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RESUMEN

Ruiz Aguilar Maria Eugenia. MCA, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Veracruzana. Marzo 2015. Seroprevalencia y factores de riesgo
asociados a Trypanosoma cruzi en perros de comunidades rurales del
municipio de la Antigua, Veracruz, México. Director Dr. Belisario Dominguez
Mancera, Co-Directora Dra. Dora Romero Salas.

La enfermedad de Chagas es una enfermedad zoonética causada por Trypanosoma
cruzi, la cual es transmitida por chinches del género Triatoma dimidiata considerada
como el principal vector en Veracruz. Los perros en las comunidades rurales de las
zonas endémicas son los principales hospederos y pueden servir de centinelas en los
programas de vigilancia de esta enfermedad. El presente estudio se realiz6 para
determinar la presencia de T. cruzi en perros de comunidades rurales en el municipio
de la Antigua, Veracruz, México. Se utiliz6 el programa Win Episcope Ver 2.0 para
determinar el tamafo de muestra (“n”=340), utilizando el 50% de seroprevalencia,
95% de confianza, y un margen de error de 5%. Se seleccionaron perros procedentes
de 10 localidades en el municipio de La Antigua, Veracruz durante febrero a octubre
de 2013. Para la identificacién de anticuerpos contra T. cruzi se utilizé el diagnéstico
de ELISA como prueba tamiz y como confirmatoria IFl. Los datos fueron analizados
con estadistica descriptiva utilizando el programa STATA, version 11.0. Los resultados
obtenidos por ELISA fueron: seroprevalencia general de 19.4% (66/340; 1C95%
15.4-24.1), las localidades con mayor seroprevalencia especificas fueron La Posta,
con 52.9% (18/34; 1C95% 35.4-69.8), José Ingenieros y San Pancho con 38.2%
(13/34; 1C95%: 22.6 a 56.3). Las localidades con menor seroprevalencia fueron
Hatillo y Playa Oriente, con el 2.9% (1/34; 1C95%:0.1-17.0). Los resultados
obtenidos por IFI fueron: seroprevalencia general de 9.4% (32/340; 1C95% 6.6-
13.1), las localidades con mayor seroprevalencia especifica fueron La Antigua y José
Ingenieros con 20.6% (7/34; 1C95% 9.3—38.4) respectivamente y La Posta 14.7%
(5/34; 1IC95%: 5.5 — 31.8). Las localidades con menor seroprevalencia fueron Hatillo
y Playa Oriente, con el 2.9% (1/34; 1C95%:0.1-17.0). Debido a que se trata de una
zoonosis de importancia en paises tropicales, y a la gran convivencia de los perros
con los humanos, especialmente los nifios, se considera de gran importancia realizar
estudios que permitan conocer el estado de salud de las mascotas y sobre todo en
zonas rurales marginadas. En esta investigacién se pudo evidenciar que los perros de
las comunidades rurales del municipio de la Antigua estan infectados con T. cruzi.
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ABSTRACT

Ruiz Aguilar, Maria Eugenia. Master of Animal Science degree, School of Veterinary
Medicine and Animal Husbandry, University of Veracruz. Veracruz, Mexico, March
2015. Seroprevalence and risk factors associated with Trypanosoma Cruzi in
dogs from rural communities in La Antigua, Veracruz, Mexico. Director Dr.
Belisario Dominguez Mancera, Co-Director Dr. Dora Romero Salas, External Director
Zeferino Garcia Vazquez.

Chagas disease is a zoonotic disease caused by Trypanosoma cruzi, which is
transmitted by bugs of the genus Triatoma dimidiata considered as the main vector in
Veracruz. Dogs from rural communities in endemic areas are the main hosts and can
serve as sentinels in monitoring programs for this disease. The present study was
performed to determine the presence of Trypanosoma cruzi in dogs from rural
communities in the municipality of Antigua, Veracruz, Mexico. Win Episcope Ver 2.0
program was used to determine the sample size ("n" = 340) using 50%
seroprevalence 95% confidence level and a margin of error of 5%. Dogs from 10
different locations were selected in La Antigua, Veracruz from February to October
2013. Serum was obtained from blood samples for individual tests by ELISA for
antibodies against Trypanosoma cruzi and IFl as a confirmatory test. Data was
analyzed with descriptive statistics using STATA software, version 11.0. ELISA results
were: overall seroprevalence 19.5% (66/340; 95% CI 15.4-24.1), localities with the
highest seroprevalence were La Posta, with 52.9% (18/34; 95% CIl 35.4-69.8), José
Ingenieros and San Pancho with 38.2% (13 / 34; 95% CI: 22.6 to 56.3). Localities
with low seroprevalence were Hatillo and Playa Oriente with 2.9% (1/34; 95% CI:
0.1-17.0). In the other hand, IFl results were: overall seroprevalence of 9.4%
(32/340; 95% CIl 6.6-13.1) and localities with high seroprevalence were José
Ingenieros 20.6% (7/34; 95% CIl 9.3-38.4), La Antigua 20.6% (7/34; 95% Cl: 9.3-
38.4) and La Posta 14.7% (5/34; 95% CIl: 5.5 - 31.8). Localities with low
seroprevalence were Hatillo and Playa Oriente with 2.9% (1/34; 95% CI: 0.1-17.0).
Since it is an important zoonosis in tropical countries, and in rural areas several dogs
live in close interaction with families, especially children, it is necessary to continue
with this type of studies. The results of this research showed that dogs from rural
communities in the municipality of La Antigua are infected with Trypanosoma cruzi.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (EC) es una parasitosis zoonética de gran importancia ya
que es considerada como un problema de salud, econémica y laboral en la poblacién,
afecta a la mayoria de los paises de América Latina en donde la enfermedad es
endémica (Berrizbeitia et al., 2013). El agente causal de la EC es el Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), un protozoo que pertenece al Orden Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, Género Trypanosoma (Schofield y Galvao, 2009). Entre los
estudios mas recientes del continente americano, reportan que aproximadamente
entre 7 y 10 millones de personas estan infectadas con T. cruzi y se presentan
aproximadamente 50.000 nuevos casos anualmente; afecta principalmente en areas
rurales y recientemente se ha observado un aumento importante en areas urbanasy

periurbanas (Senior, 2007; WHO, 2011).

En México, la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. cruzi es de 1.6%, encontrandose
casos seropositivos en la Republica Mexicana. A partir de datos recientes colectados
en el Censo Nacional (INEGI, 2010), se demostré que la poblacién del pais es de
112.3 millones de habitantes, de los cuales aproximadamente 1.79 millones pueden

estar infectados con T. cruzi (Galaviz et al., 2009).

La importancia que resalta la EC y el agente etiolégico de T. cruzi, se encuentra en la
naturaleza de la enfermedad que afecta no s6lo a humanos, sino también a gran
diversidad de animales silvestres, sinantropicos y domésticos; entre ellos los
armadillos, roedores, marsupiales, y perros. La infeccidn de estos reservorios puede
ocurrir por ingesta de triatbminos contaminados o por sus heces cuando este
parasitose alimenta de ellos en la naturaleza. Los perros se consideran un indicador
de la transmisién activa, ya que los canidos infectados y la presencia de vectores
incrementan el factor de riesgo para las personas; asi mismo, la presencia de un
perro infectado y la presencia de un triatomino en una vivienda, incrementa el riesgo
de la infeccion en nifios (Gurtler et al., 1996; Caliari et al., 2002). Los reservorios,
como componentes asociados al ciclo de transmisién de esta parasitosis, cumplen

igualmente esta dinamica (Webster et al., 2007).

Desde que fue descubierta la EC, también fue descubierto casi a la brevedad que los

perros son reservorios importantes del T. cruzi, ya que en la mayoria estan presentes



como compafiia y guardia en los hogares, especialmente en zonas rurales, en estas
areas los perros entran y salen con mucha facilidad de la vivienda, debido a la
construccidon precaria del material con el cual se encuentran construidas. En las
épocas mas criticas de frio o lluvias, los perros buscan una zona de refugio y si estos
se encuentra en una zona endémica con triatdminos hematoéfagos, al entrar al interior
de la casa, tienen una alta probabilidad de contagiarse y llevar consigo una chinche
que pueda estar infectada con T. cruzi, lo cual puede ser un factor de riesgo en la

transmisién de la EC para el hombre (Gurtler et al., 2007).

