

@ Endodiogenia Camivoros / i Esquizonte

5 Ingestion ) 5
K Invasion de monocitos £ i
=
» 2 Célula [ ) ' ) ()
- (4
il s it / intestnal &

—  Microd/ macro gametos

Gamogonia

Célula
intestinal Ooquiste esporulado

§ & K . (2 esporoquistes cada uno
Esporozoitos Ingestion con 4 esporozoitos) )

\F"’O’ 000':/ Ooquiste

Ambiente

Figura 1. Ciclo bioldgico de T. gondii en hospederos intermedios y definitivos.
Fuente: Gangneux & Dardé, 2012.
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2.4 Caracteristicas
Los ooquistes de T. gondii requieren 48 horas para volverse infecciosos y pueden
permanecer viables en el medio ambiente durante meses y hasta 1 afio en agua o
suelo humedo. Los taquizoitos pueden sobrevivir en fluidos corporales hasta un
dia, en sangre completa a 4°C hasta 50 dias y los quistes de tejido pueden
sobrevivir durante semanas a temperatura ambiente en fluidos corporales. Los
ooquistes se inactivan a temperaturas > 66°C, los quistes de tejido se inactivan a
0°C. Los ooquistes encontrados en el agua pueden eliminarse por ebulliciéon o
filtracion (filtro absoluto de 1 um) pero son resistentes a la cloracién. La tintura de
Yodo (2%) puede inactivar T. gondii con un tiempo de exposicion prolongado de al
menos 3 horas. Los taquizoitos se inactivan a pH < 4.0. Los ooquistes son
susceptibles al Yodo y la Formalina, pero resistentes a la mayoria de los
desinfectantes; los taquizoitos y los quistes de tejido son susceptibles a la mayoria
de los desinfectantes; 70% de Etanol, 1% de Hipoclorito de sodio; ademas, los
guistes no sobreviven en solucién de NaCl >6% (Bucko & Gieger, 2019; Spickler,

2017).

2.5 Microbiologia
En América del Sur existe una gran diversidad genética de T. gondii, diversidad
dada principalmente por las variaciones observadas en su infectividad y virulencia
entre las diferentes cepas (Mimica et al., 2015). Las cepas de T. gondii se clasifican
en tres tipos: cepas tipo | que son las mas virulentas, cepa tipo Il adecuadas para
establecer modelos murinos de infeccidén cronica en los que se requiera gran
cantidad de quistes tisulares y cepa tipo Il corresponden a cepas menos virulentas;

en humanos estas cepas frecuentemente se aislan de casos congénitos y de

Estefania Calle Cueva 18
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=]
individuos inmunodeficientes con episodios de reactivacion. No obstante, todas las

cepas pueden infectar a los humanos (Giraldo, 2008).

2.6 Epidemiologia

Los modos de transmision mas relevantes en humanos son (Figura 2): via
congénita (transmision vertical), ingestion de alimentos infectados, agua
contaminada o consumo accidental del parasito al manipular los suelos
(herramientas contaminadas), por medio de trasplante de 6rganos y transfusiones

infectadas con T. gondii (Mimica et al., 2015).

& Felids
= contamination
(hunting)

Oocyst spread

Cat

contamination
Oocyst (hunting)
spread

Soil and surface
water contamination

% ﬂ Herbivore
Contact with
cat feces /. /‘

contamination
vegetables External

activities,
gardening

i@g'ﬁ

Hum.m contami n.mon

Vertical Human contamination
transmission (raw or undercooked meat)
Carnivore
contamination
\
’ - \ 3 Y/
-

Figura 2. Transmision de T. gondii.

Fuente: Gangneux & Dardé, 2012.

Esta enfermedad cursa por dos fases: aguda y crénica y las mayores categorias

de la infeccion son: 1) Toxoplasmosis adquirida en individuos inmunocompetentes,

Estefania Calle Cueva 19



q‘:i UNIVERSIDAD pE CUENCA

2) Toxoplasmosis congénita, 3) Toxoplasmosis ocular, y 4) Toxoplasmosis cerebral
la cual usualmente se da en individuos inmunodeprimidos (Halonen & Weiss,

2014).

En sujetos con sistema inmune no comprometido, la primo infeccidn se presentara
en 90% de ellos, en forma asintomética y en el 10% restante, de forma sintomética.
En estos individuos la infeccién puede provocar alteraciones del sistema nervioso,

neumonia y hepatitis (Mimica et al., 2015).

La toxoplasmosis congénita tiene lugar cuando la madre adquiere la infeccion por
primera vez durante la gestacion, el parasito atraviesa la placenta y alcanza al feto.
También se han reportado casos de toxoplasmosis congénita a partir de madres
infectadas hasta 3 meses antes de la concepcion. Esta infeccion se asocia con
mayor riesgo de aborto, muerte fetal y parto prematuro (Giraldo, 2008; Velasquez

Serra et al., 2020).

La toxoplasmosis ocular presenta lesiones oculares como la coriorretinitis, que a
menudo se acompafia de diversos grados de reaccion inflamatoria vitrea, con

muchas probabilidades de reaparecer (Spickler, 2017).

2.7 Patogenia
T. gondii es un parasito intracelular capaz de infectar una amplia variedad de
células nucleadas; el tamario del indculo, la virulencia de la cepay el estado inmune
del individuo son algunos de los factores que influyen en el curso de la infeccion.

La replicacion parasitaria se mantiene hasta cuando la membrana plasmatica de la

Estefania Calle Cueva 20



=

! UNIVERSIDAD pE CUENCA
.I

>
]

célula hospedera se lisa a causa de la tension creciente que generan los
taquizoitos, los parasitos libres comienzan un nuevo ciclo de invasion y replicacion
en las células adyacentes. La evolucion de la infeccion aguda depende de la

respuesta inmune del paciente (Grandia et al., 2013).

