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ABSTRACT

Chagas disease, zoonosis widely distributed in the Americas, is caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi is transmitted primarily through blood-sucking insect droppings of the
subfamily Reduviidae. In Chile there are three known vectors: Triatoma infestans (domestic
cycle) Mepraia spinolai (wild cycle) and Mepraia gajardoi (wild cycle, but in coastal areas)
commonly known as kissing bugs. The purpose of this study was to determine the frequency
of infection with T. cruzi in dogs from the houses with infestation rates of positive T. infestans
in the provinces of Petorca, San Felipe and Los Andes during the period 2005-2007. During
May 2008 to January 2009 were sampled housing 175 dogs whose vectors were found
positive for T. cruzi infection and were sampled in proportion of 81 dogs whose homes were
negative vectors T cruzi. To be diagnosed was used for the first time in Chile a serological
technique by immunochromatography (Trypanosoma Detect Rapid Test for Canine, InBio.
Inbio International, Inc.563 1st Ave South Suite 600 Seattle, WA 98104). We used 200 test
strips. The results were negative. May conclude, there is no active transmission, although the
population is exposed. ‘It could be because dogs are not a preferred food source for kissing
bugs, or kissing bugs that came from wild bulbs, fed and only come in a circunstantial
manner to housing and do not in search of food.



RESUMEN

La enfermedad de Chagas, zoonosis ampliamente distribuida en América, es causada por el
protozoo Trypanosoma cruzi que es transmitido principalmente a través de las deyecciones
de insectos hematéfagos de la subfamilia Reduviidae. En Chile existen tres vectores
reconocidos: Triatoma infestans (ciclo doméstico), Mepraia spinolai (ciclo silvestre) y Mepraia
gajardoi (ciclo silvestre, pero de zonas costeras) denominadas vulgarmente como vinchucas.
El objetivo de esta memoria fue determinar la frecuencia de infecciéon por T. cruzi en los
perros procedentes de las viviendas con indice de infestacion positivo a T. infestans en las
provincias de Petorca, San Felipe y Los Andes durante el periodo 2005-2007. Durante mayo
2008 a enero 2009 se muestrearon 175 perros de viviendas cuyos vectores se encontraron
positivos a la infeccion de T cruzi y de manera proporcional se muestrearon 81 perros de las
casas cuyos vectores estaban negativos a T cruzi. Para realizar el diagndstico se uso por
primera vez en Chile una técnica sero6logica por inmunocromatografia (Trypanosoma Detect
Rapid Test for Canine, InBios. Inbios International, Inc.563 1st Ave. South Suite 600 Seattle,
WA 98104). Se dispuso de 200 tiras reactivas. Los resultados obtenidos fueron negativos.
Pudiendo concluir, que los perros al ser considerados animales centinelas para esta
infeccion, no existe transmision activa, a pesar de que la poblacién esta expuesta. Lo
anterior se podria deber a que los perros no son una fuente de alimentacién preferencial
para las vinchucas, o, que las vinchucas provienen de focos silvestres, ya alimentadas, y que

solo llegan de manera circunstancial a las viviendas y no lo hacen en bisqueda de alimento.



INTRODUCION

La tripanosomiasis americana, también conocida como enfermedad de Chagas, es una

zoonosis protozoaria causada por el hemoflagelado Trypanosoma cruzi (OPS, 1994).

La via de transmision mas comun y de mayor importancia epidemiolégica son los insectos
triatominos, en Chile denominados cominmente como “vinchucas”, los que son hematéfagos
estrictos y oportunistas. Estos pertenecen al orden Hemiptera, familia Reduviidae y
subfamilia Triatominae (Schofield, 1994).

En América existen mas de un centenar de especies de vinchucas y la mayoria es vector del
pardsito T. cruzi. Solo tres especies se encuentran en nuestro pais: Triatoma infestans, Klug,
1834, insecto de mayor importancia epidemiolégica, ya que es el principal vector de T. cruzi
en Chile .Obtiene su alimento principalmente del hombre y de animales en ambientes
domésticos y coloniza el interior y el peridomicilio de las viviendas humanas: Mepraia
spinolai Porter 1934, también es vector del parasito, pero principalmente a nivel de los
vertebrados silvestres (Apt y Reyes, 1986); en tanto que, también existe Mepraia gajardoi
(Frias et al., 1998) que fue recientemente descrita en el norte del pais especialmente en las
zonas costeras, esta especie de triatomino se asocia a nidos de aves marinas y cuevas de
reptiles (Botto-Mahan et al., 2006).