Estudios reportados desde México hasta Argentina han demostrado seroprevalencias
en perros que van desde 1% hasta 50%, con mayor frecuencia en estos animales
victimas de la infeccién, lo que ayuda a la proliferacién y amplificaciéon de la infeccién
para los vectores cercanos al animal. También existen estudios en areas endémicas
que reportan elevadas prevalencias de la EC en humanos, asociada con tener tan solo

un perro en sus casas (Gurtler et al., 1996; 2007).

En México existen pocos estudios que reportan sobre la infeccion natural de T. cruzi
en perros domésticos, en areas en donde se han reportado triatbminos hematéfagos
que transmiten al agente etioldgico, sin embargo, se encuentran prevalencias que en
comparacion con los seres humanos se ha reportado prevalencias que resaltan en los
estudios recientes realizados en diferentes entidades de la Republica Mexicana, como
la de Jiménez-Coello et al. (2008 y 2010) en el estado de Yucatan, que reportan una

prevalencia de 17% y 34% en un &rea urbana.



1. ANTECEDENTES

1.1 Agente etiolégico Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Zoomastigophora, familia Trypanosomatidae,
caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria, cuyo genoma se
encuentra ordenado en una compleja y compacta regién (dentro de la propia mitocondria, y
cerca de la base del flagelo), denominada cinetoplasto. Es un parasito intracelular con un
ciclo de vida que involucra vertebrados e invertebrados y es el agente etioldgico responsable
de la enfermedad de Chagas (Arzube, 2000).

1.1.1 Morfologia

El ciclo de vida de T. cruzi se describe de acuerdo a sus tres formas morfolégicas
como: epimastigote, tripomastigote (metaciclico y sanguineo) y amastigote (Texeira
et al., 2012).

El amastigote tiene un diametro de 2.5 a 6.5 ym, carece de flagelo y por lo tanto de
movimiento; tiene un gran nudcleo cerca del cual se encuentra el cinetoplasto a
manera de disco. Es la forma intracelular del parasito y se multiplica por fision binaria
simple en el hospedador vertebrado. El epimastigote es fusiforme y mide de 6-15 um
de largo, el flagelo emerge de la parte media del parasito y forma una membrana
ondulante méas pequefia que la observada en los tripomastigotes, vive en el tracto
intestinal del invertebrado como extracelular. Su forma replicativa es por fision
binaria longitudinal y se ubica en el intestino medio y recto del insecto hematéfago. El
tripomastigote metaciclico es flagelado de cuerpo alargado que mide de 20-25 um de
longitud, el ndcleo central se ubica el cinetoplasto y la bolsa flagelar de donde surge
el flagelo y que contornea una membrana ondulante, en este estadio no hay divisidn
binaria. El parasito es extracelular y se ubica en el torrente sanguineo y es la forma
infectante del paréasito que se encuentra en las heces de los triatbminos (Texeira et
al., 2012) (Figura 1).



Amastigote Epimastigote Tripomastigote

Figura 1. Morfologia T. cruzi (Texeira et al., 2012).
1.1.2 Clasificacion Taxondmica
El T. cruzi es un protozoario que durante su ciclo biolégico depende de dos

hospederos: insectos de la familia Reduviidae y gran diversidad de mamiferos

silvestres y domeésticos, asi como los roedores, como reservorios incluyendo al ser

humano (Tibayrenc, 2003).

Cuadro 1. Clasificacién taxondémica

Reino: Protista
Filo: Euglenozoa

Sub filo: Mastigophora

Clase: Sarcomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Especie: cruzi

Fuente: Tibayrenc et al., 2003



1.2 Hospederos

El principal hospedero es el hombre y todo aquel que el transmisor tenga mas a su
alcance para alimentarse. El perro por ejemplo, al encontrarse en el peridomicilio
inicialmente estara en contacto con el triatbmino antes de entrar a la vivienda. Todos
los mamiferos son susceptibles de padecer esta infeccibn. En México, se han
reportado los siguientes hospederos: ardilla, armadillo, cerdo, gato, tlacuache y perro

principalmente (Ibarra et al., 2009).

1.3 Vectores

El paréasito es transmitido por artropodos hematéfagos (triatdbminos) conocidos
dependiendo de la regibn como chinche hocicona, besucona o voladora, entre otros.

El tamafio de estos triatbminos es de 0.5 a 5cm (Ibarra et al., 2009).

En México, la enfermedad es transmitida por insectos en el 96% de los casos
(Ramsey et al., 2003) y a diferencia de otros paises donde solo uno o dos
transmisores son de importancia epidemiolégica, existe una gran diversidad de
especies pertenecientes a ochos géneros (Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Meccus,

Panstrongylus, Paratriatoma, Rhodnius y Triatoma) (lbarra et al., 2009).

Las especies de mayor importancia epidemioldgica por su capacidad para transmitir T.
cruzi son: Rhodnius prolixus Stal, Triatoma barberi Usinger, Triatoma dimidiata
(Latreille), Triatomalongipennis Usinger, Triatoma phyllosoma (Burmeister) vy
Triatoma picturata Usinger (Zarate y Zarate, 1985). No obstante, la chinche T.

dimidiata es la principal especie transmisora en el Sur de México (Figura 2).

Figura 2. Distribucién de triatbminos en la Republica Mexicana (Portugal et al.,

2011).



1.4 Ciclo biolégico

El ciclo inicia cuando un triatdbmino infectado, succiona sangre del mamifero y libera
con sus heces u orina tripomastigotes metaciclicos cerca del sitio de la picadura. Los
tripomastigotes penetran en el hospedero a través de la herida o a través de las
mucosas. Dentro del hospedero, los tripomastigotes metaciclicos invaden las células
nucleadas cerca del lugar de la inoculacion, donde se diferencian en amastigotes
intracelulares, estos se multiplican por fision binaria y cuando ocupan el citoplasma
celular, se diferencian en triomastigotes que se liberan en los espacios intercelulares,
la linfa y finalmente a la circulacién sanguinea como tripomastigotes sanguineos. Los
tripomastigotes no se dividen, necesitan invadir nuevas células nucleadas y completar

un nuevo ciclo intracelular para dividirse como amastigotes.
Estos tripomastigotes infectan células de una gran variedad de tejidos incluyendo

macrofagos y células de intestino, sistema nervioso central, musculo liso o tejido

adiposo (Ibarra et al., 2009; Esch and Petersen, 2013) (Figura 3).

Figura 3. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi (Esch and Petersen, 2013).



1.5 Epidemiologia de los Triatdbminos

Se cree que la importancia epidemioldégica de los triatbminos en la Republica
Mexicana se basa en su amplio grado de adaptabilidad, debido a que habitan diversos
ecosistemas, incluyendo selvas humedas y secas (Zeledén et al., 2001), a diferentes
altitudes (0-1750 msnm) (Tabaru et al., 1999), utiliza diversas fuentes alimenticias
asi como también tiene alta diversidad de sitios de descanso (Petana, 1971; Zeled6n
et al., 2001), presenta gran capacidad de colonizacion de las viviendas (Arzube,
1966; Zeleddn et al., 1973), alta longevidad y capacidad de dispersion (Campos,
1931; Schofield, 2009). Varios de estos factores tienen un efecto directo sobre las

tasas de transmisién de T. cruzi a humanos.

La transmision se presenta con mayor frecuencia en las zonas rurales, donde existe
una alta proporcidn de viviendas en condiciones propicias para dar refugio a las
chinches. Esas condiciones estadn dadas principalmente por la cercania de las casas
con los ambientes silvestres, por las actividades antropicas (principalmente la caza, el
acarreo de lefla hacia los domicilios y la deforestaciéon) y la gran cantidad de
reservorios domésticos disponibles (Zeledén et al., 2001). Comunmente, los
triatdbminos invaden las casas durante la noche al ser atraidos por la luz y colonizan
las viviendas ocultandose en las grietas y hendiduras de las casas (Metcalf, 1975;
Acha y Szyfres, 1996). Los animales domésticos funcionan como hospederos
intermedios entre los animales silvestres y los humanos (Ramsey et al., 2000; Vidal-

Acosta et al., 2000; Peterson et al., 2002).