2.8 Respuesta inmunoldgica
Existe respuesta inmunoldgica hacia T. gondii tanto de tipo humoral como celular.
Durante la respuesta humoral (Figura 3), el parasito induce rapidamente niveles
detectables de anticuerpos de tipo IgM e IgG en el suero. Los IgM antitoxoplasma
se encuentran al inicio de la infeccion, aparecen en la sangre a las 1 0 2 semanas,
alcanzando su pico mas elevado al mes de la exposicién y desaparecen después
de varios meses, y los anticuerpos IgG antitoxoplasma aparecen dos a tres
semanas después de la infeccion primaria, alcanzan concentracion maxima a los
dos o tres meses y permanecen a lo largo de toda la vida del animal (Becerril,

2014).
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Figura 3. Respuesta inmunoldgica de tipo humoral ante infestacion parasitaria.
Fuente: Ochoa Azze, 2008.

En la inmunidad celular (Figura 4), intervienen células asesinas naturales (NK),

macrofagos, interleucinas (IL-12), interferén gamma (ITF) y los linfocitos T CD4+ y

CD8+ siendo estos ultimos, esenciales para la proteccion contra T. gondii. EI ITF

estimula la activacion de los macrofagos que eliminan taquizoitos intracelulares

permitiendo la unién lisosoma-fagosoma, a su vez los linfocitos T CD8+ eliminan

los taquizoitos y las células infectadas por el parasito (Becerril, 2014).
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Figura 4. Respuesta inmunoldgica de tipo celular
ante una infestacién de T. gondii.
Fuente: Giraldo, 2008.

2.9 Factores de riesgo
Las infecciones por T. gondii en felinos silvestres en cautiverio han demostrado una
alta prevalencia debido a la difusion del parasito en ese entorno (Jones & Dubey,
2010), pues ellos pueden eliminar ooquistes a través de sus heces, que logran
sobrevivir en el suelo por meses e incluso afios y que a su vez pueden ser
transportados mecanicamente por moscas, cucarachas, Yy escarabajos
estercoleros, o incluso a través del material de limpieza o la vestimenta de los

trabajadores del zooldgico, permitiendo la diseminacién de ooquistes en el medio
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ambiente, lo cual puede presentar un riesgo para los animales de los zooldgicos,
principalmente a especies como canarios, marsupiales y primates del nuevo mundo

gue pueden desarrollar toxoplasmosis clinica (Navarro et al., 2015).

Otro factor de riesgo podria ser la introduccion de felinos silvestres en el grupo, la
depredacion de aves y pequefios roedores, la ingestién de carne cruda de caballos,

porcinos, ciervos, conejos, carne de res y fetos bovinos (Ramos Silva et al., 2007).

En estudios realizados en zooldgicos de Brasil, se observaron como factores de
riesgo para la infeccidén de T. gondii, la alimentacion de animales adultos mayores
a 3 aflos con carne cruda congelada por menos de siete dias y se determin6 que
los animales capturados son tres veces mas susceptibles a la infeccion que los
nacidos en cautiverio (Cafion-Franco et al., 2013; Ramos Silva et al., 2007; Ullmann

et al., 2010).

La depredacion de hospedadores intermediarios es fundamental en la transmision
de T. gondii, por lo que la presencia de aves y roedores que suelen ser parte de la
dieta de felinos silvestres de tamafo pequefio y mediano influye como factor de

riesgo en estos animales (Rendén-Franco et al., 2014).

Especialmente los roedores, en donde se ha demostrado que la infeccion con T.
gondii altera la percepcion del roedor hacia la orina de los felinos, mostrando una
atraccion hacia ésta y facilitando la depredacion por parte del felino (Kaushik,

Knowles, & Webster, 2014).
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2.10 Pruebas diagnésticas
Entre los métodos directos se encuentra la histopatologia, examenes
coproparasitarios, cultivo y aislamiento celular. Entre los métodos indirectos
tenemos las pruebas serologicas como la prueba de aglutinacion modificada
(MAT), Inmunofluorescencia indirecta, Prueba de aglutinaciéon directa,
Hemoaglutinacion indirecta (HAI), y Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas

(ELISA) (OIE, 2018).

En este estudio se utiliz6 una prueba diagnéstica de inmunoensayo enzimatico
(ELISA) que detecta los anticuerpos IgM y es suficientemente sensible, especifica
y de facil aplicacion que permite diferenciar las infecciones crénicas de las agudas

y es un método idéneo para determinar la prevalencia de la infeccion (OIE, 2018).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Areade estudio
El presente trabajo de investigacion se realizé en el Bioparque Amaru del cantén
Cuenca, parroquia Paccha (Figura 5), que se encuentra ubicada a 11 km de la
ciudad de Cuenca, conectada por la Autopista Cuenca-Azogues, en las
coordenadas: 2,894023° S, 78,956901° O. Tiene una altitud minima de 2.460 msnm
y una maxima de 3.060, con una temperatura promedio de 15,6°C y una

precipitacion promedio de 829,9 mm anual.

s ©

2 *

Figura 5. Ubicacion del Bioparque Amaru en la parroquia Paccha.

Fuente: Google maps.

Estefania Calle Cueva 26



=

! UNIVERSIDAD pE CUENCA
.I

>
]

Segun datos obtenidos por el Plan de Ordenamiento Territorial de la llustre
Municipalidad de Cuenca 2021, el uso del suelo corresponde en su mayoria a
vegetacion nativa del valle interandino de Cuenca-Azogues y areas naturales
protegidas, seguido de areas destinadas a la agricultura, cultivos de ciclo corto,
pastos, areas de recuperacion natural, entre otros. Los bosques ocupan el 52,8%
del area total de la parroquia, con el mayor porcentaje de este ocupado por
matorrales nativos densos y vegetacion nativa. La fragmentacion de los bosques
producida por el aumento de la frontera agricola, ha influenciado para que los
refugios de los animales disminuyan. Esta parroquia no tiene areas de paramo,
razon por la que los cursos superficiales son escasos. El abastecimiento de agua
para consumo humano y riego, en algunos casos, proviene de fuentes

subsuperficiales o conducen agua desde otras parroquias.

