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RESUMEN

Se estima que la enfermedad de Chagas, producida por Trypanosoma cruzi, afecta a mas de
ocho millones de personas en la actualidad, principalmente en Latinoamérica. En Chile, el
area endémica se extiende desde la Region de Arica hasta la Region de O’Higgins,
resaltando la Region de Coquimbo por un alto reporte de triatominos. El parésito infecta a
mamiferos, destacandose como reservorio doméstico el perro (Canis lupus familiaris). En
Chile existen pocos estudios recientes sobre prevalencia en perros y ninguno en carga
parasitaria, por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la infeccion por T. cruzi en
perros de sectores rurales de la Region de Cogquimbo, Chile, utilizando PCR en tiempo real
para su cuantificacion. Se dispuso de 380 muestras de sangre de perros muestreados en el
afio 2015 de ocho poblados rurales de la Region de Coquimbo. El parasito fue detectado en
29 de las 380 muestras (7,6% de infeccion) y dentro de las muestras positivas, todas
tuvieron menos de 1 parasito equivalente/mL. Si bien las cargas parasitarias fueron bajas, el
nivel de positividad en los perros indica que T. cruzi circula en sectores rurales cercanos al
hombre. No se encontraron diferencias segun edad, condicidn corporal, provincia o sexo
respecto al estatus de infeccidn. Respecto a las cargas parasitarias se encontrd lo mismo, a
excepcion del sexo donde si hubo diferencias indicando que las cargas parasitarias en
hembras fueron mayores. Los perros de este estudio fueron infectados después de la
interrupcién vectorial declarada en 1999, y existe cierto riesgo de que la transmisién haya
sido vectorial. Es por esto, que se recomienda mantener a los perros dentro o fuera del

hogar, pero no en ambos espacios.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, reservorio doméstico, caninos, PCR tiempo real.



ABSTRACT

It is estimated that Chagas disease, produced by Trypanosoma cruzi, affects more than
eight million people today, mainly in Latin America. In Chile, the endemic area extends
from the Arica Region to the O'Higgins Region, highlighting the Coquimbo Region due to
a high report of triatomines. The parasite infects mammals, with the dog (Canis lupus
familiaris) standing out as a domestic reservoir. In Chile there are few recent studies on
prevalence in dogs and none in parasite load, therefore, the objective of this study was to
evaluate T. cruzi infection in dogs from rural areas of the Region of Coquimbo, Chile,
using real time PCR for its quantification. There were 380 blood samples of canines
sampled in 2015 from eight rural villages in the Coquimbo Region. Of the 380 samples, the
parasite was detected in 29 (7.6% of infection) and within the positive samples, all had less
than 1 equivalent parasite / mL. Although parasitic loads were low, the level of positivity in
dogs indicates that T. cruzi circulates in rural areas near human settlements. No differences
were found according to age, body condition, province or sex concerning the infection
status. Regarding parasitic loads, the same was found, except for sex where there were
differences indicating that parasitic loads in females were higher. The dogs in this study
were infected after the vectorial interruption declared in 1999, and there is some risk that
the transmission has been vectorial. This is why it is recommended to keep dogs inside or

outside the home, but not in both spaces.

Key words: Chagas disease, domestic reservoir, canines, real time PCR.



INTRODUCCION

Se estima que la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana afecta a mas de ocho
millones de personas actualmente, y es la enfermedad parasitaria mas prevalente en
Ameérica Latina (Moreira et al., 2013; Rial et al., 2017; WHO, 2017). La infeccidn presenta
una fase aguda con una alta parasitemia, pero que suele pasar inadvertida; Posteriormente
se desarrolla una fase cronica, con una baja parasitemia, pero que puede presentar

complicaciones cardiacas y/o digestivas capaces de causar la muerte (Rassi Jr et al., 2012).

Su agente etiologico es Trypanosoma cruzi, protozoo que es capaz de diferenciarse en
variados estadios con diferencias morfoldgicas y bioldgicas, acorde a su ciclo de vida
(Rassi Jr et al., 2012). Su principal via de transmision hacia los mamiferos es la vectorial, a

través de insectos del orden Hemiptera, subfamilia Triatominae (Rassi Jr et al., 2015).

La infeccion de T. cruzi se ha descrito en al menos 150 especies de mamiferos distintos,
siendo los perros un gran foco de atencidn, ya que se han considerado como el principal
reservorio doméstico en las dindmicas de infeccion por T. cruzi (Rassi Jr et al., 2012; Arce-
Fonseca et al., 2017). Ademas, en los lugares en que persiste la transmision vectorial
domiciliaria, los humanos que viven con perros podrian aumentar hasta 5 veces el riesgo de
contraer la parasitosis (Gurtler et al., 2007). En Latinoamérica, se han detectado altos
porcentajes de infeccion en perros de sectores rurales de paises como Costa Rica, México y
Argentina, destacando este Gltimo por incluir la carga parasitaria en el estudio pertinente
(Montenegro et al., 2002; Carrillo-Peraza et al., 2014; Enriquez et al., 2014). Sin embargo,
en Chile existen pocos estudios en perros, destacando al menos 3 en los que se ha
identificado solamente frecuencia de infeccién (Schenone et al., 1991; Gonzalez et al.,
2015; Larrondo, 2017).