1.6 Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

La distribucién geografica de la EC, incluyendo a sus reservorios y sus vectores, se ha
descrito en casi todo Latinoamérica, desde los Estados Unidos de Norte América hasta
los paises de Argentina y Chile (Coura et al., 2009). La EC tiene una importancia de
infeccion tropical, una gran carga en la morbilidad, un alto nivel social e impacto
econémico en zonas endémicas (WHO, 2002; Segura, 2006; Silveira, 2011). En los
estudios reportados se estima que se encuentran infectados con el T. cruzi de 7-10
millones de personas y que aproximadamente el 33% puede desarrollar la etapa
crénica de la enfermedad, inclusive existen reportes en donde refieren que esta EC
representa el 25% de las muertes en los grupos de 25-45 afios de edad, al mismo

tiempo, se considera que 25 millones de personas estan expuestos al riesgo con una



incidencia aproximado de 1 millébn de casos y 21 000 personas mueren cada afio
(Moncayo et al., 2009; WHO, 2011; Carabarin et al., 2013). La EC es un problema de
salud publica en gran parte de los paises endémicos del continente americano y una
enfermedad emergente en parte de Europa, ya que en las dos ultimas décadas, por la
migraciéon de miles de personas asintomaticas provenientes de zonas rurales de
América del sur y centro a los paises desarrollados, ha cambiado la relevancia de

resultados epidemioldgicos de la enfermedad (Bern, 2007).

1.7 Mecanismos de Transmision de la Enfermedad de Chagas

1.7.1 Vectorial

Es el mecanismo mas comun de transmisiéon de T. cruzi hacia los humanos y
animales, a través de las heces infectadas de los triatdbminos, cuando la chinche se
alimenta, defeca en la piel o las mucosas cerca de donde pica dejando un pequefio
orificio por donde penetran los paréasitos y es el mecanismo de transmisiéon natural
asociado de manera particular a las zonas rurales, también, en el ciclo selvéatico es
comun que mamiferos como los marsupiales, ratas, armadillos entre otros, se

infecten por esta via (Guhl et al., 2009).

1.7.2 Transfusién sanguinea

Actualmente por la emigracion del hombre de zonas rurales a urbanas, si bien reduce
el nimero de personas expuestas al vector infectado, aumenta la probabilidad de
transmisiéon por transfusién. Es la segunda via de transmisibn de importancia,
anteriormente el problema se limitaba solo a Latinoamérica pero debido al gran
namero de inmigrantes, la enfermedad se ha estado distribuyendo a poblaciones,
ciudades y paises desarrollados no endémicos, paises como Estados Unidos, Canada,

Espafa, al igual que Japén y Australia (Schmunis, 1999; Schmunis, 2007).

1.7.3 Transmisién congénita

Aproximadamente del 1% de las gestantes con EC, tienen riesgo de transmitir la

infeccion al producto. Este mecanismo congénito puede ocurrir del tercero al quinto



mes de embarazo, dependiendo de la colonizacién y dafio de la placenta por el
paréasito, desde donde es capaz de infectar al feto (Segura et al., 1999; de Rissio et

al., 20009).

1.7.4 Trasplantes de 6rganos

Hay poca informacion de casos reportados. Aunque también por esta via existe la

posibilidad de adquirir o reactivar la enfermedad latente (Pinto et al., 2004).

1.7.5 Transmision oral

Es posible a través de la ingesta de triatbminos y de mamiferos infectados, por la
alimentacion con leche materna al bebe de mujeres infectadas y por alimentos
contaminados con heces que tienen al parasito. Esta forma de transmision se ha
considerado como parte habitual del ciclo enzodético de T. cruzi, a través de la
ingestion por mamiferos susceptibles de vectores portadores del parasito o de sus
deyecciones, asi como de reservorios infectados. En la actualidad, se cree que esta
via de transmisién es la méas importante en la Amazonia de Brasil (50% de los casos
desde 1968 al 2000) (Pereira, 2009; Toso et al., 2011).

1.7.6 Accidentes en el laboratorio de investigacion

Generalmente ocurre por el manejo inadecuado de material biolégico contaminado,
por ejemplo la manipulacion de triatbminos, cultivos, inoculacién de animales de

experimentacion, manejo de muestras seroldgicas de pacientes (Segura et al., 1999).

1.8 Fases clinicas de la Enfermedad de Chagas

Las personas que padecen la EC presenta tres fases, fase aguda, fase indeterminada

y fase croénica.



1.8.1 Fase aguda

Esta fase puede durar de tres a cuatro meses y por lo general es asintomética, es el
cuadro mas difundido aunque no el mas frecuente dado que no supera el 10% de los
casos agudos, es la infecciéon a nivel ocular con el signo de Romafa o complejo
oftalmoganglionar con el “ojo en compota”, este se caracteriza por una conjuntivitis
con celulitis perioftadlmica, edema bipalpebral, causada por el ingreso de los
tripanosomas luego de la picadura de la chinche a nivel palpebral (Imbert et al.,
2013). El inconveniente de este signo estriba en el erréneo concepto de que el T.
cruzi ingresa preferentemente por esta via palpebral, diagnosticandose en la practica

Unicamente los pacientes que presentan el Signo de Romaiia (Figura 4).

Figura 4. Signo temprano de Romafa (Imbert et al., 2013)

Sin embargo, estd ampliamente demostrado que en maéas del 90% de los casos la
forma de ingreso pasa inadvertida o bien tiene una primoinfeccion cutdnea no
perioftalmica. La puerta de entrada cutanea es en diferentes partes del cuerpo,
aunque en el 70% de los casos se puede encontrar en cara, cuello, brazos y
antebrazos, esto se denomina chagoma de inoculacion. A las lesiones de
primoinfeccidn puede agregarse un cuadro polisintomatico como ocurre generalmente
en los nifios menores de dos afios. En cambio en los adolescentes y adultos la
sintomatologia es minima. Los sintomas y signos que acompafan el cuadro agudo
son: fiebre elevada generalmente entre 39°C y 40°C los primeros 7 a 10 dias y que
evoluciona a febricula durante los 10 a 15 dias posteriores (sumando més de 20 dias
de fiebre), hepatoesplenomegalia, y diarrea. EI compromiso con el sistema nervioso
central puede originar inquietud, llanto continuo, insomnio, incluso meningismo,
convulsiones y hasta coma transitorio. En los casos de evolucién desfavorable que

acontece en nifios desnutridos, especialmente lactantes, se puede originar una
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miocarditis y/o meningoencefalitis de mal prondstico (Kirchhoff, 1993). Una vez
transcurrido este periodo complicado en el paciente entra a la fase indeterminada de
la infeccién, en donde puede manifestarse o permanecer asi durante toda la vida del
individuo infectado. Este periodo agudo se caracteriza por la elevada parasitemia,
siendo relativamente sencillo el hallazgo del T. cruzi por los métodos de investigacion

directa (WHO, 2005).

1.8.2 Fase indeterminada

Comienza cuando la parasitemia se vuelve indetectable por los métodos
parasitologicos directos, no presenta sintomas ni signos evidentes y generalmente el
electrocardiograma del térax y la radiografia del mismo y del aparato digestivo son
normales (Velasco-Castrejon et al., 1992); sin embargo, las pruebas seroldgicas son
positivas (Imbert et al., 2003). La fase indeterminada puede durar toda la vida, o

derivar en la fase crénica después de 15 a 20 afios (Kirchhoff, 1993).

1.8.3 Fase crdénica

Alrededor del 10% al 30% de los pacientes con infeccion inicial pueden desarrollar la
fase crénica de la enfermedad y ocurre aproximadamente después de 10 a 30 afios
de la infecciobn. Se caracteriza por presentarse en forma de cardiopatia y/o
alteraciones digestivas, la evolucién a la cronicidad de los individuos afectados
corresponden el 27% a cardiopatias, 6% a cuadros digestivos, 3% a desordenes en el
sistema nervioso y 4% a mixtos o variables (Pereira, 2009), en ocasiones la
enfermedad adquiere un curso prolongado especialmente en los adultos de 20 a 50

aflos de edad que les puede ocasionar la muerte (Velasco, 1992; Coura, 2009).

