- i “ b e
iy .. , e L4 wn".- 3 ’ . 2
= B2 UL O
] l, l“{ 4
9 ""‘-s- e = & % : ?‘

-.f..
u=

jﬁ'
z,
L 2

' Elﬁn}nécgonﬁ% 1a oncocerc:05|s en el Ecuador:
estudio retrospectlvo y/situacion actual.

Tesis Doctoral

ﬂ
ny T“g‘ﬂ)!i

nueo

JINIVERSIDAD DE







Universidad de Salamanca

TESIS DOCTORAL

“Eliminacion de la oncocercosis en el Ecuador:
estudio retrospectivo y situacion actual”

Escuela de Doctorado “Studii Salamantini”

Programa de doctorado en Salud
y Desarrollo en los Trépicos

Hugo Esteban Salazar Lozano

2023






TESIS DOCTORAL POR COMPENDIO DE PUBLICACIONES

Se presenta este documento de Tesis Doctoral por compendio de publicaciones para optar
al titulo de Doctor por la Universidad de Salamanca. Se aportan para su evaluacion tres
articulos cientificos publicados. Los articulos cientificos aqui recogidos han sido
publicados en revistas cientificas indexadas en the American Journal of Tropical

Medicine and Hygiene.

1. Primer articulo de revisién:

Titulo: Use of Ovl16-Based Serology for Post-Elimination Surveillance of
Onchocerciasis in Ecuador

Revista: The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene

Afo: 2020; 103(4):1569-1571 PMID: 32840200

Autores: Angel Guevara, Esteban Salazar, Yosselin Vicufia, Hassan K. Hassan, Antonio
Muro, Ronald Guderian, Philip J. Cooper, and Thomas R. Unnasch

Afiliaciones: Grupo de Investigacién en Enfermedades Infecciosas y Tropicales (e-
INTRO), Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca—Centro de investigacion en
Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca (IBSAL-CIETUS), Facultad
de Farmacia, Universidad de Salamanca, 37007, Salamanca, Espafia.

DOI: https://doi.org/10.4269/ajtmh.20-0082

2. Segundo articulo de revision:

Titulo: Real-Time Polymerase Chain Reaction Method for the Detection of Onchocerca
volvulus in Post-Elimination Surveillance of Onchocerciasis in Ecuador

Revista: The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene

ARNo: 2023, Publicado on line PMID: 37931298

Autores: Esteban Salazar, Diego Morales, Begona Febrer-Sendra, Pedro Fernandez-
Soto, Julio Lopez-Aban, Paul Quinatoa, Angel Guevara, Antonio Muro

Afiliaciones: Grupo de Investigacién en Enfermedades Infecciosas y Tropicales (e-
INTRO), Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca—Centro de investigacion en
Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca (IBSAL-CIETUS), Facultad
de Farmacia, Universidad de Salamanca, 37007, Salamanca, Espafa.

DOI: https://doi.org/10.4269/ajtmh.23-0435


https://doi.org/10.4269/ajtmh.20-0082
https://doi.org/10.4269/ajtmh.23-0435

3. Tercer articulo de revision:

Titulo: Four decades of struggle to eliminate onchocerciasis from Ecuador

Revista: En revision editorial

Afo: 2023

Autores: Esteban Salazar, Julio Lopez-Aban, Ana Garcia-Mingo, Carlos Torres,
Angel Guevara, Antonio Muro

Afiliaciones: Grupo de Investigacion en Enfermedades Infecciosas y Tropicales
(e- INTRO), Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca—Centro de
investigacion en Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca (IBSAL-
CIETUS), Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca, 37007, Salamanca,
Espana.

Estatus: En revision para publicacion.

Doctorando

Hugo Esteban Salazar Lozano
Salamanca, a 8 de noviembre de 2010






CERTIFICACION

Prof. Dr. Antonio Muro Alvarez, Catedrético de Parasitologia del Departamento
de Biologia Animal, Parasitologia, Ecologia, Edafologia y Quimica Agricola de la
Universidad de Salamanca, Prof. Dr. Julio Lopez Aban, Profesor Titular del
Departamento de Biologia Animal, Parasitologia, Ecologia, Edafologia y Quimica
Agricola de la Universidad de Salamanca y Prof. Dr. Angel Gustavo Guevara
Espinoza, Investigador Principal del Instituto de Biomedicina, Profesor Titular de

Biologia Molecular en la Carrera de Medicina, Universidad Central, Quito, Ecuador.
Certifican:

que la Tesis Doctoral titulada “Eliminacion de la oncocercosis en el Ecuador:
estudio retrospectivo y situacion actual”, que presenta para optar al grado de Doctor
por la Universidad de Salamanca en la modalidad de tesis por compendio de
publicaciones, ha sido realizada por Hugo Esteban Salazar Lozano, con CC. No.
1002039574, bajo nuestra direccion en el Instituto de Biomedicina de la Universidad
Central del Ecuador y el Departamento de Biologia Animal, Parasitologia, Ecologia,
Edafologia y Quimica Agricola de la Universidad de Salamanca y en el Centro de
Investigacion de Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca dentro del
programa de doctorado Salud y Desarrollo en los Tropicos. Reline a nuestro juicio,
originalidad y contenidos suficientes, por lo que autorizamos su presentacion para ser

evaluada.

Y para que asi conste, a efectos legales, expide el presente certificado

en Salamanca a 8 de noviembre de 2023

B>

Fdo. Dr. Antonio Muro Alvarez Fdo. Dr. Jutio L6pez Aban

Fdo. Dr. Angel Gustavo Guevara Espinoza






iA. Dedicatoria!

“Para investigar la verdad es preciso
dudar, en cuanto sea posible,
de todas las cosas”

René Descartes

A mi madre,
hermanos,
esposa e

hijos.






iB. Agradecimientos!

Mi primer y mas sincero agradecimiento va dirigido a mis directores, Antonio
Muro Alvarez, Angel Gustavo Guevara Espinoza, por vuestro apoyo, las ensefianzas,
la dedicacion, la confianza, el tiempo invertido y a Julio Lépez Abén por su paciencia,
grandes ideas, que vinieron acompariadas de trabajo y satisfacciones para que esta
Tesis Doctoral llegara a buen puerto.

En segundo lugar, queria dar un reconocimiento a la Universidad de Salamanca,
al Instituto de Investigacion Biomedicina de la Universidad Central del Ecuador,
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica en Quito (INSPI), Programa
Nacional de Eliminacion de la Oncocercosis del Ministerio de Salud del Ecuador
PNEO/MSP, Centro de Epidemiologia Comunitaria y Medicina Tropical,
(CECOMET), Esmeraldas, Comunidades del rio Cayapas y especial al Instituto de
Salud Carlos I11, ISCIII, Espafia, que han retribuido mi trabajo con la cofinanciacion
en logistica y publicaciones.

Mi gratitud mas profunda se la hago llegar también a todos profesionales del
IBSAL-CIETUS, y en especial a Belén Vicente por la ayuda para que las muestras
llegaran al laboratorio. Igualmente, no me puedo olvidar de la Asociacién Amigos del
Cayapas que me aceptd entre los suyos y me permitié vivir una experiencia
profesional y personal, en la Reserva de Cayapas, Ecuador.

En el &mbito personal, queria darle las gracias a mi madre, Maria Erlinda Ercida
Lozano que, con sus afios, cada vez se vuelve mas sabia para guiarnos por el bien y
multiplicar saberes a sus hijos, nietos y viznietos. A mis hijos Milena, Alexei, Sarahi
y Keylor, que me han transmitido luz en este caminar durante este periodo y poder
llegar a la meta.

A mi gran familia, a los que estan y a los que ya se fueron. A mi compafiera de
vida Narciza, por su inquebrantable apoyo, mis hermanos Amalia, Patricio, Joselo,
Bayardo, Wilson, Wilmer, Zulema, mis sobrinos, que creyeron conmigo en la

responsabilidad de investigar y de divulgar, y toda una larga lista que les sigue.

A todos jGracias!






INDICE

RESUMEN ...ttt sttt sttt be bt e e b nnens 16
SUMMOARY .ottt ettt st e bt e s et e st et e b e st et eneabesbe e anenneeas 18
CAPITULO 15 INtrOTUCCION ..ottt 21
O O O70 11 () (o J TSR PTRPR TR 23
1.2 ONCOCEICOSIS. . eveveertiesiesieeteastesteesteeseesseesteestesseesseeseesseesseesesneesseesbeaneesreensenneens 24
121 AQENte EtIOIOGICO. ...c.uiiiuiiieieiiiie et 25
122 Ciclo DIOIOGICO. ...ccveiiiiiiiieieice e 27
123 EPIdemIOlOgia. . .ccoeiiiiiiiiieiiie et 28

1.3 Mecanismos de enfermedad............covviiirieieie e s 30
1.3.1  Manifestaciones ClINICAS...........coveiiierieie e 31
1.3.1.1  LESIONES UEIMICAS ....cvveuveieieiiesiesiieieeieeie e sttt re e et b b snenneas 31
1.3.1.2 Linfadenitis: adenolinfocele y elefantiasis asociada.................ccccueenee 34
1.3.1.3 Discapacidad Visual, Ceguera de 10S F0S.........ccccereverennienieneneenieens 34

1.3.2  DIAGNOSHICO. ...eeuieiiiiieiisie ettt 34
1.3.2.1 Diagnostico inmunoldgico y molecular............ccocooeiienincienscnens 35

1.4 Tratamiento de 18 ONCOCEICOSIS. ......cuiiirriieieiieseeiee e e e ie e ste e ee e neas 36
1.4.1  Principios activos utilizados n ONCOCEICOSIS..........ccevrierierierienerienienieans 36

1.5  Tratamiento de la oncOCErcoSiS CHNICA ......ccevverierieiiriieseeieee s 37
1.6 Control y prevencion de 1a ONCOCEICOSIS .......cveiveeruiiieiieieeie st eee e 37
1.6.1  Intervenciones comunitarias en Salud...........c.ccocoovvriinininnenenene s 38
1.6.2  Control del contacto con el VECTION ..........ccevieiiiiiiiiiieieee e 38
1.6.3  Aplicacion de ivermecting €N MaSa..........ccccerererererieinereeee e 39
CAPITULO Il:  HipOtesSiS Y ODBJELIVOS .......cveviriiiieieiiiierieeeie e 46
2.1 HIPOLESIS ...ttt et nes 48
2.2. ODJELIVOS ...ttt bbb 48
CAPITULO HI:  Articulos de iNVESHIGACION ..........cceveveeeeeeeeeeeeeeeeeees e 51
CAPITULO IV:  DISCUSION ...ttt 99

CAPITULO V: CONCIUSIONES ...t e e e e e e e e e er e e e e 105



Resumen / Summary

~15~



Resumen / Summary

RESUMEN

La oncocercosis es una enfermedad parasitaria causada por la filaria Onchocerca
volvulus. Es transmitida por un artropodo del género Simulium, y causa lesiones
cutaneas y oculares que pueden llegar a la ceguera. La aplicacion de medidas de control
se ha sucedido a lo largo del siglo XX, pero fue con el tratamiento sistematico y masivo
de ivermectina como se ha conseguido eliminarla del Ecuador. En el caso del Ecuador
tras 19 afios de tratamiento masivo de ivermectinay cinco de vigilancia epidemioldgica,
se consiguid certificar la eliminacion. En esta situacion se planted la necesidad de
monitorear la posible reemergencia de la enfermedad post-eliminacion. El objetivo de
esta tesis es evaluar los riesgos de la reemergencia de la oncocercosis post-eliminacion
mediante estudios seroldgicos en muestras de nifios de zonas endémicas de las
provincias de Esmeraldas y Santo Domingo de los Tsachilas y estudios sobre muestras
de Simulium exiguum en las comunidades centinelas seleccionadas del area que fuera
el foco endémico de oncocercosis. Por ultimo, se aborda un estudio retrospectivo de las
estrategias de control y situacion actual de la enfermedad junto con una estimacién del
riesgo de difusion por medio de la emigracion de la zona endémica. Se analizaron 123
muestras de suero de nifios menores de 10 afios nacidos después de la suspension del
tratamiento de ivermectina, mediante la técnica ELISA con el antigeno Ov66. Después
se estudiaron un total de 2950 S. exiguum adultos recolectados en las areas endémicas
de oncocercosis, para ser procesados por PCR cuantitativa. También se realiz6 una
revision histérica de las estrategias de control y migracién poblacional. Para ello, se
monitorearon un total de 119 comunidades endémicas de oncocercosis, que abarcaban
una poblacion de 1.085.921 personas. Durante el periodo 1985-2009, el Programa
Nacional de Eliminacion de la Oncocercosis (PNEO) estima que han migrado 18.979
personas, cuando la enfermedad aun era endémicas en el Ecuador. También se realizd
un estudio sobre registros de los casos confirmados de oncocercosis, estrategias de
control y poblacion migratoria del Ministerio de Salud Publica (MSP), del PNEO y del
Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC). No se encontraron anticuerpos
contra el parasito en ninguna de las muestras de suero y tampoco se amplific6 ADN del
parasito S. exiguum en las comunidades centinelas ultimas en denunciar casos de
oncocercosis en la provincia de Esmeraldas. Con los datos histéricos analizados sobre
las estrategias de control de la oncocercosis en el Ecuador se observa que la aplicacion
de ivermectina cobertura mayor de 85%. El estudio de migracion muestra riesgo bajo
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de oncocercosis por los tratamientos de ivermectina y la carencia de vectores
apropiados del parasito en la zona de acogida. En conclusion, los estudios realizados
en este trabajo con vistas al control de la oncocercosis en Ecuador muestran la ausencia
de casos tanto en poblacién humana como en vectores transmisores del parasito. El
estudio retrospectivo determina que la aplicacion de la ivermectina junto con medidas

de intervencidon comunitaria han sido efectivas en la eliminacién de la enfermedad.
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SUMMARY

Onchocerciasis is a parasitic disease caused by the filarial disease Onchocerca volvulus.
It is transmitted by an arthropod of the genus Simulium, and causes skin and eye
lesions that can lead to blindness. Control measures have been applied throughout
the 20th century, but it was with the systematic and massive treatment of ivermectin that
it has been eliminated from Ecuador. In the case of Ecuador, after 19 years of massive
ivermectin treatment and five years of epidemiological surveillance, elimination was
certified. In this situation, the need to monitor the possible reemergence of the
disease post-elimination arose. The objective of this thesis is to evaluate the risks of
onchocerciasis reemergence post-elimination through serological studies in samples of
children from endemic areas of the provinces of Esmeraldas and Santo Domingo de los
Tséachilas and studies on samples of Simulium exiguum in sentinel communities
selected from the area that was the endemic focus of onchocerciasis. Finally, a
retrospective study of the control strategies and current status of the disease is
addressed along with an estimation of the risk of spread through emigration from
the endemic area. A total of 123 serum samples from children under 10 years of age
born after discontinuation of ivermectin treatment were analyzed by ELISA with the
Ov66 antigen. A total of 2950 adult S. exiguum collected in onchocerciasis endemic
areas were then studied and processed by quantitative PCR. A historical review of
control strategies and population migration was also carried out. For this purpose, a
total of 119 onchocerciasis endemic communities were monitored, covering a population
of 1.085.921 people. During the period 1985-2009, the National Program for the
Elimination of Onchocerciasis (PNEO) estimates that 18.979 people migrated when the
disease was still endemic in Ecuador. A study was also conducted on records of
confirmed cases of onchocerciasis, control strategies and migratory population of the
Ministry of Public Health (MSP), the PNEO and the National Institute of Statistics and
Census (INEC). No antibodies against the parasite were found in any of the serum
samples and no S. exiguum parasite DNA was amplified in the sentinel communities
that last reported cases of onchocerciasis in the province of Esmeraldas. The historical
data analyzed on onchocerciasis control strategies in Ecuador show that the
application of ivermectin coverage is greater than 85%. The migration study shows a
low risk of onchocerciasis due to the ivermectin treatments and the lack of appropriate
vectors of the parasite in the host area.
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In conclusion, the studies carried out in this work with a view to
controlling onchocerciasis in Ecuador show the absence of cases both in the human
population and in vectors transmitting the parasite. The retrospective study
determines that the application of ivermectin together with community intervention

measures have been effective in eliminating the disease.
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Capitulo I: Introduccion

1.1 Contexto

La OMS denomina "Enfermedades Tropicales Desatendidas”, mas conocidas
en inglés como "Neglected Tropical Diseases (NTDs)” a aquellas cuya mayor
prevalencia se encuentra en paises tropicales y en desarrollo de Africa, Asia, y
América. Desde una perspectiva global, se han priorizado 17 enfermedades causadas
por patégenos, como virus: dengue, rabia; bacterias: lepra, tlcera de Buruli, tracoma,
pian; protozoos: enfermedad de Chagas, tripanosomiasis humana africana o
enfermedad del suefio, leishmaniosis; y, helmintos: cisticercosis/teniosis,
dracunculosis, equinococosis quistica, trematodosis de transmision alimentaria,
filariosis linfatica, esquistosomosis, helmintosis transmitidas por el suelo. A este
grupo pertenece la oncocercosis, una enfermedad parasitaria producida por el
nematodo filarico Onchocerca volvulus (Molyneux et al., 2005; OPS, 2011; Dick et
al., 1952).