Una de las medidas mas eficaces para controlar la infeccion por T. cruzi es la eliminacién del
vector a través de insecticidas. Es asi como la Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR) ha llevado
a cabo sus actividades en Chile estableciendo como objetivo: (1) la interrupcion de la
transmisién vectorial del T. cruzi lograda en la década del 90 y (2) la certificacion de la
eliminacion del vector para el afio 2010. Debido a las acciones emprendidas en la década
del 90, el afio 1999 se certific6 por una comision internacional la interrupcién de la
transmision vectorial del T.cruzi en Chile, quedando como tarea para el 2010 la vigilancia

vectorial con el fin de alcanzar la eliminacion del vector (OPS, 2003).

Los reservorios naturales de T. cruzi son principalmente mamiferos. Varios estudios han
demostrado que uno de los factores de riesgo mas importantes para la infeccién humana es
la presencia y numero de perros, y de gatos, en la vivienda; en particular cuando estos
animales estan infectados (Acha y Szyfres, 2003), ya que son una fuente primordial de
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alimentacion y de infeccion para los vectores (Gurtler et al, 1998). Los estudios que han
utilizado perros han demostrado la eficacia de éstos como centinelas del riesgo de la

infeccién domiciliaria y peridomiciliaria por T. cruzi. (Paho, 2006)

El objetivo de la presente memoria es determinar la positividad a T. cruzi en los perros
domésticos de las casas que presentan un indice de infestacion positiva a T. infestans. Estas
viviendas han sido supervisadas y diagnosticadas a través de los programas de Vigilancia
entomolégica y de Eliminacion de T infestans instaurados en toda la zona de endemia

chagésica bajo la iniciativa INCOSUR.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una zoonosis descrita en 1909
por el médico brasilefio Carlos Chagas, quien identificoO al agente etiologico (T. cruzi) y
realizd la primera aproximacion para explicar el ciclo de transmision de esta patologia
(Schofield, 1994).

La infeccion por T. cruzi existe solo en el continente americano, en un area que comprende
desde la latitud 42° N en los Estados Unidos de América, hasta alrededor del paralelo 34° S
en Chile y el 42° S en la Argentina. También se han encontrado vectores y reservorios
selvaticos en la mayor parte de la region del Caribe, que antes se consideraba libre de la

infeccién (Heymann, 2005).

En Chile el area endémica se extiende desde la Region de Arica y Parinacota a la Region
del Libertador General Bernardo O’Higgins, incluyendo la Regién Metropolitana. Si bien el
area chagésica se ubica en la zona mas poblada del pais, el hecho que las viviendas
positivas se encuentren en el area rural determina que la poblacién expuesta sea alrededor
de 500.000 habitantes con un 18,7% de infectados por el T. cruzi (OPS, 2003).

Los vectores de esta enfermedad son insectos reduvideos de la familia de los triatominos,
comprobandose que alrededor de un centenar de especies son susceptibles a la infeccion.
Se ha informado de que el vector T. infestans propaga al parasito T. cruzi en habitat de
ambito domeéstico y peridoméstico y el vector M. spinolai, lo hace en habitat tanto selvatico
como peridoméstico. Actualmente, T. infestans ha sido reportado como controlado, sin
embargo, M. spinolai se encuentra con frecuencia en corrales de los animales domésticos,
colinas rocosas y grietas de rocas de zonas aridas y semiaridas de la zona norte de Santiago

hasta la regién de Aricay Parinacota de Chile (Botto-Mahan et al., 2006).

M. gajardoi es una especie de triatomino descrito recientemente como una especie
separada de M. spinolai, principalmente sobre la base de diferencias en el cariotipo. Se
distribuye en la costa norte de Chile entre los paralelos 18 ° y 26° S. Esta especie costera se
encuentra asociados a nidos de aves marinas y cuevas de reptiles, recientes estudios han
mostrado las primeras evidencias de infeccion de M. gajardoi, cuyo porcentaje de infeccion
es relativamente bajo debido a que su fuente de alimentacién son vertebrados, tales como

las aves que son resistentes a la infeccién o por el control del sistema inmunoldgico de estas
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especies que impide la mantenciéon y la reproduccién de T. cruzi en el organismo del
hospedero (Botto-Mahan et al., 2008).

La subfamilia Triatominae esta constituida por insectos hematéfagos estrictos,
hemimetébolos, cuyo ciclo vital costa de huevo, cinco estadios ninfales y el adulto (Cabello
et al., 1987). Su aparato bucal esta diseflado para succionar la sangre que necesitan para

sus funciones vitales.

La mayor parte de los triatominos se alimentan de noche cuando sus hospederos
vertebrados estan durmiendo. Pruebas de laboratorio han demostrado preferencia
alimentaria por animales homeotermos y en reposo. Especies menos especificas de
hospedero pueden alimentarse no solo de mamiferos, sino también de aves y reptiles
(Zeleddn, 1983).

