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Resumen

La tripanosomiasis americana es una enfermedad antropozoonética causada por Trypanosoma cruzi,
parasito flagelado que se anida y se reproduce principalmente en el tejido cardiaco. Se encuentra
ampliamente distribuida en el continente americano y en Colombia se estima que un 2% al 3% de
la poblacién esta infectado y que cerca del 5% esta bajo riesgo de adquirir la infeccién, debido a la
amplia distribucién de los insectos triatominos, sus vectores. El presente estudio reporta la seropre-
valencia para T. cruzi en perros (Canis familiaris) de dos areas rurales endémicas del departamento
de Boyacéa usando la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la caracterizaciéon molecular de
las cepas aisladas. Se procesaron 261 muestras de sueros de perros de diferentes edades obtenidas
en los municipios de Soata y Berbeo. La deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi se realizd6 mediante
la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl). Se realiz6 xenodiagnéstico a 185 perros con cua-
tro resultados positivos, de los que se aislaron tres cepas, caracterizadas molecularmente como T.
cruzi 1 (TC-I) por medio de la amplificacién del gene miniexon. Los analisis estadisticos mostraron
asociaciones significativas entre caracteristicas de las viviendas tales como el tipo de pared, techo,
piso y presencia de anexos con el nimero de perros positivos para T. cruzi. Un total de 10,72% de
los sueros procesados fueron positivos, 11,29% en Soata y 9,5% en Berbeo. Este primer trabajo
sobre prevalencia de perros infectados con T. cruzi en Colombia revela la importancia epidemiol6-
gica de estos animales como reservorios y la caracterizacion molecular de los aislados contribuye al
entendimiento de la dindmica de transmision del parasito.
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SEROPREVALENCE OF Trypanosoma cruzi IN DOGS FROM
TWO ENDEMIC AREAS OF COLOMBIA

Abstract

American Trypanosomiasis is an antropozoonotic disease caused by the protozoan Trypanosoma
cruzi. This protozoan widely distributed in the Americas invades and multiplies mainly in the cardiac
tissue. In Colombia, 2%-3% of the population is infected with the parasite and nearly 5% is under risk
due to the widely distribution of the triatomine vectors. This study reports in two endemic zones of
Boyaca (Colombia) the prevalence of T. cruzi in dogs (Cannis familiaris) using indirect immunofluo-
rescent antibody test (IFI) and the molecular characterization of strains isolated by xenodiagnosis.
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261 sera from mongrel dogs of all ages where obtained from the locations of Soata and Berbeo.
The detection of antibodies against T. cruzi was performed by IFI, xenodiagnosis was performed in
185 dogs. Four dogs resulted positive and three different strains were isolated and characterized as T.
cruzi 1 (TC-]) by the miniexon gene amplification. Statistical analyses showed significant associations
between house characteristics such as type of walls, ceiling and floor with the number of infected
dogs. A total of 10,7% of all processed sera were positive, being 11,2% from Soata and 9,5% from
Berbeo. This first approach to determine the prevalence of infected dogs with T. cruzi in Colombia
reveals the epidemiological importance of dogs as reservoirs of this parasite that may help to batter
understand the dynamics of the parasite transmission and life cycle.
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SEROPREVALENCIA DE Trypanosoma cruzi EM CACHORROS
DE DUAS AREAS ENDEMICAS DA COLOMBIA