El parésito, O. volvulus, es una de las ocho especies de filarias que infectan al
ser humano y es transmitida por insectos dipteros hematéfagos del género Simulium.
La mayoria de los casos de oncocercosis, mas del 99%, se presentan en el Africa
subsahariana, pero también hay focos en Ameéricay Yemen (Lakwo et al., 2020). Los
primeros casos de oncocercosis fueron descritos en 1893 por Leuckart en Ghana y en
1915 por Rodolfo Robles en Guatemala (Zimmerman et al., 1994; Shelley et al., 1985;
Vieiraet al., 2007). En la actualidad, la oncocercosis es endémica en ocho provincias
del oeste de Yemen, especialmente en 33 distritos situados a lo largo de valles
fluviales o cauces secos que desembocan en el Mar Rojo (Lakwo et al., 2020;
Guderian et al., 2018). En 1980, Carvajal y Zerega describieron la enfermedad en un
paciente indigena de la comunidad El Tigre, en la zona del rio Cayapas, provincia de
Esmeraldas, Ecuador.

El Programa de Control de la Oncocercosis (OCP) de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), establecido en 1974, tuvo un impacto significativo en el control
de la enfermedad. El programa evitd que 40 millones de personas se infectaran,
previno la ceguera en 600.000 personas Yy garantizé que 18 millones de nifios nacieran
libres de la amenaza de padecer ceguera (Nikiéma et al., 2018). Por otro lado, el
Programa de Eliminacion de la oncocercosis para América (OEPA) ha logrado un
enorme éxito en la eliminacién de la transmision de la oncocercosis en cuatro paises:

Colombia (2013), Ecuador (2014), México (2015) y Guatemala (2016). Sin embargo,
~23 ~



Capitulo I: Introduccion

el programa OEPA se enfrenta a complejos desafios al tratar con la poblacion
yanomami que vive en la selva tropical de las cuencas de los rios Amazonas y
Orinoco. Esta poblacion es muy movil, reside en zonas de dificil acceso y esta
expuesta a un alto riesgo de infeccion por oncocercosis. Abordar este problema
requiere un esfuerzo colaborativo de Brasil y Venezuela, ya que las tierras altas de la
selva tropical se encuentran en ambos paises (Nikiema et al., 2018; Villar, 2011).

El Ecuador en cumplimiento a los planes regionales por medio del Programa
para la Eliminacion de la Oncocercosis del Ecuador (PNEO) se declara libre de
oncocercosis en 2014. Esto incluye definir un limite superior aceptable para la
transmision en areas en las que se cree que la transmision se ha suprimido y
desarrollar estrategias para llevar a cabo la vigilancia de un potencial recrudecimiento
de la infeccidn en areas en las que se cree que la transmision esta interrumpida
(Rodriguez et al., 2011). Sin duda, la oncocercosis, es una enfermedad tropical
desatendida que constituye un importante y grave problema de salud publica en las
comunidades afectadas. Los dos grandes programas que han liderado la estrategia de
control y eliminacion en el mundo son: Programa Africano de Control de
Oncocercosis (APOC) y el Programa para la Eliminacién de la Oncocercosis en
América (OEPA). Ecuador es parte de la iniciativa regional propuesta en 1991. El
Ecuador adopto la politica de tratamientos con ivermectina anuales o semianuales con
el fin de eliminar la morbilidad por oncocercosis (OPS/OMS, 1991; Blanks et al.,
1998). Como consecuencia de este trabajo coordinado entre comunidad, personal
sanitario y autoridades de salud local e internacional, el Ecuador alcanz6 la
eliminacion de la transmision. Inmediatamente se inicio la vigilancia epidemioldgica
durante los afios 2010-2012. En 2014 la OMS hace oficial la eliminacion de la

oncocercosis en el Ecuador.
1.2 Oncocercosis.

La oncocercosis es una NTD causada por el parasito neméatodo O. volvulus, se
transmite al ser humano por la picadura del vector hembra de la mosca negra del
género Simulium. La enfermedad también se conoce cominmente como "ceguera de
los rios", pues esta asociada a los lugares de cria del vector a la orilla de rios o arroyos
de corrientes rapidas y la manifestacion mas devastadora de la infeccion es la ceguera

(Katabarwa et al., 2020; Guderian et al., 2018). La oncocercosis es endémica en 31
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paises del Africa Subsahariana: Angola, Benin, Burkina Faso, Burundi, Camer(n,
Chad, Costa de Marfil, Etiopia, Gabon, Ghana, Guinea, Guinea-Bissau, Guinea
Ecuatorial, Kenia, Liberia, Malawi, Mali, Mozambique, Niger, Nigeria, Republica
Centroafricana, Republica del Congo, Republica Democratica del Congo, Republica
Unida de Tanzania, Ruanda, Senegal, Sierra Leona, Sudan, Sudan del Sur, Togo y
Uganda. También se halla presente en América en Brasil, Colombia, México,
Guatemala, Ecuador y Venezuela donde fue introducida por el trafico de esclavos
(OMS, 2022).

1.2.1 Agente etiologico.

Onchocerca volvulus es una especie de nematodo que, en estado adulto, habita
en el tejido conjuntivo subcutdneo de la piel; por lo general forman marafias
encapsuladas, donde puede haber mas de una pareja de paréasitos. A diferencia de las
microfilarias de otras filarias linfaticas que infectan a personas como; Wuchereria
bancrofti, Brugia timori, Loa loa, las de O. volvulus carecen de vaina, poro excretor
y nucleos en el extremo caudal. Algunos datos clinicos, bioquimicos, genéticos y de
otra indole hacen pensar en la presencia de varias cepas de O. volvulus que causan
grados diferentes de enfermedad. Por ejemplo, el padecimiento ocular es menos grave
en la zona biogeografica de la selva que en la sabana africana. Los dipteros Simulium
damnosum en Africa, S. ochraceum en Centroamérica, S. metallicum, S. exiguum y
S. guianense en Suramérica son las especies que transmiten la enfermedad. Estos
insectos tienen desarrollo holometébolo, es decir, hay huevos, larvas y pupas con
habitat acuéatico y adultos que vuelan (Priego et al., 2014).

En relacion con los vectores, los simulidos pertenecen al Orden Diptera,
Suborden Nematocera y a la Familia Simuliidae. En el campo médico, Simulium es
el género méas importante de las moscas negras y es el vector de O. volvulus. En
Africa, el complejo de especies de S. damnosum sensu lato (s. I.) con 60 citoformas,
es el vector responsable de aproximadamente 95% de los casos, mientras que el grupo
S. neavei s. |. y S. arbirgulatum s. |. es responsable de un nimero mas limitado de
casos. En México y Guatemala, S. ochraceum es el vector principal, y S. metallicum
es vector secundario. En Colombia y Ecuador el vector principal es S. exiguum s. I.,
mientras que en Venezuela son S. metallicum s. I. y S. guianense s. |. Este Gltimo es
también vector en Brasil. Los simulidos son moscas fragiles con patas y antenas

largas y venacién reducida. Tienen longitud de entre 3 y 6 mm, protérax grande y
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convexo, cabeza inclinada hacia abajo con las antenas cortas, rectas, con siete a nueve
segmentos en el flagelo y presentan un pedicelo grande. Las moscas del género
Simulium, son dipteros de cuerpo compacto (1-5 mm) con forma caracteristica: torax
arqueado corto, cuya coloracion depende de la especie. Poseen un par de alas
acompafiadas de un par de pequefias protuberancias conocidas como elaterios. Tienen
patas con cinco artejos y poseen piezas bucales cortas adaptadas para la succion de
sangre. Las hembras adultas son hematdéfagas y vectores de virus, protozoos y
helmintos; muestran actividad alimenticia durante las horas luz, pero las picaduras

son maés frecuentes en las primeras horas de la mafiana (Rodriguez et al., 2010).

Hay 1550 especies descritas. Su nombre comun en espafiol es mosca negra,
jején o mosca alazan, juro en el area endémica del Ecuador (Crosskey, 1990). La
hembra, para obtener la sangre, corta la epidermis con sus piezas bucales, punzantes
y cortantes. Ademas, la hembra ataca ferozmente en lugares abiertos, pero no dentro
de las casas. Evita la luz y pica sobre todo a primera hora de la mafiana o al atardecer.
Puede atacar a cualquier hora del dia o cuando el cielo estd nublado. El habitat tipico
de reproduccidn de todas las especies del genero Simulium son los arroyos con agua
bien aireada. La hembra pone sus huevos en masas de 300-500, en las orillas del agua
en la vegetacion como enredaderas. A veces son atraidas a un area particular de la
corriente para la oviposicion, dando como resultado una gran concentracién de larvas
en un area muy reducida. Los huevos se incuban en 4-12 horas y las larvas que surgen
se adhieren a las ramas o rocas por medio de una ventosa posterior. Las larvas se
alimentan por medio una estructura con forma de abanico situado cerca de las partes
bucales, las cuales atrapan el alimento que pasa en el agua. Existen 6 a 8 estadios
larvarios que se extienden entre 7 y 14 dias. La fase de crisalida dura entre 2-6 dias.
Luego la mosca adulta emerge a la superficie del agua en una burbuja de aire
protector. El ciclo vital completo dura entre 2 y 3 semanas. Los adultos son fuertes y
pueden volar distancias considerables desde los lugares de procreacién en busca de
alimento (Collins et al., 1993).

Los estudios cromosémicos de los simulidos han permitido clasificarlos en
varios genotipos, formando un complejo de especies hermanas. Se ha encontrado que
estos difieren en su comportamiento y preferencias alimentarias en distintos
hospedadores, que afecta a su importancia como vectores en la oncocercosis humana.
El factor mas importante que influye en la propagacion del contagio entre personas
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de la infeccion por O. volvulus es la densidad Simulium. También influye el nimero
de moscas infectadas, la concentracion de larvas infectivas en estas moscas, la
longevidad de la hembra; las variaciones climaticas y de la distancia de los lugares

de cria con relacién a los lugares residenciales (Yaméogo et al., 1999).

1.2.2 Ciclo biologico.
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Onchocerca volvulus

La mosca negra hembra infectada, mientras pica e ingiere sangre introduce las
larvas infectantes de tercer estadio (L3) en la piel del hospedador humano. En el tejido
conjuntivo subcutaneo, las L3 se desarrollan, mudan y llegan a adultos, que se
encuentran en el interior de los nddulos del tejido subcutaneo. Los parasitos adultos
pueden vivir en los nddulos hasta 15 afios. En algunos nddulos se puede encontrar
numerosos adultos machos y hembras. Las hembras miden de 33 a 50 cm de longitud
y 270-400 pm de didmetro, mientras que los machos miden 19 a 42 mm por 130-
210 um. En los ndédulos subcutaneos, las hembras adultas son capaces de producir
microfilarias hasta por 15 afios. Las microfilarias no tienen cubierta, pueden llegar a
medir entre 220-360 um por 5 a 9 um de diametro y tienen una vida media de dos

afios. Las microfilarias se encuentran mayoritariamente en la piel y tambien los vasos
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linfaticos de los tejidos conectivos pudiendo alcanzar al ojo. La caracterizacion
molecular de O. volvulus refiere que su genoma consiste de 97 millones de pares de
bases con una prediccién de 12.143 genes codificadores de proteinas en base a
estudios de secuenciacién de ARN de las ocho etapas del ciclo de vida del parasito
(Cotton et al., 2017). La hembra de simulido puede ingerir las microfilarias durante
la alimentacion con sangre. Las microfilarias migran desde el intestino medio,
atraviesan el hemocele y llegan a los musculos toracicos. Alli las microfilarias se
convierten en larvas de segundo estadio y, posteriormente, en larvas infectantes de
tercer estadio (L3). Las L3 migran a la probdscide, quedando en condiciones de
infectar a otros seres humanos, en la siguiente alimentacion (CDC, 2017) (Guderian
etal., 2018).

Los productos excretores-secretores de los nematodos y otros helmintos son las
primeras moléculas en interactuar con las superficies celulares y las proteinas solubles
dentro del hospedador. Como resultado, la interaccion de los productos excrecion-
secrecion de O. volvulus con la piel y el sistema inmunitario a menudo genera

respuestas, incluida la produccién de anticuerpos (Djafsia et al., 2018).