La irritabilidad del hospedero a la picada es un factor que influye tanto en la alimentacién de
los triatominos como sus parametros poblacionales. Generalmente existe una reaccion
inflamatoria local por la saliva del insecto, prurito y en algunos casos anafilaxia y necrosis de
piel. Sin embargo, la introduccion del estilete es generalmente indolora. Un creciente nimero
de vinchucas alimentandose de un animal provocarian una creciente irritabilidad de éste, lo
gue disminuiria la cantidad de tiempo que el insecto se alimente y como consecuencia de
esto disminuira su tamafio poblacional, debido a que un estado nutricional deficiente de los
insectos se traduce en una menor velocidad de desarrollo ninfal, una menor postura de
huevos, y un mayor posibilidad de dispersion de los adultos (Zeledon, 1983). Por este motivo
el ciclo vital de estos insectos esta relacionado con la cantidad de sangre ingerida y con la
fuente de alimentacién y sus caracteristicas (Cabello et al., 1987). Asi hospederos que
presentan un menor hematocrito implican menor viscosidad de la sangre y por lo tanto una

disminucion en el tiempo necesario para alimentarse (Acufia, 2001).

La deyeccion (cantidad de heces y orina) de las vinchucas es de suma importancia en el
ciclo y transmision de T. cruzi. Las deyecciones excretadas depende mucho de la cantidad
de sangre ingerida y del periodo de inanicién (Pinto et al., 2000). Por otro lado, el tiempo
entre la ingesta de alimento y la deyeccion, serd menor a mayor consumo de sangre por la
vinchuca (Nattero et al., 2002). En relacion a lo anterior, existe un grupo de vinchucas que se
considera de alto riesgo como vectores de T. cruzi, debido a que la deyeccion ocurre durante

o inmediatamente después de la ingesta de sangre de su presa y muy cerca del lugar de
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picada. Existe otro grupo de menor riesgo, ya que defecan mas tardiamente (Nogueda et al.,
2000).

Estudios en Chile han demostrado que ejemplares de IV y V estadio de T. infestans defecan
sobre el hospedero, a diferencia de ejemplares de M. spinolai los cuales lo hacen después
de retirarse del mismo. Ademas, el tiempo que demora M. spinolai en defecar después de la
alimentaciéon es mas largo en relacion con T. infestans (Canals et al., 1999). Esto es

indicativo de la baja eficiencia en la transmision de T. cruzi por M. spinolai.

Los triatominos contraen la infeccion alimentandose de un mamifero infectado, después
conservan la infeccién durante toda su vida, por este motivo es que la tasa de infeccion de
los triatominos suele aumentar con la edad, y por consiguiente el estadio de desarrollo, de
acuerdo al numero de comidas tomadas. Los triatomas se reproducen lentamente, las
especies domesticadas, ademas de ser las mas importantes como vectores de la
enfermedad de Chagas humana, también son muy sensibles a las intervenciones de control

con insecticidas modernos y a través del mejoramiento de la vivienda (OPS, 2003)

A partir de 1980 se inici6 en el valle del Elqui, IV Regidon, un programa de desinsectacion
mediante la aplicacion, en el domicilio y peridomicilio, de insecticidas destinados a controlar
el T. infestans, el que se fue extendiendo paulatinamente a todas la regiones chagasicas del
pais. En el afio 1996 con la Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR) se da inicio en Chile a un
programa de interrupcion de la transmision vectorial por T. infestans y al control de la
transmision transfusional del T. cruzi en toda la zona de endemia chagasica con el fin de

alcanzar el control del vector para el 2000 (Valdés et al., 1999).

Todo programa de control vectorial, por exitoso que resulte, debe ser objeto de vigilancia
activa y pasiva del vector una vez concluida la fase de ataque y por el resto del tiempo, con
el fin de evitar las reinfestaciones por éste. Los programas de control desarrollados por los
Seremis de Salud del area endémica, han consistido en la aplicacion, en fase de ataque, de
dos ciclos de tratamientos con insecticidas a todas las viviendas de las areas chagésicas.
Estableciendo a continuacion, programas de vigilancia entomoldgica con participacion activa
de la comunidad e involucrando a los distintos tipos de establecimientos de atencién de
salud y educacionales. Los datos son colectados y registrados de forma que permiten la
construccion de indicadores que miden el riesgo de transmisién vectorial domiciliaria de la

enfermedad de Chagas, los indicadores que existen son los siguientes:



1. Operacionales: presencia de insectos asociada a localidades o lugares (dispersion), sirve

para la determinacion del &rea en que se va a actuar.

Dispersion = N° de localidades infestadas x 100

N° de localidades investigadas

Infestacion domiciliaria = N° de unidades domiciliarias infestadas x 100

N° de unidades domiciliarias investigadas

2. De seguimiento y evaluacién. Referida a la infestacion intra y peridomiciliar y la tasa de

infeccion de T. infestans por T. cruzi expresado como indice triatoma triatomino (ITT).