Resumo

A tripanossomose americana é uma doenga antropozoonética causada por Trypanosoma cruzi,
parasito flagelado que se aninha e se reproduz principalmente no tecido cardiaco. Encontra-se
amplamente distribuida no continente americano e em Colémbia se estima que um 2% ao 3% da
populagdo esta infectado e que cerca do 5% esta sob risco de adquirir a infeccdo, devido a ampla
distribuicdo dos insetos triatominos, seus vetores. O presente estudo reporta a seroprevaléncia
para T. cruzi em cachorros (Canis familiaris) de duas areas rurais endémicas do departamento de
Bovaca e a caracterizagdo molecular das cepas isoladas. Se processaram 261 mostras de soros de
cachorros de diferentes idades obtidas nos municipios de Soata e Berbeo. A detec¢do de anticor-
pos anti-T. cruzi se realizou mediante a técnica de inmunofluorescencia indireta (IFI). Se realizou
xenodiagndstico a 185 cachorros com quatro resultados positivos, dos que se isolaram trés cepas,
caracterizadas molecularmente como TC I por meio da amplificacdo do gene miniexon. As analises
estatisticas mostraram associagdes significativas entre caracteristicas das moradias tais como o tipo
de parede, teto, andar e presenga de anexos com o nimero de cachorros positivos para T. cruzi.
Um total de 10,72% dos soros processados foram positivos, 11,29% em Soata e 9,5% em Berbeo.
Este primeiro trabalho sobre prevaléncia de cachorros infectados com T. cruzi em Colémbia revela
a importancia epidemiolégica destes animais como reservatérios e a caracterizagéo molecular dos
isolados contribui ao entendimento da dindmica de transmissao do parasita.

Palavras-chave: Tripanossomose, Trypanosoma cruzi, prevaléncia, xenodiagnéstico

Introduccion

Los perros son considerados como importantes reser-
vorios domésticos y pueden contribuir a la transmisién
de T. cruzi cuando el hombre cohabita con los insectos
vectores de la familia Reduviidae (1-8). Evaluacio-
nes, posteriores a intervenciones con insecticidas
residuales realizadas regularmente para disminuir
infestaciones por triatominos en areas rurales del
norte de Argentina han demostrado la interrupcion
doméstica de infeccion con T. cruzi en perros (9), lo
que indica que estos animales pueden ser ttiles como
centinelas para estimar resultados obtenidos a través
del tiempo después de una intervencion.

12 rev. fac. med

Otros estudios en poblaciones caninas han demostra-
do altas prevalencias de perros infectados realzando
su importancia como reservorio en el ciclo doméstico
de T. cruzi.

En Venezuela, analisis serolégicos y parasitologicos
mostraron que de 565 perros examinados, 67,6%
presentaron infeccién con T. cruzi (2). En Costa Rica,
de 54 perros de localidades rurales con Triatoma
dimidiata como principal vector, el 27,7% revelo
anticuerpos anti-T. cruzi (10); en Santiago de Estero,
(Argentina) con Triatoma infestans como principal
vector, un 65% de 83 perros presentaron anticuerpos
anti-T.cruzi (11); la infeccién de 28 perros examina-
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dos por medio de xenodiagndstico en un area rural de
Brasil, en donde el principal vector es Panstrogylus
megistus, fue de 18,5 % (7).

Cada familia de la poblacion del area rural de Boya-
c&, usualmente cohabita con al menos un perro, que
ademas de ser fuente de alimento para los insectos
hematoéfagos, atrae triatominos hacia las viviendas v,
en caso de infeccién con T. cruzi, puede representar
un factor de riesgo para la poblacién humana. Se ha
demostrado una asociacién positiva y significativa
entre la infeccién de perros y variables que reflejan
la exposicion local a insectos infectados (12,13); otro
estudio (4, 7), muestra que la probabilidad de estar
infectado con el parasito aumenta de tres a cinco
veces cuando se convive con animales infectados, en
comparacién con individuos que viven con animales
sin infeccion.

Prevalencias altas de infeccion en poblaciones caninas
se pueden deber a varias rutas de infeccion, por con-
tacto con heces infectadas e infeccién oral, cuando se
encuentran vectores atractivos para los perros como
el T. dimidiata (10,11).

En el presente trabajo se encontraron 28 muestras
positivas de un total de 261 analizadas (10,72%) por
medio de la técnica IFI, de las cuales 20 resultados
correspondieron al municipio de Soatd y ocho al
municipio de Berbeo. Se lograron aislar cuatro cepas
de T. cruzi, tres de ellas caracterizadas como TC I,
concordando con hallazgos de aislamientos de cepas
de TC I predominante en Colombia.