Paccha cuenta con una poblacion de 6.467 habitantes y su principal actividad
comercial es la agricultura y crianza de animales pequefos, aunque la mayor parte

de la produccion esta destinada al autoconsumo.

El Bioparque Amaru tiene una superficie de 6,25 hectareas. y actualmente cuenta
con una poblacién de alrededor de 1.500 animales silvestres entre mamiferos,
aves, reptiles y anfibios, ubicados en cinco bioregiones: Region Andina, Bosque
Seco, Amazonia, Islas Encantadas y Africa Salvaje. La poblacion de mamiferos es
de 122, ubicados en las cuatro bioregiones segun su procedencia (Figura 6)

(Bioparque Amaru, 2022).
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Figura 6. Plano del Bioparque Amaru con sus bioregiones.
Fuente: Bioparque Amaru (2022).

3.2 Universo
El Bioparque Amaru mantiene en sus instalaciones 122 mamiferos, todos ellos
provenientes de rescates, donaciones o confiscaciones realizados en diversas

regiones del pais.
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Figura 7. Grafico de porcentaje de mamiferos del Bioparque Amaru expresado
por ordenes.

Fuente: Elaboracion propia.

3.3 Muestra
Los 122 mamiferos pertenecen a 7 érdenes, de los cuales el porcentaje mas
significativo lo constituyen los Carnivoros, Primates y Artiodactilos (Figura 7), por
lo que la muestra consideré 111 animales divididos en 3 estratos clasificados por
el orden taxonomico al que pertenece cada individuo (Carnivoros, Primates y

Artiodactilos) (Tabla 1).

Célculo muestral para proporciones al 90% de Intervalo de confianza (IC)

zZxpxq

n= d2

_ 1,645% % 0,674 *0,3236
B 0,12

n
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n = 59,45786

Donde n = muestra total, z = punto critico para el 90% IC, d = precision, p =

proporcion esperada de positivos, q = proporcién esperada de negativos

Por tratarse de fauna silvestre, la extraccion de sangre depende de varios factores,
incluyendo los protocolos de seguridad establecidos tanto por el Bioparque como
por el MAATE, por lo que se escogio el muestreo estratificado proporcional (Tabla
2), que nos permite obtener una informacion mas util y especifica. Con este tipo de

muestreo, la toma de muestras debio realizarse en 60 individuos (Tabla 3).
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Tabla 1.

Unidades de analisis clasificadas por estratos

Orden

Nombre cientifico

Nombre comun

Artiodactyla

Carnivora

Primate

Pecari tajacu
Tayassu pecatri

Lama glama

Potos flavus
Galictis vittata
Panthera onca

Panthera leo

Lycalopex culpaeus
Leopardus pardalis
Tremarctos ornatus

Nasua nasua

Puma concolor

Eira barbara

Ateles belzebuth
Ateles fusciceps
Lagothrix lagotricha

Cebus albifrons*

Sapajus macrocephalus

Saimiri sciureus

Pecari de collar
Pecari de labio blanco

Llama

Cusumbo
Grison
Jaguar

Ledn africano
Lobo de paramo
Ocelote
Oso de anteojos
Cuchucho amazdnico
Pumas

Tayra

Mono arafia comun

Mono arafia de cabeza negra

Mono chorongo

Mono capuchino

Mono capuchino negro

Mono ardilla

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 2. Tabla de frecuencia de las tres 6rdenes analizadas

Orden fi Fi ni Ni Porcentaje
Carnivoros 49 49 0,40 0,40 44,14
Primates 39 88 0,31 0,71 35,14
Artiodactilos 23 111 0,18 0,89 20,72
TOTAL 111 0,89 100,00

fi = frecuencia absoluta, Fi = frecuencia absoluta acumulada, ni = frecuencia relativa, Ni =

frecuencia relativa acumulada.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 3. Tamafo muestral

Estrato Poblacién Proporcién Muest.ra
proporcional
Carnivoros 49 44,00% 26
Primates 39 36,00% 22
Artiodactilos 23 20,00% 12

Fuente: Elaboracion propia.
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Intervalo de confianza

% + 1.645 [%]

Se calculd el intervalo de confianza con un nivel de confianza del 90% y un

tamano de muestra de 60, dando como resultado 18,51: 21,49.

3.4 Materiales
Para la determinacion de la seroprevalencia a T. gondii en dichos animales, se
obtuvieron muestras de sangre Unicamente de mamiferos de las cuatro
bioregiones, basados en la afirmacion de algunos investigadores de que el
toxoplasma afecta a animales de sangre caliente, de los cuales los mas

susceptibles son los mamiferos (Bucko & Gieger, 2019; Dubey, 2010).

Para la obtencion de las muestras se requirio:

Materiales fisicos

e Tubos vacutainer (tapén rojo)

e Agujas vacutainer

e Guantes desechables

e Solucion antiséptica

e Etiquetas de identificacion

e (Cajatérmica

e Anestésicos Zoletil, Xilacina, Ketamina

e Hoja de campo

Estefania Calle Cueva 33



qgl UNIVERSIDAD pE CUENCA
==

e Sevofluorano

Materiales de laboratorio
e Kitde ELISA ID Screen ® TOX0OS-MS-2P IDvet
e Lector de placas ELISA

e Centrifuga

Materiales biolégicos

e Muestras de sangre

3.5 Meétodos
3.5.1 Hoja de campo.

La hoja de campo (Anexo 1) se elabor6 en cuatro secciones. La informacion de la
primera seccion correspondiente a registro individual, colecté informacion
proveniente de la historia clinica registrada en el Bioparque, en la que constan los
siguientes datos: especie, edad, sexo, peso, procedencia, tiempo de permanencia

y codigo de identificacion del animal.