*Infestacion intradomiciliaria = N° de domicilios infestados x 100

N° de domicilios investigados

*Infestacion peridomiciliaria = N° de peridomicilios infestados x 100

N° de peridomicilios investigados

indice triatoma triatomino (ITT) = N° de triatominos infectados x 100

N° de triatominos examinados

* Para cada vector y en este caso especificamente para T. infestans.

3. Para la validacion del sistema de vigilancia (cobertura, produccion, calidad de la
produccién y de respuesta) también se cuenta con indices que se elaboran a partir de la
informacion entregada por los equipos técnicos de terreno y por las naotificaciones de la

comunidad.

Para la elaboracion de los indicadores mencionados anteriormente se cuenta con sistemas
de informacion y de base de datos computacionales y operativos. Los sistemas de
informacion estan conformados por nucleos de informacién de complejidad creciente, que en
la préactica se traducen en los siguientes niveles que incluyen areas geogréficas, tales como;
e Localidad.

e Comuna

e Region



Nacional

Internacional (interaccion monitoreada por la OPS))

De acuerdo a este programa se instauraron diversos procedimientos de vigilancia

entomoldégica los que entregan informacion que se obtiene a través de:

1.

Unidades de Notificacidn: Principal receptora de denuncias, debe estar inserta en el area
chagésica y debe promover a los habitantes de comunicar la aparicion de triatoma en
sus viviendas.

Busqueda activa del vector (control)

Evaluacion de viviendas: Las viviendas de identifican como; viviendas infestans
(viviendas positivas a T. infestans), viviendas limitrofes y sublimitrofes, viviendas radio
200m, viviendas con denuncia. En estas viviendas se realiza una técnica de blusqueda
junto con la utilizacién de un producto expulsivo, repelente o movilizante de insectos.
Calificacion de viviendas evaluadas: La unidad domiciliaria en la que se constate
presencia de ejemplares de T. infestans dentro de un periodo anual sera calificada como
positiva.

Eliminacion de lugares (anexos) de riesgo: especialmente gallineros u otro tipo de corral
los que constituyen un grave riesgo de infestacion para la vivienda misma, las viviendas
vecinas e inclusive radiales.

Manejo de ejemplares capturados: Toda la informacién debe ser manejada con el mayor
cuidado y grado de detalle. Se debe registrar el nimero de ejemplares visualizados, la
cantidad que se envia a examen parasitolégico por especie y los resultados del mismo.
La rotulacion debe indicar claramente la unidad domiciliar, localidad, y sector de
procedencia, fecha de captura, lugar de captura. Esta informacion ademas sirve para
elaborar el ITT.

Desinsectacion de las viviendas: Con plaguicidas piretroides de efecto residual.
Vigilancia de areas no chagasicas: Actividad que permite tener certeza objetiva de la

ausencia natural de triatominos.

Este trabajo realizado por el programa de control del vector, permiti6é lograr un descenso de

las viviendas infestadas por T. infestans desde un 35% en 1982 a solo un 0,2% en 1999 a

nivel nacional (Valdés et al., 1999).



En diciembre de 1999 se declaré que en Chile se habia logrado interrumpir la transmisién del
T. cruzi por via vectorial, lo que fue certificado por una comisioén internacional, que consideré
a Chile el segundo pais en América Latina, libre de la transmision de la enfermedad de
Chagas por T. infestans (Silveira et al., 2002).

En la naturaleza, la enfermedad de Chagas parece existir preferentemente en el ambito
silvestre y pasa al ambiente domeéstico sélo cuando existen vectores domiciliarios y
condiciones ecolégicas que permiten su permanencia en la vivienda humana. Varias
especies animales sirven de reservorios en diferentes situaciones ecoldgicas. Entre los
animales domésticos, el gato y el perro son hospederos comunes e importantes del parasito.
Varios estudios han demostrado que uno de los factores de riesgo mas importantes para la
infeccion humana es la presencia y numero de perros, y en algunos estudios también de
gatos, en la vivienda; en particular, cuando esos animales estan infectados (Acha y Szyfres,
2003). Ello indica que los perros son una fuente primordial de alimentacion y de infeccién
para los vectores (Gurtler et al.,, 1998). Los estudios que han utilizado perros han
demostrado la eficacia de éstos como centinelas del riesgo de infeccibn domiciliaria y
peridomiciliaria por T. cruzi. A diferencia de los gatos, los perros domésticos satisfacen las
caracteristicas ideales como centinelas de la transmisién, ya que son susceptibles a la
enfermedad y tienen una respuesta mesurable al agente infeccioso, ademas tienen un
territorio definido, son accesibles, faciles de enumerar y capturar; y su poblaciéon permite
muestreos representativos. Ademas, los perros se infectan por T. cruzi antes que los nifios

gue cohabitan con ellos (Paho, 2006).