1.9 Formas Clinicas de la Enfermedad de Chagas en perros

Los perros con sintomatologia clinica presentan una forma aguda y una cronica,
similar al humano (Acha y Szyfres, 2001). La afeccién aguda ocurre principalmente
en perros menores de un afio y se inicia en forma subita, con signos de insuficiencia
cardiaca derecha, previa linfadenomegalia generalizada (siempre presente). El
periodo desde la infestacién hasta la presentacion de la enfermedad aguda es variable
(Greene, 2000), aunque puede instalarse después de 5 a 42 dias de incubacion (Acha

y Szyfres, 2001). Los cachorros muestran una enfermedad grave dos semanas
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después de la inoculacibn (Greene, 2000). Esta forma se manifiesta por fiebre
moderada, con o sin edema palpebral, hepatomegalia, adenopatias, alteraciones
cardiacas y nerviosas (Acha y Szyfres, 2001). Los perros que no mueren de forma
subita por la insuficiencia cardiaca, presentan ascitis, hepato y esplenomegalia.
También pueden presentar falta de apetito y diarrea (Greene, 2000). Perros con
infeccion natural y experimental presentaron signos neurolégicos referibles a
meningoencefalitis que incluyen ataxia de los miembros pélvicos, debilidad profunda y
reflejos espinales hiperactivos (Greene, 2000). La fase aguda dura aproximadamente
de 10 a 30 dias o0 méas y pasa luego a la forma indeterminada que puede prolongarse

por afios sin manifestaciones clinicas (Acha y Szyfres, 2001).

En la forma crénica desaparecen los sintomas y la parasitemia, presentando
miocarditis crénica con dilatacién cardiaca en los 8 a 36 meses siguientes. Durante el
periodo asintomatico, el electrocardiograma puede ser normal excepto por la
ocurrencia de arritmias ventriculares intermitentes, exacerbadas por el ejercicio, que
pueden llevar a muerte subita (Greene, 2000). En perros se ha reproducido
experimentalmente las cardiopatias, megalovisceras y alteraciones del sistema
nervioso central (Acha y Szyfres, 1996). El megaes6fago secundario se debe asociar a
una infestacién por T. cruzi en perros (Ettinger, 1997). En un estudio realizado por
Pacheco da Silva et al en el afio 2009, en la Facultad de Veterinaria de Uruguay,
sobre un perro de raza Cimarrén, macho de una edad de 2 meses de edad, en donde

se muestra en la necropsia la anatomia patoldgica las partes dafiadas (Figura 5y 6).

Figura 5. Consuncioén y atrofia de grandes masas musculares (da Silva et al., 2009)
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Figura 6. Megacolon y vejiga distendida (da Silva et al., 2009)

1.10 Diagnéstico de la Enfermedad de Chagas

El diagnéstico se realiza mediante métodos parasitolégicos y serolégicos. Los
exdmenes parasitolégicos mas utilizados son el examen directo, gota gruesa y frotis
sanguineo, los métodos de concentracibn como son el strout, microstrout vy
microhematocrito, incrementan la sensibilidad diagnéstica (Acosta et al., 2011). Otros
tienen la finalidad de incrementar el numero de paréasitos como lo es el
xenodiagnostico, el hemocultivo y la inoculacién de animales de laboratorio con

sensibilidad de 100% en la fase aguda.

Los exdmenes serolégicos que estan recomendados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OPS/OMS) son la hemaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia

indirecta (IFI) y el inmunoensayo enzimatico (ELISA) (Ibarra et al., 2009).

1.11 Distribucién de la Enfermedad de Chagas a nivel mundial

La distribucién de la EC a nivel mundial se ha reportado desde el sur de los Estados
Unidos hasta la provincia de Santa Cruz en Argentina (lbarra et al., 2009). Sin
embargo; varia cada afio, debido a inmigrantes que viven en zonas endémicas, que
migran a paises no endémicos o que son contratados temporalmente. Y esto se debe

principalmente por la via de la transfusién sanguinea (Schmunis, 2007) (Figura 7).
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Figura 7. Distribucion de la Enfermedad de Chagas a nivel mundial (Schmunis,

2007).

1.12 Distribucién de la Enfermedad de Chagas en México

En México, la seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi es del 1.6%,
encontrandose casos seropositivos en casi todo el pais. La prevalencia mas alta se
localiz6 en la regidbn sureste del pais, la cual corresponde al area central de la
Huasteca, una zona tropical que incluye parte de los estados de Hidalgo, San Luis

Potosi, Veracruz y Tamaulipas (Carabarin et al., 2011).

Sin embargo, datos recientes del noreste de México sugieren que la prevalencia ha
ido en aumento en los Ultimos afios. El riesgo transfusional también existe en nuestro
pais. La revisibn de 65,000 donadores de sangre en 18 estados mostré 1.5% de
seropositividad, lo que indica que cerca de 2000 personas cada afio podrian estar en
riesgo de infeccién con T. cruzi al recibir una transfusion sanguinea. A partir de datos
recientes, colectados en el Censo Nacional 2010 (INEGI, 2010), se demostré que la
poblacién del pais es de 112.3 millones de habitantes, de los cuales aproximadamente

1.79 millones podrian estar infectados con T. cruzi (Carabarin et al., 2011).

En México la magnitud de la infeccién chagasica y su repercusiéon en la salud y en la

economia del pais varia grandemente, esto relacionado con la existencia del vector-
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enfermedad. En esta situacion influye la deficiente investigaciéon clinica, la falta de
recursos para el diagnoéstico y la ausencia de estudios anatomopatolégicos en casos
de muertes subitas y de patologia cardiacas que ocurren especialmente en el area

rural, entre otros (Pereira et al., 2009).

En el estado de Veracruz existen pocos estudios publicados donde se calcule la
incidencia y frecuencia de la enfermedad de Chagas para una zona geografica dada.
La zona norte de la entidad, comparte muchas caracteristicas ecoepidemioldgicas con
areas chagésicas bien conocidas. En la Encuesta Seroepidemioldgica Nacional de
1987-1988, la enfermedad de Chagas en la zona norte se considera un foco nuevo de
infeccién y Veracruz es uno de los cuatro primeros estados con mayor seroprevalencia

a nivel nacional (Guzman, 1998; Velasco, 1992; Segura, 1999; Escobar, 2005).

1.13 Estudios sobre la Enfermedad de Chagas en los perros en Sudamérica

La via mas importante de transmisiéon de la infeccion chagésica se asocia con la
pobreza y ocurre en viviendas con condiciones precarias, tanto en areas rurales como
en urbanas en las cuales abundan las colonias de triatdminos asociadas con
reservorios domeésticos y peri-domésticos que sirven como fuente de alimentacion
(Berrizbeitia, 2013). Se han realizado investigaciones acerca de los reservorios
domeésticos de T. cruzi con el propésito de disminuir el riesgo de transmisién ya que

ha sido complicado encontrar una cura total para los humanos.

En Centro y Sudamérica se han realizado estudios en donde cuyos resultados
reportan infecciones altas de T. cruzi en los perros. Se describié un caso clinico de la
infeccion por T. cruzi en un perro de raza Cimarrén en Uruguay. El canino con 60 dias
de vida comenzé por presentar ptosis (el parpado superior caido, la cual puede
afectar un solo lado o ambos) palpebral, plejia de musculos faciales, atrofia muscular;
posteriormente con debilidad, apatia e incoordinacién. Después de administrar la
eutanasia; la necropsia mostré: megaeséfago, megacolon, neumonia lobar bilateral
con edema pulmonar y contenido digestivo en traquea. En la histopatologia destaco:
necrosis de fibras musculares estriadas, numerosos macréfagos, multiples nidos de
amastigotes asi como necrosis neuronal. Este trabajo describi6 una nueva

manifestacion clinica de la forma aguda de la EC (da Silva et al., 2009).
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En Colombia en un estudio de seroprevalencia a T. cruzi en perros en una zona
urbana y otra rural en el municipio de Talaigua Nuevo, departamento Bolivar,
mediante técnicas de ELISA e IFI, reportaron una prevalencia de 19.5% (29/148).
Para la cabecera de Talaigua Nuevo la prevalencia fue de 25% (19/76), mientras que

para la zona rural fue de 13.9% (10/72) (Garcés et al., 2011).

En zonas rurales en el estado de Sucre, en Venezuela, en un estudio
seroepidemioldgico de la infeccidn por T. cruzi en perros, utilizaron un Kit Cruz-ELISA
y una prueba de ligacién de multiples antigenos (MABA), reportan una prevalencia de

21.49% (Berrizbeitia et al., 2013).

Argentina es uno de los paises que mas reportes presenta en estudios sobre T. cruzi
en perros, reportaron una prevalencia de 49% mediante el uso de xenodiagnéstico,
utilizando triatbminos crecidos en el laboratorio libres de T. cruzi (Gurtler et al.,
2007).