En la seccion correspondiente a la inmovilizacibn y monitoreo anestésico, se
calculo la dosis para contencion quimica de cada individuo, de acuerdo con el peso
apuntado en la primera seccion. Se anotd el método de contencion y una vez

sedado el animal se registraron las constantes fisioldgicas cada 5-10 minutos.
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En la tercera seccion correspondiente al examen fisico se registréo toda la
informacion referente a la biometria del animal, asi como los resultados de la

inspeccion a distancia y evaluacion fisica general.

En la seccion final, correspondiente a muestreo y laboratorio se anoté informacion
propia de la muestra como cantidad de sangre extraida, cantidad de suero obtenido
posterior a la centrifugacion, almacenamiento y procesamiento de la muestra.

Finalmente se registro el resultado del analisis de ELISA.

3.5.2 Contencidén y sedacion.

El animal debia presentar un periodo de ayuno entre 12 a 24 horas previas al

muestreo (Miller & Fowler, 2014).

Se realizd una contencion fisica con utilizacion de todo el equipo de bioseguridad
a través del uso de redes de manejo en aquellos animales donde su manejo se
dificultaba por motivos de agresividad. Posteriormente se realiz6 una contencién
guimica mediante la administracion de los anestésicos: Ketamina (3-10 mg/kg),
Xilacina (0.3-1 mg/kg), Zoletil (2-5 mg/kg) o sus combinaciones por via
intramuscular en los miembros posteriores, la dosis fue calculada dependiendo del
peso y especie de cada animal. En animales cuyo manejo lo permitié, se realizo
una contencién quimica mediante anestesia inhalatoria con Sevofluorano, en una
camara de Oxigeno a dosis de induccién 6-8% y mantenimiento 2-5% (Miller &

Fowler, 2014).
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3.5.3 Obtencién de muestras.

La muestra de sangre se obtuvo por venopuncién, el volumen extraido dependié
del comportamiento, tamano, estado del animal y recomendacion del laboratorio.
Estas muestras fueron obtenidas durante procedimientos de medicina preventiva

anual.

Por tratarse de fauna silvestre, para la obtencion de muestras sanguineas se
tomaron en cuenta varios aspectos: 1. Los protocolos de seguridad del Bioparque,
2. Dificultad en el manejo, 3. Riesgos anestésicos, 4. Estado de salud del animal y

5. Estado de gestacion.

Toma de muestra sanguinea

Una vez sedado el animal o debidamente sujetado, se procedi6 a la tricotomia la
zona de puncion para luego tomar la muestra sanguinea (como minimo 1 ml) por
medio de puncion ya sea de la vena cefélica, yugular, safena o femoral, segun
amerité el caso, previa antisepsia de la zona con alcohol etilico al 70%. La puncién
se realiz6 con jeringas con aguja calibre 21G x 1 %" y la muestra sanguinea
obtenida se almacend en tubos sin anticoagulante (tapa roja) para su posterior

procesamiento (Miller & Fowler, 2014).

Sin embargo, en algunos casos no fue posible obtener el volumen de muestra
deseado de cada animal debido a varios factores limitantes como decision del

médico veterinario encargado del centro de no muestrear al animal por motivos de
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salud, o dificultad para manejar el animal en donde se ponia en riesgo la vida del
individuo y a las personas involucradas en su manejo. Cabe mencionar que 2 de
las 60 muestras obtenidas no fueron viables para el andlisis de laboratorio debido
a una hemolisis imprevista, por lo que el analisis de ELISA se realizd Unicamente

con 58 muestras.

Obtencidn, almacenamiento y transporte de suero sanguineo

Una vez obtenida la muestra sanguinea se dej6é al ambiente aproximadamente 20
minutos en el laboratorio de Amaru Bioparque Cuenca. Posteriormente se
centrifugd a 5.500 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se procedié a extraer el suero mediante pipetas plasticas Pasteur y se

almacend a -20°C en tubos de tapa roja nuevos, hasta su procesamiento.

Las muestras seroldgicas fueron transportadas en caja térmica, manteniendo una
temperatura entre 2 y 8°C, al Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de

Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, donde fueron analizados,

354 Analisis serolégico.

Para determinar la presencia de anticuerpos contra T. gondii en los sueros, se
empled el kit de ELISA comercial ID Screen® Toxoplasmaosis Indirect Multi-species
(ID VET®, Montpellier, Francia), que utiliza el antigeno P30 y el conjugado anti-
multi-especie IgG-HRP, que permite la deteccion de anticuerpos en suero, plasma

0 jugo de carne de musculo de perros, gatos, rumiantes, cerdos y otros mamiferos
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(IDvet, 2017) y que tiene una sensibilidad diagnostica del 95% y una especificidad

diagnostica del 97% (Gyorke et al., 2011).

El procedimiento comprende la dilucion de 10 pl del control negativo y positivo en
90 pl de diluyente por pocillo (1:10), los cuales se agregaron a 3 pocillos de cada

placa utilizada.

En el resto de los pocillos se distribuyeron diluciones 1:10 de las muestras del suero
sanguineo, las que se incubaron 45 minutos (x 4) a 25°C (+5) en una estufa de

cultivo.