Estudios realizados en Argentina, han demostrado la importancia del perro como reservorio
intradomiciliar en la transmisién del parasito por T. infestans. Se considera que excluir de las
habitaciones los animales domésticos principalmente los perros, puede reducir de manera
importante la transmisién a los humanos (Reyes et al., 2002). En este estudio se demuestra
un 2,5% de positividad en perros mascotas de zonas endémicas contra un 1,6% en
mascotas de zonas no endémicas. Por el contrario el porcentaje de positividad de perros
callejeros fue independiente de su procedencia. El hallazgo de perros mascotas infectados
es de importancia epidemiolégica por su cercania al hombre y ademas por la posibilidad de
gue los triatominos se alimenten de estos hospedadores.

Otros estudios realizados en México sefalan que existe una correlacion directa (r = 0,955)
de seropositividad entre los seres humanos y los perros, lo que sugiere que el analisis

seroldgico de los perros puede ayudar a indicar la prevalencia de T. cruzi en el hombre
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(Estrada-Franco et al., 2006). El estudio se realizé en cinco aldeas del sur de Tejupilco,
Estado de México, donde el Instituto de Salud del Estado de México informé una infestacion
mayor al 50% de los hogares. Se tomaron muestras de suero de los perros en las mismas
aldeas, las muestras y los controles se analizaron por triplicado, con al menos dos métodos
diagnosticos independientes; citometria de flujo inmunofluorescencia (CFIl) e inmunoensayo
enzimético (ELISA) directo e indirecto, los resultados de ambos métodos diagndsticos para
la deteccidbn de anticuerpos especificos contra T. cruzi mostraron un 100% de
correspondencia. Los resultados obtenidos demostraron que la seropositividad en perros

aumento con la edad, con la més alta prevalencia en perros de 3-6 afos.

Varias observaciones apoyan la hipétesis de que para la mantencion de la infeccion por T.
cruzi, uno de los factores de riesgo primordiales es mantener los perros cerca de los hogares
luego que éstos han sido infectados, ya que en esta fase existe una elevada parasitemia y
la sangre de los perros es la fuente de alimentacion preferida para T. infestans, de esta
forma al alimentarse los insectos adquieren el parasito y lo pueden transmitir a los humanos.
Segundo la tasa de prevalencia de infeccion por T. infestans en un hogar aumenta, de
conformidad con el aumento de perros infectados, la frecuencia de insectos adultos
infectados se duplic6 en hogares con uno o dos perros adultos. En tercer lugar los
anticuerpos especificos contra T. cruzi se han identificado en los seres humanos (4%) y en
perros (10%) (Estrada-Franco et al., 2006). Ademas, debido a estas caracteristicas el perro
ha sido ampliamente utilizado como modelo experimental ya que presenta aspectos propios
de la infeccion en humanos (Machado et al., 2001). De alli que el uso del diagnéstico

serolégico en ellos es recomendado.

Estudios realizados en Brasil utilizaron perros de aproximadamente cuatro meses de edad,
los que se inocularon via intraperitoneal con dos cepas de T. cruzi y se sometieron a
reinfecciones, monitoredndolos durante 38 meses, con el objetivo de demostrar la
importancia de la reinfeccion en la evolucion de la enfermedad de Chagas. Para todos los
perros las muestras de sangre fresca fueron positivas luego de la primera infeccion,
caracterizando la fase aguda de la enfermedad, y se demostr6 que el nivel de la parasitemia
disminuye drasticamente con las infecciones sucesivas. La primera reinfeccion tuvo niveles
inferiores de parasitemia respecto a la primera infeccion, a la segunda reinfeccion las
muestras fueron negativas al frotis fresco (Machado et al., 2001). En los perros no
reinfectados, se produjo una reduccion gradual de los niveles de parasitemia hasta llegar a

negativo. En tanto que en animales que fueron reinfectados se detectaron parasitemias de
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larga duracion. Los resultados de las pruebas serolégicas tanto IFI como ELISA, detectaron
altos niveles de IgG contra T. cruzi, y en perros reinfectados los niveles de anticuerpos se
mantuvieron elevados. La evaluacién clinica demostré que ningun perro murié a causa de la
enfermedad de Chagas durante el estudio. Segun los resultados obtenidos en este estudio la
transmision de T. cruzi en zonas endémicas esta relacionado intimamente con la densidad y
el indice de infeccion intradomiciliaria de triatominos y de las especies de vectores
presentes. Por lo tanto las especies con una exposicién prolongada a estas condiciones

son altamente vulnerables a reinfecciones por T. cruzi (Machado et al., 2001).