En Costa Rica, se realizé un estudio para conocer la prevalencia de anticuerpos contra
T. cruzi en perros mascota y perros callejeros provenientes de varias zonas
endémicas y de zonas no endémicas. Se utilizaron dos técnicas de ELISA comercial,
adaptadas para la determinacién de anticuerpos en perros. En donde los perros
mascota mostraron una prevalencia de 5.2% de positividad mientras que en las zonas
no endémicas fue de 1.6%. En perros callejeros el porcentaje de positividad fue de
12%, independiente de si fueron capturados o no en zonas endémicas (Montenegro et
al., 2002). En una recopilacion de informacion sobre la infeccion de T. cruzi en perros
de diferentes paises, por ejemplo, en Venezuela reportan una prevalencia de 67.6%,
en Costa Rica 27.7%, en la Argentina 65.0%, Colombia 10.72% y Brasil de 18.5%,
estas prevalencias llaman la atencidon por los porcentajes altos en perros (Turriago et
al., 2008).

En un estudio realizado en Venezuela se investigaron los factores de riesgo asociados
con el estado seroldgico positivo para anticuerpos contra T. cruzi, en 26 comunidades
rurales el muestreo incluyé 905 hogares, 2156 personas y 333 perros en el Estado
Lara, mediante la técnica de ELISA. La seroprevalencia fue de 7.24% en los seres

humanos y el 6.9% en los caninos (Bonfante-Cabarcas et al., 2011).
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1.14 Estudios sobre la Enfermedad de Chagas en los perros en la Republica

Mexicana

Desde el descubrimiento de la enfermedad de Chagas, se han realizado diversos
estudios y experimentos de los reservorios domésticos como los perros que son
portadores del T. cruzi, en areas endémicas en donde se encuentran los triatdbminos
hematdfagos que son los transmisores del parasito. En México hay reportes sobre un
perro infectado naturalmente por el T. cruzi en el estado de Oaxaca (Velasco et al.,
2008), desde entonces se han realizado varios estudios sobre este reservorio con

prevalencias que realzan gran importancia.

En un estudio que realiz6 Velasco y colaboradores en 1992, describieron al perro
(Canis familiaris) parasitado por T. cruzi en Tepechitlan, Zacatecas, asi como la
infestacién de una sala de cine por triatbminos (T. longipennis), que seguramente
“picaban” a los cinéfilos durante la funcién y que al colectarlos un dia después,

encontraron muchas chinches “repletas” de sangre humana.

En Cuernavaca, Morelos, se observé en un cachorro Samoyedo miocarditis por T.
cruzi y los hermanos de camada también murieron de miocarditis aguda. Este tipo de
defunciones es muy frecuente en céanidos y la enfermedad en ellos es comUnmente
transmitida por M. pallidipennis que comparte su ecotopo viviendo frecuentemente en
el interior de sus perreras, donde puede observarse el ciclo biol6gico completo de esta
chinche (Velasco et al., 1986).

En Zinpahuacan, Estado de Meéxico, se estudiaron 57 perros de raza mestizo,
utilizando pruebas de HAI y ELISA, para T. cruzi, y obtuvieron una seroprevalencia
del 21% (Barbosa et al., 2009).

Mas estudios de seroprevalencia realizados en perros para la identificacion de T. cruzi
en Tejupilco y Toluca, en el Estado de México, mediante la utilizacion de técnicas
como ELISA e IFI, reportan 21% y 17.5% respectivamente, lugares que habian sido

confirmados como zonas libres de la infeccién a T. cruzi (Estrada et al., 2006).

En la zona sur de Mérida, Yucatan, un estudio transversal se llevd a cabo en muestras

de suero de 35 perros y sus propietarios (75) para identificar anticuerpos contra T.
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cruzi mediante las técnicas de ELISA, IFl y Western Blot (WB), donde el porcentaje
global de seropositividad fue de 34% en perros y el 8% para los propietarios (Jiménez

et al., 2010).

Otro estudio realizado en Mérida, Yucatan para determinar la frecuencia y el tipo de
lesiones cardiacas en perros abandonados, a los cuales se les tomaron muestras de
sangre para la identificacion de anticuerpos contra T. cruzi mediante IFl y confirmado
con Western Blot. La prevalencia de anticuerpos IgG fue de 18.6%. Estos perros
seropositivos desarrollaron lesiones cardiacas caracterizadas por la miocarditis severa

(Acosta et al., 2011).

En el estado de Morelos entre uno de los primeros estudios realizados en la deteccion
de T. cruzi en perros, Garcia Vazquez reporta una seroprevalencia de 8.8% (Garcia et
al., 1995). En estudios recientes, en Puente Pantitldn, municipio de Tlayacapan,
Morelos, se llevé a cabo un estudio de tipo transversal en donde se colectaron 233
muestras sanguineas de personas y 33 en perros, para la identificacion de
anticuerpos mediante la técnica de ELISA para la identificacion de anticuerpos contra
T. cruzi. La seroprevalencia en humanos fue de 1.2% (3/233) y en los perros de
24.2% (8/33) (Portugal et al., 2011).

En el municipio de Palmar de Bravo, Puebla. Se estudiaron las siete comunidades mas
pequefas que tienen una poblacién total entre 100 a 500 habitantes. Durante la
campafia de vacunacién antirrdbica efectuada en marzo de 2001, antes de ser
vacunados se tomd una muestra sanguinea a 94 perros domésticos. Se determinaron
anticuerpos contra T. cruzi por hemaglutinacion a 94 muestras séricas de perros
domésticos de raza indeterminada y aparentemente sanos. De ellas, 10 resultaron
reactivas contra T. cruzi (10.6%). La busqueda de parasitos circulante se realizaron
en los frotis de sangre tefiidos con Giemsa: todas resultaron negativas (Sosa et al.,
2004).

En Campeche se muestrearon 262 perros (148 callejeros y 114 de compaifiia),
ademas también participaron en el estudio 2800 jévenes con una edad de 15 a 20
afnos. La seroprevalencia en perros callejeros fue dos veces mas alta que en los

perros de compairiia (9.5%-5.3% respectivamente), con una seroprevalencia general
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de 7.6%. En los seres humanos, la seroprevalencia observada fue 76 veces menor

que en los perros (0.1% frente a 7.6%, respectivamente) (Balan et al., 2011).

Un estudio realizado en el Valle de Toluca, Estado de México, se aplicaron pruebas
seroldgicas a 124 y 167 sueros de perros domiciliados y no domiciliados. Los perros
no domiciliados dieron positivo en ambas pruebas 14% y 21% respectivamente
(Prueba de inhibicion de la hemoaglutinacién y ELISA), mientras que solamente un

perro no domiciliado resulté positivo (Quijano et al., 2012).
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JUSTIFICACION

Los perros se han considerado importantes reservorios de Trypanosoma cruzi, en la
mayoria de los paises de América Latina en donde es endémica la EC. Ademés, son
victimas comunes de la enfermedad; el desarrollo de alteraciones patolégicas cronicas
se asemejan a las detectadas en el ser humano, por esta razén se ha sugerido al
perro como un reservorio y modelo adecuado, natural en zonas de vigilancia en donde
se han realizado campafias de control de los Triatbminos. La informacién con respecto
a la presencia de la EC en perros en el estado de Veracruz es escasa; por lo tanto, es

necesario conocer su prevalencia y los factores de riesgo asociados.
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HIPOTESIS

El T. cruzi se encuentra presente con una prevalencia de 50% en la poblacion de
perros pertenecientes al municipio de La Antigua, en el estado de Veracruz, México, y
el principal factor de riesgo para su presencia son las condiciones rurales de la

poblacién.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia de T. cruzi en perros y los factores de riesgo asociados,

del municipio de La Antigua, en el estado de Veracruz, México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar la presencia de anti-T. cruzi en perros del municipio de La Antigua,

Veracruz.

b) Identificar los factores de riesgo asociados a la presencia de T. cruzi en perros

del municipio de La Antigua, Veracruz.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Disefo del estudio

El tipo de estudio fue seroepidemiolégico observacional de tipo transversal.

2.2 Lugar de estudio

El estudio se llevd a cabo en el Municipio de La Antigua con las siguientes
comunidades (Salmoral, San Pancho, Playa Oriente, La Antigua, La Posta, José
Ingenieros, Hatillo, Pureza, Loma lguana y José Cardel), localizada en la zona costera
central en el Estado de Veracruz. Sus coordenadas 19° 227 latitud Norte y 96°
227 longitud Oeste, a una altura de 20 metros sobre el nivel del mar (msnm), con un
clima tropical-calido y una temperatura media anual de 25.3°C y con una

precipitacién media anual de 1500mm.