Posteriormente, cada placa se lavd 3 veces, con aproximadamente 250 pl de
solucion de lavado, para luego agregar 100 pl de una dilucién 1:10 de un anticuerpo
secundario multi-especie conjugado con peroxidasa. Las microplacas, fueron
incubadas 30 minutos (x 3) a 21°C (+5), para posteriormente ser lavadas 3 veces
con solucion de lavado. A continuacién, se agreg6é a cada pocillo 100 ul de solucién
de revelado, el cual se incubé 15 minutos (£ 2) a 21°C (5) en oscuridad.
Finalmente, se agregé 100 ul de una solucién de detencién de la reaccién a cada
pocillo y se ley6 en un lector de placas de ELISA (Epoch, Biotek) a una longitud de

onda de 450 nm, segun las instrucciones incluidas en el kit.

Se realizaron tres andlisis de las muestras de suero para confirmar el porcentaje

S/P que determina la presencia o ausencia de anticuerpos (Anexo 2).
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=
Para interpretar los resultados se calcul6 el % S/P mediante la formula:

0 S DOmuestra - DOcp
o — =
P DOcp - DOcn

* 100

Donde, DO = Densidad 6ptica, cn = control negativo, cp = control positivo. El valor
S/P (Sample / Positive control) es la intensidad del cambio de color desarrollado en
el suero analizado en comparacién con el suero control positivo. Este valor es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos de la enfermedad,

contenidos en la muestra.

Si el % S/P para cada muestra resulta inferior o igual a 40% se considera negativo.
Si es superior a 40% e inferior a 50% se considera dudoso, y si es superior o igual

a 50% se considera positivo.

3.5.5 Procesamiento de datos.
Mediante la prueba de ELISA se identifico la presencia de anticuerpos a T. gondii,
determinandose el porcentaje de casos positivos. Estos resultados se registraron
en una base de datos, que luego se procesaron con el software estadistico SPSS

25.

Por ser un estudio analitico descriptivo de corte transversal, se empled estadisticos
descriptivos: tablas de frecuencia, para determinar los porcentajes de

seropositividad de anticuerpos a T. gondii en los grupos taxonémicos evaluados en
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el Bioparque Amaru. Ademas, se realizaron comparaciones entre l0s grupos
utilizando las pruebas de diferencia de proporciones, Ji cuadrada, prueba exacta
de Fisher y Odds ratio. La diferencia de proporciones sirvid para determinar si la
diferencia entre las proporciones de las poblaciones es estadisticamente
significativa. Ji cuadrada y prueba exacta de Fisher sirvieron para determinar si
existe una asociacion entre las variables. Finalmente, Odds ratio comparoé el riesgo

entre grupos con condiciones de vida similares (Diaz & Warnberg, 2014).
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Anélisis de los resultados

Los resultados de las muestras son expresados de manera descriptiva, como
porcentajes de muestras positivas sobre el total de muestras analizadas, para un
determinado grupo taxondmico (seroprevalencia). Las seroprevalencias obtenidas
son expresadas en tablas, segun orden, sexo, tiempo de permanencia y
procedencia, siendo considerado estadisticamente significativo un valor de p <

0,10.

Se realizaron tres analisis de las muestras de suero para confirmar el porcentaje
S/P que determina la presencia o ausencia de anticuerpos, las cuales fueron
medidas en densidades Opticas a una longitud de onda de 450 nm. El punto de

corte (50%) y los resultados por orden se pueden observar en las figuras 8-10.
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Figura 8. Grafico dot-plot de la lectura de densidades 6pticas del Ensayo de
ELISA del orden Artiodactyla con su respectivo punto de corte.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 9. Grafico dot-plot de la lectura de densidades Opticas del Ensayo de

ELISA del orden Carnivora con su respectivo punto de corte.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 10. Grafico dot-plot de la lectura de densidades opticas del Ensayo de
ELISA del orden Primate con su respectivo punto de corte.

Fuente: Elaboracion propia.

Como se puede observar en la Tabla 4, la seroprevalencia de T. gondii en las 58

muestras de mamiferos analizadas en el Bioparque es de 70,68%, de los cuales

el

15,51% corresponde al orden Artiodactyla, El orden Carnivora tiene una

seroprevalencia de 36,21% y los Primates un 18,96%.
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Tabla 4. Seroprevalencia de T. gondii en mamiferos de los 6rdenes Artiodactyla,

Carnivora y Primate en el Bioparque Amaru.

Orden Nombre Nombre comun Positivos/Examin. % por %
cientifico orden total
Artiodactyla 9/12 75,00 15,51
Pecari tajacu Pecari de collar 5/7
Tayassu pecari  Pecari de labio 0/1
blanco
Lama glama Llama 4/4
Carnivora 21/29 72,41 36,21
Potos flavus Cusumbo 2/3
Galictis vittata Grison 1/1
Panthera onca Jaguar 2/2
Panthera leo Ledn africano 1/1
Lycalopex Lobo de paramo 3/4
culpaeus
Leopardus Ocelote 1/4
pardalis
Tremarctos Oso de anteojos 8/9
ornatus
Nasua nasua Cuchucho 0/1
amazonico
Puma concolor Pumas 3/3
Eira barbara Tayra 0/1
Primate 11/17 64,71 18,96
Ateles Mono arafia 2/2
belzebuth comun
Ateles Mono arafia de 2/3
fusciceps cabeza negra
Lagothrix Mono chorongo 0/2
lagotricha
Cebus Mono capuchino 5/5
albifrons*
Sapajus Mono capuchino 1/2
macrocephalus negro
Saimiri Mono ardilla 1/3
sciureus
TOTAL 41/58 70,68
*Incluye individuo de subespecie C. albifrons aequatorialis
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Tabla 5. Prueba Ji- cuadrado en relacién a orden

Significancia Significancia

Grados de asint6tica de dos exacta de dos

Valor libertad lados lados
Ji- cuadrada de Pearson 443 2 ,801 ,805
Prueba exacta de Fisher ,503 ,805

NUmero de casos validos 58

Segun la prueba Ji cuadrado, no existe relacion estadisticamente significativa entre
la seropositividad con el Orden al que pertenecen los mamiferos (p = 0,80), a pesar
de que al calcular el Odds ratio mediante comparacion entre los Ordenes, se
observo que el ser carnivoro implica mas riesgo de ser seropositivo a T. gondii en

contraste a los otros érdenes (Anexo 3).