1.2.3 Epidemiologia.

La oncocercosis se clasificacomo una NTD que esta muy extendida en el Africa
subsahariana donde es endémica en 19 paises africanos. Hay algunos focos en el
Yemen y en la selva amazonica. La enfermedad se caracteriza principalmente por
irritaciones de la piel y lesiones oculares y en ultima instancia, puede conducir a la
ceguera. Se ha estimado que 37 millones de personas estan infectadas y 86 millones
de personas viven en areas de alto riesgo de oncocercosis (OMS, 2011; Kalmobe et
al., 2017). La oncocercosis es responsable de unos 270.000 casos de ceguera y casi
99% de los 37 millones de infectados vive en Africa, mientras que el resto habita la
Peninsula Arabiga y América (Rios et al., 2013; Freeland, 2009; Winthrop etal., 2011;
Rodriguez-Pérez et al., 2010; Osei-Atweneboana et al., 2011). La enfermedad es muy
prevalente en 11 paises subsaharianos, especialmente Ghana, Nigeria, Liberiay Mali,
y en el Yemen y Oman en la Peninsula Arabica. Se considera que la enfermedad llegd
a América con la introduccion de esclavos africanos (Shelley, 2002; Rios et al., 2013).
Se denunciaron focos endémicos en Brasil, Venezuela, Ecuador, Colombia,
Guatemala y México, con un calculo de aproximadamente 500 mil personas en riesgo

de adquirir la enfermedad (Rios et al., 2013; Freeland, 2009; Shelley, 2002).
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En el Ecuador, las evidencias documentales oficiales describen que el primer
caso de oncocercosis fue descubierto en marzo de 1980 en un paciente de 70 afios,
afrodescendiente, proveniente de la comunidad el Tigre, Rio Cayapas, Canton Eloy
Alfaro, provincia de Esmeraldas, hospitalizado en el Hospital General “Luis
Vernaza” de la ciudad de Guayaquil por otra enfermedad. Al examen fisico se detectd
un nédulo subcutaneo sospechoso que fue extirpado quirdrgicamente. En el estudio
histologico se observé un verme redondo, se identifico el nédulo como oncocercoma
y al helminto que estaba en su interior como O. volvulus. Sobre la base de este reporte,
se realizd una reunion sobre oncocercosis en el Instituto Nacional de Higiene y
Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” de Guayaquil con la participacion de
varias instituciones publicas ecuatorianas (Ministerio de Salud Publica, Bienestar
Social, Departamento de Artropozoonosis, Instituto Nacional de Higiene y Medicina
Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” de Guayaquil-hoy INSPI, Servicio Nacional de
Erradicacion de la Malaria. También participararon instituciones privadas:
Departamento de Desarrollo Comunitario, Hospital VVozandes-Quito, el Vicariato
Apostolico de Esmeraldas, y universidades como la Universidad Estatal de
Guayaquil, y la Universidad Técnica de Esmeraldas. Después de discutir
detalladamente el caso, se declard imperativo realizar una evaluacion epidemioldgica
en la zona de la procedencia del caso. El fin fue de determinar si existia un foco de
oncocercosis en la provincia de Esmeraldas o si el caso descrito solamente
representaba un hecho aislado importado a la zona. Con los acuerdos alcanzados se
realiz6 la primera evaluacion epidemiolégica de la zona en la que se constituyeron
tres grupos geograficos especificos: i) Localidades en los margenes del rio Cayapas:
Zapallo Grande, San Miguel, Mafua, Guadual, Loma Lina, Hoja Blanca. ii)
Localidades en los margenes del rio Santiago: Playa de Oro, Playa del Tigre, Selva
Alegre. iii) Localidades en los margenes del rio Onzole como Santo Domingo de los
Tsachilas. Estos tres rios pertenecen a la cuenca del Rio Santiago, en la zona noreste
de la provincia de Esmeraldas. En todas las comunidades evaluadas, se detectaron
personas positivas para oncocercosis, del total de 568 examinados el 67% de las
personas fueron positivas para oncocercosis. En 1981 estos resultados fueron
presentados y analizados en el “Simposio de Oncocercosis en el Ecuador” como parte
del 1V Congreso Latinoamericano de Patologia Clinica realizado en la ciudad de
Guayaquil. También, en el mismo afio, se informaron los casos de oncocercosis en

Ecuador a nivel internacional en el Congreso conjunto de Guatemala-Japon por
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representantes del Ministerio de Salud Publica, INSPI y asesores de la OPS. Como
consecuencia de los resultados obtenidos, se postul6 que la cuenca del rio Santiago
era un foco endémico para la oncocercosis. Luego de confirmar la existencia del foco
endémico de oncocercosis, se recomendo a las autoridades del Ministerio de Salud
Publica poner a disposicion la asistencia técnica y los recursos econémicos. El fin era
implementar y ejecutar un programa de control y continuar con las evaluaciones
epidemioldgicas en profundidad para definir la extension del foco endémicos

ecuatoriano y definir la prevalencia de infeccion (Guderian et al., 2018).

1.3 Mecanismos de enfermedad

La patogénesis de O. volvulus esta directamente relacionada con la presencia y
destruccion de las microfilarias de este nematodo filarial en los tejidos. Las
presentaciones clinicas de los enfermos infectados estan relacionadas con la intensidad
de las reacciones contra el parasito. También se cree que los farmacos microfilaricidas
implican de algiin modo al sistema inmunitario en su modo de accién, es decir que las
manifestaciones de las infecciones por O. volvulus no s6lo son consecuencia del parasito,
sino también de la magnitud y la calidad de las respuestas inmunitarias del hospedador
(Magdi, 2006). Dentro de las principales manifestaciones de la enfermedad se encuentran
las lesiones de la piel, que pueden ser leves o muy graves; formacién de ndédulos. Ademas
se presentan alteraciones oculares que pueden llegar a la ceguera (Hoerauf et al., 2003).
Ademas, las manifestaciones clinicas también se relacionan con las toxinas liberadas por
la bacteria endosimbi6tica Wolbachia spp, (Gillette-Ferguson et al., 2006). También se
observa gran variacion en el patrdon clinico de la oncocercosis en relacion con la cepa del
parasito (Murdoch et al., 1993; Zimmerman et al., 1992). Los noddulos, también
conocidos como oncocercomas u oncocercomatas, son masas fibrosas subcutaneas.
Dentro de ellos se encuentran encapsulados los gusanos adultos. Su tamafio oscila entre
0,5y 10 cm. Parece que se producen como respuesta inflamatoria del hospedador a las
proteinas del verme que inducen la infiltracion perivascular de leucocitos y la
estimulacion de fibroblastos (Garcia-Dihinx et al., 2001; Okulicz et al., 2004). Los
primeros cambios en la piel incluyen pequefias lesiones solidas y elevadas que causan
prurito y que se conocen como papulas. En individuos de México y Guatemala, la
despigmentacion es ligera y se conoce como erisipela de la costa o mal morado (Hoerauf
et al., 2003; Kipp et al., 2002; Rodriguez et al., 2010). La lesion cronica de la piel le

confiere al individuo una apariencia de edad avanzada. Aparecen arrugas exageradas en

~30 ~



Capitulo I: Introduccion

la piel, hay atrofia de la epidermis, la piel se hace extremadamente delgada, colgante y
brillante. También hay despigmentacion que recuerda a la piel de leopardo y a veces
liquenificacion (Kipp et al, 2002). En algunos casos se produce una inflamacion de la
piel con prurito muy intenso conocida como sowda (“negro”, en arabe), debido a la fuerte
respuesta inmunitaria de anticuerpos del tipo 1gG (Bratig, 1994; Rodriguez, 2010). Los
eosindfilos desempefian el papel principal en la respuesta inmunitaria contra parasitos,
pero también son causa del dafio en la piel. Las proteinas derivadas de estos se depositan
en el tejido conectivo a traves de la dermis y se adhieren a las fibras elasticas. Aun cuando
los eosinofilos ya no se encuentren en los tejidos, sus proteinas todavia se encuentran en
el tejido conectivo y en circulacién sanguinea (Ackerman et al., 1990; Rodriguez et al.,
2010). Cuando la filaria migra al ojo, causa una respuesta inmunitaria inflamatoria
intensa y, segun el grado de gravedad, puede destruir por completo el nervio Optico
causando ceguera total (Luang-Hu, 2020). La reaccién cruzada entre los antigenos del
parésito y proteinas presentes en la retina humana podrian contribuir al desarrollo el dafio
ocular (Braun et al., 1991; Hall et al., 1999; Rodriguez et al., 2010).

1.3.1 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la oncocercosis en general son similares en
todos los paises en donde se encuentra la enfermedad, aunque existen algunas
variaciones de acuerdo con la estirpe de oncocerca. En el Ecuador, las principales
manifestaciones clinicas de oncocercosis fueron dermatitis, linfadenitis,

oncocercomas Y discapacidad visual:

1.3.1.1 Lesiones dérmicas

La oncodermatitis, en el inicio de una infeccion, se encuentra las microfilarias
en la dermis, especialmente en la dermis superior. La primera etapa de oncodermatitis
comienza con el desarrollo de prurito que podria estar acompariada por excoriaciones
y una erupcién maculopapular eritematosa y a veces urticaria. Las papulas se deben
a los microabscesos formados por degradacion de las microfilarias. La reaccion
inflamatoria que rodea las microfilarias en degeneracién se compone de eosinofilos,
neutrofilos, y macrofagos. El tejido dérmico entre estas lesiones focales no muestra
ningun cambio. Frecuentemente, una combinacion de las papulas, maculas y edema
existen en la misma persona. En muchas personas el prurito persistia a lo largo de

todo el curso de la enfermedad. Debido al rascado por el prurito intenso asociado, se
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resulta en una infeccion secundaria conocido como craw-craw. Una complicacion de
esta etapa temprana de la infeccion es la condicidn de despigmentacién macular, que
consiste en manchas hiperpigmentadas con centros despigmentados. La segunda
etapa de oncodermatitis se caracteriza por el engrosamiento de la piel debido a edema
intradérmico. Los ganglios linfaticos inguinales a menudo podrian inflamarse. En la
infeccion oncocercotica persistente, se podria desarrollar un grado de liquenificacion
0 engrosamiento de la piel debido a la fibrosis subcutanea, especialmente en gliteos
y muslos. También se asocia con hiperqueratosis, paraqueratosis focal, acantosis,
melandforos en la dermis superior, vasos linfaticos dilatados, vasos dérmicos
tortuosos, y el aumento de mucina en la dermis superior. La fibrosis es el cambio méas
grave, con el aumento en el nimero de fibroblastos dérmicos reemplazando las
papilas dérmicas que lleva a la fibrosis, los filamentos normales de colageno y las
fibras elasticas de la dermis son reemplazados gradualmente por tejido cicatrical
hialinizado, esta paquidermia estaria asociada con una infeccion crénica. La ultima
etapa se caracteriza por la atrofia dérmica con ictiosis focal, regional o general,
pérdida de elasticidad, lo que le da al paciente una apariencia de anciano prematuro
que se conoce como presbidérmia. También puede aparecer engrosamiento de la piel,
que se denomina “piel de elefante”. Con la atrofia dérmica, la cicatrizacion no es
casual, sino que tiene una disposicion concentrica alrededor de los vasos dérmicos
tortuosos, junto con la destruccion de la corona de las fibras elasticas en las papilas
dérmicas. Mas tarde, las fibras elasticas gruesas de la dermis media y alta se
distorsionan para formar enredos desorganizados que son finalmente destruidos o
reemplazados. También la piel atrofica revela una capa de queratina delgada que
normalmente separa de la epidermis. Es una epidermis muy delgada con dos o tres
células de grosor en algunos lugares y pérdida de las crestas de Rete que ocasiona que

la epidermis sea mas fina y plana en su parte interna.

La despigmentacion dérmica “piel de leopardo”, es considerada como un signo
clasico de la oncocercosis cronica en Africa. Ha sido propuesto como un indice (til
para estimar la prevalencia de la enfermedad en zonas endémicas. Sin embargo,
cambios similares de despigmentacion irregular pueden ser causados por un
traumatismo, picaduras de moscas del genero Simulium, la lepra o treponematosis, en
particular en casos de pian y pinta. En Ecuador, la despigmentacion de la piel,
localizada en las regiones pretibiales, se encuentra solamente en la étnia

afrodescendiente y no en los chachi, aunque se han descrito otros grupos amerindios
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que han desarrollado despigmentacion de la piel.

La dermatitis reactiva localizada “sowda” es comdn en Yemen con casos en el
norte de Sudan, Africa Occidental y Guatemala. El sowda es el resultado de una fuerte
respuesta inmunitaria celular y humoral por parte del hospedador contra O. volvulus.
Se caracteriza por trastornos graves dérmicos generalmente localizados en una
extremidad, piernas o brazos. Las lesiones estan acompafiadas por un prurito intenso,
la piel afectada se hincha, oscurece y cubre de papulas escamosas. Los ganglios
linfaticos locales aparecen infartados. Las microfilarias son extremadamente dificiles

de encontrar en biopsias de piel.

La frecuencia y gravedad de estas manifestaciones es variable de acuerdo con
la duracion e intensidad de la infeccion. En general, las caracteristicas clinicas son el
resultado de una respuesta inmunitaria patologica y las lesiones son proporcionales
en su gravedad a la cantidad de microfilarias que mueren en la piel. Sin embargo, hay
casos en los que los parasitos no produjeron ninguna reaccion. Hay personas en las
que se encuentran altas densidades de microfilarias dérmicas, pero no muestran
ninguna manifestacion clinica. El periodo prepatente generalmente es de 10 a 20
meses, pero puede llegar a los 34 meses. El periodo de incubacién es muy variable, y
podria extenderse varios afios. En zonas hipoendémicas, un gran nimero de las
personas infectadas permanecieron asintomaticas. Pueden tener nddulos subcutaneos
y suelen tener bajo numero de microfilarias en la piel. Estos casos se descubrieron
solamente durante las encuestas epidemiolégicas o por investigaciones que

estudiaban eosinofilia sin motivo determinado.

Los oncocercomas, son granulomas resultantes de una reaccion del tejido del
paciente alrededor de los parasitos adultos. Estas formaciones se pueden encontrar en
la dermis profunda y subcutanea. Por lo general se encuentran sobre prominencias
Gseas como cresta iliaca, coxis, cabeza y escapula. Clinicamente los oncocercomas
son palpables, son de forma redonda u ovoide y de consistencia firme. Se pueden
encontrar aislados o en grupos de 8 a 10 masas. En Africa, el 80% de los nodulos
ocurren en las prominencias 6seas de la cintura pélvica, cresta iliaca, coxis, sacro y
trocanter mayor. También pueden aparecer en el abdomen, pared toracica, cabeza y
extremidades. En América Central, los nddulos se encuentran cominmente en la

cabeza. Se cree que la ubicacién de los nddulos refleja los habitos de la picadura del
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vector (Guderian et al., 2018; Otabil et al., 2019).
1.3.1.2 Linfadenitis: adenolinfocele y elefantiasis asociada.

La mayoria de las personas con oncocercosis tienen los ganglios linfaticos
inflamados, especialmente en las regiones femorales e inguinales. Los ganglios
linfaticos, también suelen ser firmes y resistentes, pero no dolorosos. La linfadenitis
oncocercdtica y especialmente las alteraciones en el tejido linfoide desempefian un
papel clave en la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Esta relacionada con el
desarrollo del escroto o ingle colgante o adenolinfocele, y la elefantiasis. El
adenolinfocele es una caracteristica clinica de la oncocercosis africana, aunque no se
ha reportado en el Yemen ni en ningin pais de América. Las razones de estas
diferencias geograficas no estan bien establecidas. La linfadenitis presente en la
oncocercosis que esta acompafada por elefantiasis es restringida a los genitales. En
Ecuador no se encontraron casos de ingle colgante. Mayoritariamente se encontrd
linfadenitis con una mayor prevalencia en la poblacion afrodescendiente que en el
grupo indigena chachi. De igual manera, el hidrocele y la elefantiasis se encontraron
solamente en la poblacion afrodescendiente. En Ecuador el aumento del tamafio
escrotal se encontrd en los hombres de edad avanzada con infeccion oncocercoética de
larga duracion y el hidrocele fue detectado en varones adolescentes (Guderian et al.,
2018; Otabil et al., 2019).

1.3.1.3 Discapacidad Visual, Ceguera de los rios

Las lesiones oculares que causan ceguera afecta a los segmentos anteriores y
posteriores del ojo. Incluyen queratitis esclerosante, iridociclitis, atrofia Optica, y
corioretinopatia. La causa principal de la pérdida de la vision es la lesién en el
segmento posterior, particularmente afectacion de la retina. La deficiencia visual es
la complicacidén mas grave, que generalmente se observa en infecciones moderadas a
graves (Guderian et al., 2018; Cooper et al., 1995).

1.3.2 Diagnostico.

El método utilizado habitualmente para diagnosticar las infecciones por

O. volvulus es la deteccion microscopica de microfilarias en cortes de piel. La

palpacion de nodulos es poco sensible (Lloyd et al., 2015). El diagnéstico de las

infecciones por filarias en individuos que residen en zonas donde la enfermedad no
~34 ~



Capitulo I: Introduccion

es endémica requiere tanto la sospecha clinica y el examen parasitoldgico. Los
ensayos de diagnéstico molecular de filarias desarrollados recientemente son muy
sensibles y especificos, pero su disponibilidad es limitada y no se han evaluado

detenidamente para su uso clinico (Fink et al, 2011).

1.3.2.1 Diagnéstico inmunoldgico y molecular

El Programa de Eliminacion de la Oncocercosis para América (PNEO) propuso el
analisis inmunoenzimatico (ELISA) cn el antigeno Ov16 presente en todas las fases del
ciclo vital del parésito en Africa y América Latina. Se encontrd una prevalencia inferior
al 0,1%, estudiando muestras de 69.888 nifios de edad escolar. Se alcanzé una
especificidad del 99,98%, por lo que que podia ser utilizado como método de verificacion
de la eliminacion de la transmision de la oncocercosis. Se determind que tenia una

sensibilidad equivalente a la microscopia de raspado cutaneo.