En estudios serolégicos por hemoaglutinacién realizados en 34 localidades rurales de la IV
region de Chile, se encontraron anticuerpos para T. cruzi en 7,8% de 232 caprinos
examinados, 11,7% de 145 especies de conejos y 4,8% de 42 ovinos, ademas se

confirmaron tasas altas de infeccién en gatos y perros (Correa y Z0figa,1982).

Es importante indicar que la mayoria de los examenes sefialados son costosos, ademas
gue se requiere de toma de muestra de sangre entera del animal, lo cual para trabajo de
campo no siempre es factible y til, por ello es que se han disefiado una serie de tests
rapidos que solucionan con igual sensibilidad y especificidad los problemas. Estos tests
ampliamente estandarizados son en la actualidad los de eleccién para trabajo de campo.

Por tal motivo, y debido que en la zona de Aconcagua y Petorca se ha llevado a cabo un
programa exitoso de control vectorial y con una vigilancia activa que ha demostrado algunos
domicilios con T. infestans y ademas estos triatominos infectados, se consideré necesario
establecer si los perros de esos domicilios estarian infectados con el fin de usarlos como

centinelas del programa de control.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de infeccién por T.cruzi en la poblacién de perros de las casas

positivas a T. infestans de las provincias de San Felipe, Los Andes y Petorca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer las casas indice T. infestans positivas de las provincias en el periodos 2005 —
2007.

Determinar la frecuencia de perros positivos dentro del total de casas T. infestans positivas.
Asociar la seropositividad de los perros de casas indices positivas (ITT) y viviendas
negativas. De esta forma determinar si los perros pueden ser utilizados como centinelas de

la infeccion por T.cruzi.

Comparar por comunas la presencia de casos positivos.

13



MATERIAL Y METODO

Se seleccionaron las casas con indice de infestacion positiva a T. infestans de las provincias

de Petorca, San Felipe y Los Andes durante el periodo 2005-2007, y un grupo control

equivalente de casas negativas. Estos registros fueron obtenidos a partir de las base de

datos de la Seremi de Salud de San Felipe a través del programa de eliminacién del T.

infestans y de vigilancia entomoldgica (Cuadro N° 1).

Cuadro N° 1 Resultados de las viviendas positivas a T. infestans obtenidas entre los afios
2005-2006-2007 por el programa de Eliminacion de T. infestans (Base de datos de la Seremi
de Salud de Aconcagua).

Provincias en Comunas en Casas en N° casas N° casas ITT positivo
programa programa programa positivas a ITT positivo | por vivienda
regional T. infestans
PETORCA CABILDO 329 29 6 20,7
PETORCA 619 73 37 50,7
LOS ANDES LOS ANDES 813 3 0 0,0
CALLE LARGA 1100 12 2 16,7
SAN ESTEBAN 1010 7 0 0,0
RINCONADA 236 0 0 0,0
SAN FELIPE PUTAENDO 1159 20 1 5,0
SANTA MARIA 272 1 0 0,0
CATEMU 181 2 2 100
LLAY LLAY 63 1 1 100
TOTAL 10 5782 148 49 33,1
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El cuadro N° 1 muestra la informacién obtenida durante los afios 2005-2006-2007, a través
del programa de eliminacién de T. infestans por la Seremi de Salud de Aconcagua. El total
de casas vigiladas en las 3 provincias durante éste periodo fue de 5.782, de las cuales 148
casas fueron positivas a T. infestans, 49 correspondieron a casas positivas a T. cruzi (ITT
positivo). Obteniéndose un 33% de casas ITT positivo respecto al total de casas positivas a
T. infestans.

Para el diagnéstico por inmunocromatografia de las muestras de sangre se dispuso de 200
tiras reactivas (membranas de nitrocelulosa impregnadas con antigeno de T. cruzi
recombinante), para el analisis de las muestras (Test de diagnostico rapido para
Trypanosoma en perros (Trypanosoma Detect Rapid Test for Canine, InBios. Inbios
International, Inc.563 1st Ave. South Suite 600 Seattle, WA 98104).

El test esta basado en la capacidad que tiene el antigeno (derivado de las proteinas
presentes en la membrana) de unirse a los anticuerpos presentes en el suero y en la sangre
entera formando un complejo. Una vez que la reaccién antigeno — anticuerpo ocurrio, el
complejo formado se desplazé formando, una linea horizontal, la que se visualiz6 de una

coloracién roja.