Tabla 6. Seroprevalencia de T. gondii en mamiferos de las 6rdenes Artiodactyla,

Carnivora y Primate en relacion al sexo.

Orden Hembras positivas/Exam. Machos positivos/Exam.
Artiodactyla 5/8 4/4
Carnivora 10/14 11/15
Primate 4/5 7/12
TOTAL 19/27 22/31

La Tabla 6 presenta la seroprevalencia de hembras de las 3 6rdenes analizadas
en un 70,37%, y los machos con un 70,96%, de lo que se deduce una igualdad

entre ambos sexos en lo que respecta a la seropositividad a T. gondii.
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Tabla 7. Prueba Ji cuadrado en relacién al sexo

Grados Significancia Significancia

de asintética de dos exacta de dos

Valor libertad lados lados
Ji- cuadrada de Pearson ,002 1 ,960 1,000
Prueba exacta de Fisher 1,000
NUmero de casos validos 58

Se determina que el sexo del individuo no tiene asociaciéon al estado de
seropositividad a T. gondii (p = 0,96). El Odds ratio indica que el sexo del individuo

no implica riesgo de se seropositivo a T. gondii (Anexo 3).

Tabla 8. Seroprevalencia de T. gondii en mamiferos de las 6rdenes Artiodactyla,

Carnivora y Primate segun el tiempo de permanencia en el Bioparque Amaru.

Permanencia Positivos/Exam. %
0-1 afio 3/8 37,50
1-2 afios 10/14 71,42
+ 2 afos 28/36 77,77

Segun los datos de la Tabla 8, el mayor porcentaje de seroprevalencia le

corresponde a la permanencia de mas de 2 afios en el Bioparque (77,77%), seguido
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por los que han permanecido de 1 a 2 afios (71,42%) y finalmente los que todavia

no cumplen 1 afio de estadia (37,50%).

Tabla 9. Prueba Ji cuadrado en relacion al tiempo de permanencia en el

Bioparque Amaru.

Grados Significancia
de asintotica de dos  Significancia exacta
Valor libertad lados de dos lados
Ji- cuadrada de Pearson 5,130 2 077 ,072
Prueba exacta de Fisher 4,746 ,088
Nudmero de casos validos 58

Al evaluar el tiempo de permanencia en el Bioparque y la seropositividad a T.

gondii, se encuentra una relacion estadisticamente significativa (p = 0,07), y el

Odds ratio muestra también asociacion positiva con el tiempo de permanencia en

el Biopargue (Anexo 3). Por lo tanto, el tiempo de permanecia tiene una asociacion

al estado de seropositividad a T. gondii. Indicando que la permanencia de dos afios

0 mas en el bioparque implica 2,074 veces mayor riesgo de ser seropositivo a T.

gondii.
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Tabla 10. Seroprevalencia de T. gondii en mamiferos de las 6rdenes Artiodactyla,

Carnivora y Primate del Bioparque Amaru segun procedencia de las 3 regiones

del pais.

Procedencia Positivos/Exam. %
Costa 6/9 66,66
Sierra 25/38 65,78
Oriente 10/11 90,90

Segun los datos exhibidos en la Tabla 10°, el mayor porcentaje de
seroprevalencia corresponde a los individuos que proceden de la region Oriental
de nuestro pais (90,90%), mientras que los procedentes de la Costa y la Sierra

presentan un porcentaje de 66,66% y 65,78%, respectivamente.

Tabla 11. Prueba Ji cuadrado en relacién a la procedencia de las 3 regiones del

pais.
Grados Significancia Significancia
de asintotica de dos exacta de dos
Valor libertad lados lados
Ji- cuadrada de Pearson 2,681 2 ,262 ,298
Prueba exacta de Fisher 2,652 ,298

NuUmero de casos validos 58

De la prueba de Ji cuadrado se deduce que no existe riesgo estadisticamente
significativo asociado a la procedencia de los individuos con la seroprevalencia a

T. gondii (p = 0,26).

Estefania Calle Cueva 49



gEl UNIVERSIDAD pE CUENCA

Sin embargo, del calculo del Odds ratio se deduce que los animales provenientes
de la Regién Oriental del pais son un 1.38 veces mas propensos a ser seropositivos

de T. gondii, que los que proceden de las otras dos regiones (Anexo 3).
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CAPITULO 5

DISCUSION

La comparacion entre seroprevalencias de T. gondii en parques zooldgicos y
centros de tenencia es compleja por los diversos factores involucrados, tales como
habitos alimenticios y de comportamiento, variedad y numero de especies
estudiadas, técnica de diagnostico serolégico empleado, punto de corte,
condiciones climaticas y de higiene y ubicacién geogréafica de los parques

zoolégicos o centros de manejo de fauna (Pinedo et al., 2019).

El presente estudio evalu6 el suero de 58 mamiferos del Bioparque Amaru, en
muestra estratificada de las 6rdenes Artiodactyla, Carnivora y Primate, utilizando
la prueba de ELISA indirecta (ELISA Toxoplasmosis Indirect Multi-species), con la
gue se obtuvo una seropositividad en mamiferos del 70,68%, del que 36,21%
correspondio a los Carnivoros, 18,96% a los Primates y 15,51% a los Artiodactilos.
En investigaciones realizadas en zooldgicos de otros paises la seropositividad es
mayor, como lo reportado en 2 zoologicos de Portugal que mostraron una
seropositividad de 57,1% en mamiferos, de los cuales los Artiodactilos fueron

positivos en 100%, los Carnivoros 77,8% y los Primates 33,3% (Tidy et al., 2017).