El conocimiento de la prevalencia de perros infectados
con el parasito constituye una herramienta ttil para la
vigilancia y los programas de control vectorial.

Materiales y métodos

En el municipio de Socaté (6° 19° N; 72° 40" W) se
seleccionaron las veredas Hatillo, con un indice de
infestacion de 26,66% vy Espinal con 19, 51% y en el
municipio de Berbeo (5° 13°N; 73° 07°W) las veredas
Bombita, con un indice de infestacion de 28,3% y
Batatal con 35,63%. Estudios previos, realizados en el
area rural de los municipios de Soaté y Berbeo dentro
del Programa Nacional de Prevencién y Control contra
la Enfermedad de Chagas y la Cardiopatia Infantil en
el anio 2004, mostraron una seropositividad para T.
cruzi de 2,5% en ninos y de 0,25% en adultos.

Las viviendas en las que se tomaron las muestras
de suero de los perros se caracterizaron por tipo
de pared, techo, piso y presencia de anexos como
gallineros, lugares de almacenamiento, caneys, co-
rrales etc.

Coleccién de los sueros: Se tomaron muestras de
sangre de 261 perros, 177 de Soata (96 del Hatillo
y 81 de Espinal) y 84 de Berbeo (40 de Batatal v 44
de Bombita). Los sueros se separaron por centrifuga-
cién, se diluyeron a 1:1 en glicerina neutral bufferada
y se almacenaron a -4 °C hasta su anélisis. 185 de
ellos se analizaron por IFI y xenodiagnéstico y los 76
restantes sélo por IFI.

Serologia: La prueba de IFI se estandarizé probando di-
luciones de azul de Evans (1:5000,1:10000,1:20000)
con el conjugado (Anti-Dog IgG-Alkaline Phospha-
tase conjugate antibody produced in rabbit, SIG-
MA) en distintas diluciones (1:32, 1:64 y 1:128);
un control positivo se obtuvo de un perro infectado
experimentalmente con titulo previamente conocido
de 1:1024 y un control negativo de una regién no
endémica. Una vez determinada la dilucién 1:10000
de azul de Evans y 1:64 del conjugado, se establecié
el punto de corte en 1:32; titulos mayores o iguales
se consideraron positivos para infeccion con T. cruzi.
Los sueros se analizaron por IFI dos veces, hasta
una dilucion de 1:2048 (14, 15, 16). El antigeno se
obtuvo de epimastigotes tratados con formaldehido
de la cepa X380 de T. cruzi, usada como cepa de
referencia en el CIMPAT.

Xenodiagnostico: Se realizaron 185 xenodiagnés-
ticos, 101 en Soata y 84 de Berbeo. Diez ninfas de
quinto estadio de Rhodnius prolixus se colocaron
sobre el abdomen de cada uno de los perros, verifi-
cando la ingestién de sangre de todos los insectos
(expuestos a previo ayuno). Posteriormente, las ninfas
se mantuvieron con sangre de gallina y se examinaron
tres veces, durante 90 dias. La infeccién con T. cruzi
se determind por microscopio de luz (400 X).

Caracterizacion de las cepas de T. cruzi: Una porcién
del espaciador no transcrito del gene miniexon se
amplificé por la reaccion en cadena de la polimerasa,
segln la metodologia descrita por Fernandes et al.
(17), utilizando los iniciadores TC1: 5-GTGTCCGC-
CACCTCCTCCGGGCC-37; TC2: 5-CCTGCAGG-
CACACGTGTGTGTG-37; TCC: 5-CCCCCCTCC-
CAGGCCACACTG-3, produciendo un fragmento de
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amplificacion de 300 pb para T. cruzi 11 o de 350 pb
para T. cruzi I (18).

