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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una zoonosis de interés en salud publica que se encuentra
distribuida ampliamente en Ameérica, causada por Trypanosoma cruzi, protozoo que es
transmitido principalmente a través de las deyecciones de insectos hematdéfagos de la
subfamilia Reduviidae. Los caninos, al ser mamiferos domésticos de gran cercania con el
ser humano, son un reservorio de esta enfermedad. El presente estudio tuvo como objetivo
principal determinar la presencia de T. cruzi en caninos de la comuna de Til —Til, Regién
Metropolitana, a través del método de diagnostico molecular PCR. Se estudiaron 90
caninos, 30 animales por cada localidad de la comuna en zona endémica (Huechun,
Rungue, Til-Til). Se llevé a cabo una encuesta para cada duefio de los animales estudiados
para determinar posibles factores de riesgos asociados. El analisis estadistico se realiz6 a
través del test exacto de Fisher para determinar la frecuencia de infeccion entre localidades
y una Regresion logistica para analizar los factores de riesgo relacionados con los animales
positivos. Se encontrd prevalencia del 16,3% en la comuna, un total de 14 caninos
analizados por la reaccion en cadena de la polimerasa fueron positivos a T. cruzi,
utilizando los primers 121 y 122. Rungue presenté una prevalencia de 10,7%, con 3
animales positivos, Huechin 21,4% con 6 animales positivos y Til-Til una prevalencia del
16,7% con 5 positivos a T. cruzi. No se encontraron diferencias significativas entre
localidades (Fisher, p= 0,583). En la regresion maultiple no se encontré asociacion
significativa entre la condicion de ser positivo a T. cruzi con ninguno de los factores de
riesgos determinados en las encuestas realizadas. Este trabajo, sobre prevalencia de perros
infectados con T. cruzi en Chile, revela la importancia epidemioldgica de estos animales
como reservorios del protozoo para los habitantes de la comuna de Til-Til y la

diseminacion del agente en los triatominos del sector.

Palabras Claves: Enfermedad de Chagas, prevalencia, caninos, reservorio, Trypanosoma

cruzi, infeccién.



SUMMARY

Chagas disease is a zoonosis of interest in public health that is widely distributed in
America. This disease it is caused by Trypanosoma cruzi, a protozoan that it is transmitted
mainly through the dejections of hematophagous insect of the subfamily Reduviidae. The
canines, being domestic mammals close to the human being, are a reservoir of this disease.
This study had as main objective to determine the presence of T. cruzi in the canines of the
Til —Til commune, Metropolitan Region, through the PCR molecular diagnostic method. A
total of 90 canines, 30 animals for each locality of the commune, one area (Huechuln,
Rungue, Til-Til) were studied. A survey was conducted for each owner of the animals
studied and identified the possible risk factors associated.

Statistical analysis was performed using the Fisher exact test to determine the frequency of
infection between sites and a logistic regression to analyze risk factors related to positive
animals. A prevalence of 16.3% was found in the commune, a total of 14 canines analyzed
by the polymerase chain reaction were positive to T. cruzi, using primers 121 and 122.
Rungue presented a prevalence of 10.7% with 3 positive animals, Huechin 21.4% with 6
positive animals and Til-Til a prevalence of 16.7% with 5 positive to T. cruzi. No
significant differences were founded between localities (Fisher, p = 0.583).

In the multiple regressions there was no significant association between the conditions of
being positive to T. cruzi with any of the risk factors determined in the surveys.

This work about prevalence of dogs infected with T. cruzi in Chile reveals the
epidemiological importance of these animals as reservoirs of the protozoan for the
inhabitants of the commune of Til-Til and the dissemination of the agent in the triatomines

of the sector.

Key words: Chagas' disease, prevalence, canines, reservoir, Trypanosoma cruzi, infection.
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INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es un parasito que infecta tanto a seres humanos como a animales
domeésticos y silvestres, constituyéndose en una zoonosis para los humanos, denominada
enfermedad de Chagas. Esta enfermedad tiene diversas vias de transmision, siendo una de
las mas importantes la via vectorial, la cual se produce a través de la contaminacién con
deyecciones depositadas por insectos hematofagos infectados por este parasito, cuando
pican a un hospedero (Arriaza y Orellana, 2010). Estos insectos son hemipteros de la
subfamilia Triatominae y se conocen en Chile como vinchucas (Acufia, 2002).
Esta enfermedad se encuentra en América hace mas de 9000 afios, extendiéndose desde el
sur de Estados Unidos de Norteamérica, hasta el centro de Chile y sur de Argentina,
estimandose una poblacion de 6 a 7 millones de personas infectadas (WHO, 2015) y entre
75 a 90 millones que estan expuestos a contraerla (Toso et al., 2011).
La enfermedad de Chagas en Chile present6 una tasa de incidencia de tres por cada 100 mil
habitantes entre los afios 1990 y 2008. En el afio 2009 presentd un marcado ascenso,
probablemente debido a una mayor pesquisa, llegando a 11,1 por cada 100 mil habitantes
en el afio 2011 (MINSAL, 2014). Se estima que en el pais hay 142.000 personas infectadas
con T. cruzi (Toso et al., 2011).
Por otra parte, mas de 150 especies de mamiferos silvestres se encuentran naturalmente
infectados con T. cruzi, y algunos reservorios poseen un papel importante en el
mantenimiento de los ciclos de interaccion doméstica, peridoméstica y silvestre en la
enfermedad de Chagas (Rozas et al., 2005).
Estudios realizados en Argentina han demostrado la importancia del perro como reservorio
intradomiciliario, donde se ha informado un 41% de perros infectados por T. cruzi. El
hallazgo de perros infectados es de importancia epidemioldgica por su cercania al hombre y
ademas por la posibilidad de que los triatominos se alimenten de estos hospedadores (Reyes
et al., 2002), infectdndose y multiplicando al parasito.

En este trabajo se expondra la presencia de la Enfermedad de Chagas en perros de la

comuna de Til-Til en la Region Metropolitana.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por Trypanosoma cruzi, parasito
protozoario unicelular flagelado que forma parte del Orden Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae. Este organismo se caracteriza por la presencia de una Unica gran
mitocondria que contiene hasta el 25% del ADN celular. EI ADN kinetoplastidico de
Trypanosoma cruzi representa el Unico ADN mitocondrial de estos protozoos, el que
consiste en dos tipos de moléculas especificas: minicirculos y maxicirculos, que se
encuentran unidos en una Unica gran red de ADN. Existen aproximadamente 20.000
minicirculos y 40 maxicirculos, los cuales se encuentran encargados de codificar ARN
(Brusés et al., 2004).