Hay acuerdo en el uso de ensayos para detectar la presencia de 1gG4 contra el Ov16.
La estrategia consiste en medir la prevalencia de anticuerpos contra el Ov16 en nifios
que, al haber nacido después de la llegada del programa de eliminacion, no deberian estar
expuestos al parasito si el programa tiene éxito. Como alternativa en serodiagnostico se
utilizan el antigeno recombinante OvH3 con el que se alcanza sensibilidad de 93,2% y
especificidad de 93,5%, en pacientes de zona no endémica con diagndstico clinico de
oncocercosis (Richards et al, 2018; Lipner et al., 2006; Andrews et al, 2007).

Los ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar larvas de
O. volvulus en Simulium, proporcionan una estimacion mas precisa de las tasas de
infeccion en la poblacion de vectores. Se destaca la importancia del monitoreo de la
efectividad del tratamiento y en la orientacion de los programas de control de la
oncocercosis. En el genoma de O. volvulus existe una secuencia de ADN Ov-150
especifica para género, especie, y cepa. Sobre la base de dicha secuencia, se desarrolld
una prueba molecular de amplificacion in vitro y deteccion de ADN Ov-150 mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Rodriguez-Pérez et al., 2004; Guderian et
al., 2018). La PCR cuantitativa basada en la curva de fusién que utiliza cebadores
degenerados dirigidos a la repeticion O-150 de O. volvulus se consider6 insuficiente para
confirmar el diagndstico individual, especialmente en estudios de eliminacion. Un nuevo
ensayo propone la secuencia O-5S también en PCR cuantitativa. Es mas sensible que el
examen microscopico y que el ensayo O-150 para la deteccion de O. volvulus en muestras

de piel. Este nuevo ensayo de nuevo disefio arroja una tasa de positividad del 66,5% en
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200 habitantes estudiados en los que la microscopia encotraba desde el 55,6% y la PCR
cuantitativa para O-150 un 59,4% respectivamente (Mekonnen et al, 2017).

1.4 Tratamiento de la oncocercosis

1.4.1 Principios activos utilizados en oncocercosis

La ivermectina, es el principio activo de eleccion en la oncocercosis que actua
frente a las microfilarias, reduce sensiblemente la formacion de nédulos y también
reduce la transmision de la enfermedad. Es una lactona macrociclica semisintética,
obtenida en el cultivo de Streptomyces avermilitis. EI modo de accién se atribuye a
la paralisis del verme por ser agonista del &cido gamma-amino-butirico (GABA). La
accion recae especialmente sobre las microfilarias. Las reacciones alérgicas y los
problemas oculares por destruccion de microfilarias son leves, comparadas con las
que se observan con dietilcarbamizina. La ivermectina también disminuye el namero
de los parasitos adultos entre un 12 y un 22 %. El mecanismo de accion implica la
apertura de los canales de cloro dependientes de glutamato asociados con la
membrana neuromuscular. Se produce hiperpolarizaciéon de la membrana celular y
paralisis de los miocitos. La faringe del neméatodo es la parte mas afectada y se impide
la ingestion de alimento (McCarthy et al., 2011). La actividad microfilaricida es
potente en la piel y el 0jo. De esta manera se explica los afios que se debe dar para
evitar la proliferacion de la progenie de la especie mientras que el parasito adulto vive
con una longevidad superior a 10 afios (Rosenthal, 2015; Burki, 2013). La
moxidectina es un derivado semisintético de la nemadectina, que es producido por
Streptomyces cyanogriseus. Es un antiparasitario autorizado para animales, con
mecanismo de accion similar al de la ivermectina. Se ha encontrado que tiene accién
tanto contra las microfilarias como a los adultos por lo que se esta ensayando en seres

humanos con resultados interesantes.

La dietilcarbamazina fue utilizada anteriormente contra las microfilarias, pero
tenia el inconveniente de producir reacciones alérgicas importantes y a veces graves.
Aparecia dermatitis, queratitis, linfadenitis, etc. Si habia compromiso ocular, debia
tenerse mayores cuidados e iniciar el tratamiento con dosis bajas. Las reacciones

alérgicas se controlan aplicando esteroides y antihistaminicos.

La amocarcina es un filaricida que actta contra las microfilarias y los adultos

que ha tenido Unicamente desarrollo experimental. Era necesario retirar los nédulos
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quirdrgicamente, con el objeto de eliminar los parasitos adultos y disminuir la
produccion de microfiliarias. Hubo ensayos clinicos para aplicar suramina pero
produce reacciones alérgicas con frecuencia. Ademas presenta cierta toxidicad renal
por lo que no se desarrollo posteriormente. (Botero et al., 1998; Guderian et al., 2018).
Actualmente, no hay farmacos autorizados dirigidos a evitar la infeccion (Dowell et
al., 2013).

1.5 Tratamiento de la oncocercosis clinica

Las principales metas son prevenir el desarrollo de secuelas irreversibles y
contrarrestar los sintomas, basados en dos pilares fundamentales: el farmacoldgico y
el quirdrgico. El primero incluye el uso de ivermectina, que remplazé la
dietilcarbamazina por su eficacia y los menores efectos adversos (Crump, 2012).
Como alternativa se puede usar doxiciclina 100 mg/dia por seis semanas, que
disminuye la longevidad de los paréasitos adultos a dos o tres afios y esteriliza
practicamente a las hembras y tiene un efecto contra los adultos al eliminar la bacteria
endosimbionte Wolbachia spp. En cuanto al segundo, se limita a la extraccion
quirurgica de adultos de los oncocercomas ubicados en la cabeza, por la proximidad
con el globo ocular (Carvajal et al., 2016; Nutman et al., 2015). La ivermectina se
administra en dosis Unica por via oral 150 ug/kg cada seis a 12 meses, por minimo 10
afios, aunque al administrarlo cada tres meses se disminuye el riesgo de efectos
adversos (Rosenthal, 2015; Udall, 2007; Fobi et al., 2005; Kamgno et al., 2004). Es
bien tolerado por los pacientes porque tiene efectos adversos leves como: fiebre,
prurito, urticaria, mialgias, edema, hipotension postural y linfadenopatia,
posiblemente por la reaccién al helminto muerto. Ademas, tiene un riesgo minimo de
causar una reaccion de Mazzotti que es una respuesta inflamatoria grave (Carvajal et
al.,, 2016; Rosenthal, 2015). La ivermectina esta contraindicada en pacientes
coinfectados con Loa loa, que tengan una carga parasitaria >8 000 microfilarias/mL,
porque puede provocar reacciones graves Yy facilitar su paso al sistema nervioso
central y producir meningoencefalopatia (Nutman et al., 2015). Ademas, no hay
ensayos clinicos especificos en el embarazo, lactancia y nifios de menos de dos afios

por lo que no se recomienda (Awadzi et al., 2014) (Carvajal et al., 2016).
1.6 Control y prevencion de la oncocercosis

Las intervenciones de control de la oncocercosis en el Ecuador estuvieron
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integradas en el sistema sanitario local. Debian responder a las necesidades basicas
de salud de la poblacion. Consistia en reducir el contacto con los vectores, la
aplicacion masiva de ivermectina dentro de las intervenciones comunitarias

multipropdsito en salud.

1.6.1 Intervenciones comunitarias en salud

Las visitas comunitarias para enfrentarse con todos los problemas de salud, tales
como el control de criaderos, impregnacion de toldos, revision de lesiones dérmicas. Con
ellas se descartaban pian, leishmaniasis y lepra. Se identificaban pacientes hipertensos,
desnutridos, con infecciones respiratorias agudas o con enfermedades diarreicas agudas.
También se extendia a controles de la gestacion, entre otras actividades. Se realizaban
charlas educativas dirigidas a conocer la oncocercosis, las consecuencias graves como la
ceguera, la adherencia al tratamiento y el saneamiento ambiental mediante mingas de

limpieza, agua segura y viviendas seguras.

1.6.2 Control del contacto con el vector

Para el control de la oncocercosis, las intervenciones se han realizado en los
tres eslabones de la cadena epidemiologica. i) Tratamiento de los enfermos, con
quimioprofilaxis y desnodulacion. ii) Acciones antivectoriales para tratar de eliminar
o controlar las poblaciones de los simulidos. iii) Acciones profilacticas para evitar las
picaduras. Entre las medidas preventivas se destacan: evitar la picadura del mosquito
y usar repelentes, identificar las especies vectoras y sus criaderos, y contar con medios
e instalaciones para el diagnostico y tratamiento. En caso de viajes a focos de
oncocercosis se debe utilizar las medidas preventivas, evitar la picadura del mosquito
con ropa adecuada y usar repelentes de insectos durante todo el dia (Gobierno de
México, 2016).

En regiones endémicas de Africa, el control del vector se han utilizando
insecticidas en combinacion con la aplicacion masiva de ivermectina lo que ha
permitido un nivel de eliminacion de la transmision de 90% en las regiones de sabana
en Africa. Sin embargo, el costo del programa mediante aplicacion de insecticidas era
muy alto y el programa terminé en el 2002. El control de vector llevado a cabo por el
POC interrumpio la transmision, pero los individuos seguian albergando vermes
adultos. Por ello en 1995, se cred el Programa de Control de Oncocercosis en Africa

(APOC). El objetivo fue reducir la morbilidad y transmision mediante administracion
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anual masiva de ivermectina en todas las zonas endémicas (Rodriguez et al., 2010).
Aunque el programa mostré resultados favorables, en la transmision de la enfermedad
existe el riesgo de la reemergencia a mediano plazo. Por todo ello, se buscan nuevas
estrategias para terminar con la enfermedad, entre ellas la combinacion de farmacos
y el desarrollo de fa&rmacos con nuevos mecanismos de accion (Marquez, 2017).
Como consecuencia de los frecuentes viajes turisticos a regiones endémicas de
oncocercosis la presentacion de esta enfermedad aumenta en paises no endémicos.
Este hecho, unido a que los vectores han colonizado nuevas areas favorece el

incremento de casos de alteraciones oculares por oncocercosis (Diaz, 2015).
1.6.3 Aplicacion de ivermectina en masa

La estrategia fundamental para eliminar la oncocercosis es el tratamiento con
ivermectina dirigido a las comunidades mas afectadas en masa sin hacer diagnostico
individual. En Ecuador se utilizé ivermectina como tratamiento eficaz en la poblacion de
riesgo (Gobierno México, 2016). En 1993 se creo el Programa para la Eliminacion de la
Oncocercosis en América (OEPA). Este programa logré en los primeros afios reducir
significativamente algunas de las manifestaciones patoldgicas de la enfermedad,
principalmente las lesiones oculares y nédulos (Cupp et al., 2004; Rodriguez et al, 2010).
Los objetivos del programa fueron secuencialmente el control de morbilidad, la
interrupcién de transmision y finalmente la eliminacion de la infeccion (Rodriguez et al.,
2010; Sauerbrey, 2008). La evidencia mas convincente del impacto de la ivermectina
sobre la transmision procede de los estudios hechos en Guatemala, donde se demostré la
reduccion en el potencial de transmisién en ciertas localidades. En Ecuador fue donde se
demostro interrupcién de la transmision. Estos estudios indican que si la cobertura de la
poblacidn es alta, el tratamiento se distribuye dos veces por afio, el area tratada es grande;
y el vector es relativamente poco eficiente (ej. S. ochraceum en Guatemala y S.
quadrivittatum en Ecuador) (Collins et al., 1992; Cupp et al., 2004; Guderian et al., 1997,
Vivas-Martinez et al., 2023). Aun cuando las coberturas sean bajas (ej. 30%), la
reduccién en el reservorio de microfilarias ha resultado en una reduccién proporcional
en la intensidad de transmision por S. damnosum, (Chavasse et al., 1995; Vivas-Martinez
etal., 2023) si bien no en su interrupcién. La disminucion de la poblacién de microfilarias
de O. volvulus en areas tratadas repetidamente con ivermectina, puede explicarse por el
efecto microfilaricida de la droga, reforzado por el efecto acumulativo que dosis

repetidas tienen sobre la fecundidad de las hembras adultas (Duke et al., 1991). También
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se ha demostrado, que se logra una reduccion notable en la prevalencia e intensidad de
microfilarias en nifios no tratados, a pesar de coberturas promedio por debajo de 60% y
alta competencia de vectores locales (Boussinesq et al., 1997; Vivas-Martinez et al.,
2023).
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2.1 Hipotesis

En el momento actual la infeccion por Onchocerca volvulus esta en situacion de
vigilancia post-eliminacion después de la certificacion de la eliminacion en 2014 en los
ultimos focos en el area de Esmeraldas, en Ecuador. El reto actual es monitorizar la
situacion epidemioldgica y tener las herramientas adecuadas para que se identifique una
potencial recrudescencia de la infeccion. Se dispone de herramientas para detectar la
presencia de anticuerpos en la poblacién y secuencias de ADN especificas para
identificar O. volvulus en el vector principal Simulium exiguum. También se dispone de
los registros del Programa Nacional de Eliminacion de la Oncocercosis del Ecuador
(PNEO) de los ultimos 40 afios que permiten hacer un estudio de las medidas
implementadas y valorar las medidas que deben establecerse hasta la total erradicacion

de la oncocercosis.

La hipotesis de trabajo es probar la utilidad de una técnica ELISA para detectar
anticuerpos especificos en las localidades méas afectadas en el area de Esmeraldas v,
probar la viabilidad de una PCR tiempo real para detectar secuencias especificas de O.
volvulus en los principales vectores de las zonas endémicas. Ademas, el estudio las
medidas aplicadas para la eliminacién de la oncocercosis en Ecuador permitira establecer
el potencial riesgo de expansion de la enfermedad y las medidas de vigilancia sobre el

terreno que deben permanecer en las zonas exendémicas.

2.2. Objetivos

El objetivo general es estudiar la presencia de anticuerpos frente a Onchocerca
volvulus y de secuencias especificas del parasito en poblacion residente y en el vector
Simulium exiguum respectivamente como herramientas para asegurar la eliminacion de
la infeccion. También se estudiaran las medidas de control a lo largo de 40 afios, el
potencial de difusion de enfermedad por la migracién y las medidas post-eliminacién que

se pueden adoptar.
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Los objetivos especificos son:

Determinar la seroprevalencia por deteccion de anticuerpos frente a Onchocerca
volvulus en nifios menores de diez afios residentes en una zona donde hubo

oncocercosis endémica.

Determinar la tasa de infectividad por amplificacion del ADN de Onchocerca
volvulus en vectores transmisores, recolectados seis afios después de haber
realizado los ultimos estudios de vigilancia epidemiolégica de la oncocercosis en

Ecuador.