La reaccion de amplificacion se realizé en un volumen
final de 10 pl, conteniendo 1 pl 10X de buffer de
reaccion de la Taq Polimerasa (INVITROGEN), 200
UM de la mezcla de dNTPs, 3,5 mM de MgCl2, 25
mM de KCl, 25 pM de cada iniciador, 0,5 unidades
de Tag DNA polimerasa (INVITROGEN) y 5 ng de
DNA genémico. La PCR se corrié en un termoci-
clador Thermal Minicycler M.J. Research® PTC-
150-16, durante 35 ciclos. El perfil de temperaturas
para denaturacién, anillamiento de los iniciadores y
la extension 95°C por un minuto (tiempo inicial de
5 minutos), 50°C por 30 segundos v 72°C por 30
segundos respectivamente y una extension final de
cinco minutos. Los productos de amplificaciéon se ana-
lizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida
al 6%, seguida de coloraciéon con plata.

Anadlisis de datos: Se realiz6 una asociacién entre
las caracteristicas de las viviendas (tipo de pared, tipo
de techo, tipo de piso y presencia de anexos) entre
los municipios muestreados por medio del programa
Statistix y por medio de analisis de %? y Fisher se
buscaron asociaciones entre caracteristicas de las
viviendas y el niimero de perros positivos.

Resultados

En la tabla 1 se observan los resultados para las 261
muestras analizadas por IFI (Figuras 1 y 2), con un
total de 28 positivas (10,72%). También los resultados
de los 185 xenodiagndsticos, de los que cuatro resul-
taron positivos, pero sélo tres por los dos métodos.

De los cuatro xenodiagndsticos positivos se aislaron
tres cepas que se caracterizaron molecularmente
como T. cruzi I (Figura 3).

TABLA 1. Datos de los perros positivos para infeccion con T. cruzi en los municipios de Soatd y Berbeo

N° perro Municipio Vereda Sexo Edad (afios) Titulo de IFI Xenodiagnéstico
1 Soata Hatillo Macho 3 1/32 -
2 Soata Hatillo Hembra 7 1/128 -
3 Soata Hatillo Macho 3 1/32 -
4 Soata Hatillo Macho 2,5 1/256 -
5 Soata Hatillo Macho 1,5 1/512 -
6 Soata Hatillo Macho 1 1/1024 +
7 Soata Hatillo Macho 2 1/2048 -
8 Soata Hatillo Hembra 6 1/2048 -
9 Soata Hatillo Hembra 4 1/128
10 Soata Hatillo Hembra 3 1/128 +
11 Soata Hatillo Macho 2 1/256 -
12 Soata Hatillo Macho 4 1/256 -
13 Soata Hatillo Macho 2 1/256 -
14 Soata Hatillo Macho 3.5 1/512 +
15 Soata Hatillo Macho 3 1/2048 -
16 Soata Hatillo Macho 1,5 Negativo +
17 Soata Espinal Macho 0,7 1/512 -
18 Soata Espinal Macho 3 1/256 -
19 Soata Espinal Macho 1,5 1/128 -
20 Soata Espinal Macho 3 1/128 -
21 Soata Espinal Hembra 2 1/512 -
22 Berbeo Bombita Macho 1,5 1/64 -
23 Berbeo Bombita Macho 10 1/128 -
24 Berbeo Bombita Macho 4 1/512 -
25 Berbeo Bombita Hembra 7 1/128 -
26 Berbeo Bombita Macho 0,8 1/2048 -
27 Berbeo Bombita Macho 10 1/4096 -
28 Berbeo Batatal Hembra 4 1/128 -
29 Berbeo Batatal Hembra 4 1/512 -

14 rev. fac. med
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FIGURA 3. Caracterizacién molecular de tres cepas de perro por medio de una reaccién de PCR doble utilizando los primers TC/
TC1/TC2. La figura muestra un gel de poliacrilamida al 6% coloreado con nitrato de plata con los productos de amplificacién 1:
M, marcador de 100 pb ladder (Invitrogen), 2: Control de reaccion (Muestra sin ADN), 3: Control de TC1 (Cepa DM12 de Didelphis
marsupialis), 4: Control TC2 (cepa 167 aislada de humano en Brasil), 5: Cepa H10, 6: Cepa H135, 7: Cepa H89, 8: M100 ladder.