En una investigacién realizada en 8 zooldgicos de la Republica Checa, se obtuvo
63% de seropositividad en Carnivoros y un 26% en Primates (Bartova et al., 2018).

En otro trabajo hecho en 393 animales de zooldgicos en Espafia, se encontro una
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seropositividad de 56,1% en Carnivoros y 27,4% en Artiodactilos (Cano-Terriza et

al., 2020) y 25,4% en Primates (Cano-Terriza et al., 2019).

En un zooldgico de Chile, Mufioz (2019) reporta seropositividad de 56,16% en
Carnivoros, 31,51% en Artiodactilos y 12,33% en Primates. Denk y colaboradores
(2019) manifiestan que en estudios llevados a cabo entre 2003 al 2019 en 32
zoolégicos refiere una seroprevalencia de 41% en Primates y 68% en Carnivoros,
y Pinedo y colaboradores (2019) encontraron en un zoologico de Peru una
seropositividad indirecta de 76% en Carnivoros, 76,7% en Primates y 82,1% en

Artiodactilos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con la mayoria de las
investigaciones citadas, en las que se observa una tendencia a presentar mayor
seropositividad en mamiferos del orden Carnivora, debido quizas a que por su tipo
de alimentacion, tienen un mayor riesgo que las demas ordenes, lo que puede estar
relacionado con la existencia de quistes tisulares con bradizoitos en la carne. Estos
quistes tienen una mayor resistencia a enzimas digestivas y al pH acido que los

ooquistes, y mas aun que los taquizoitos (Dubey, 2014).

Adicionalmente, en el presente estudio existe una seropositividad de 18,96% en
Primates y 15,51% en Artiodactilos. Este estudio no estuvo enfocado en establecer
la dinamica de contagio, sin embargo, Villar-Echarte y colaboradores (2021)
establecen que los herbivoros y frugivoros también pueden infectarse por la
contaminacion del suelo con los ooquistes esporulados de T. gondii excretados por

el hospedero definitivo, que pueden sobrevivir largos periodos en el suelo y hasta
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en las frutas y verduras. sugieren también que la infeccién en herbivoros se debe
a que el forraje o el agua suministrados a estos animales pueden estar
contaminados con ooquistes de T. gondii y al pasar la mayor parte del tiempo
comiendo grandes volumenes de forraje, aumenta la posibilidad de ingerir
ooquistes de T. gondii si su entorno esta contaminado por ellos. Por otro lado, la
infeccion en primates puede deberse a la escasa higiene de los alimentos, el agua
destinada a lavarlos y también su agua de bebida cuando se contamina con

ooquistes esporulados del parasito (Ferreira et al., 2015).

Bezerra Marujo y colaboradores (2017) apuntan que los animales mantenidos en
recintos que facilitan la entrada de animales salvajes en libertad tienen 2,2 mas
probabilidades de estar infectados que los animales que viven en interiores. Esto
pone de manifiesto el importante papel que desempefian los gatos domésticos e
incluso los animales sinantrépicos, ratas y palomas que viven cerca de los recintos,
sobre los cuales no hay control de acceso. Estas conclusiones concuerdan con lo
estudiado por Pinedo y colaboradores (2019), quienes encontraron que el 58,54%
de gatos ferales y el 11,29% de ratas presentaban toxoplasmosis crénica y con lo
encontrado por Navarro y colaboradores (2015) cuyos datos fueron de 25,3% en

roedores y 77,8% en gatos ferales.

En nuestro estudio se encontré6 una asociacion del tiempo de permanencia al
estado de seropositividad a T. gondii. Indicando que la permanencia de dos afios 0
mas en el bioparque implica 2,074 veces mayor riesgo de ser seropositivo a T.
gondii. Aunque el tiempo de permanencia en los centros no se ha determinado

como factor de riesgo en estudios previos, Se menciona que existe un mayor riesgo
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de exposicion al parasito en los animales silvestres que se encuentran bajo cuidado
humano durante un tiempo prolongado, ya que en los zoologicos tienen mayores

posibilidades de estrés y mayores grados de consanguinidad (Pamplona, 2021).

Respecto a la procedencia del animal, el Odds ratio de nuestro estudio implica 1,38
veces mas de probabilidad de ser seropositivo a T. gondii si procede de la region
Oriental del pais, aunque la prueba de Ji cuadrado no determind diferencia
estadisticamente significativa para estas variables; aunque en un estudio que
compara la seropositividad en tigrillos en los centros de tenencia de las 3 regiones:
Costa, Sierra y Oriente, indica una seropositividad de 85,71% en el Oriente, 70%
en la Sierra'y 66,67% en la Costa (Le6n Jaramillo, 2018); sin embargo, no se puede
determinar que los animales procedentes del Oriente tienen mayor riesgo de ser
seropositivos a T. gondii debido a la dificultad en establecer si su procedencia
corresponde a la regién donde fue encontrado, y a la ausencia de examenes

serologicos al momento del ingreso del animal al centro de tenencia.
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6.1

6.2

CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Existe una alta seropositividad a T. gondii en los animales que se mantienen
en cautiverio (70.68%), en especial en el Orden Carnivora en el Bioparque
Amaru de Cuenca.

Entre los posibles factores de riesgo para esta infeccion se puede sugerir el
tipo de alimentacion, el tiempo de permanencia en el Bioparque, y el ingreso

de animales rescatados desde la region del Oriente.

Recomendaciones

Aplicar pruebas de deteccion de anticuerpos anti-T. gondii a todos los
animales que ingresan al Bioparque Amaru, producto de rescates o
donaciones, asi como los que vayan a ser liberados o transportados a otro
sitio.

Vigilar la calidad sanitaria y un manejo adecuado de los alimentos y agua de
bebida que se proporciona a los animales.

Mantener un control de roedores, insectos, invertebrados y vectores
mecanicos que se conoce que pueden transmitir la infeccion.