Trypanosoma cruzi posee un ciclo de vida que involucra diversos estadios morfoldgicos,
dependiendo de la especie de hospedero en el que se encuentre (Bacigalupo et al., 2012).
En los insectos vectores, el flagelado se encuentra en forma de epimastigotes en el intestino
medio, y en forma de tripomastigotes metaciclicos infectantes en el intestino posterior y en
las heces, los cuales ingresan en el hospedero mamifero por medio de la contaminacion con
deyecciones de las membranas mucosas 0 de heridas. Es aqui donde los tripomastigotes
infectan las células, transformandose en amastigotes, los cuales se multiplican por fision
binaria. Los amastigotes intracelulares se transforman en tripomastigotes, lisan la célula y
se liberan al sistema circulatorio, pudiendo infectar otras células y establecer nuevos sitios
de infeccion (CDC, 2013). Los insectos vectores se infectan cuando se alimentan de
mamiferos infectados, y una vez dentro del vector, el tripanosomatido se multiplica y
diferencia en el tracto digestivo, completandose asi el ciclo del parasito (Bacigalupo et al.,
2012).

Existen tres ciclos basicos en la transmision de T. cruzi, los cuales estan interrelacionados.
En el ciclo silvestre, el parésito realiza su ciclo entre especies de mamiferos silvestres y
triatominos silvestres. En el ciclo de transmision doméstico, los insectos vectores se
encuentran en las viviendas, lo que ocasiona la transmisién entre humanos y triatominos. El
tercer ciclo involucra animales domésticos y vectores, denominado ciclo peridoméstico, el

que puede involucrar a seres humanos (Rovid, 2010).



El desarrollo de los triatominos consta de huevo, cinco estadios ninfales y estadio adulto, y
requiere sangre de vertebrados para completar su ciclo de vida (Bacigalupo et al., 2012).

En Chile se conocen 4 especies de triatominos; Triatoma infestans, Mepraiaspinolai,
Mepraia gajardoi y Mepraia parapatrica, que ocupan distintos ecotopos tanto silvestres
como peridomésticos (ISPCH, 2012).En el ciclo doméstico, el principal vector de la
enfermedad de Chagas en humanos en Chile es T. infestans. Este vector ha sido reducido
exhaustivamente por medio de la fumigacion de viviendas en las zonas endémicas de
acuerdo a la Iniciativa del Cono Sur para su eliminacion (Rozas et al., 2005). Triatoma
infestans y M. spinolai se encuentran en la zona central de nuestro pais (ISPCH, 2012). T.
infestans ha sido asociada a viviendas rurales, particularmente aquellas de adobe y paja,
pero se ha encontrado en condiciones silvestres, en intersticio de paredes de piedra, entre 0
bajo rocas, pircas y chaguales. Por otro lado, M. spinolai, que se caracteriza como una
especie silvestre, ha sido encontrada en piedras, en grieta de rocas, en sitios de descanso de
diferentes mamiferos, como zorros, conejos, liebres, vizcachas, otros marsupiales y en
corrales (Bacigalupo et al., 2006).

En el ciclo doméstico, los mamiferos de pequefio y mediano tamafio constituyen los
reservorios mas importantes en esta enfermedad. Los carnivoros Canis lupus familiaris y
Felis catus tienen tasas de infeccion natural que varian segun el area endémica, desde un 0
a un 60%. Los habitantes de zonas endémicas tienen varios perros, l0s que a veces duermen
en el interior de las viviendas durante la noche, lo que conlleva altas posibilidades de
infeccion al hombre. Por otro lado, existen algunos roedores domésticos que al encontrarse
infectados, pueden ser ingeridos por mamiferos mayores, lo que resulta importante, ya que

la via digestiva constituye otra forma en que los caninos se pueden infectar (Graiff, 2010).

Existen tres grupos de métodos principales de diagnéstico de la infeccion por T. cruzi en
mamiferos: parasitolégicos, seroldgicos y moleculares. El diagndstico parasitologico
determina la presencia de T. cruzi en la sangre del paciente, cultivando la sangre
(hemocultivo) o bien usando vectores no infectados, alimentados con la sangre del paciente
para buscar al parasito en las deyecciones del insecto (xenodiagnostico). El diagndstico se
realiza tradicionalmente por métodos serologicos, determinando la presencia de anticuerpos

anti-T. cruzi, lo que no siempre es concluyente. La reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR), es una herramienta molecular que permite amplificar secuencias de ADN del
pardsito con alta especificidad y sensibilidad, siendo una herramienta util en caso de
serologia dudosa (Martinez et al., 2013). Las técnicas moleculares consisten en extraer el
ADN total de la muestra sangre de mamiferos y realizar la PCR con iniciadores especificos
para amplificar una region del ADN del protozoo. Mediante este procedimiento se pueden
amplificar secuencias del ADN nuclear de T. cruzi o bien secuencias del ADN presentes en
el kinetoplasto, estructura en la que hay mayor sensibilidad de amplificacion, permitiendo
la deteccion de hasta un parésito en 100 ml de sangre (0.005 parasitos/ml)* (Martinez et al.,
2013).

En la medida que avanzan los planes de control de triatominos domiciliarios, disminuye
progresivamente la tasa de infeccion natural por T. cruzi en perros y gatos,
considerandoseles centinelas de esta enfermedad (Graiff, 2010).

Hay estudios que indican que algunos triatominos preferirian alimentarse de sangre canina,
pues se ha encontrado que la tasa de infeccion de T. infestans cuya fuente de alimentacion
de perros fue de un 49%, versus el 39% de los T. infestans que se habian alimentado de
gatos; el 38% que consumieron sangre humana; y el 28% que se alimentaron de gallinas. Es
por esto que los caninos son epidemioldgicamente importantes como fuente de infeccion

para los triatominos (Gurtler et al., 2007).