Describir el impacto de las estrategias aplicadas para el control de la oncocercosis
en los focos endémicos en las Ultimas cuatro décadas y estimar el riesgo de
propagacién geografica de la enfermedad como consecuencia de la migracion de

la poblacion.
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RESUMEN

El primer reto fue desarrollar una prueba diagndstica que brinde el mejor
coste/beneficio, por lo que se selecciono la técnica ELISA in house con Ag Ov66 para
monitorear el resurgimiento de la transmision de Onchocerca volvulus post-eliminacion.
Guiados por la historia natural de la enfermedad, hemos tomado la poblacién menor de
10 afios, es decir nifios nacidos despueés de la supresion de la aplicacion de la ivermectina
en masa e interrupcion de la transmision de la oncocercosis. Aunque la técnica es fiable,
nos plantea a priori varios problemas: posterior a la eliminacion de la oncocercosis en el
Ecuador, no existe una infraestructura calificada para el diagnostico de O. volvulus. Se
requiere de un personal con experiencia entrenado. Con estos antecedentes se procesaron
123 muestras de suero de nifios de 5 a 9 afios que vivian en cuatro comunidades: Zapallo
Grande (n = 34), San Miguel (n = 24), El Tigre (n = 30) y Corriente Grande (n = 35)
anteriormente hiperendémicas para la oncocercosis en la provincia de Esmeraldas en
Ecuador. Todas las muestras fueron negativas. En conclusién, hemos utilizado la
serologia basada en Ov16 para monitorear el posible resurgimiento de la transmision de
O. volvulus en comunidades anteriormente hiperendémicas luego de la certificacion de
la eliminacion de la oncocercosis en Ecuador. Nuestros datos no muestran evidencia de
transmision desde 2009, cuando se suspendié la aplicacion masiva de ivermectina.
Creemos que la vigilancia basada en Ov16 ofrece ventajas précticas sobre las mediciones
de la infectividad del vector para la vigilancia posterior a la certificacion en entornos con

recursos limitados.
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Abstract.

Onchocerciasis is a blinding disease caused by the filarial parasite Onchocerca volvulus, with a worldwide

distribution. Onchocerciasis has been targeted for regional elimination based on annual and semiannual mass drug
administration (MDA) with ivermectin in endemic communities over several years. This strategy in Ecuador led to the
interruption of transmission and suspension of ivermectin MDA in 2009 with certification of elimination in 2014. In the
present study, we analyzed sera collected in 2018 from 123 children aged 5-9 years from formerly hyperendemic
communities in the Esmeraldas focus, Ecuador, for the presence of antibodies to Ov16 antigen. All samples were
negative, indicating no evidence of transmission since MDA was stopped. Ov16-based serology offers an economic and
practical alternative for measuring vector infectivity for post-certification surveillance in formerly endemic countries where
expertise and capacity to reliably measure fly infectivity rates are costly to maintain.

Onchocerciasis, caused by the filarial parasite Onchocerca
volvulus, infects an estimated 17 million people in endemic
areas of Africa, the Americas, and the Eastern Mediterranean
region, and 205 million people are considered to be at risk of
infection.” Onchocerciasis is a neglected tropical disease
targeted for regional elimination and eventual global elimina-
tion." In Latin America, a strategy of community-based peri-
odic mass drug administrations (MDAs) with ivermectin has
led to certification of elimination in endemic foci in Colombia,
Ecuador, Mexico, and Guatemala, although transmission is
still active in an isolated rain forest focus on the Brazil-
Venezuela border.? In Ecuador, annual or semiannual
ivermectin was administered to endemic communities in
the endemic foci in Esmeraldas Province from 1991 to 2009
when treatments were stopped following interruption of
transmission.>* Posttreatment surveillance (PTS) of black flies
by PCRto detect O. volvulus DNA (O-150 PCR) in 2012 showed
no evidence of active transmission,* and elimination of oncho-
cerciasis in Ecuador was certified in 2014. Measurement of in-
fectivity rates in vectors by O-150 PCR is considered the key
parameter for the detection of interruption of and resurgence in
transmission, but useful also is the evaluation of exposure to
O. volvulus by measurement of antibodies to an O. volvulus—
specific antigen, Ov16.°

In the present study carried out in June 2018, almost 4 years
after certification of elimination, we collected 123 blood
samples from children aged 5-9 years living in four formerly
hyperendemic communities for onchocerciasis in Esmeraldas
Province in Ecuador (Figure 1): Zapallo Grande (n = 34), San
Miguel (n = 24), El Tigre (n = 30), and Corriente Grande (n = 35).
The mean age of the 123 children sampled was 7.5 years
(range 5-9 years), and 53.7% were male.® Sera were tested for
the presence of IgG4 antibodies to Ov16 antigen using an
ELISA test as described.”® In brief, ELISA plates were coated
with 100 pL of 2.0 ug/mL Ov16 antigen. Between each step,

*Address correspondence to Angel Guevara, Instituto de Biomedi-
cina, Carrera de Medicina, Universidad Central del Ecuador, Iquique
N14-121 y Sodiro, Quito 170136, Ecuador. E-mail: agguevara@
uce.edu.ec
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the plates were washed with phosphate-buffered saline con-
taining 0.1% Tween 20 (PBS-T), used also as diluent. Plate
wells were incubated sequentially with 50 yL of sera (diluted
1/50 in PBS-T containing 5% [w/v] bovine serum albumin)
or negative or positive controls and incubated at room tem-
perature (RT) for 2 hours. Then, the plates were incubated with
antihuman IgG,—biotin conjugate (1:1,000) for 1 hour at RT and
streptavidin—alkaline phosphatase (1:2,000) for 1 hour at RT.
The plates were developed with p-nitrophenyl phosphate until
the positive control had reached an optical density (OD) of 1.1.
Reactions were stopped with 25 pL of 3 M NaOH and read
after 5 minutes at 405 nm. All samples were tested in duplicate
and considered putatively positive if the OD in duplicate wells
differed by less than 10% and the mean OD of the wells from
the sample was equal to or greater than the signal obtained
from a 1/1,280 dilution of a pool of known positive sera. Pu-
tatively positive samples were retested using the same pro-
cedure. A sample was classified as a confirmed positive if it
gave a positive resultin the confirmatory assay and in the initial
assay. None of the 123 samples were positive for Ov16-
specific IgG4 antibodies (95% CI: 0-3).

Ov16-based serological assays in young children can be
used to monitor resurgence of transmission of O. volvulus:
young children born following suppression and interruption of
transmission in black fly vectors would be expected to be
negative for Ov16 antibodies. This study, carried out in for-
merly hyperendemic communities for onchocerciasis in
Ecuador, which were the last to receive ivermectin MDA and
which would be the firstin which resumption of transmission of
onchocerciasis would be detected, confirms the absence of
O. volvulus transmission in these communities for at least 9
years (i.e., since the oldest child was born in 2009 around the
time that ivermectin MDA was stopped in these communities).
These findings are consistent with previous serological stud-
ies using the same assay in the Esmeraldas focus, where large
samples of children aged up to 15 years were shown to be
negative up to 2008.°

Current guidelines for the use of the Ov16 assay are to
confirm the interruption of transmission as part of PTS when
the results of fly infectivity rates show levels close to the
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threshold for the interruption of transmission. Recommenda-
tions for post-elimination surveillance include periodic testing
of fly infectivity by O-150 PCR until elimination is verified in all
endemic countries in the same region.® However, conducting
black fly collections and O-150 PCR following certification of
elimination is a challenge for most formerly endemic countries
including Ecuador with multiple competing demands for
scarce health resources: maintaining such capacity requires
continued investment in infrastructure and personnel. In the
case of the latter, effective vector surveillance requires ex-
perience and expertise as well as historical knowledge of
where and when to sample vectors to detect transmission. In
the specific case of Ecuador, following certification of elimi-
nation, the program’s entomological expertise was lost be-
cause of reassignment or loss of experienced staff and lack of
an assigned budget for post-certification activities. The
measurement of Ov16 antibodies offers potential advantages
over studies of fly infectivity. First, it is much less costly and
time-consuming to collect, transport, and test sera from
schoolchildren than to conduct black fly collections that re-
quire maintaining specialized teams in isolated settings for
prolonged periods. Furthermore, Ov16-based surveillance is
not dependent on maintaining highly specialized personnel
and infrastructure. Finally, measures of immunologic expo-
sure by detection of specific IgG4 antibodies may be a more
sensitive measure to detect indirect transmission occurring

over extended periods (particularly when transmission rates
are low) than point estimates of black fly infectivity that may be
greatly affected by vector—parasite variability in terms of time
and site of sampling. The only previous report of post-
certification surveillance was from a former focus in southern
Chiapas in Mexico in which > 60% of inhabitants of three
communities were examined annually for onchocercomas
(with surgical removal of suspicious masses) for 4 years after
certification,® another setting where pool screening of black
flies was presumably not viable: skin snips were taken from
contacts of the only person found to have a viable female adult
and from young children in the three communities who had
never received ivermectin—the snips were examined by mi-
croscopy and O-150 PCR, and were found to be negative. The
detection and removal of onchocercomas is time-consuming
and expensive and carries the risk of complications relating to
a surgical procedure. Ov16-based surveillance is, thus, likely
to be preferable as well as being a more sensitive tool for
monitoring recrudescence of transmission, albeit indirect,
because many adult females are not found in palpable nodules
and because of the delay between infection and nodule
formation.

In conclusion, we have used Ov16-based serology to
monitor potential resurgence of transmission of O. volvulus in
formerly hyperendemic communities following the certifica-
tion of elimination of onchocerciasis in Ecuador. Our data
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show no evidence of O. volvulus transmission since 2009
when MDA was stopped. We believe that Ov16-based sur-
veillance offers practical advantages over measurements of
vector infectivity for post-certification surveillance in resource-
limited settings.
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RESUMEN

La deteccion de Onchocerca volvulus en el vector Simulium exiguum, mediante
la aplicacion de la prueba gPCR utilizando la secuencia O-150 en un plasmido como
control es util para confirmar la interrupcion de la transmision. Forma parte del
seguimiento de las directrices de evaluacion entomoldgica para la certificacion de la
eliminacién de la oncocercosis. EI muestreo se realiz6 durante el mes de julio que existe
mayor actividad y concentracion de vectores. Se selecciond S. exiguun por ser el vector
mas efectivo en la trasnmision local de la oncocercosis. Aungue que la técnica es fiable,
nos plantea a priori varios problemas: falta de disponibilidad del ADN de O. volvulus de
aislados autoctonos. Con estos antecedentes se procesaron 2950 adutos de tres
comunidades en el rio Cayapas (San Miguel, El Tigre y Corriente Grande) y una en el
rio Canandé (El Naranjal), anteriormente hiperendémicas para la oncocercosis en la
provincia de Esmeraldas. Nuestros hallazgos revelaron que las tasas de infectividad
fueron nulas. En conclusion, hemos utilizado la qPCR para monitorizar el posible
resurgimiento de la transmision de O. volvulus en comunidades previamente
hiperendémicas tras cinco afios de certificacion de eliminacion de la oncocercosis en
Ecuador. Los resultados obtenidos en moscas negras no muestran evidencia de
transmision de O. volvulus desde 2009 a 2018, cuando se detuvo la aplicacion masiva de
ivermectina. Creemos que la vigilancia basada en gPCR es importante para continuar con
la practica en las mediciones de infectividad del vector para la vigilancia post-

eliminacion de la oncocercosis.
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Abstract. Onchocerciasis has been declared eliminated in Ecuador and surveillance measures are of great interest.
In this study, we examined the infectivity rates of Simulium exiguum by Onchocerca volvulus in previously hyperendemic
areas in Esmeraldas province of Ecuador. These areas had previously undergone mass administration of ivermectin,
which led to the interruption of transmission in 2009 and the certification of elimination in 2014. The study included three
communities in Rio Cayapas and one in Rio Canandé, and a total of 2,950 adult S. exiguum were collected in 2018. We
used quantitative polymerase chain reaction with O. volvulus O-150 plasmid control DNA to analyze 59 pools. Our find-
ings revealed that the infectivity rates were zero, indicating that the transmission of O. volvulus remained suspended in

the area.

Onchocerciasis is a disease caused by the filarial parasite
worm Onchocerca volvulus known as “river blindness.” It is
characterized by the presence of subcutaneous nodules har-
boring adult parasites and the presentation of a dermatitis
that can be extremely severe visual impairment, and in some
cases blindness, distributed in foci in the Americas and sub-
Saharan Africa.”? In Latin America, a strategy of periodic
mass drug administration (MDA) with ivermectin in the com-
munity has led to certification of elimination in endemic foci
in Colombia, Ecuador, Mexico, and Guatemala, although
transmission is still active in an isolated rainforest focus on
the Brazil-Venezuela border.® In Ecuador, ivermectin was
administered annually or biannually to communities in en-
demic foci in the province of Esmeraldas from 1991 to 2009,
when treatments were discontinued after interruption of
transmission.*® Posttreatment surveillance of black flies by
polymerase chain reaction (PCR) for O. volvulus DNA (using
0-150 PCR) in 2012 showed no evidence of active transmis-
sion.® Onchocerciasis was certified eliminated in Ecuador
in 2014. Measurement of infectivity rates in vectors by
0-150 PCR is considered the key indicator for detection of
interruption and resurgence of transmission.” Assessment of
exposure to O. volvulus by detecting antibodies to O. volvulus—
specific antigen, Ov16, is also useful.®® This study was
designed to determine the entomological indices and infec-
tivity rate of onchocerciasis transmission after 9 years of
massive treatment with ivermectin in three communities of
the Cayapas river and one community of the Canandé river.

All selected enclaves have hydrological profiles as ex-
endemic rainforest areas for onchocerciasis in the province
of Esmeraldas, Ecuador.® Collection of simulid species
was conducted in four communities considered to be previ-
ously hyperendemic for onchocerciasis, including San
Miguel (0°47'47.2"'N 78°55’'04.0"'W), El Tigre (0°44'17.2''N
78°56'40.2''W), Corriente Grande (0°41'02.0"'N 78°57'29.3"'W)

*Address correspondence to Antonio Muro or Julio Lépez-Aban,
Institute of Biomedical Research of Salamanca-Center for Research
on Tropical Diseases of the University of Salamanca, Faculty of
Pharmacy, University of Salamanca, 37007 Salamanca, Spain.
E-mails: ama@usal.es or jlaban@usal.es

and El Naranjal (0°26'43.8''N 79°18'00.7"'W) (Figure 1).
Sampling was conducted during July 2018, following the
guidelines for entomological evaluation for certification of
human onchocerciasis elimination.’®'" The collection of
simulids was performed by two people by exposing a leg
section and collected any black fly landing on leg before it
took a blood meal using a mouth aspirator. Collections were
carried out from 7:00 am to 18:00 pm at 1-hour intervals,
labeling the day, month, community, and number of flies
collected.'® All specimens collected were stored in 2-mL
vials containing 95% ethanol and transported to the Centro
de Referencia Nacional de Vectores, of the Instituto Nacio-
nal de Investigacion en Salud Publica (INSPI), for morpho-
logical identification according to the taxonomic key of
Coscarén and Coscarén.'® Each specimen was classified
by morphotype and by feeding status (fed or not). For
molecular analyses, only individuals identified as Simulium
exiguum were selected because this species is the main
vector of O. volvulus. Simulium quadrivittatum, a minor vec-
tor also present in the area was not included in the study.
Simulium exiguum pools of 50 individuals were formed in
1.5-mL vials in 95% alcohol. The heads were then sepa-
rated from the bodies of every insect vector manually with
the aid of a stereo microscope, entomological forceps, and
dissecting needles. They were also preserved in 95% etha-
nol. The number of individuals was calculated to be able to
detect the possibility of an infectivity rate of one in 2000
uninfected individuals.® DNA extraction was performed with
the Wizard SV Genomic DNA Purification System Kit at the
University of Salamanca and the NucleoSpin Tissue,
Macherey-Nagel kit at INSPI and the analysis was based on
PCR 0O-150. All PCRs were carried out in sets of 59 sam-
ples, in rows B-H of a PCR microtiter plate. A volume of
2.5 pL of the purified genomic DNA was used as a template
for the PCR amplifications carried out in a total volume of
50l containing 0.5uM of O-150 primer (5’-GAT-
TYTTCCGRCGAANARC GC-3’) and 0.5 uM of biotinylated
0-150 primer  (5’-B-GCNRTRTAAATNTGNAAATTC-3'),
where B = biotin; N=A,G,C,orT;Y=CorT;andR=Aor
G). Reaction mixtures also contained 60 mM Tris HCI, pH 9.0,
15mM (NH,4)>SO4, 2mM MgCl,, and 0.2 mM each of dATP,
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dCTP, dGTP, and dTTP, and 2.5 units of Tag polymerase
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Cycling conditions
consisted of five cycles of 1minute at 94°C, 2 minutes at
37°C, and 30seconds at 72°C, followed by 35 cycles of
30seconds at 94°C, 30 seconds at 37°C, and 30seconds at
72°C. The reaction was completed by incubation at 72°C for
6 minutes.” An O. volvulus O-150 plasmid was used as a pos-
itive control. All samples were analyzed in duplicate. The fre-
quency of infective and infected black flies, taken from clus-
ters of black fly heads and bodies, respectively, was
determined using the Pool screen algorithm.