2.3 Seleccidon de los animales

Con la finalidad de seleccionar a los perros experimentales se traté de concientizar a
los habitantes de las 10 localidades pertenecientes al Municipio de La Antigua, sobre
la importancia acerca del conocimiento sobre el estudio de la Enfermedad de Chagas.

Se acudi6é casa por casa para impartir platicas acerca de la EC, tratando de hacer
énfasis en los dafios que puede ocasionar asi como también la gravedad de dicha
enfermedad mostrando fotos de ejemplares de triatdbminos (chinches) para tener un
mayor conocimiento y saber si habian estado alguna vez en contacto con alguno de
ellos. Una vez recibidas las platicas, se invité a los propietarios voluntariamente a
participar en el estudio con su perro para la toma de una muestra sanguinea. Se
seleccionaron 34 perros de cada localidad y se tomé la muestra sanguinea a maximo

de dos perros por casa.

2.4 Tamafo de la muestra

De acuerdo con los datos sobre la poblacién canina en el municipio de La Antigua
obtenida de la Jurisdiccion Sanitaria XlIIl, se determind el tamafio de muestra
mediante el programa Win Episcope Ver. 2.0, bajo la modalidad “Estimar
porcentajes”, suponiendo una prevalencia del 50%, un margen de error del 5% y un

nivel de confianza del 95%.
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El periodo de estudio fue de agosto de 2012 a marzo de 2013. El muestreo se realizé
por conveniencia durante los meses de Febrero a octubre de 2013. La fraccidon de

muestreo utilizada fue del 6.6%.

2.5 Toma de muestra sanguinea

Se tomé un total de 340 muestras sanguineas de perros (n=340), sin distincién de
raza y sexo, de 3 meses de edad en adelante, de la comunidad de La Antigua en el
Estado de Veracruz. Las muestras de sangre de los perros se obtuvo mediante
puncion de la vena cefédlica, aproximadamente 5mL con el uso de tubos vacutainer
(sin anticoagulante), se identificaron cada uno de los tubos y posteriormente se
trasladaron en refrigeracién hasta el Laboratorio de Parasitologia de la Unidad de
Diagnostico de la Posta Zootécnica “Torreén del Molino” de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Veracruzana, donde se centrifugaron a
1,500 g durante 5 minutos para separar el suero del paquete celular eritrocitario, el
suero se almacend en tubos tipo eppendorf de 1.5 mL y se congelaron a -20°C hasta

su posterior analisis.

2.6 Técnicas para el diagndstico seroldgico en los perros

2.6.1 Ensayo Inmuno Enzimatico (ELISA)

Para la identificacibn de anticuerpos contra T. cruzi en perros, se utilizé una prueba
de ELISA indirecta previamente estandarizada en el Laboratorio de Enfermedades

Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Publica, en Cuernavaca, Morelos.

Se sensibilizaron placas de 96 pozos de fondo plano (cat 3590 Costar) con 2 ug de
antigeno (Ag) extracto crudo de T. cruzi (preparado de cinco aislados de T. cruzi
obtenidos a partir de heces de Triatdminos (Especie Meccus pallidipennis) del Estado
de Morelos, con una concentracion de proteina de 4.33 mg/ml. Se agregd6 50 pl/pozo,
diluido en buffer de carbonatos pH de 9.6 con 0.1% de SDS (Dimethyl Sulfoxide). Se
incubd durante toda la noche a 4°C. Se deseché el sobrenadante y se lavé 2 veces
con PBS-Tween al 0.05% (PBS+Tween). La placa de ELISA se bloqueé con 200 pul de
PBS+leche al 5% y se incub6 durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se lavé 4

veces con PBS+Tween al 0.05%, se agregd el suero a una dilucién 1:100 diluido en
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PBS pH 7.4 y de este se agregaron 50ul por pozo, para incubar asi durante 2 horas a
37°C. Se lav6 4 veces con PBS-Tween 0.05%. Se incub6é con el anticuerpo anti-Dog
IgG, a una diluciébn 1:10,000, se agregaron 50ul por pozo y se incubd durante 1 hora
a 37°C. Se lavé 4 veces con PBS-Tween 0.05% y 1 sola vez con PBS para enseguida
agregar 100pl/pozo del sustrato (10ml de buffer de citratos, 5 png de
ortofenilenediamina y 4 pyl de peréxido de hidrogeno), este se incub6 a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos. Por Jdltimo se realiz6 la lectura en un

espectrofotometro (lector de ELISA) con una longitud de onda de 405 nm.

Se utilizaron sueros controles positivos y negativos. Se establecié el valor del corte
mediante una muestra de 25 sueros de perros sanos para tripanosomiasis. A la
lectura obtenida se estimd la media aritmética y la desviacidon estandar, se defini6 el
punto de corte como la media mas tres desviaciones estandar (DS). Se consideraron

sueros positivos aquellos que rebasaron el punto de corte.

2.6.2 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Se utilizé epimastigotes de cinco aislados de T. cruzi que se colocaron previamente
en portaobjetos y se mantuvieron en congelacidon hasta su uso. En el portaobjeto se
colocé la Soluciéon Amortiguadora de Fosfatos (SAF, 0.01M, pH 7.2), para hidratarlas.
Los sueros controles positivo, negativo y las muestras a analizar, se diluyeron en una
relacion de 1:100 en SAF; los portaobjetos se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se lavaron cuatro veces por intervalos de 5 minutos con SAF;
se elimind el exceso de SAF y se agregdé el conjugado anti-perro marcado con
Isotriocianato de fluoresceina, diluido 1:3000 en SAF y azul de Evans; los
portaobjetos se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavaron en cuatro ocasiones por intervalos de 5 minutos con SAF,
se agregé 1 gota de glicerol a cada pozo, para posteriormente observar en un
microscopio (40X) de epifluorescencia. Las muestras se consideraron positivas al
tener una absorbancia mayor o igual a 0.11 en el lector de ELISA. Se utilizaron sueros

controles positivos y negativos. El punto de corte se determind con sueros negativos.
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2.7 Determinacidén de los factores de riesgo asociados con la infeccién por T.
cruzi

Para determinar los factores de riesgo asociados con la infeccién por T. cruzi, se
aplicaron dos cuestionarios: uno general y otro individual. El cuestionario general se
aplic6 en cada casa donde se realiz6 la toma de muestra, en donde las variables
(potenciales factores de riesgo) fueron: tipo de material de construcciéon del techo,
piso y pared de la casa, numero de habitantes, nimero de cuartos, fumigaciones
recientes, nimero de focos en la casa, fisuras en la pared y si habian visto el
triatbmino. El cuestionario individual se aplic6é por cada perro incluido en el estudio
donde las variables consideradas fueron: edad, sexo, raza, condicion corporal y lugar

donde duermen (Anexo).

2.8 Determinacién de la seroprevalencia

La seroprevalencia general se determiné para la poblacién total estudiada con la

siguiente férmula:

No. animales seropositivos

Prevalencia=
Total de animales muestreados

2.9 Determinacion de la Razén de Momios (RM)

La Razén de Momios (RM) se calcul6 con la siguiente férmula (Thrusfield, 2005):

(AD)
RM=
(BC)

Dénde: A = No. de ¢ stos.
C = No. de animales seronegativos expuestos.

B = No. de animales seropositivos no expuestos.
D

No de animales seronegativos no expuestos.

Se calcul6 el intervalo de confianza del 95% para la razén de momios. Con base en la

férmula siguiente:

Yi 2 e.e.e.m.

Doénde: e.e.e.m.= error estandar estimado de la media.
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Debido a la asociacion entre las variables se procedié a hacer una regresiéon logistica
para determinar si se consideré factor de riesgo la variable analizada (Thursfield,

2005).

2.10 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las encuestas se capturaron en una hoja de célculo Excel:
Microsoft Corporation, y se analizaron con epidemiologia descriptiva a través del
programa STATA version 11.0 para calcular la seroprevalencia cruda y especifica, se
identificaron los factores de riesgo mediante el analisis bivariado y multivariado
asociados a Trypanosoma cruzi. Una vez teniendo las variables significativas se

elabor6é un modelo de regresion logistica.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi mediante le técnica de

ELISA

El Cuadro 2, muestra los resultados con relacién a T. cruzi. De las 340 muestras
analizadas, 66 resultaron positivas con una seroprevalencia general de 19.4% (I1Cgsos:
15.4-24.1). La localidad que mayor seroprevalencia presenté fue La Posta 52.9%
(I1Cgs59: 35.4-69.8) y las de menor seroprevalencia fueron Hatillo y Playa Oriente que

obtuvieron 2.9% (ICgs59,: 0.1-17.0).