En Chile, el estudio de mamiferos domésticos y la enfermedad de Chagas se han llevado a
cabo a través de diversos métodos. Entre 1939 y 1959 la prevalencia del paréasito en
caninos se estudio a través de xenodiagnoéstico arrojando un 9,1% de positivos en el pais
(Neghme y Schenone, 1960). En 1983, el analisis se realizé a traves del método de reaccion
de hemoaglutinacion indirecta, arrojando un 7% de perros positivos en sectores rurales de
la region de Valparaiso (Flores et al., 1984). En el 2008, se estudiaron caninos en las
comunas de Calera de Tango y Til-Til mediante el método de hemoaglutinacion indirecta,
obteniendo un 7,4% de positivos en la comuna de Til-Til (Uribe, 2008).

También es importante considerar desde el punto de vista médico-veterinario que la
tripanosomiasis puede causar diversas alteraciones patolégicas en perros, tanto alteraciones

cardiacas, que han sido demostradas por disturbios en la conduccion y arritmias



ventriculares y supraventriculares, asi como signos propios secundarios a esta condicion

tales como ascitis, estrés respiratorio, efusion toracica y cianosis (Reyes et al., 2002).

Con estos antecedentes, en esta memoria de titulo se hard un estudio de la situacion actual
del agente de la enfermedad de Chagas en caninos de la comuna de Til-Til, considerando
tres localidades diferentes desde los puntos de vista urbano y geogréafico. El objetivo es
conocer la frecuencia de presentacion de la infeccion a través de un método de diagnostico
sensible (PCR) para aportar un antecedente actualizado del problema en un sector de la
Regién Metropolitana donde estd confirmada la presencia de ambos vectores que
transmiten esta zoonosis. Es importante el estudio de caninos dado el contacto cercano con
las personas, su caracterizacion como parte del reservorio de la enfermedad y el riesgo de

transmision de ésta (Reyes et al., 2002).



OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Trypanosoma cruzi en caninos de la comuna de Til-Til, Region

Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la frecuencia de infeccion por T. cruzi en caninos de tres localidades de la

comuna de Til-Til,
2. Comparar la frecuencia de infeccion entre localidades.

3. Analizar los posibles factores de riesgo de infeccion por T. cruzi en los caninos de la

comuna.



MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en tres localidades de la zona norte de la Region Metropolitana;
Rungue (32°9'S-70°9'0), Huechin (33°05'S-70°81'0) y Til-Til (33°4'S-70°55'0)
pertenecientes a la provincia de Chacabuco. Rungue es una localidad rural que cuenta con
una poblacion de 800 habitantes, ubicado a orillas del embalse Rungue, en el kilémetro 54
de la ruta 5 norte. Huechin cuenta con una poblacion estimada de 1800 habitantes,
localidad que conserva su entorno rural debido a la gran cantidad de parcelas agricolas y
caminos interiores no pavimentados. En Til-Til la poblacion aproximada es de 14.755
habitantes. Fue una comuna minera y hoy en dia se extrae principalmente piedra caliza y

aridos (BCN, 2012). Estas tres localidades se ubican en el area endémica del pais.

Hay estudios que indican presencia de triatominos positivos a T. cruzi en sectores de la
localidad de Til-Til, en donde las viviendas tiendes a ser precarias y ubicadas en cerros que
mantienen su vegetacion y fauna autoctona, donde ejemplares de triatominos se encuentran
presentes (Uribe, 2008).

Considerando una prevalencia del 10 %, la que se obtuvo a partir de un promedio de los
estudios previos en cuanto a la prevalencia de la enfermedad en caninos en la zona, un nivel
de confianza del 95% y una potencia del 90%, el tamafio muestral requerido fue de 87
muestras, que se concretizé por un muestreo de 90 caninos en total sobre el afio de edad. Se
consideraron 30 animales por localidad, los cuales fueron elegidos segun la disposicion de
sus propietarios para acceder a la toma de muestra de su mascota y a responder la encuesta

necesaria para determinar factores de riesgo.

Se requirié de un consentimiento previo — en la forma de un consentimiento informado -
que permitié la autorizacion de la toma de muestra de los caninos y el uso de la

informacion obtenida (Anexo 1).

Para efectos de conocer los factores de riesgo, se disefid una encuesta que incluyé
preguntas que abarcaron datos familiares, informacion y registro de los animales que

poseian, sus caracteristicas y aspectos demograficos. También se hicieron preguntas



respecto al cuidado de éstos, su origen y sus caracteristicas en cuanto a sus habitos de
desplazamiento. Por otro lado, se realizaron preguntas sobre la vivienda (caracteristicas de
la casa y peridomicilio) y costumbres que tenian dentro del hogar, el manejo que hacian
frente a plagas e informacion sobre animales silvestres. También se hicieron preguntas
sobre el conocimiento que tenia el encuestado respecto de la Enfermedad de Chagas,
incluyendo si eran capaces de identificar al vector, sus estadios, lugares de avistamiento y si
se habia verificado la existencia de contacto de vinchucas con sus animales (Anexo 2). Para
efectos del presente trabajo se consideraron aquellas variables que podrian estar

directamente relacionadas con la presencia de caninos positivos.
Toma de muestra

El procedimiento de obtencidén de muestra fue de sangre venosa periférica de los miembros
anteriores. Se sujetaron los caninos en decubito esternal y se llevo a cabo la preparacion
aséptica con alcohol 70% de la regidn dorsal del tercio medio distal del radio y ulna, que es
la zona que se punciond. Para interrumpir el retorno venoso, se us6 una ligadura tensada
con una pinza hemostatica durante unos segundos antes de la venopuncion. Este
procedimiento se realizo con jeringa, introduciendo la aguja con bisel hacia arriba en un
angulo de 45° en la vena cefélica, que se encontraba resaltada por presion. Una vez que se
atraveso la pared del vaso sanguineo, se llevo a cabo una ligera aspiracion del émbolo para
verificar que la aguja se encontrara en vaso sanguineo, caso en el que se tomo la muestra.
Se depositaron 0,5 ml de la muestra en un tubo eppendorf, y se mezcld con una solucion de
6 M Guanidina-HCL y 200 mM EDTA en proporcion de 1:1.

Analisis de laboratorio de las muestras

Para la obtencion del ADN de las muestras de sangre de los caninos, se utiliz6 el kit Quick
g-ADN™ BloodMiniPrep. Se utilizaron 100 pl de sangre. La cuantificacion del ADN
extraido se realiz6 en un fluorémetro Qubit 3.0 utilizando 1 pl de muestra y 199 pul de
solucion del kit para ADN de doble hebra de alta sensibilidad (Invitrogen, Life

Technologies).