Como el nimero de tiras reactivas disponibles era limitado, se seleccionaron aquellos perros
gue estuvieron viviendo desde la fecha que la casa fue diagnosticada como positiva, de
manera de aumentar la probabilidad de que éstos estuviesen infectados. Las muestras de
sangre de los perros se obtuvieron a través de un corte con bisturi en la cara interior de la
oreja, la gota de sangre, se dispuso sobre la parte inferior absorbente de la tira reactiva de
manera que se incluya en ella, para facilitar la difusién a través de la tira reactiva ésta se
colocd en un pocillo que contuvo 3 gotas de soluciéon buffer. En un tiempo aproximado de
entre 3 a 5 minutos la sangre difundié y se evidencié si la muestra era 0 no positiva. La
presencia de dos marcas, como bandas horizontales paralelas de color rojo indicaron
positividad. En tanto que una sola marca en el tercio superior, indicé negatividad (banda de

control de reaccion) (Figura 1).
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Figura 1: Resultado de tiras reactivas del test de diagnostico rapido para Trypanosoma en
perros (1= muestra blanco, no se observa ninguna banda; 2 = control negativo se observa
solo la banda de control de reaccion, en el extremo superior de la tira; 3= control positivo se
observan dos bandas, la de control de reaccion en la parte superior y la de positividad en la
parte inferior que marca la reaccién antigeno anticuerpo).
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En la figura 2 se observa como se identificaron las tiras reactivas para cada muestra

colocando en el borde superior el nombre del perro

Figura 2: Detalle de la identificacién de dos tiras reactivas del test de diagnéstico rapido para
Trypanosoma en perros.

Los datos de muestreo se registraron en una ficha del programa Microsoft Access, donde se
anotaron los datos tanto del lugar de muestreo, de la fecha del diagnéstico de positividad o
negatividad de la vivienda, como de los datos del duefio del perro, los datos del perro y el

resultado del test realizado (Figura 3).
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TECNICA USADA |

NUMERO INTENTOS 1

TIEMPO UTILIZADO: ‘ 3

OBSERVACIONES I A

Figura 3: Ficha de muestreo utilizada en el estudio.
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RESULTADOS

En el cuadro N° 2 se encuentran las cantidades de casas ITT positivas muestreadas y la
cantidad de perros muestreados en estas mismas, Dentro de las 49 casas ITT positivo, se
muestrearon 45 casas, es decir el 91,8 % del total (la idea era muestrear el 100% pero no
todas las viviendas tenian perros). Dentro de estas 45 casas se muestrearon 94 perros. Por
comuna se obtuvo lo siguiente; (a) En Cabildo de un total de 6 casas ITT positivo se
muestrearon 5, de las que se obtuvieron muestras de 13 perros. (b) en Petorca de un total
de 37 casas ITT positivo se muestrearon 35 con un total de 67 perros, (c) en Calle Larga
encontramos solo 2 casas ITT positivo, se muestrearon ambas , solo existia un perro por
casa y se muestrearon ambos (d) en Putaendo existe una casa con ITT positivo de la que se
muestrearon 6 perros; (e) en la comuna de Catemu existen 2 casas positivas, se muestreo 1
la que tenia 3 perros, (f) en la comuna de Llay Llay hay una vivienda ITT positiva de la que

se obtuvieron muestras de 3 perros.

Cuadro N° 2 Total de perros muestreados en las casas positivas a T. cruzi (ITT positivo).

Comunas en programa Casas ITT Casas ITT positivas Total perros muestreados
positivas muestreadas
CABILDO 6 5 13
PETORCA 37 35 67
LOS ANDES 0 0 0
CALLE LARGA 2 2 2
SAN ESTEBAN 0 0 0
RINCONADA 0 0 0
PUTAENDO 1 1 6
SANTA MARIA 0 0 0
CATEMU 2 1 3
LLAY LLAY 1 1 3
TOTAL 49 45 94
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El cuadro N° 3 muestra las cantidades de casas ITT negativas muestreadas y la cantidad de

perros muestreados en estas mismas. Dentro de las 99 casas ITT negativo, se muestrearon

81 perros. Por comuna se obtuvo lo siguiente, (a) en Cabildo se muestrearon 4 casas y se

obtuvieron muestras de 12 perros, (b) en Petorca se muestrearon 21 casas y un total de 52

perros, (c) en Calle Larga de un total de 2 casas ITT negativo se muestrearon ambas y se

obtuvo muestras de un perro por cada casa, (d) en Putaendo se muestreo una casa de la

gue se muestrearon 9 perros, (e) en Llay Llay se muestreo una casa de la que se obtuvieron

muestras de 7 perros.

Cuadro N° 3 Total de perros muestreados en las casas negativas a T. cruzi (ITT negativo).

Comunas en programa

Casas ITT

negativas

Casas ITT negativas

muestreadas

Total perros muestreados

CABILDO

23

12

PETORCA

44

21

52

LOS ANDES

CALLE LARGA

10

SAN ESTEBAN

RINCONADA

PUTAENDO

19

SANTA MARIA

CATEMU

LLAY LLAY

1*

TOTAL

99

29

81
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En el cuadro N° 4 se observa que del total de 175 muestras de sangre analizadas de los

perros provenientes de las casas con diagnostico positivo a T. infestans, 94 muestras

corresponden a perros de viviendas positivas T. cruzi es decir ITT positivo, 81 perros

corresponden a casas con ITT negativo.