Our findings revealed that the frequency of infectious
black flies was 0 out of 19 pools in the community El Tigre,
0 out of 14 pools in the community San Miguel, 0 out of 11
pools in the community Naranjal, and 0 out of 15 pools in the
community Corriente Grande (Table 1). DNA was extracted
from 36 pools in Ecuador and from 23 pools in Spain. No

TaBLE 1
Pool and specimen collection with percentages of Simulium
exiguum adults in onchocerciasis ex-endemic communities

Ex-endemic communities Total pools formed No. of specimens Percentage
Rio Cayapas
Corriente Grande 15 750 25.4
San Miguel 14 700 23.7
El Tigre 19 950 32.2
Rio Canandé
El Naranjal 11 550 18.6
Total 59 2,950 100.0

O. volvulus signal was found in any of the 59 pools analyzed,
so the infectivity rate was 0% (Figure 2).

Post-elimination surveillance is carried out following the
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SIVE-Alerta)
of the Ministerio de Salud Publica to detect a possible recru-
descence. Since its certification, from 2014 to 2018, no cases
of onchocerciasis in Ecuador have been reported. In 2018, a
serum evaluation study with ELISA test was performed on
128 children aged 5 to 9 years living in four communities
(Zapallo Grande, San Miguel, El Tigre, and Corriente Grande)
previously considered to be hyperendemic for onchocercia-
sis in the province of Esmeraldas in Ecuador. All samples
were negative, indicating no evidence of transmission of
infection.® Molecular assays (quantitative PCR [qPCR]) can
be used to monitor the resurgence of O. volvulus transmis-
sion. It would be expected that there may be the possibility of
finding infected flies due to the constant population migration
to the Americas region (Brazil and Venezuela) and Africa,
areas that are still endemic for onchocerciasis.'® This study,
conducted in communities previously considered hyperen-
demic for onchocerciasis in Ecuador, which were the last to
receive ivermectin MDA in the country, confirms the absence
of O. volvulus transmission in the communities under study.

Current guidelines for the use of gPCR testing are to con-
firm interruption of transmission as part of post-treatment
surveillance when the results of fly infectivity rates show
levels close to the threshold for interruption of transmission.
Recommendations for post-elimination surveillance include
periodic testing of fly infectivity by O-150 PCR until
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elimination is verified in all endemic countries in the same
region.®> Unfortunately, the unavailability of DNA obtained
from native O. volvulus is a limitation of our study, which was
addressed using the O-150 sequence in a plasmid, which
must be taken into account when interpreting the data. How-
ever, conducting black fly collections and O-150 PCR after
certification of elimination is a challenge for most formerly en-
demic countries, including Ecuador, with multiple competing
demands on scarce health resources: maintaining such
capacity requires continued investment in infrastructure and
personnel. In the case of the latter, effective vector surveil-
lance requires experience and expertise, as well as historical
knowledge of where and when to sample vectors for trans-
mission.™® In the specific case of Ecuador, after elimination
certification, the entomological expertise of the program was
lost due to the reassignment or loss of experienced person-
nel and the lack of an allocated budget for post-certification
activities. Therefore, it is important to maintain Ov16 ELISA-
based surveillance in humans, accompanied by entomologi-
cal evaluation (QPCR) regularized in a surveillance protocol to
monitor the recrudescence of transmission in onchocerciasis
formerly endemic areas.?®

In conclusion, we have used gPCR to monitor the possible
resurgence of O. volvulus transmission in previously hyper-
endemic communities after 9 years of onchocerciasis elimi-
nation certification in Ecuador. Results obtained from black
flies show no evidence of O. volvulus transmission from
2009 to 2018 when MDA was stopped. We believe that
gPCR-based surveillance is important to continue the prac-
tice on vector infectivity measurements for post-certification
surveillance accompanied by Ov16 serological testing.

Received June 30, 2023. Accepted for publication August 8, 2023.

Acknowledgments: We thank the community, INSPI—Ecuador for
the collection of the black flies, and IBSAL-CIETUS—Spain for the
sample processing.

Financial support: A. M., P. F. S., and J. L.-A. receive funds from Insti-
tute of Health Carlos Ill, ISCIIl, Spain (www.iscii.es), grant PI22/
01721. J. L.-A. is funded by MCIN/AEI/doi 10.13039/501100011033,
cofounded by the European Union, grant PID2021-1274710B-I00.
A. M. is funded by MCIN/AEIl/doi 10.13039/501100011033, co-
founded by the European Union, grant PID2022-136462NB-100.
B. F.-S. was funded by the Predoctoral Fellowship Program of Junta
de Castilla y Ledn, cofunded by Fondo Social Europeo (BDNS;
422058).


http://www.iscii.es
http://www.ajtmh.org

4 SALAZAR AND OTHERS

Authors’ addresses: Esteban Salazar, Instituto de Biomedicina, Car-
rera de Medicina, Universidad Central, Quito, Ecuador, Distrito
17D03 Ministerio de Salud Publica del Ecuador, Quito, Ecuador, and
Infectious and Tropical Diseases Research Group, Biomedical Re-
search Institute of Salamanca Research Centre for Tropical Diseases
at the University of Salamanca, Faculty of Pharmacy, University of
Salamanca, Salamanca, Spain, E-mail: essalazar15@gmail.com.
Diego Morales and Paul Quinatoa, Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica Dr. Leopoldo Izquieta Pérez, Quito, Ecuador,
E-mails: diegomoralesviteri@gmail.com and pquinatoa@inspi.gob.ec.
Begona Febrer-Sendra, Pedro Fernandez-Soto, Julio Lopez-Aban,
and Antonio Muro, Infectious and Tropical Diseases Research Group,
Biomedical Research Institute of Salamanca Research Centre for
Tropical Diseases at the University of Salamanca, Faculty of Phar-
macy, University of Salamanca, Salamanca, Spain, E-mails:
begofebrer@usal.es, pfsoto@usal.es, jlaban@usal.es, and ama@usal.
es. Angel Guevara, Instituto de Biomedicina, Carrera de Medicina,
Universidad Central, Quito, Ecuador, E-mail: agguevara@uce.edu.ec.

REFERENCES

1. World Health Organization, 2017. Progress report on the elimi-
nation of human onchocerciasis, 2016-2017. Wkly Epidemiol
Rec 45: 681-700.

2. Wanji S, Kengne-Ouafo JA, Esum ME, Chounna PWN, Ten-
dongfor N, Adzemye BF, Eyong EE, 2015. Situation analysis
of parasitological and entomological indices of onchocerciasis
transmission in three drainage basins of the rain forest of
South West Cameroon after a decade of ivermectin treatment.
Parasit Vectors 8: 202.

3. World Health Organization, 2022. Progress in eliminating oncho-
cerciasis in the WHO Region of the Americas: advances in
reaching the last endemic communities of the South Focus in
the Bolivarian Republic of Venezuela. Wkly Epidemiol Rec 97:
481-492.

4. Vieira JC, Cooper PJ, Lovato R, Mancero T, Rivera J, Proano
R, Lépez AA, Guderian RH, Guzman JR, 2007. Impact of
long-term treatment of onchocerciasis with ivermectin in
Ecuador: potential for elimination of infection. BMC Med
5: 9.

5. Lovato R, Guevara A, Guderian R, Proano R, Unnasch T, Criollo
H, Hassan HK, Mackenzie CD, 2014. Interruption of infection
transmission in the onchocerciasis focus of Ecuador leading
to the cessation of ivermectin distribution. PLoS Negl Trop Dis
8: e2821.

6. Guevara A, Lovato R, Proano R, Rodriguez-Perez MA, Unnasch
T, Cooper PJ, Guderian RH, 2018. Elimination of onchocercia-
sis in Ecuador: findings of post-treatment surveillance. Parasit
Vectors 11: 265.

7. Rodriguez-Pérez MA, Lilley BG, Dominguez-Vazquez A, Segura-
Arenas R, Lizarazo-Ortega C, Mendoza-Herrera A, Reyes-
Villanueva F, Unnasch TR, 2004. Polymerase chain reaction
monitoring of transmission of Onchocerca volvulus in two
endemic states in Mexico. Am J Trop Med Hyg 70: 38-45.

8. Guevara A, Salazar E, Vicuna Y, Hassan HK, Muro A, Guderian
R, Cooper PJ, Unnasch TR, 2020. Use of Ov16-based serol-
ogy for post-elimination surveillance of onchocerciasis in
Ecuador. Am J Trop Med Hyg 103: 1569-1571.

9. Lipner EM, Dembele N, Souleymane S, Alley WS, Prevots DR,
Toe L, Boatin B, Weil GJ, Nutman TB, 2006. Field applicability
of a rapid-format anti-Ov-16 antibody test for the assessment
of onchocerciasis control measures in regions of endemicity.
J Infect Dis 194: 216-221.

10. World Health Organization, 2000. Criteria for Certification of
Interruption of Transmission/Elimination of Human Onchocer-
ciasis. Geneva, Switzerland: WHO.

11. World Health Organization, 2001. Certification of Elimination of
Human Onchocerciasis: Criteria and Procedures. Geneva,
Switzerland: WHO.

12. Shintouo CM, Nguve JE, Asa FB, Shey RA, Kamga J, Souopgui J,
Ghogomu SM, Njemini R, 2020. Entomological assessment of
Onchocerca species transmission by black flies in selected com-
munities in the West Region of Cameroon. Pathogens 9: 722.

13. Coscaron S, Corcaron CL, 2007. Simuliidae Neotropical (Dip-
tera: Insecta). Aquatic Biodiversity of Latin America. Sofia,
Bulgaria: PenSoft Publishers.

14. Fernandez-Santos NA, Unnasch TR, Rodriguez-Luna IC, Prado
Velasco FG, Adeniran AA, Martinez-Montoya H, Rodriguez
Pérez MA, 2020. Post-elimination surveillance in formerly
onchocerciasis endemic focus in southern Mexico. PLoS Negl
Trop Dis 30: e0008008.


mailto:essalazar15@gmail.com
mailto:diegomoralesviteri@gmail.com
mailto:pquinatoa@inspi.gob.ec
mailto:begofebrer@usal.es
mailto:pfsoto@usal.es
mailto:jlaban@usal.es
mailto:ama@usal.es
mailto:ama@usal.es
mailto:agguevara@uce.edu.ec

Capitulo I11: Articulos de Investigacion




Capitulo I11: Articulos de Investigacion

3.3

Four decades of struggle to eliminate onchocerciasis from
Ecuador

Esteban Salazar, Julio Lopez-Aban, Ana Garcia-Mingo, Carlos
Torres, Angel Guevara, and Antonio Muro



Capitulo I11: Articulos de Investigacion




Capitulo I11: Articulos de Investigacion

RESUMEN

La infeccion por Onchocerca volvulus se considera eliminada en Ecuadorr desde
2014 y actualmente se encuentra en situacion de vigilancia. El objetivo de este estudio
fue evaluar el impacto de las estrategias de control aplicadas durante cuatro décadas de
duracidon en un area de alta transmisibilidad y estudiar la posible reemergencia y el riesgo
de propagacion geografica de la enfermedad como consecuencia de la migracién de la
poblacion. Se utilizaron datos del Ministerio de Salud Publica (MSP), del Instituto
Nacional de Estadistica y Censos (INEC) y del Programa Nacional de Eliminacién de la
Oncocercosis del Ecuador (PNEO) con limitaciones en la obtencion de registros anuales
y publicaciones en las que consten las estrategias de control de la oncocercosis en el
Ecuador. Se monitorearon un total de 119 comunidades, abarcando una poblacion de
1.085.921 individuos. En el periodo 1985 a 2009, el PNEO estima que 18.979 personas
habian migrado, cuando aun la enfermedad era endémica. De esta investigacion se
derivan varias conclusiones: (i) las estrategias de control aplicadas en el Ecuador fueron
efectivas para la eliminacidn de la oncocercosis, (ii) Ecuador mantiene actualmente un
bajo riesgo de expansion de la enfermedad por el efecto de la migraciéon desde zonas
endémicas, (iii) Ecuador debe gestionar eficazmente el riesgo de resurgimiento de la O.
volvulus, por lo que se recomienda insistentemente disponer de un plan de contingencia
con una vigilancia especializada post-eliminacién que integre una prueba basada en
Ov16 en la deteccion de la infeccion en personas y gPCR basada en la secuencia O-150
para vectores. Este plan debe incluir la creacion de una reserva emergente de ivermectina

para su uso como medida de tratamiento preventivo.
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Abstract

Onchocerciasis was an important health problem in specific regions of Ecuador,
particularly within the Chachi and Afroecuadorian communities, until the year 2014. The aim
of this study was to assess the impact of a four-decade-long control program in a high
transmission area. Subsequent surveillance program and the potential geographical spread of
the disease resulting from population migration were revised. We conducted a retrospective
epidemiological study of reported cases of onchocerciasis in Ecuador. We used data from the
Ministry of Public Health (MSP), the National Institute of Statistics and Censures (INEC) and
the National Onchocerciasis Elimination Program of Ecuador (PNEO). A total of 119
communities were monitored, encompassing a population of 1,085,921 individuals. During the
period of 1985-1989, the disease exhibited a high incidence rate of 520.2 cases per 10,000
inhabitants. In 1990, a Mass ivermectin administration (MIA) program was officially started and
continued for 15 years, achieving coverages rates from 85.7 to 92.6%. Incidence eventually
decreased to zero in 2005 and MIA was continued until 2009. People from endemic area
migrated to non-endemic areas of Ecuador (96.4%) and other countries (3.6 %) introducing
the possibility of individuals carrying the infection to new locations. The control strategies which
combined community care intervention and MIA in Ecuador proved successful in eliminating
transmission in 2009 and certification of elimination was achieved in 2014. Fluent
communication between PNEO and local communities in the endemic region has allowed and
facilitated an understanding of the migratory patterns, raising concerns about the potential

dissemination of the disease.
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Introduction