Se agregaron 5 pl del eluido obtenido tubos individuales de PCR para su amplificacion, los
cuales contenian un Master Mix que incluia: 0,12 pl de cada uno de los
8



desoxirribonucledtidos trifosfato (dATP. dTTP, dCTP, dGTP) a una concentracion de 0,4
mM respectivamente; 0,26 pl de Taq ADN Polymerase™ a 0,5 Unidades/reaccion; 3,2 ul
del amortiguador de pH de la enzima al 1X, la cual contenia MgCl. a una concentracion de
2 mM ; 0,75 ul de MgCl. a una concentracion de 50 mM, 1,28 pl de cada partidor a una
concentracion de 0,42 mM; 121 (AAATAATGTACGGGGGAGATGCATGA) y 122
(GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA) - estos partidores se unen a las regiones
conservadas CSB2 y CSB3 de los minicirculos del ADN kinetoplastidico, respectivamente,
gatillando la amplificacion de la region hipervariable, generando un fragmento de 330 pares
de bases (Wincker et al., 1994) -; y finalmente se agregaron 19,75 pl de agua bidestilada
libre de nucleasas, para un volumen final de 27 pl de Master Mix.

Los tubos de PCR fueron colocados en un termociclador (Life Express Termal Cycler,
Modelo: TC96/G/H (b)), sometiéndose a: un ciclo de 98°C/ 1 min.; un ciclo de 64°C/ 2
min.; 33 ciclos de 94°C/ 1 min. y 64 °C/ 1 min.; y un ultimo ciclo de 72°C/ 10 min. Se
utilizé agua bidestilada libre de nucleasas como control negativo y ADN de la cepa
Tulahuén como control positivo.

Luego, 10 pl de cada producto amplificado se cargaron en geles de agarosa TBE
(Tris/Borate/EDTA) al 2% tefiido con Gel Red Nucleic AcidStain 0,1 pl/ml embebido en
buffer TBE 1X, siendo sometidos a electroforesis por 45 minutos a 100 Volts. Se utilizé un
marcador de peso molecular de 100 pb en cada corrida. Para evidenciar la presencia de la
banda de 330 pb, el gel de corrida se observd en un transiluminador UV y cada revelado se

fotografi6. Las muestras se amplificaron en triplicado.



Analisis estadistico

Para resolver el objetivo 1, se utilizo frecuencia relativa, analisis que consiste en el cociente
de la frecuencia absoluta de un determinado valor y el nimero total de datos, obteniendo asi

la frecuencia de infeccién en la comuna.

Para resolver el objetivo 2, se utilizo el Test exacto de Fisher, prueba de significacion
estadistica que permite analizar cuando dos variables 0 més estan asociadas y la muestra a
estudiar es demasiado pequefia para analizar con y2. Las condiciones de 2 exigen que los
valores de las celdas en una tabla de contingencia sean mayores de 5. Asi, en una tabla 2x2

sera necesario que todas las celdas verifiquen esta condicién. (Diaz y Fernandez, 2004).

Para resolver el objetivo 3, se utilizé una regresion logistica. Este  modelo estadistico
permite cuantificar la importancia de la relacion existente entre cada una de las covariables
respecto a la variable dependiente y asi modelar como influye la aparicion de un suceso,
prediciendo la probabilidad de ocurrencia. Deben incluirse todas aquellas variables que se
consideren importantes para el modelo, con un anélisis univariado previo que demuestre

una relacion suficiente con la variable dependiente (SQCE, 2007).
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RESULTADOS

Resolucidn del objetivo 1

Se determino la frecuencia de T. cruzi en la muestra de caninos de la comuna de Til-Til a
través del cociente entre el nimero de individuos parasitados y el total de individuos
muestreados por localidad y en total. Mediante la técnica de PCR convencional se
detectaron 14 caninos positivos en las muestras analizadas, lo que corresponde a un 16,3%
de los animales muestreados (Figura 1). Se analizaron 86 muestras finalmente, ya que 4 de
ellas, dos pertenecientes a la localidad de Huechin y dos a la localidad Rungue, no

pudieron ser procesadas por alteracion de la muestra.

Comuna de Til-Til

80

70

60

50

O Positivo
40

@ Negativo

30

20

10

Figura 1: Estatus de infeccién por T. cruzi en caninos de la comuna de Til-Til
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Figura 2: Estatus de infeccion por T. cruzi en caninos por Localidad

Al separar los resultados por localidad se observé que los caninos positivos fluctuaron entre
3 y 6 animales, como se observa en la Figura 2. En la localidad de Rungue, los caninos
analizados fueron 28, de los cuales 3 se detectaron como positivos, siendo un 10,7% la
positividad en la localidad. En  Til-Til, 30 animales fueron analizados encontrandose 5 de
ellos positivos, correspondiendo a un 16,7%. En la localidad de Huechun, 28 caninos
fueron analizados, siendo 6 de ellos positivos a Chagas, con un 21,4% de positividad dentro

de la localidad.
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En la Figura 3 se observan los resultados para 4 muestras positivas bajo el gel agarosa al

2%. Se observa claramente la banda de 330 pares de bases para leer positiva la muestra.

Figura 3: Gel Agarosa 2%. Carril 1: control negativo; carril 2: Ladder; carril 3: control

positivo; carril 4, 5, 6, y 7 muestras positivas. Carril 8 y 9 muestras negativas.

Resolucion del objetivo 2

Tabla 1: Prevalencia a T. cruzi en caninos por localidad en la comuna de Til-Til.

Estatus Til-Til Huechdn Rungue
Infectado 5 6 3
No infectado 25 22 25

Como se observa en la Tabla 1, no hubo diferencias en el nimero de caninos infectados por
localidad (Fisher, p= 0,583).
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Resolucién del objetivo 3

Con el fin de determinar si la condicién de ser positivo a T. cruzi en caninos estaba
relacionada con los factores de riesgo determinados en las encuestas, se realizé un modelo

de regresion logistica, mediante el programa estadistico Infostat®.

Como variable respuesta se ocupd el numero de animales positivos del estudio y como
variables predictivas, aquellas obtenidas de la encuesta que estaban mayormente
relacionadas con la presencia de caninos en cada lugar. Se efectuaron modelos de regresion
logistica simple para cada variable explicativa en estudio, en base a las tablas de frecuencia

para cada una ellas (Peduzzi et al., 1996).