Los resultados de la caracterizacién de las viviendas
de las dos veredas de cada municipio se muestran
en las tablas 2 y 3. En todas las encuestas que se
realizaron, los habitantes de las viviendas reportaron
conocimiento del vector.

Los andlisis que comparan las caracteristicas de las
viviendas en los dos municipios mostraron diferencias
significativas entre los materiales de construccion ca-
racterizados (tipos de pared, techo y piso): P <0,001;
%2 =10,57, grados de libertad = 0,001); la madera
como material de construcciéon solo se observd en
Berbeo. El niimero de anexos de la vivienda fue similar
en los dos municipios (test de Fisher, P = 0,05).

Se encontrd una asociacion estadisticamente signi-
ficativa entre el nimero de perros positivos para T.
cruziy el tipo de pared (test de Fisher, P<0,05), tipo
de techo (test de Fisher, P=0,05) y tipo de piso (x?
<0,05, grados de libertad =1) en los dos municipios,
Soata y Berbeo y para el niimero de anexos solo se
encontré asociacién en el municipio de Soatéa (test

de Fisher P<0.05).
Discusion

Los perros son una fuente de alimentacién impor-
tante para los insectos triatominos (3,7,19,20) y esta
demostrado que la prevalencia de insectos infectados
con T. cruzi aumenta, cuando estos se alimentan
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TABLA 2. Porcentajes de caracteristicas de las viviendas del municipio de Soata

Habitantes Tipo de pared Tipo de techo Tipo de piso Anexos
Vivien- Gallinero,
das Adobe/ . Baha- Cemen- caney,
Vereda <3 =14 . Eternit/  reque to/ .
evalua- bahare- Cemento Piedra . Tierra trapiche,
zinc barro baldosa
das que palomar
Hatillo 22 15 24 12 21 7 11 26 27
37 (59,4%) (40,5%) (64,8%) (32,4%) (2,7%) (56,75%) (43,2%) (29,7%) (70,2%) (72,9%)
Espinal 17 11 16 11 21 7 13 15 (822:;‘7)
P 28  (60,7%) (39,2%) (57,1%) (39,2%) (3,5%)  (75%) (25%) (46,4%) (53,5 %) e
ot 39 26 40 23 42 14 24 41 . 658%
65 (60%) (69,2%) (39,2%) (3,5%) (3,07%) (64,6%) (21,5%) (36,9%) (63 %) 77
TABLA 3. Porcentajes de caracteristicas de las viviendas del municipio de Berbeo
Habitantes Tipo de pared Tipo de techo Tipo de piso Anexos
» Adobe/ Eternit/ Ce- Gallinero,
Vivien- bahare- Cemen- Piedra zinc Madera Tierra mento/ caney,
Vereda  das <3 -4 que to baldosa trapiche,
evalua- = = palomar
das
Batatal 9 10 1 14 15 4 3 16 13
19 (47,3%) (52,6%) (5,2%) (73,6%) (21%) (78,9%) (21%) (15,7%) (84,2%) (68,4%)
Bombi- 7 14 2 15 11 10 5 16 (8515;%
tal 21 (33,3%) (66,6%) (9,5%) (71,4%) (19%) (52,3%) (47,6%) (23,8%) (76,1 %) e
Total 40 16 24 3 29 26 14 8 32 31
40%)  (60%) (7,5%) (72,5%) (20%)  (65%) (35%) (20%) (80%) (77,5%)