Realizar analisis seroepidemioldgicos de T. gondii en otras érdenes que se
mantienen en el Bioparque, en especial en aves que son altamente

susceptibles a esta infeccion.
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=
e Implementar medidas de bioseguridad, a fin de evitar el contacto de los

visitantes y manejadores con los excrementos, en particular de los felinos u

otro tipo de material que pueda potencialmente mediar la transmision de T.

gondii.
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Anexo 1

Hoja de campo

Hoja de Campo

ANEXOS

Responsable: Estefania Carolina Calle Cueva

del cantén Cuenca.

Analisis epidemiolégico de Toxoplasma gondii en mamiferos silvestres en el Bioparque Amaru

FICHA DE REGISTRO INDIVIDUAL

Fecha: Sexo:
Especie: Peso:
N°/1D: Edad:

Procedencia:

T. Permanen

cia:

INMOVILIZACION QUIMICA Y MONITOREO

Hora

Farmaco Dosis mg Dosis ml Método
Hora inmovilizacion: Hora recuperacion:
Hora T (°C) FC (lat/min)| FR (rpm) R. Auditivo | R. Palpebral |R. Interdigitall Otros
EXAMEN FisIcO

Condicién corporal:

Lesiones o anormalidades:

Observaciones clinicas:

MUESTREO Y LABORATORIO

Volumen sanguineo extraido:

OBSERVACIONES

Volumen de suero obtenido:

Tiempo de Congelacion:

Fecha de procesamiento:

Resultado Test ELISA Anticuerpos Toxoplasma gondii:

Estefania Carolina Calle Cueva
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Anexo 2

Resultados de los analisis de suero sanguineo medidos en DO (densidad

Optica)

Trial 1 Trial 2 Trial 3 DO[muestra) 5/P%
2,372 2,38 2,372 2,374666667 249%
2,779 2,86 2,858 2,832333333 298%
1,679 1,714 1,709 1, 700666667 176%
1,969 1,919 1,884 1,924 200%
0,291 0,291 0,292 0,291333333 24%
0,253 0,266 0,25 0,256333333 20%
0,514 0,503 0,504 0,507 47%
2,301 2,372 2,299 2,324 243%
3,074 3,059 3,042 3,058333333 323%
3,563 3,559 3,548 3566666667 378%
3,007 3,056 3,086 3,079666667 325%

0,98

1,038

1,009666667

Estefania Calle Cueva
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Anexo 3

Tablas de Odds ratio

OR Orden
Carn vs art 1.416
Carn vs prim 1.125
Art. vs. Prim 0.85
OR Sexo
Hembra 0.703
Macho 0.709
OR Permanencia
2 + afos vs 1-2 1.008
1-2 vs 0-1 1.904
2vs 0-1 2.074
OR Procedencia
Sierra vs Costa 0.984
Oriente vs Sierra 1.384
Oriente vs Costa 1.363
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Anexo 4

Fotografias del proceso

Sedacién y Extraccion de Muestras

Movilizaciénde individuos para Monitoreo de Pardmetros fisiolégicos
Sedacién por via inahalatoria de hurén Monitoreo de sedacién puma venopuncién Oso de Anteojos Ledn Africano

Extraccionde sangre Cusumbo macho

Extracciénde sangre llama hembra

Extracciénde sangre Mono Capuchino
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Sedacioén y Extraccion de Muestras

Extraccion de sangre Pecari de Labio Pesaje del animal para estimacién de
Extraccién sangre mono ardilla Blanco volumen méximo de extraccién

Monitoreo post-anestésico Mono
Capuchino negro

Extraccion de sangre Mono
Capuchino negro

Monitoreo post-anestésico Le6n Monitoreo post-anestésico Oso de
Africano Anteojos
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Procesamiento y Analisis ELISA

Preparacion de Muestras para Centrifugacion de sangre entera para Suero obtenido posterior a Almacenamiento de Muestras en
centrifugacién obtencion de suero centrifugacion Refrigeracion

Colocaciénde conjugado

Adici6n de solucién de parada Lectura de densidad éptica Resultados de placa 1

Resultados de placa 2
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Anexo 5

Permiso de Recoleccidén emitido por Ministerio del Ambiente, Aguay
Transicion Ecolégica del Ecuador

Previo al inicio de trabajo de campo y segun lo establecido por el Ministerio del
Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica las investigaciones realizadas en especies
silvestres deben contar con el permiso de recoleccién de especimenes de
especies de la diversidad biol6gica emitido por la Direccién de Biodiversidad,
adjuntado a continuacion.

PRONUNCIAMIENTO FAVORABLE No. MAAE-ARSFC-2021-1007

Srta. CALLE CUEVA ESTEFANIA CAROLINA,

Una vez que la propuesta para Autorizacion de Recoleccion de Especimenes de la Diversidad
Biologica Sin Fines Comerciales para Investigacion Cientifica, ha sido analizada, el Ministerio del
Ambiente y Agua en uso de las atribuciones que le confiere el Acuerdo Interministerial
SENESCYT-MAE N°001 aprueba el Proyecto Andllsis epldemlolégico de Toxoplasma gondll
en mamiferos slivestres en el Bloparque Amaru del canton Cuenca., al haber cumplido con
los parametros técnicos, administrativos y legales, establecidas en la ley.

Por lo dispuesto, se solicita realizar el pago correspondiente en:

BANECUADOR

RUC MAAE: 1768192860001

CUENTA CTE. No. 3001480604 / SUB;LiNEA: 190499

TIPOS DE SERVICIOS: Servicios de Areas Protegidas y Vida Silvestre
En base a lo dispuesto en el Texto Unificado de la Legislacion Ambiental Secundaria.
Atentamente,

CEVALLOS ROMAN GERARDO RAMIRO

DIRECCION DE BIODIVERSIDAD
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