CUADRO 2. Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi mediante la prueba tamiz
de ELISA en perros de las diez localidades pertenecientes al municipio de La

ANTIGUA, Veracruz.

No. de Seroprevalencia
Localidad muestras Positivas (%) IC 9504
La Posta 34 18 52.9 35.4-69.8
José I. 34 13 38.2 22.6-56.3
San Pancho 34 13 38.2 22.6-56.3
La Antigua 34 7 20.6 9.3-38.4
Pureza 34 5 14.7 5.5-31.8
Cardel 34 3 8.8 2.3-24.8
Salmoral 34 3 8.8 2.4-24.8
Loma Iguana 34 2 5.8 1.0-21.0
Hatillo 34 1 2.9 0.1-17.0
Playa Oriente 34 1 2.9 0.1-17.0
Total 340 66 19.4 15.4-24.1

La seroprevalencia general obtenida en el presente estudio se encuentra dentro del
rango promedio reportada en dos estudios similares llevados a cabo en perros
mediante el uso de la prueba de ELISA como técnica diagndstica, uno realizado en
Puente Pantitlhn en el estado de Morelos (Portugal et al., 2011), donde la
seroprevalencia fue de 24.2%, y otro realizado en Zinpahuacan, en el estado de

México, con una seroprevalencia de 21% (Barbosa et al., 2009).

La seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi en los grupos de edades en los
perros muestreados mediante la técnica de ELISA fue mayor en perros =5 afios
23.5% (ICgs0: 13.2—37.8), mientras que la menor se observé en perros de <1 afio

16.2 (ICgs0: 10.9—23.2) como se puede apreciar en el Cuadro 3.
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CUADRO 3. Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi mediante la prueba tamiz
de ELISA en perros de las 10 localidades pertenecientes al municipio de la Antigua,

Veracruz, acuerdo a la edad.

Edad No. de perros Animales ELISA

(afios) muestreados positivos (%) IC 9506
<1 154 25 16.2 10.9-23.2
2-4 135 29 21.4 15.0-29.5
>5 51 12 23.5 13.2-37.8
Total 340 66 19.4 15.4-24.1

El Cuadro 4, muestra la seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi de acuerdo al
género en los perros muestreados mediante la técnica de ELISA fue mayor en
hembras 22.5% (I1Cgs0,: 15.4—24.1), mientras que la menor se observé en los machos

17.5% (|C95%: 128—234)

CUADRO 4. Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi mediante la prueba tamiz
de ELISA en perros de las diez localidades pertenecientes al municipio de La Antigua,

Veracruz, de acuerdo al género.

No. de perros Animales Seroprevalencia
Género muestreados positivos % IC 9504
Macho 216 38 17.5 12.8-23.4
Hembra 124 128 22.5 15.4-24.1
Total 340 66 19.4 15.4-24.1

3.2 Seroprevalencia de anticuerpos contra T.cruzi mediante la prueba

confirmatoria de IFI
De acuerdo a la técnica de ELISA 66 perros resultaron sospechosos; sin embargo, al
realizar la prueba confirmatoria de IFl, 32 resultaron positivos a Trypanosoma cruzi y

se obtuvo una seroprevalencia general de 9.4% (IC gs¢, 13.5-21.8).

De las 10 Ilocalidades muestreadas, nueve resultaron positivas. La mayor

seroprevalencia se presenté las localidades de La Antigua y José Ingenieros, ambos
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con el 20.6% (ICgs00: 9.3.3-38.4) y la menor en las localidades de Hatillo y Playa
Oriente y en la localidad de Loma Iguana no se observaron casos positivos (Cuadro

5).

CUADRO 5. Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi mediante la prueba
confirmatoria de IFl en perros de las 10 localidades pertenecientes al municipio de La

Antigua, Veracruz.

No. de Animales Seroprevalencia

Localidad muestras positivos (%) IC 9504
La Antigua 34 7 20.6 9.3-38.4
José Ingenieros. 34 7 20.6 9.3-38.4
La Posta 34 5 14.7 5.5-31.8
San Pancho 34 4 11.7 3.8-28.4
Cardel 34 3 8.8 2.3-24.8
Pureza 34 2 5.8 1.0-21.0
Salmoral 34 2 5.8 1.0-21.0
Hatillo 34 1 2.9 0-17.0
Playa Oriente 34 1 2.9 0-17.0
Loma Iguana 34 0 0 0-12.6
Total 340 32 9.4 6.6-13.1

Este es el primer trabajo llevado a cabo en las 10 localidades que integran el
municipio de La Antigua, Veracruz, México, siendo la seroprevalencia general en los
canidos fue de 9.4%. A pesar de que no se buscé al parasito en sangre, sugiere que
puede ser reservorio de la infeccibn como ha sido propuesto por otros estudios

(Estrada et al., 2006).

Un estudio realizado en perros de dos localidades urbanas de México (Morelos y
Puebla) reporté una seroprevalencia de 8.8% en perros de Cuernavaca, Morelos, y
24.2% en animales de Puebla (Garcia et al., 1995); datos similares han sido
reportados en perros de areas urbanas y rurales del estado de Yucatan, donde la
seroprevalencia fue de 9.8% en &reas rurales y de 14.4% en zonas urbanas
(Jiménez-Coello et al., 2008). En paises endémicos como Argentina, se han reportado
en perros prevalencias de anticuerpos elevadas (65%), muy a pesar de los programas
de control de la enfermedad de Chagas establecidos en este pais (Gurtler et al.,
1996).

Igualmente, se han hecho estudios de seroprevalencia de la infeccién por T. cruzi en
diferentes paises de Latinoamérica. En Brasil (Sdo Paulo) y Colombia (Bogotad) se

evaluaron 365 perros, todos los cuales resultaron negativos mediante la prueba de

30



inmunofluorescencia indirecta (Rosypal et al., 2010). En la localidad de la Para en
Cérdoba, Argentina determinaron una seroprevalencia de 11.1 %, en 100 perros
evaluados por ELISA e inmunofluorescencia indirecta (Graiff et al., 2009), mientras
que en la regién del Chaco se encontré que de una poblacién de 106 perros, 16
resultaron positivos con una seroprevalencia de 15.1% (16/106) (Diosque et al.,
2004).

En otro estudio serolégico en 221 caninos criollos de seis municipios del
departamento de Tolima, Colombia, la seroprevalencia fue de 1.4 %. Las muestras de
sueros se analizaron con la técnica de IFl, usando los antigenos TESA de T. cruzi

(Romero et al., 2008).

En las localidades rurales de San Juan Bautista Sakcabchen y Crucero San Luis en el
estado de Campeche, México (Herndndez et al., 2010), encontraron una
seroprevalencia en perros de 61.5% y 65.4% respectivamente, mayores que la

encontrada en este trabajo.

Al analizar los indices seroepidemioldgicos para la infeccién por T. cruzi en perros del
estado de Sucre, se evidencia que aproximadamente el 50% de los centros poblados
tiene un porcentaje importante de perros infectados, igualmente un valor significativo

de viviendas que albergan perros que son potenciales reservorios de la infeccion.

Se han realizado pocos estudios en México en los que se evallue la presencia de
anticuerpos contra T. cruzi bajo condiciones similares a las del presente estudio. Al
respecto, en Mérida, Yucatan se reporté seroprevalencia de 34% en sueros analizados
mediante la prueba de ELISA e IFI, resultado que fue mayor al del presente estudio.
Con relacion a la edad, por la prueba confirmatoria de IFI, la mayor seroprevalencia
se observé en perros > 5 de edad con el 17.6% (8.8—31.3) y la menor en perros < 1
de edad con el 5.2% (2.4-10.3) (Cuadro 6).
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CUADRO 6. Seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi mediante la prueba
confirmatoria de IFl en perros de las 10 localidades pertenecientes al municipio de La

Antigua, Veracruz, de acuerdo a la edad.

Edad No. de perros Seroprevalencia

(afos) muestreados Positivos (%) IC 9504
<1 154 6 5.2 2.4-10.3
2-4 135 17 12.6 7.7-19.6
>5 51 9 17.6 8.8-31.3
Total 340 32 9.4 6.6-13.1

La alta seroprevalencia en este estudio puede deberse a las condiciones ambientales
como el clima tropical-himedo, ya que contribuye a la supervivencia y transmision de
T. cruzi. No existen investigaciones cientificas en las que se reporte la seroprevalencia

especifica de acuerdo a la edad.