Onchocerciasis is a parasitic infection caused by the filarial nematode Onchocerca
volvulus. This disease is primary is transmitted through the bites of black flies belonging to the
Simulium genus, which are commonly found in well fast-flowing oxygenated rivers and
streams, mainly S. exiguum in Ecuador. '? The female O. volvulus measures 35-70 cm in
length while the males are 2.5 cm long. As a part of its life cycle, microfilariae that are released
and can infiltrate various organs, including skin and eyes. 328 The symptoms of onchocerciasis
involve skin with severe itching of the skin, and ocular damage that can result in visual
impairment or even blindness. 210 Infection in Ecuador causes onchodermatitis with
erythematous maculo-papular erythematous rash, micro abscesses, intense pruritus, craw-
craw, macular depigmentation, lichenification or thickening of the skin, elephant skin, skin
depigmentation, hyper-reactive dermatitis or sowda, scrotal elephantiasis, hydrocele,
onchocercomas of the head, thorax, iliac crest, lumbar region, sacrum and ocular damage,
including visual impairment and, in some cases, even blindness. The initial documented cases
of onchocerciasis were reported in Ghana in 1893 by Leuckart and in Guatemala in 1915 by
Rodolfo Robles. ®11.12 |n Ecuador, the first recorded case of onchocerciasis dates back to 1953
when it was reported by Ledn and Wygodzinsky. Subsequently, in 1977 Ronald Guderian
documented new cases in local publications. In 1980, Carvajal and Zerega described the
disease in an indigenous patient from the EIl Tigre community in the Cayapas River area in the
Province of Esmeraldas. While the most clinical cases, approximately 99%, are currently found

in sub-Saharan Africa, smaller foci also exist in America and Yemen. 7

The scientific community recognizes the significance of vector control as an important
tool in the prevention of onchocerciasis transmission. '3 Historical efforts in this regard include
vegetation elimination in Simulium breeding areas from 1932 to 1944, with varying levels of
success. Mexico employed this method from 1932 to 1940 without apparent observable
effects. In the Congo (Zaire) river, similar measures took place from 1942 to 1944, yielding

scarce results, while in the Kondera district in Kenya in 1943, vegetation elimination succeeded
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in eradication of Simulium neavei in small onchocerciasis outbreaks. '* Subsequently, from
1944 onwards vector control primarily relied on larvicide application as the main strategy in
Africa, albeit with inconsistent results. '® Various chemical larvicides such as paris green,
sodium, calcium chloride and creoline were used, but effectiveness was often limited. The
combination of creoline and chloride was effective but showed adverse reactions in human
beings. From 1944 to 1971 dichloro-diphenyl-trichloroethane (DDT) was employed in
onchocerciasis foci in Kenya, Congo, Uganda, Ghana, Nigeria, Chad, Cameroon, Sierra
Leone, Benin, Guinea Bissau, Burkina Faso, Mali and Ivory Coast, resulting in reduced biting
rates but with rapid reinfestation of rivers. Mexico used DDT from 1954 to 1968, while
Guatemala employed it from 1952 to 1953. 15 In 1972, temephos replaced DDT in the Sanaga
River region from Cameroon and from 1975 until 1992 it was used in Benin, Burkina Faso,
Ivory Coast, Mali, Togo, Nigeria, Guinea Bissau, Senegal, Sierra Leone, Sudan, Malawi,
leading to reduced biting rates and onchocerciasis transmission. '® The establishment of the
World Health Organization (WHO) Onchocerciasis Control Program (OCP) in 1974, had a
significant impact in disease control. The program prevented 40 million individuals from
becoming infected, averted blindness in 600,000 people, and ensured that 18 million children
were born without the threat of blindness and developing the disease. '° In Ecuador, the
National Onchocerciasis Elimination Program (PNEO) was initiated in 1980. Over time, the
program adopted various strategies including nodulectomies, systemic and local application of
chloroquine, suramin, diethylcarbamazine and eventually ivermectin in 1990. ' The approach
to onchocerciasis control evolved into a strategy focused on regular semi-annual mass

ivermectin administration (MIA) to all eligible individuals in endemic communities. '3

The timelines for eliminating neglected tropical diseases (NTDs) are considerably shorter
than the millennia during which these diseases have plagued communities. Yet, within our
lifetimes, various countries with international help have successfully eliminated such tropical
neglected diseases (NTD) through targeted and concerted public health campaigns. '® The

Onchocerciasis Elimination Program for the Americas (OEPA) stands a shining example of
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success, having effectively interrupted onchocerciasis transmission in four American
countries. % Notably, in 2013, Colombia achieved the distinction of becoming the first country
worldwide to be verified as free of onchocerciasis transmitted by Simulium exiguum. This was
reached after 12 years of semiannual MIA to all eligible residents in the endemic area. 718
Ecuador earned its certification in 2014, transitioning into a surveillance phase with case
reporting entrusted to the National Surveillance System SIVE-Alert of the Ministry of Public
Health (MSP).'%20 |In 2015, Mexico followed suit, becoming the third country globally to
declared onchocerciasis-free. This achievement was the result of a decade of biannual
ivermectin treatment in the smallest focus, 13 years of biannual treatment the second-largest
focus located north of Chiapas, Oaxaca. Finally, 17 years of biannual and quarterly treatment
in the largest focus in the south of Chiapas. 8 Guatemala emerged as the fourth American
country to receive WHO verification for eliminating onchocerciasis transmission, after a
century-long war against this parasitic infection. 2" Nevertheless, residual foci of
onchocerciasis persist along the border of Brazil and Venezuela in small nomadic
communities. %22 OEPA program faces complex challenges in addressing the Yanomami
population residing within the rainforest of the Amazon and Orinoco River basins. These
communities are characterized by highly mobility, inhabit hard-to-reach areas and face a
considerable risk onchocerciasis infection. Effectively addressing this issue necessitates a
collaborative effort between Brazil and Venezuela given that the rainforest highlands span both
countries. %23 Today, these nations face challenges of maintaining their elimination status to
prevent the resurgence of the disease and monitoring the potential spread of onchocerciasis

due to migration from previously affected areas. 2

This paper presents a historical examination of the strategies employed to control
onchocerciasis in the endemic foci and assesses the potential for the disease to resurge and
extend beyond its former endemic territories within the provinces of Esmeraldas and Santo

Domingo de los Tsachilas of Ecuador.
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Material and methods
1. Study Area

The onchocerciasis foci within the Santiago River Basin of Esmeraldas Province were,
shaped by the convergence of three major river systems: Rio Cayapas, Rio Santiago and Rio
Onzole. 2526 Additionally, satellite endemic foci were identified along distinct river systems,
including five foci in the rivers Canandé, Verde, Viche, Sucio and Tululvi. There was also a
smaller focus situated in the province of Santo Domingo de los Tsachilas. 27 This region is
characterized by dense tropical forests and experiences an annual rainfall of up to 8000 mm.
The vectors responsible for transmitting the nematode, Simulium exiguum and Simulium
quadrivittatum breed on rocks and vegetation along swiftly flowing rivers, with the peak activity
in terms of biting occurring between the months of April and June. 222 The endemic zone of
onchocerciasis encompassed a total of 119 communities, each exhibiting varying levels of

prevalence: 42 were highly endemic, 23 were mesoendemic and 54 were hypoendemic.?®
Data source of incidence and coverage of onchocerciasis

In 1980, following the identification of the first documented case in the Province of
Esmeraldas, the MSP establish the PNEO. Subsequently, approximately 11 epidemiological
surveys were conducted to delineate the boundaries of the endemic area and assess infection
prevalence within each community. The methodology used in these epidemiological surveys
encompassed the detection of microfilariae in skin biopsies, the Mazzotti test, PCR-ELISA and
rapid epidemiological evaluation (RAE) techniques. 3 Data for this study was retrospectively
collected based on clinical information provided by local physicians, to the PNEO under the
MSP. Data was obtained through the revision of archived paper records from the PNEO
focusing on confirmed or diagnosed cases of onchocerciasis in endemic communities and
population, along with population estimates spanning from 1980 to 2019 were sourced from

the National Institute of Statistics and Censuses (INEC).
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Health intervention records of nodulectomies and drug use against

onchocerciasis.

The PNEO started its activities in 1983, commencing with regular nodulectomy
campaigns held on a monthly and yearly basis. Subsequently, oral chloroquine as well as local
infiltrations of chloroquine into nodules, to reduce the parasite load. On occasion, suramin was
employed, albeit not as a part of a widespread campaign. The evaluation of
diethylcarbamazine for onchocerciasis prevention was also undertaken. Finally, in 1990,
ivermectin was introduced as a treatment option, initially through a clinical trial targeting
individuals with microfilariae. Over time, the standard protocol established two annual doses
of ivermectin. A comprehensive record of the number of treatments administered per inhabitant

was meticulously maintained within the in PNEO and MSP.
Community care interventions in endemic area of onchocerciasis.

Between 1981 and 1983, the MSP in coordination with the Apostolic Vicariate of
Esmeraldas established a comprehensive healthcare plan. This plan ensured the ongoing
training of 22 community health care workers, fostering a process of community participation
centered on the identification, intervention and evaluation of local health issues. Educational
activities were designed to raise awareness among the population regarding the disease and
its most severe consequences, particularly blindness and to promote adherence to treatment.
Over time, community leaders and nursing assistants were also integrated into these
programs. Through the involvement of all these stakeholders, a multidisciplinary intervention
with a community-based epidemiology approach was refined to effectively local health

challenges.
Demographic study of migratory movements from the endemic area

A demographic analysis was carried out by PNEO of the region to allocate resources for

comprehensive population coverage. Detailed records were maintained by the INEC,
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documenting the number of treatments administered per inhabitant, as well as data on

absentees, internal migrants, external migrants, patients and pregnant women.
Data analysis

The annual coverage of the MIA was assessed every six months using data derived from
the INEC population registry and treatment records maintained PNEO. These data were
expressed in percentages. The identification of newly confirmed onchocerciasis cases within
the entire population, as well as by cantons and localities were calculated per 10000
inhabitants based on records from PNEO. Migration patterns, categorized into age groups with
a five-year interval, were analyzed over the past two decades. Statistical packages was
conducted using software packages such as SPSS and Tableau to compute and visually

represent incidence rates.
Results
Decrease of incidence of onchocerciasis with massive ivermectin administration

Over the course of 20 years encompassing MIA and surveillance program, there has
been a marked reduction in the incidence of onchocerciasis. The data suggest the highly
effective nature of ivermectin leading to noticeable reductions in every five years. Prior to the
implementation of MIA, onchocerciasis was a prevalent issue in Ecuador, with peak incidence
of 520.2 cases per 10000 individuals reported between 1985 and 1989, predominantly
concentrated in the province of Esmeraldas (Figure 1). From 1990 to 1994 the spread of
onchocerciasis extended into the province of Santo Domingo de los Tsachilas. However, by
the year 2000, a significant decline in incidence was observed, resulting in a decrease of 2.6
cases per 10,000 inhabitants, which was sustained at a minimum level over time (Figure 1).
The Eloy Alfaro canton within the province of Esmeraldas experienced the highest impact, with
an incidence rate of 2,643.3 cases per 10,000 inhabitants during the years 1985-1989.
Nevertheless, this area exhibited a substantial decline in incidence after 2005. Conversely, the

first cases in the Santo Domingo de los Tsachilas canton were identified in 1995, but by 2000,
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208 a significant decrease had become evident (Table 1). Following 15 years of regular biannual
209 administration of ivermectin, with an average coverage of 92.6% between 2005 and 2009, the
210 incidence of onchocerciasis reached zero (Figure 1). The process towards the onchocerciasis
211 elimination in Ecuador began with the mapping the endemic area and stabilizing MDI practices,
212 which ultimately leading to transmission suppression. Phase 2 continued MDI application,
213 alongside epidemiological, serological and entomological surveys of simulides, resulting in
214 transmission interruption for a period of 3 to 5 years. Phase 3 entailed ongoing entomological
215 surveillance to confirm parasite transmission elimination. Finally, in 2014, Ecuador achieved
216 certification from PAHO/WHO for onchocerciasis elimination.
217
218 Table 1. Epidemiological distribution by number of cases and incidence rate of
219 onchocerciasis per 10000 inhabitants by cantons from 1980 to 2019.

Province Canton Years

1980-1984  1985-1989 1990-1994 1995-1999  2000-2004  2005-2009  2010-2014  2014-2019  Total

Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases

Esmeraldas  Eloy Alfaro 2081 8296 7174 26433 - - 22 68 34 94 0 0 0 0 0 0 9311
Muisne 22 124 105 436 10 36 - - - - 0 0 0 0 0 0 137
Quinindé 84 176 465 694 - - 16 18 1 01 0 0 0 0 0 0 566
Rio Verde 26 450 66 545 - - - - 0 0 0 0 0 0 92
SanLorenzo 32 136 224 929 176 655 6 21 - - 0 0 0 0 0 0 438
Total 2245 183.3 8034 5202 186 342 44 29 3% 26 0 0 0 0 0 0 10544

Santo Santo - - - - - - 151 53 - - 0 0 0 0 0 0 151

Domingode  Domingo de
los Tsachilas los Tsachilas

Total - - - - - - 151 563 - - 0 0 0 0 0 0 151

Total 2245 183.3 8034 5202 186 342 195 44 35 26 O 0 0 0 0 0 10695

220
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Figure. 1. Incidence rate and mean coverage of two doses of mass ivermectin
administration (MIA) between 1980 and 2019 in communities in the oncochocerciasis-endemic

areas of Esmeraldas and Santo Domingo de los Tsachilas in Ecuador.

Community care interventions in endemic area of onchocerciasis

Over a period of 26 years, approximately 20000 nodulectomies were documented in
hyperendemic regions. ' Additionally, chloroquine was administered orally to 175 individuals
with nodules from 1986 to 1991. In 1997, chloroquine was also locally applied through
infiltrations to nodules infiltrations in individuals with microfilariae of less than one year of
evolution (Table 2). Clinical trials started in 1987, involving intravenous suramin and oral
diethylcarbamazine treatments for patients with nodules in Ecuador. These interventions,
unfortunately, resulted in significant discomfort for the patients. Systemic sumamine treatment

showed high toxicity, while diethylcarbamazine induced severe cutaneous rash.

Health promoters have played a leading role in addressing the problem of onchocerciasis
issue for 33 years, contributing significantly to its eventual elimination. Each health promoter
was responsible for covering specific areas, including 6173 km? in the Cayapas River region,
3,265 km? in the Santiago River, and 853 km? in the Onzolé River; with an average area of

3430 km2. Annually, they carried out a minimum of six nodule evaluations, conducted two
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updates of population census and administered two rounds of ivermectin in each community
involving an average of 4.6 individual visits for MIA application between 1994 and 2009.
Regular monthly meetings were held to enhance health education and communication
regarding essential collective care practices, with a total of 15 meetings conducted. These
health promotion and onchocerciasis control activities contributed to maintaining treatment

adherence and fostering a shared vision within the framework of the PNEQO’s control efforts.

Table 2. Historical interventions for control against onchocerciasis in the community
before mass ivermectin administration (MIA) from 1980 to 2009. The number of patients and

adverse effects are recorded.

Intervention Years Adverse effects

1980 1986-19912003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Nodulectomy |dentified - - 110 120 9% 30 30 32 0 Recurrence
nodules

Excised - - 65 100 50 23 20 21 0
nodules

Confirmed - - 25 40 32 15 2 0 0
onchocerciasis

Chloroquine Systemic - 25 - - - - - -
treatment

Toxicity

Nodule - 36 - - - - - - _
infiltration

Placebo - 36 - - - - - - -

Potential spread risk due to migrations from endemic areas

According to PNEO calculations, a total of 18979 individuals migrated from endemic
communities, with the majority (96.4%) relocating within the same provinces of Esmeraldas
and Santo Domingo de los Tsachilas. Additionally, 21.2% and a 12.3% of the migrants chose

to settle in Guayas and Pichincha provinces of Ecuador, respectively. Among these migrants,
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148 individuals ventured to other countries, with Colombia (55.4%) and Spain (21.6%) being
the primary destinations. The remaining 23% dispersed to various countries worldwide
(Figure 1). Analysis of the population at risk revealed that 27.2% of the migrant population
were under 10 years-old, during the period from 2001 to 2009 when onchocerciasis was still
present in the provinces of Esmeraldas and Santo Domingo de los Tsachilas. Given their
young age, it is probable that they carried the O. volvulus infection with them, as they were

ineligible for ivermectin treatment or diagnostic testing for onchocerciasis (Table 3).