En el programa se analizd el posible efecto de las variables explicativas, en donde se
consideraron variables sugestivas (p< 0,25) y significativas (p< 0,05) para incluirlas en el
modelo de regresion logistica.

Tabla regresion simple

La regresion logistica simple realizada tuvo cinco variables sugestivas significativas para

ingresarlas en el modelo de regresién multiple, que se anotan en la Tabla 2

Tabla 2: Resultados regresion simple de variables explicativas sugestivas

Variable p Variable

Canino sale del recinto. 0,2315 Sugestiva

Canino tiene 0,2027 Sugestiva
desparasitacion externa
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Casa de perro es de 0,2296 Sugestiva
madera
Presencia de luminaria 0,1227 Sugestiva
en el hogar
Acumulo de escombros 0,1836 Sugestiva

En la regresion multiple no se encontrd asociacion significativa entre la condicion de ser
positivo a T. cruzi con ninguno de los factores de riesgos determinados en las encuestas

realizadas.

Tabla 3: Resultados regresion mdaltiple

Variable P Efecto de la
variable
Canino sale del recinto. 0,1432 Sin efecto
Canino tiene 0,4897 Sin efecto

desparasitacion externa

Casa de perro es de 0,6762 Sin efecto
madera
Presencia de luminaria 0,2792 Sin efecto
en el hogar
Acumulo de escombros 0,1130 Sin efecto
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DISCUSION

La presente estudio plante6 como objetivo principal la pesquisa de caninos con infeccion
chagésica en la comuna de Til-Til. La importancia de estos mamiferos domeésticos como
reservorio intradomiciliario, ha sido descrita en diversas publicaciones (Gdlrtler et al.,
1998; Reyes et al., 2002).

Luego de la obtencion de muestras y analisis de PCR en laboratorio se obtuvieron 14
caninos positivos a la presencia de T. cruzi. Desde hace algunos afios, la técnica de PCR ha
sido introducida no solamente para reconocer la presencia de T. cruzi en diversos
hospederos vertebrados, sino también caracterizar las cepas circulantes abriendo nueva
perspectivas de investigacion. Numerosos estudios realizados en la Gltima década han
evidenciado que la técnica de PCR en muestras de sangre de individuos infectados posee
mayor sensibilidad en relacion a otras técnicas de diagnostico parasitoldgicas, tales como
Xenodiagnostico y hemocultivo (Rocha, 2006). Sin embargo la sensibilidad puede variar
como lo ha demostrado Junqueira et al (1996) en seres humanos con fluctuaciones entre 59
y 100%. Es decir, existirian variaciones de los niveles de parasitemia detectados por PCR
que dependerian de diversos factores, entre otros, de la fase de la infeccidn, edad del

paciente, voliumenes de muestras analizados.

En estos trabajos es necesario poner en evidencia que existen diversas causas que podrian
generar problemas en la interpretacion de resultados obtenidos. La calidad de los datos
obtenidos de un PCR puede verse afectada negativamente por distintos factores tanto en la
reaccion de secuenciacion del ADN, asi como en cualquiera de sus fases (SCSIE, 2005).

Para el 6ptimo desarrollo de la prueba inicial, se deben tomar precauciones con el fin de
evitar falsos resultados. Los controles internos garantizan la evaluacién segura de los
resultados, excluyendo los falsos positivos causados por contaminacién. Estos controles
proporcionan mas seguridad de que la extraccién se ha realizado de forma correcta. Se
sugiere incluir controles negativos, por ejemplo, muestras que sean tan similares a las
muestras de la prueba como sea posible, pero sin que contengan la diana. En laboratorios
que tengan problemas con la contaminacion cruzada, se recomienda al menos un control

negativo por cada 5 muestras de diagnostico. Tanto las muestras de control negativo como
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las de control positivo deben entremezclarse de forma rutinaria con las muestras de
diagndstico para evaluar el funcionamiento de la prueba de la PCR (OIE, 2008).

Otro de los factores que pueden estar relacionados con la interpretacion de resultados es no
Ilegar a obtener secuencia molde (donde no hay ADN o hay mucho menos del necesario), o
bien, que existan problemas en la reaccion de secuenciacion con los primers (que estos se
encuentren degradados, que el primer no se una al molde, etc). Si se trata de productos de
PCR, puede que los amplificados no sean producto de la amplificacion de los dos primers
(121, 122) si no que de uno (SCSIE, 2005).

En relacion con los caninos, se puede plantear que la eficacia de ellos como centinelas del
riesgo de infeccion doméstica y peridomeéstica por T. cruzi, se encuentra en que presentan
una respuesta mesurable al agente infeccioso. Los perros habitan en general un territorio
definido; son accesibles, faciles de enumerar y capturar y su poblacion permite muestreos
representativos (Lauricella et al., 2006). Por otra parte, es importante destacar que entre
los mecanismos directos de transmision, se encuentra la via oral. A pesar de que en Chile
no se han reportado casos producidos por este tipo de transmision y la vigilancia se aplica
a los mecanismos de transmision transfuncional y vectorial, la via de transmision oral es
importante considerar (Toso et al., 2011). Algunos estudios han registrado datos de
infeccion a través de las mordidas de perros, ya que se ha encontrado T. cruzi en la saliva

de perros con alta parasitemia (Graiff, 2010).

La abundancia relativa de caninos positivos del presente trabajo, se encuentra dentro del
rango de reportes en estudios anteriores del pais, los que se llevaron a cabo en distintos
tamafios muestrales y con distintos métodos de analisis. En 1983, estudios en caninos de la
provincia del Limari arrojaron un 19,8% de positividad a Trypanosoma cruzi (Rios, 1983).
En el mismo afio en Valparaiso a través de hemoaglutinacion indirecta, caninos presentaron
un 7% de positividad (Flores et al., 1984) al igual que el estudio realizado por Uribe (2008)
en Calera de Tango y Til-Til. A pesar de su importancia, los estudios en caninos son

escasos en el pais.