Cuadro N° 4 Resultados del diagnostico rapido
viviendas positivas a T. infestans. (Mayo del 2008 a enero del 2009)

Perros muestreados Casas ITT positivas | Casas ITT negativas Total

N° perros negativos 94 81 175

N° perros positivos 0 0 0
Total 94 81 175

para Trypanosoma en perros en las

Por dltimo en las figuras 4 y 5 se pueden observar algunos de los perros mascotas que

fueron objeto de estudio, indicando su lugar de origen, su duefio y fecha de positividad.

Figura 4: Mascota: Lipiria de la comuna de Petorca, de la localidad de El Sobrante, cuya
dueia era Celinda Aguilera, y la fecha de positividad fue Marzo del 2005
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Figura 5: Mascota: Leonero de la comuna de Llay Llay , de la localidad Enrique Meiggs,
cuyo duefio era Galvarino Maluenda y la fecha de positividad fue Noviembre del 2006
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DISCUSION

A partir de 1980 se inici6 en el Valle del Elqui, IV region, un programa destinado a controlar
el Triatoma infestans, el que se fue extendiendo paulatinamente a todas las regiones
chagasicas del pais. En el afio 1996 se inicia en Chile un programa destinado a lograr para
el afio 2000, la interrupcion de la transmision vectorial de dicha enfermedad en el pais
(Valdés et al., 1999).

En el presente estudio se colectaron muestras de sangre de los perros provenientes de las
casas positivas a T. infestans. 94 de las muestras correspondieron a perros de viviendas
positivas a T.cruzi es decir ITT positivo y 81 a casas con ITT negativo. Los resultados
fueron 100% negativos a la infeccion por T.cruzi a través del método diagnostico por

inmunocromatografia.

Este “kit” es utilizado por primera vez en Chile para el diagndstico en perros. La sensibilidad
y especificidad de la técnica fue evaluada a través de un estudio realizado en nuestro pais
en humanos seropositivos, en el que se obtuvo un 100% de especificidad y sensibilidad al
comparar los resultados obtenidos por este método y las técnicas de IFA y ELISA,

confirmandose de esta manera los resultados obtenidos.

En estudios realizados en Brasil se compararon los resultados de tres técnicas diagndsticas,
PCR, y métodos parasitolégicos y serolégicos para detectar la infeccion en perros 5 a 12
afos después de infectarlos experimentalmente con T cruzi, obteniéndose que la habilidad
del método parasitolégico para detectar un animal positivo es de un 22% a través de
hemocultivo y del 11% por xenodiagnéstico. Los test serol6gicos que incluyeron serologia
convencional (ELISA) y de anticuerpos contra antigeno trypomastigote (ALTA) dieron como
positivo al 100% de los animales infectados. Para la técnica de PCR se requiere de dos
muestras de sangre como minimo, las que se someten a tres extracciones de DNA, por cada
una de ellas se realizan tres PCR, por lo tanto se realizan 9 reacciones las que dan un 100%
de exactitud en la deteccion de muestras positivas. Se pudo demostrar a través de este
estudio que los perros infectados desde hace 10 afios 0 més requieren un gran nimero de

PCR y mas extracciones de DNA para detectar la positividad (Araujo, et al., 2002).

Los resultados aqui obtenidos a través del método diagnéstico utilizado, podria indicar que

(@) no hay transmisién activa de T. cruzi por via vectorial a pesar que las casas se
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encuentren positivas a T. infestans, (b) o los perros no serian una fuente de alimentacion
para los insectos, o que la picadura podria generar en los perros una irritabilidad tal que los
insectos no alcanzan a saciarse y defecar sobre ellos (c) o que los insectos encontrados
podrian provenir de focos silvestres, desde donde se alimentarian y aparecerian de manera
circunstancial en las viviendas.
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CONCLUSION

Estos resultados indicarian que aunque la poblacién, humana y animal, esté expuesta a la
infeccion por T. cruzi, no existe transmisién activa a pesar de la presencia del agente
patdégeno. Lo anterior se infiere, dado a que los perros, considerados una especie centinela
para la infeccion domiciliaria, no se encontraban infectados. Esto se podria deber a que los
perros pueden no ser una fuente de alimentacién preferencial para las vinchucas, o, que las
vinchucas pueden provenir de focos silvestres, ya alimentadas y que solo llegarian de

manera circunstancial a las viviendas y no lo harian en bisqueda de alimento.
Esto demuestra ademas que el programa instaurado el afio 96 con la Iniciativa del Cono Sur

(INCOSUR), logro la interrupcion de la transmisién vectorial por T. infestans en esta zona de

endemia Chagasica.
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