Sin embargo, es posible que la alta seroprevalencia de anticuerpos contra T. cruzi en
perros adultos se debe a que los perros que logran sobrevivir a la infeccion y
parasitemia, quedan portadores o desarrollan la enfermedad en la etapa adulta
(Diosque et al., 2004).

En relacién a la variable sexo, llama la atencién el hecho de que en otros estudios se
ha encontrado un mayor porcentaje de infestacion en los machos, diferencia que
puede ser 3 6 4 veces mayor, circunstancia que se explicaria por la mayor movilidad
de los machos, lo que los expondria mas al contacto con los triatdminos en areas
peridomiciliarias y boscosas en los asentamientos rurales, como se muestra en el

cuadro 7.

CUADRO 7. Seroprevalencia de anticuerpos contra t. cruzi mediante la prueba
confirmatoria de IFl en perros de las diez localidades pertenecientes al municipio de

La Antigua, Veracruz, de acuerdo al género.

Animales Animales Seroprevalencia
Género muestreados positivos % IC 9504
Macho 216 18 8.3 5.1-13.0
Hembra 124 14 11.3 6.5—-18.5
Total 340 32 9.4 6.6-13.1
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3.2 Determinacién de factores de riesgo

El Cuadro 8, muestra el andlisis bivariado y las variables que resultaron significativas
en este modelo fueron las edades de 5-7 afios OR= 7.10 (I1Cgs50,:1.46-34.36) y >11
afnos OR= 17.75 (ICgs0,: 2.79-112.66), asi como también la presencia de las chinches

en la vivienda OR= 2.82 (I1Cgs5¢,:1.30-6.11).

CUADRO 8. Analisis bivariado para determinar factores de riesgo asociados a T. cruzi

en perros de las diez localidades pertenecientes al municipio de La antigua, Veracruz.

Variable OR 1Cos504 P
Localidades
Cardel 1 - -
Hatillo 0.31 0.03-3.17 0.32
José Ingenieros 2.67 0.62-11.39 0.18
La Antigua 2.67 0.62-11.39 0.18
La Posta 1.78 0.39-8.13 0.45
Salmoral 0.64 0.10-4.13 0.64
Loma Iguana 0 - 0.00
Pureza 0.64 0.10-4.13 0.64
San Pancho 1.37 0.28-6.68 0.69
Playa Oriente 0.31 0.03-3.17 0.32
Edad
<1 1 - -
2-4 3.16 0.70-4.22 0.13
5-7 7.10 1.46-34.36 0.01
8-10 4.43 0.58-33.91 0.15
>11 17.75 2.79-112.66 0.00
No. De personas
1-3 1 - -
4-6 2.17 1.07-4.39 0.03
7-8 1.39 0.27-7.05 0.68
Chinches
No 1 - -
Si 2.82 1.30-6.11 0.00

Las variables evaluadas para determinar los factores de riesgo, que fueron incluidas
en una encuesta general que se aplicé a cada casa y una individual por cada perro. Se
puede observar que las variables de edad, nimero de personas que habitan la casa, y

chinches vistas en la casa; salieron significativas en este analisis.

En el modelo de regresion logistica se identificaron como factores de riesgo, la edad y

la presencia de chinches. Los perros de 5-7 presentaron un OR= 8.03 (ICg5¢,=1.62-
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39.73) y los =11 afos un OR= 25.12 (ICgys5¢,:3.76-167.59); lo que significa que los
animales de 5-7 y los =11 afios tienen 8.63 y 25.12 veces mas posibilidades de
presentar anticuerpos contra T. cruzi respectivamente. Otro factor de riesgo fue la
presencia de chinches con un OR=3.45 (ICgs50,:1.51-7.87), lo que significa que los
perros que habitan en casas con chinches tienen 3.45 veces més posibilidades de

presentar anticuerpos contra T. cruzi.

CUADRO 9. Modelo de regresion logistica para determinar factores de riesgo
asociados a T. cruzi en perros de las diez localidades pertenecientes al municipio de

La Antigua, Veracruz.

Variable OR 1Cos504 P
Edad (afios)
<1 1 - -
2-4 3.73 0.81 - 49.36 0.08
5-7 8.03 1.62 - 39.73 0.01
8-10 3.75 0.47 - 29.54 0.20
>11 25.12 3.76 - 167.59 0.00
Chinches
No 1 - -
Si 3.45 1.51 - 7.87 0.00

Sin embargo no se encontrdé ningun factor protector como lo menciona en un estudio

Gbémez et al, (2008) el cual sefiala que el fumigar la casa con insecticidas piretroides,
aunque no matan a la chinche si le provoca irritacion y la obliga a salir de las grietas,
estos productos pueden ser utilizados por los habitantes cuyas casas estan hechas
con materiales de riesgo y con grietas, esta accién ayudaria a la eliminaciéon del

insecto en el interior de los hogares y disminuir la probabilidad de infectarse.

Las principales acciones de control para la enfermedad de Chagas estan orientadas a
la eliminacién del vector en &areas del peri e intradomicilio, ya que no existe vacuna o
tratamiento médico preventivo contra la infeccién de T. cruzi, por otro lado el mayor
aumento en el movimiento de personas de un lugar a otro facilitado por vias de
comunicacién y rutas comerciales que facilitan el transporte de bienes, animales y
productos agricolas, asi como la similitud climéatica (temperatura y humedad
promedio), entre otros factores relacionados al entorno intra y peridomiciliares hacen
factible el establecimiento de vectores, asi como los reservorios de sus respectivos
agentes etiolégicos y diversos artropodos con importancia en la salud publica; en el

caso de los triatbminos haciendo probable la aparicién de los mismos en areas donde
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anteriormente no existian. Esto representa un desafio para la salud publica y los

programas de control y vigilancia ento-epidemioldgica (lbarra, 2009).
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CONCLUSION

Se demostré la presencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en los perros de

las 10 localidades del municipio de La Antigua, Veracruz.

La Antigua y José Ingenieros fueron las localidades que presentaron la mayor

seroprevalencia 20.6%.

Los factores de riesgo identificados fueron: la edad (perros de 5-7 y =11 afos) y la

presencia de chinches.
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RECOMENDACIONES

Debido a la importancia que tiene la Enfermedad de Chagas por ser una enfermedad
zoonébtica, se recomienda continuar con investigaciones que muestren un panorama
mas amplio con relacién al porcentaje de animales positivos a T. cruzi, y asi de esta
forma coadyuvar en el control y prevencion de esta zoonosis que impacta a la Salud

Publica.
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ANEXO

Encuesta Individual en Perros
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad Veracruzana
Circunvalacion Esq. Yafez Tels. y Fax: + 52 (229) 9344053
C.P.91710 Veracruz, Ver. 9342075
FOLIO:

LOCALIDAD:

FECHA:

-Datos

Propietario:

Edad: Sexo:

Domicilio:

Escolaridad:

1. ;Tiene perros en la casa? S No
2. ¢En qué lugar de la casa duerme el perro?
a) Dentro de la casa b) Fuera de la casa
3. Tipo de material con el que esté construido el techo de la casa.
a) Palma b) LAmina ¢) Cemento c¢) Otro
4. Tipo de material con el que esta construida la pared de la casa.
a) Madera b) Lamina ¢) Cemento c) Otro
5. Tipo de material que tiene el piso de la casa.
a) Cemento b) Tierra c) otro
6. ¢La pared de la casa tiene fisuras (grietas, pared cuarteada)?
SI No
7. ¢Ha visto chinches en su casa?
SI No

8 ¢Alguna de las camas se encuentra junto a la pared?
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Sli No

9. (Cuéntas personas habitan en la casa?

10.

11.

12.

13.

14.

15..

¢Cuantas habitaciones hay en la casa?
¢Cuantas personas duermen en la habitacion?

¢Cuantas ventanas hay en las habitaciones?

¢Cuantos focos hay en las habitaciones?

¢Ha fumigado recientemente su casa o la habitacion?
SI No

¢Con que?

DATOS DEL PERRO

LOCALIDAD:

FECHA:

PROPIETARIO:

-DATOS-

Nombre:

Raza:

Sexo:

Edad:

Condicion corporal (5-10):

¢Se ha aplicado algun tratamiento contra garrapatas y pulgas?

Si

¢Hace cuanto tiempo se lo aplic6?

No
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