Dentro de los ultimos reportes se encuentra el realizado en una zona rural de la region de

Valparaiso a través de la técnica de PCR, con un 29% de perros positivos a T. cruzi
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(Urrutia, 2015). Por otro lado, a nivel internacional si se encuentran mas reportes de T.
cruzi en caninos a traves de la técnica de PCR. En Brasil la técnica ha sido utilizada por
Lucheis et al., (2005) evaluando a 50 perros pertenecientes a 30 personas chagasicas
cronicas, encontrando un 50% de prevalencia. En otro estudio realizado por Eloy y Lucheis
(2012) obtuvieron 20% de caninos positivos. En Yucatan, México se obtuvo un 17,3% de
positividad en un estudio de 345 perros (Jimenez-Coello et al., 2008) resaltando la
importancia de los caninos como portadores del protozoo en zonas pobladas por seres
humanos. En la provincia del Chaco, Argentina, la técnica de PCR en perros seropositivos a
T. cruzi, detecté un 91% de animales chagéasicos (Enriquez et al., 2013). La deteccion de
caninos positivos demuestra que existe un riesgo, puesto que los perros diseminarian el
parasito en el sector; ademas de indicar que existirian focos de triatominos donde se
produciria transmision vectorial, lo que aumentaria el riesgo tanto para sus propietarios
como para otras personas de la comuna. Por lo tanto, la presencia de mascotas caninas
infectadas otorga un enorme valor sanitario debido a la proximidad de estos animales al

entorno humano.

En cuanto al sector en estudio, este trabajo no arroj6 diferencias significativas en la
proporcion de caninos positivos en cada una de las localidades. Estas se encuentran
distanciadas geograficamente, pero se ubican espacialmente en una zona en la que se
producen condiciones ambientales similares favorables para la transmision o mantencién de
T. cruzi, donde el clima es templado célido con lluvias invernales (Rioseco y Tesser, 2012)

y la vegetacion es matorral espinoso de la serrania (Gajardo, 1995).

En la zona de Til-Til es importante mencionar el hallazgo de vectores silvestres infectados,
lo que sugiere que los perros en estas localidades se infectan principalmente desde estos
focos de triatominos al recorrer ambientes que son habitats propicios para los vectores.
Estudios demuestran que hay un proceso de crecimiento de estos vectores que tiende a la

estabilizacion, en donde existe su reproduccion (Bacigalupo et al., 2006).

Triatoma infestans por otro lado, ha ido adaptandose de manera paulatina, primero era un
insecto silvestre; luego, peridomiciliario, y actualmente estd en zonas urbanas, en lugares

donde no se pensaba que se podia encontrar.
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Cuando se estudiaron los factores de riesgo para contraer el parasito, el analisis estadistico
al que se sometieron los datos no permitio establecer que alguna de las variables pudiera
explicar en alguna medida la presentacion del parasito en la poblacién canina estudiada.
Existen varias posibles causales frente a esta situacion, una de ellas es el tamafio muestral,
que afecta la probabilidad de significacion estadistica a través del error estandar que se
hace mas pequefio cuantos méas pacientes tenga el estudio. Asi pues el valor de "p" es
funcién de la magnitud de la diferencia entre dos grupos o dos variables y del tamafio de la
muestra. Por esta razon una pequefia diferencia puede ser estadisticamente significativa si
disponemos de un tamafio muestral lo suficientemente grande y por el contrario un efecto o
diferencia relativamente grande puede no alcanzar la significacion estadistica debido a un
pequefio tamafio muestral. Por estas razones los valores de "p" deben ser considerados solo
como una guia y no como base de conclusiones definitivas e irrevocables (Diaz y

Fernandez, 2001).

Sin embargo, es importante definir y reconocer los factores de riesgo a los cuales los
caninos se encuentren expuestos, ya que frente a esto, humanos y otras especies se
encuentran en riesgo de contraer la enfermedad.

Al estudiar aquellos caninos que resultaron positivos a T. cruzi, dentro de los factores
estudiados, la desparasitacion externa en estos animales fue de un 57,14% (sin obtener un
dato preciso de la periodicidad de aplicacién de productos). De acuerdo a un estudio en
Argentina, la desparasitacion como medida sanitaria en caninos, arrojé significancia para el
evento de seropositividad a T. cruzi, considerandose como factor protector contra la
enfermedad (Manrique, 2012).

Un 71,4% de los caninos positivos en este estudié contd con que el material de
construccion de su casa fuera de madera. En estudios sobre los factores de riesgo y
conocimiento de la enfermedad de chagas, segun las opiniones de expertos nacionales e
internacionales, el tipo de construccion de madera representa un “mediano riesgo” para la
infeccion humana por T. cruzi (Gonzalez, 2012). Por otro lado 92,8% de los caninos
positivos contaban con acumulo de material fuera de la vivienda.

La presencia de luminarias es otro de los factores que se pudieron incluir en la regresion

logistica. Un 92,8% de los caninos positivos contaban con luminaria del hogar.
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A pesar de no arrojar valores significativos en el analisis estadistico, es importante
considerar, pues segin Bacigalupo et al (2006), los estados adultos del vector se
desplazarian hacia las casas por medio del vuelo orientados por la luz de la zona,
conllevando un mayor riesgo de infeccion.

Respecto al confinamiento de los perros estudiados un 75,8% de caninos positivos dormian
fuera del hogar. Se considera que excluir de las habitaciones los animales domesticos
principalmente los perros, puede reducir de manera importante la transmision a los
humanos (Reyes et al., 2002). Las salidas frecuentes al exterior de la propiedad permitirian

mayor exposicion a infectarse con el protozoo de T. cruzi.

La presencia de caninos infectados aumenta el riesgo de transmisién a los vectores, y de
esta manera la probabilidad de infeccién en los humanos. Los perros podrian resultar
buenos centinelas en los procesos de vigilancia en los programas de control vectorial. Se ha
descrito que canes positivos conviven con personas que también tienen la infeccion
(Lauricella et al., 2006).

En cuanto a la enfermedad en caninos, muchas veces los animales que padecen enfermedad
de Chagas no muestran signos de enfermedad. Estos pueden llegar a presentar la
enfermedad de forma aguda o cronica, y algunos perros pueden entrar en un periodo
asintoméatico que puede durar meses a afios, conllevando un desarrollo progresivo del
parésito que conduce a la degeneracion e inflamacién del corazén, causando insuficiencia
cardiaca y muerte. Un estudio en la regién de Valparaiso, en 8 caninos positivos a T. cruzi,
4 present6 arritmia al ECG (Urrutia, 2015). La enfermedad de Chagas no tiene cura y el
que sea zoonotica, hace que muchos veterinarios recomienden la eutanasia en las mascotas
con sospecha de esta enfermedad. Dado que la prevencion es la meta de cualquier
programa, los caninos no debieran estar expuestos a vinchucas y para ello es

imprescindible eliminar los riesgos asociados a diferentes factores de su entorno.