frecuentemente de perros (21). La prevalencia de
infeccion con T. cruzi que se demostré en este trabajo,
junto con el hallazgo de infecciones agudas, eviden-
ciadas por el xenodiagndstico, sefialan que en las
areas de estudio, los perros son reservorios que juegan
un papel importante en el mantenimiento del ciclo del
parasito en el domicilio, con el consiguiente riesgo
para el desarrollo de infecciones humanas. Por eso se
refuerza la necesidad de implementar estrategias que
disminuyan el riesgo de contacto triatomino—perro en
areas endémicas y por consiguiente, las posibilidades
de infecciones humana. En Colombia, las medidas
de control de vectores de la enfermedad de Chagas
ain no plantean acciones sobre los reservorios, tema
que se deberia tratar teniendo en cuenta que estan
reportados estudios que confirman el mayor riesgo de

la infeccién humana cuando se convive con animales
infectados (4,7).

16  rev. fac. med

Son varias alternativas propuestas para evitar infec-
ciones caninas con T. cruzi, dentro de ellas el uso
de collares impregnados con insecticidas residuales,
que también disminuyen el contacto y la infestacion
domiciliar con los vectores (22,23). Otras alternativas
son el uso de medicamentos como el Benzonidazol
o Nifurtimox (24-27) o la aplicacién vacunas con T.
rangeli que mostré disminucién de la infeccion de
perros retados con T. cruzi (26).

El hallazgo de un xenodiagnéstico positivo no con-
cordante con los resultados de IFI se podria explicar
por una infeccién reciente, en la que la respuesta
humoral aiin no alcanzara niveles significativos de
anticuerpos (29-31).

Los resultados de Berbeo, que sélo mostraron posi-
tividad para IFI se podrian explicar por la avanzada
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edad promedio de los perros muestreados (5-16 afios),
resultado concordante con estudios realizados en po-
blaciones caninas de areas rurales de Argentina (1),
en donde se demostré que la prevalencia de infeccion
por T. cruzi en perros aumenta con la edad y que la
infectividad por su parte, disminuye significativamente
cuando la edad aumenta. La ausencia de xenodiag-
nosticos positivos también se podria relacionar con el
hecho de que las viviendas de este municipio presen-
taban materiales menos aptos para el establecimiento
de los insectos, que a su vez disminuye la posibilidad
de infeccién en los animales domésticos (Tabla 3) (8,
19, 32-34). El contraste, la deteccion de infecciones
agudas en los perros de Soaté, concuerda con las
diferencias estadisticamente significativas entre los
tipos de materiales utilizados para la construcciéon de
las viviendas en los dos municipios.

A pesar de las diferencias en las viviendas de los dos
municipios, la prevalencia de perros infectados fue
similar, siendo el tipo de pared, techo y piso, caracte-
risticas importantes que favorecen la infeccién canina,
hecho que concuerda con un modelo matematico (21),
en el que se recalca que el riesgo de infeccion huma-
na puede disminuir, cuando los perros se marginen
fuera del domicilio. Es importante recalcar que los
perros pueden adquirir la infeccién, tanto a partir de
las heces contaminadas del vector, como por via oral
(13,14,16), hecho que los hace maés susceptibles a
las infecciones por T. cruzi.

La importancia del aislamiento de TC I en perros radi-
ca en que son pocos los estudios que se han realizado
en Colombia y porque arroja significativos aportes a
la epidemiologia y distribucién de esta cepa, la que
mas afecta a la poblacion en esa regién. La cepa
TC I (correspondiente al zimodemo 1) (35), con una
amplia distribucién en el pais, se ha relacionado con
el ciclo silvestre y se ha aislado también de humanos
y de otros reservorios (36-39).

Este estudio demuestra que los perros juegan un papel
importante como reservorios de T. cruzi, aumentando
los indices de infeccion en triatominos y al mismo
tiempo, aumentando el riesgo de transmision a las
poblaciones humanas. Resalta también la relacion
entre perros infectados y las caracteristicas de las
viviendas, hecho que ayuda a respaldar el llamado
urgente al fortalecimiento de las actividades de vigi-
lancia y control para la enfermedad de Chagas.
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