INTERNATIONAL MIGRATION ‘

- Spai

e el
Colombia ‘Q/ 45“»-

Bolivia

Figure 2. International and internal population migration from endemic areas of

. 4
\?‘} o
Chile é’
NPM C;.J
me = :
1 > =
INTERNAL MIGRATION |
International Internal
e /“ﬁg'-.b_. ‘ Migration Migration
f\ - Vil { S Country Total | | Province Total
Galapagos Colombia |82 ||Guayas 3868
T a . Spain 32 | [Pichincha 2246
Pichincha Chile 11 Santo/Dominge | 1738
United States |10 | |El Oro 355
Panama 5 Manabf 344
e i Ttaly 3 Los/Rios 237
- _K\_,,‘_A\ / Bolivia 1 Imbabura 220
Pastaza "‘;‘ Russia 1 s T L
) Switzerland |1 Zamora/Chinchipe | 35
.3:‘ Venczuela 1 Tungurahua 23
' Loja 22
Cafiar 9
Sucumbios 8
Bolivar 7
Chimborazo 7
:// Orellana 4
\’/ NPMI Cotopaxi 3
5\ . 3,868 Galépagos 3
3 1 Pastaza 2

onchocerciasis within Ecuador and other countries, from 2001 to 2009.
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Table 3. Number of inhabitants and percentages (%) migrating from onchocerciasis

endemic areas in Ecuador by age groups from 2001 to 2009.

Age groups(years)  National migration(%) International migration (%) Total migration (%)

<10 5132 (27.3) 28 (18.9) 5160 (27.2)

10-19 6397 (34.0) 34 (23.0) 6431 (33,9)

20 - 49 5915 (31.4) 71 (48.0) 5986 (31.5)

>50 1387 (17.4) 15(10.1) 1402 (7.4)

Total 18.83 (100) 148 (100) 18979 (100)
Discussion

We present valuable insights gained from four decades of onchocerciasis control
initiatives in Esmeraldas and Santo Domingo de los Tsailas provinces, drawing from the
records maintained by PNEO, MSP, and INEC of Ecuador. The early intervention involved an
assessment of the epidemiological landscape, followed by nodulecomies and the
administration of chloroquine, suramin and diethylcarbamazine during the 1980s.
Subsequently, an effective MIA program was established leveraging the existing health
promotion network. Following the certification of elimination in 2014. A comprehensive
notification plan remained in place through the MSP’s SIVE-ALERTA system. Our focus
extends to addressing concerns regarding the potential resurgence of onchocerciasis within
Simulium-endemic regions and the spreading of its spreading beyond the original foci due to

human migration.

Over the years, transmission has been successfully interrupted in 11 countries and
eliminated in four countries. 3! Currently, the disease persists in isolated pockets, particularly
among nomadic Amerindian communities residing in remote regions along the border of Brazil
and Venezuela, as well as in 31 African countries where it remains a significant health
concern. 213233 |n the case of Ecuador the MIA was established in 1990, capitalizing on the
existing infrastructure of the PNEO network. This initiative was a collaborative effort involving

the healthcare services of the MSP and local health promotion agents supported by the
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Vicariate of Esmeraldas. In other endemic areas where infection has been successfully
eliminated, well-organized health structures have played determinant role, demonstrating
continuity in countries such as Colombia, Mexico, Guatemala, Uganda and Sudan. '7:34
However, it is worth noting that in areas where the infection persists, challenges related to
incomplete socio-sanitary networks and socio-political instability have been observed. These
regions include Venezuela, Brazil, Yemen South Sudan, the Central African Republic, Angola,
Ivory Coast and the Democratic Republic of Congo®. Initial attempts involving nodulectomies
and the application of chloroquine, suramin, or diethylcarbamazine were not effective in
significantly reducing the incidence of new cases and promoting healing. Additionally, a

substantial number of adverse effects were reported during these early interventions. '

The critical role of local health-promoting agents during the MIA period cannot be
overstated, as they played a decisive role in achieving an impressive coverage rate of over
85% within the susceptible population. These agents were instrumental in raising awareness
about onchocerciasis and implementing regular biannual campaigns. These efforts not only
directly contributed to the disruption of onchocerciasis but also proved instrumental in
modifying risk behaviors and promoting overall health within extremely remote communities.
Their educational activities, including the organization of informative events and community
assemblies, proved invaluable in facilitating access to primary healthcare services in these
remote communities '. Furthermore, the long-term implementation of the MIA program yielded
additional noteworthy benefits, who played a role in controlling other non-communicable
diseases and improving overall health, addressing diseases such as arterial hypertension,
diabetes, pulmonary tuberculosis, epilepsy, malnutrition, morbidity care, growth monitoring for
children under five years old and ensuring proper care for pregnant women, application of

vaccination schedules.

Despite the successful elimination of the infection, the MSP of Ecuador maintains
surveillance programs for onchocerciasis as notifiable disease by recruiting patients attending

health centers in previously endemic regions. At present, it remains imperative to implement a
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continuous surveillance schedule. This included monitoring of subcutaneous nodules or
suspicious masses in patients. 3% Furthermore, surveillance programs should incorporate
regularly scheduled prospective serological surveys using the Ov16 antigen in ELISA-based
techniques. % In the same way, entomological assessments utilizing gq°PCR with the O-150
sequence through routine collections of simulids are decisive for monitoring any potential
recrudescence of onchocerciasis transmission. 3" To effectively manage the risk of resurgence,
it is strongly recommended to have a contingency plan in place. This plan should encompass
the establishment of an emergence stock of ivermectin for use as a preventive treatment

measure.

Migration from onchocerciasis-endemic areas can potentially lead to the emergence of
previously silent infections acquired during childhood when transmission was active in the
receiving countries. This scenario raises concerns about re-emergence and spread of infection
to regions with adequate populations of Simulium vectors. However, our data suggest that the
risk is low, if not remote. Several factors contribute to this assessment, including the relatively
small number of emigrants, their prior treatment with ivermectin before migration and the
limited Simulium activity in both the receiving areas within Ecuador and other countries. 1038
Currently, the primary challenge lies in stablishing an effective surveillance protocol in
Ecuador, particularly given the dispersed nature of the population?®. It is worth noting that the
established network of health promotion agents would maintain the beneficial effects on health

education and the provision of essential healthcare services in remote communities.

This study highlights the successful alignment of the onchocerciasis elimination program
with the Ministry of Health, the affected communities, local governments and various social
agents. Through this collaborative effort, the program achieved its goal of eliminating
onchocerciasis in Esmeraldas and Santo Domingo de los Tsachilas provinces. By analyzing
demographic data from people who have migrated from the endemic areas to regions without

vector infection, the possibility of expansion seems quite limited.
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Table 1. Epidemiological distribution by number of cases and incidence rate of onchocerciasis per 10000 inhabitants by cantons from 1980

to 2019.
Province Canton Years
1980-1984  1985-1989 1990-1994  1995-1999  2000-2004  2005-2009  2010-2014  2014-2019  Total
Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases Rate Cases
Esmeraldas Eloy Alfaro 2081 829.6 7174 2643.3 - - 22 6.8 34 94 0 0 0 0 0 0 9311
Muisne 22 124 105 436 10 36 - - - - 0 0 0 0 o0 0 137
Quinindé 84 176 465 694 - - 16 18 1 01 0 0 o0 0 o0 0 566
Rio Verde 26 45.0 66 545 - - - - 0 0 0 0 o0 0 92
San Lorenzo 32 136 224 929 176 655 6 21 - - 0 0 0 0 0 0 438
Total 2245 18338034 5202 186 34.2 44 29 35 26 0 0 o0 0 0 0 10544
Santo Santo - - - - - - 151 83 - - 0 0 0 0 0 0 151

Domingo de Domingo de
los Tsachilas los Tsachilas

Total - - - - - - 151 53 - - 0 0 0 0 0 0 151

Total 2245 18338034 5202 186 342 195 44 35 26 0 0 0 0 0 0 10695
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Table 2. Historical interventions for control against onchocerciasis in the community before mass ivermectin administration (MIA) from 1980

to 2009. The number of patients and adverse effects are recorded.

Intervention Years Adverse effects

1980  1986-1991 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Nodulectomy Identified nodules - - 110 120 90 30 30 32 0 Recurrence
Excised nodules - - 65 100 50 23 200 21 0
Confirmed - - 25 40 32 15 2 0 0
onchocerciasis

Chloroquine  Systemic treatment - 25 - - - - - - - Toxicity
Nodule infiltration - 36 - - - - - - -

Placebo - 36 - - - - - _ _
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Table 3. Number of inhabitants and percentages (%) migrating from onchocerciasis endemic areas in Ecuador by age groups

from 2001 to 20009.

Age groups(years) National migration(%) International migration (%) Total migration (%)
<10 5132 (27.3) 28 (18.9) 5160 (27.2)
10-19 6397 (34.0) 34 (23.0) 6431 (33,9)
20-49 5915 (31.4) 71 (48.0) 5986 (31.5)

>50 1387 (17.4) 15(10.1) 1402 (7.4)

Total 18.83 (100) 148 (100) 18979 (100)
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La situacion epidemioldgica actual de Onchocerca vovulus en el Ecuador,
disfruta de la eliminacion de la oncocercosis endémica en la region de Esmeraldas en el
noroeste del pais, por lo que debe establecer programas de vigilancia que impidan la
recrudescencia. Es un momento adecuado para analizar de manera retrospectiva las
medidas que han llevado a la eliminacién de la enfermedad y destacar aquellas que han
sido mas Utiles para alcanzar la eliminacién que pueden ser tenidos en cuenta en areas en

las que todavia no ha sido posible la eliminacion.

Se menciona que en los afios 1980 y 1990 en Ecuador, los primeros intentos con
nodulectomias y la aplicacion de cloroquina, suramina o dietilcarbamazina no fueron
satisfactorios en cuanto a la reduccion de la incidencia de nuevos casos. Ademas, se
observé un gran numero de efectos adversos. Aungue no fueron tan eficaces como la
aplicacién masiva de ivermectina (MIA), formaban parte de un marco en el que
participaba el MSP. Entre 1990 y 2009 los programas de control mediante la aplicacién
masiva de ivermectina contra la oncocercosis se establecieron en 1989 bajo los auspicios
de la OMS. A lo largo de los afios, se ha interrumpido la transmision en 11 paises y se
ha eliminado en 4 paises. En la actualidad, todavia existen focos de la enfermedad en
comunidades amerindias némadas inaccesibles en la frontera de Brasil y Venezuela, y

en 31 paises africanos (Sauerbrey et al., 2018).

El MIA en Ecuador se establecio en 1990 utilizando la red preexistente del PNEO
en la que participaban los servicios sanitarios del MSP y en la que también desempefiaban
un papel los agentes locales de promocion de la salud en cooperacion con el Vicariato de
Esmeraldas. Los agentes locales de promocion de la salud durante la época de la MIA
fueron decisivos para lograr una cobertura superior al 85% entre la poblacidn susceptible
y sensibilizar sobre la oncocercosis. Desempefiaron un papel importante en la
modificacion de los comportamientos de riesgo y la promocion de la salud en general.
La participacion regular en las diversas campafias interrumpié la transmision. La
presencia de estos agentes sanitarios ha contribuido a acercar la asistencia sanitaria a las
comunidades méas remotas. Ademas, las MIA a largo plazo proporcionan otros beneficios
relevantes de control y atencion de otras enfermedades no transmisibles como
hipertensién arterial, diabetes, tuberculosis pulmonar, epilepsia, malnutricién, atencién
a la morbilidad, control del crecimiento en menores de 5 afios y embarazadas,

vacunacion. Ademas, se llevaron a cabo asambleas comunitarias, mingas y eventos



Capitulo IV: Discusion

educativos por parte de la red de promotores de salud que llegaron a comunidades muy
remotas (Guderian et al., 2018) (EIV, 2014) (PCC/OEPA, 2011).

Entre 2014 y 2023 en el Ecuador la vigilancia post-eliminacion de la
oncocercosis, se circunscribe a la notificacion de casos sospechosos, con uno 0 mas
nodulos subcutaneos de consistencia dura, movil, indoloros, localizados sobre una
superficie dsea y que ademas haya vivido en focos endémicos, al SIVE-ALERTA del
MSP (Ecuador MSP, 2014). También existes la posibilidad de reemergencia de
O. volvulus por efecto de la migracion poblacional ocurrida antes del 2009 fecha de
suspension del tratamiento de ivermectina en el Ecuador, se realiza la extraccion de
muestras de sueros en nifios menores de 10 afos y la colecta de Simulium exiguum para
detectar la presencia de la infeccion de la oncocercosis en las ultimas comunidades
centinelas en eliminar la enfermedad. Por lo tanto, la serologia con ELISA Ov16 en
humanos y la gPCR en Simulium demuestran la no existencia de nuevos casos de
oncocercosis, con estos resultados planteamos realizar un andlisis historico sobre el

impacto de las estrategias de control y la posible reemergencia de la enfermedad.

En otras zonas endémicas donde se ha logrado eliminar la infeccion, también se
han encontrado estructuras organizadas con continuidad en Colombia, Meéxico,
Guatemala, Uganda y Sudan (Nicholls et al., 2018) (Cupp et al., 2019). Sin embargo, en
zonas donde la infeccion persiste, se han encontrado redes sociosanitarias incompletas e
inestabilidad sociopolitica (Venezuela, Brasil, Yemen Sudan del Sur, Republica
Centroafricana, Angola, Costa de Marfil y Republica Democratica del Congo) (Lakwo,
2020). Este estudio destaca la importancia de las pruebas diagndsticas en humanos y
vectoriales y la participacion de los agentes locales, las comunidades afectadas y los
gobiernos locales de salud y las limitaciones encontradas fueron la no existencia en el
pais de las pruebas seroldgicas y qPCR como también la carencia de ADN nativo, a pesar
de aquello hemos logrado demostrar que aln se mantiene la elimicacion de la
oncocercosis en las comunidades endémicas de oncocercosis del Ecuador. A partir de
2023 se esperaria que la vigilancia post-eliminacion se mantenga con el control de
nodulos, encuestas seroldgicas con ELISA Ov-16, encuestas entomoldgicas con
secuencia O-150 y con el apoyo de los agentes locales de salud entrenados también para
el control de otras enfermedades tropicales desatendidas endémicas en la provincia de
Esmeralda y Santo Domingo de Tsachilas y sirva como modelo de vigilancia
especializada para monitorear la recrudescencia de la oncocercosis acompafada de un

~ 100~
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stock de emergencia de ivermectina para la quimioterapia preventiva. Bajo este riesgo
de recrudescencia de la enfermedad por efecto de la migracion poblacional, nuestros
datos indican que este riesgo es extremadamente bajo o remoto debido por el nimero
relativamente pequefio de emigrantes, su posible tratamiento con ivermectina y la baja
actividad efectiva de Simulium en las zonas receptoras de Ecuador u otros paises
(Nikiéma et al., 2018) (Salinas, 2013) (Campbell et al., 2014).
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La técnica de ELISA para determinacion de anticuerpos contra el antigeno
Ov16 en sueros de nifios menores de 10 afios residentes en zonas exendémicas
reveld la ausencia de contacto con el parésito. Estos resultados evidencian la
interrupcion de la transmision de la oncocercosis tras la certificacion de la

eliminacion de la enfermedad.

La técnica de PCR cuantitativa para detectar la secuencia O-150 especifica de
Onchocerca volvulus en los vectores Simulium exiguum mas sensibles a la
infeccion no encontrd ninguna muestra positiva que reafirma la interrupcion de
la transmision en el area de estudio y el bajo potencial de difusion de la

infeccion.

Las medidas de vigilancia basadas en estudios sobre deteccion de anticuerpos
contra Onchocerca volvulus en la poblacion y secuencias de ADN especificas
del parésito en los vectores son Utiles para detectar una potencial recrudescencia
de la infeccion. Estas medidas se deberan mantener hasta que se eliminen los

ultimos focos en Sudamérica.

El analisis de los registros sobre las medidas de control del Programa Nacional
de Eliminacion de la Oncocercosis (PNEO) muestra que las medidas criticas
para la eliminacién de la oncocercosis estuvieron basadas en la administracion
masiva de ivermectiva y en accion coordinada de las medidas institucionales y

comunidades locales.
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