Los caninos positivos en este estudio son una sefial de alerta para las autoridades sanitarias
de la comuna como del resto las zonas endémicas, especialmente de los encargados de los

programas de control de zoonosis. La dificultad para establecer los factores asociados a la
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transmision de la enfermedad invita a realizar investigaciones epidemioldgicas mas

detalladas en las poblaciones de caninos domésticos en la localidad.

Elementos centrales para el control y la prevencion de esta enfermedad en &reas
endémicas, son sellar grietas y agujeros alrededor de las ventanas, techos, puertas y
paredes, retirar pilas de madera, extraccion de maleza y rocas en el peridomicilio, entre
otras. También es relevante, mantener limpias las areas en las que los caninos pasen tiempo
y chequear periddicamente que esas &reas se encuentren libres de insectos. Utilizar
mosqueteros en las puertas y ventanas. También asegurarse en lo posible de que las luces

del patio no queden cerca de la casa, ya que las luces atraen los insectos.

Al mismo tiempo, los instrumentos que se utilizan para el manejo de esta enfermedad
tienen severas limitaciones en cuanto a la prevencion, deteccion y tratamiento de ésta. El
diagndstico es variable y de confiabilidad desconocida segin el método que se use y las
drogas utilizadas para tratamiento especifico tienen altos niveles de toxicidad. Sin embargo,
hay gque destacar la marcada disminucion en la transmision de esta enfermedad a través de
los programas de control de vectores y de las transfusiones sanguineas.

Otro problema es que el control de vinchuca tiene dependencia exclusiva de insecticidas.
Si se considera que la prevencion de reinfestacion de las casas por vectores requiere de
rociados repetitivos, esto en el mediano plazo genera resistencia al insecticida. Existen
actualmente insecticidas alternativos, pero su uso tiene problemas asociados al costo y
toxicidad (Tarleton et al., 2007).

El 16,3% de positividad de las presentes muestras deberia generar una luz de alerta en el
ambito veterinario de la zona. Los resultados positivos en el presente estudio estimulan a
profundizar investigaciones epidemioldgicas en la localidad y sus  alrededores.
Finalmente, en la enfermedad de Chagas, el diagndstico en los perros es una herramienta
valiosa como screening de la enfermedad en un area geografica determinada. Los
resultados obtenidos en las tres localidades aportan informacion importante para la
ejecucion de acciones sanitarias profundas en la localidad y en la region, debido a que no

habia datos de prevalencia actualizados en la regidn en estos animales de compaiiia.
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CONCLUSION

1. Existe un 16,3%de prevalencia a Trypanosoma cruzi en los caninos estudiados.

2. Enlas 3 localidades de la comuna hubo casos de perros con infeccidn chagésica.

3. No se encontr6 asociacion significativa entre los factores de riesgos considerados y

los caninos positivos a Trypanosoma cruzi.

4. Los resultados indican que los habitantes de las localidades de la comuna de Til-

Til pueden estar expuestos a un riesgo de infeccion con esta parasitosis.
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ANEXO n°1

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
UNIVERSIDAD DE CHILE

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mediante la presente carta, yo (nombre)
, declaro habitar en la

localidad de y autorizo y acepto que:

Responda Si o NO

- Me realicen una encuesta

Los datos obtenidos por medio de la encuesta, seran utilizados para evaluar el riesgo de
enfermedad de Chagas en la Region Metropolitana. Esta investigacion se realizara bajo la
supervision del académico de la Universidad de Chile responsable del estudio, Dr. Pedro E.
Cattan, y/o de la co-investigadora Lic. Antonella Bacigalupo.

También se me indicd que este estudio tiene por objetivo estimar factores de riesgo para la
enfermedad de Chagas y su prevalencia; que la participacion es voluntaria; que no habra
retribucién monetaria por participar en el estudio, y que se mantendra la confidencialidad
de los datos personales obtenidos por medio de la encuesta; es decir, al publicar los
resultados del estudio no aparecera ningin nombre.

Se requiere firmar este documento para que los datos puedan ser usados en el proyecto de
investigacion y asi cumplir con las normas éticas.

Firma Propietario / Encuestado Nombre y Firma Encuestador
Fecha:
CONTACTO:
Pedro E. Cattan Antonella Bacigalupo
Teléfono fijo: 229785629 29785637
Celular: 9-76670490 9-8655420 y 9-3407126
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N\l ANEXOn°2
i ENCUESTA A PROPIETARIOS DE ANIMALES
DOMESTICOS

Lo invitamos a participar en un estudio que busca conocer algunos aspectos
poco conocidos de la Enfermedad de Chagas en Chile. Su participacion es muy relevante
para nosotros, ya que nos interesa entender lo que usted conoce acerca de esta enfermedad,
y la relacion de esta enfermedad con sus animales.
Si decide participar, le pediremos que conteste una breve encuesta que no tomara méas de
media hora, ademas de permitirnos obtener algunas muestras de sus animales domésticos y
de los animales silvestres que capturemos en proximidad a su casa. Es probable que
volvamos para tomar nuevamente muestras de sus animales, para lo cual le solicitaremos
una forma de contactarlo, la que nos servira ademas para informarle de algunos resultados
obtenidos a partir de su colaboracion.
1. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO A PARTICIPAR DEL ESTUDIO
Le invitamos a que participe en un estudio de investigacion de la Universidad de Chile
sobre una enfermedad que se produce en esta zona, respondiendo un pequefio cuestionario
y permitiendo que los investigadores tomen muestras de sangre a sus animales y capturen
animales silvestres en su propiedad.
Firmando este consentimiento, usted declara estar totalmente de acuerdo con que sus
respuestas sean analizadas y procesadas para este estudio de investigacion; sin embargo sus
datos personales serdn mantenidos en absoluta reserva.
Ademas, se le entregara la informacién concerniente al resultado del examen de sangre de
sus animales domésticos.
- Participaré en el Cuestionario.
Nombre

Firma Fecha

Autorizo la toma de muestra a mis animales domésticos.

Firma
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1. Identificacién de encuestado

Nombre:

NUMERODE ENCUESTA:
Sitio de estudio:

Teléfono:

2. Caracteristicas de sus animales domésticos (ganado, carnivoros)
a.
1) ¢Podria indicar el nimero aproximado de animales que tiene actualmentey cuales duermen dentro de

Tamafio (rangos)

la casa?

Especie

Ud. esel
duefio?

Rango (poner X en indicado)

Si

No

14

5-20

20-49

50-100

>100

NS/
NR*

Perro

Gato

Aves

Roedores

Cerdos

Vacas

Caballos

Ovejas

Cabras

Otro**
(especificar)

Aspectos demograficos (edad, sexos, etc.) y sanitarios

1) Respecto de sus animales, ¢podria indicar la edad y sexo de ellos, ademéas de cierta informacion
sobre sus cuidados?

Especie Sexo Edad (Numero) Sanidad
(numero)
Mac | Hem | <6 | 6-12 | 1- 2-— >4 Estan desparasitacion
hos bras | mes | meses 2 4 aflos | vacunados (interno o
€S afios | afos ? Contra externa o
qué? ambas)
Perro
Gato
Aves
Roedores
Cerdos
Vacas
Caballos
Ovejas
Cabras
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N° que duermen
dentro de la casa




Origen de sus animales

Especie

afirmativa y agregarotros datos que aporten

Lugar de nacimientodel animal (de adquisicion si no lo sabe) Marcar con X respuesta

Mismo
predio

Misma

localidad

Misma comuna

Misma Regién

Perro

Gato

Aves

Roedores

Cerdos

Vacas

Caballos

Ovejas

Cabras

Caracteristicas del pastoreo y del desplazamiento (apoyo por mapas, diferencias pastoreo de

aquel el resto del afio)

veranada de

Especie | Encierro o Refugio | Material del | Sale del | Qué distancia recorre? Animal sale

para animal recinto recinto? bajo
supervision?

Distanci Tiempo Si | No <500 500m- |1 - 5]|>5 Si/no
a a la/|de m 1 Km | Km Km
casa encierro

Cerdos

Vacas

Caballos

Ovejas

Cabras

Mula

Burro

Posibles reservorios silvestres o sinantrépicos
¢, Qué mamiferos silvestres ha observado?

Especie | Observacién | Ubicacién (X) Conocimiento
(Si/No) Dentro/ | Sabe el | ¢Cuantas Establo (E)/ Corral (C)/
fuera nombre? especies distintas | Gallinero (G)
ha visto?
Ratones
Conejos
Otros *

1) En el caso de haber observado alguna de las especies mencionadas anteriormente, ¢ha utilizado
durantelos Ultimos 6 meses algin sistema para su control o erradicacion? (cebo rodenticida,
fumigacion con insecticida, caza, trampas, etc.)
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(Si/No) Qué producto us6? Cuando lo us6?

3. Conocimiento acerca de Chagas/vinchucas
a. Conocimiento respecto de la enfermedad
1) ¢Conoce la Enfermedad de Chagas? (Si/No)
2) ¢Me la puede describir?
3) ¢Algan habitante de esta casa ha tenido o tiene la enfermedad de Chagas? (Si/No)
4) ¢Quiénes? (preguntar relacion familliar si no quiere decir nombre)
5) En caso de responder “Si”. ¢Se lo dijo un médico? SI NO No
sabe

b. Reconocimiento del vector
1) ¢Conoce las vinchucas? (Si/No/Le han contado/La conoce con otro nombre)
2) ¢Qué son?

c. Lugares de avistamientodel vector
1) ¢Havisto estos insectos? (Si/No) {mostrar imagenes}
2) Sies que los ha visto, ¢En qué lugares los ha visto?
3) ¢Aqué hora del dia se ven mas frecuentemente estas vinchucas?
Atardecer Noche Mafana Amanecer Tarde

4) En qué estados parecieran estar las vinchucas (Mostrar fotos, preguntar de otra forma). Alternativa:
tamario y colores de las vinchucas que vio

Ninfas__ Adultos_ No sabe Chica___ Grande_ Roja__
Negra__ Café___ Gris

5) ¢En qué meses del afio se han visto frecuentemente? (Marcar con X lo(s) meses indicados)

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct

Nov Dic

d. Contacto con vinchucas

1) Donde sus animales habitualmente viven (donde duermen o donde estan en el dia), ha observado
vinchucas? (Si/No)

2) De qué animales?

¢En qué momento del dia ha observado vinchucas?
(noche/dia/atardecer/amanecer/mediodia/hora/rango de horas/cualquier momento)

4. CARACTERISTICAS DE LA CASA'Y PERIDOMICILIO

a. Disponibilidad de servicios basicos (luz, agua, gas)

1) ¢Su casa posee los siguientes servicios? (Si/No)
Agua potable Alcantarillado Pozo Gas

Electricidad

2) Presencia de luminaria publica (postes de luz en la calle) (Si/No)
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3) Presencia de farol (luz que enciendan de noche hacia afuera) en las cercanias o exteriores de la casa?

(Si/No)
Material de construccion de la Casa (X)
Adobe Madera Cemento Zinc Otro
Presencia de Separaciones o grietas (agujeros, hoyos) (X)
Entre techo y pared

Entre piso y pared

Pared

Otros

No tiene

Piso (suelo) (X)
Tierra | Madera Cemento Baldosa | Alfombra | Otro (especificar)
Techo (X)
Madera Latas Paja | Palm | Teja Otro (especificar)
era
Ventanas (N°) Peridomicilio [100 mts alrededor casa] (X)
AcUmu | Mader | Ladrillos | Pircas | Chagual | Establos | Aflora
Total .
. lo de|a o|/ 0 es ,corrales | miento
Si No
ventanas basura | Lefia escombr | piedras | cactus gallinerp | rocoso
0S palmeras | perreras
Vidrio
Cortinas
Persianas
Malla M.

1) Otra estructura en peridomicilio que sea destacable (qué y por qué)

2) Presencia de Vegetacion aledafia a la casa (especificar tipos y cantidad de arboles, plantas)

REVISAR SI FALTO PREGUNTAR O RELLENAR ALGO.

Entrega de cartilla informativa Y AGRADECER POR PARTICIPAR
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