En particular, los perros de la region de Coquimbo probablemente tengan un alto riesgo de
infeccion por T. cruzi, ya que en esta zona se han descrito recientemente altos porcentajes
de infeccion tanto en mamiferos domeésticos como sinantropicos (Valenzuela, 2017; Yefi-
Quinteros et al., 2018). Ademas, se ha descrito que la carga parasitaria permitiria evaluar la
capacidad que tienen los perros para transmitir T. cruzi a triatominos sanos (Enriquez et al.,
2014), por lo que este estudio evaluard la presencia y carga parasitaria de T. cruzi en

caninos domeésticos de sectores rurales de la region de Coquimbo.
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REVISION BIBLIOGRAFICA
Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es producida por el protozoo flagelado T. cruzi, parasito que se
encuentra naturalmente desde el sur de Estados Unidos hasta Chile y Argentina, extension
que se considera zona endémica, razén por la cual la enfermedad también es llamada
tripanosomiasis americana (Waleckx et al., 2014). Ademas, se ha descrito esta enfermedad
en otras partes del mundo debido a las migraciones humanas, constituyendo un problema
tanto para las zonas endémicas como para las que no lo son (Rassi Jr et al., 2012; Arce-
Fonseca et al., 2017). En la actualidad existen aproximadamente ocho millones de personas
afectadas en el mundo, constituyendo en Latinoamérica un problema de salud muy
importante, destacando Argentina, Brasil y México como los paises con mayor prevalencia
(WHO, 2017).

La infeccién por T. cruzi en humanos inicia con una fase aguda que puede presentar signos
clinicos desde ocho a diez dias después de la invasion del parasito, pero que usualmente es
asintomatica (Rassi Jr et al., 2012); dos a tres meses después de la infeccion inicial,
momento en que desaparecen los signos de la fase aguda (si los hay) y desciende la
parasitemia a niveles muy bajos, comienza la fase crénica (Rassi Jr et al., 2012). Esta fase
posee dos formas clinicas, predominando la indeterminada en la que no existe
sintomatologia, mientras que el 30 — 40% de los enfermos cronicos desarrollan una forma
determinada por alteraciones cardiacas y/o digestivas que pueden causar la muerte (Rassi Jr
et al., 2012). Por ultimo, cabe resaltar que experimentalmente se ha comprobado que en
perros se desarrollan las mismas fases de infeccion, ademas de alteraciones cardiacas muy
similares a las observadas en humanos, siendo un buen modelo para el estudio de la

patogenia de la enfermedad (Guedes et al., 2007; Cruz-Chan et al., 2009).
Diagnostico

Las opciones para diagnosticar la infeccion por T. cruzi en mamiferos varian segun la fase

de infeccion. Los primeros anticuerpos detectados pertenecen a la clase IgM, siendo

reemplazados gradualmente por IgG a medida que progresa la infeccion (Rassi Jr et al.,

2015). En Chile, el diagndstico serolégico para humanos se realiza mediante

inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA (Apt et al., 2013). La sensibilidad de estas
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técnicas depende de la fase de la enfermedad y del tipo de inmunoglobulina estudiada. Por
otra parte, el diagnostico parasitoldgico se basa en la demostraciéon de la presencia de T.
cruzi mediante pruebas directas, aplicadas fundamentalmente en la fase aguda de la
infeccion. Sin embargo, hoy en dia los métodos directos moleculares son ampliamente
utilizados en la fase cronica para determinar la etapa de la infeccién, evolucion clinica y
respuesta al tratamiento, entre otros (Mufioz et al., 2013; Yefi-Quinteros et al., 2018).
Entre ellos destaca la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite amplificar
secuencias repetitivas del ADN de T. cruzi mediante el uso de partidores especificos
(Martinez et al., 2013; Moreira et al., 2013). Actualmente, se ha demostrado que la
utilizacion de PCR en tiempo real (qPCR) presenta una alta sensibilidad, ademéas de
permitir determinar la carga parasitaria a través de la cuantificacion del ADN nuclear
satelital de T. cruzi (Piron et al., 2007; Duffy et al., 2009; Moreira et al., 2013). ElI qPCR
ha demostrado tener una adecuada sensibilidad en pacientes humanos con bajas cargas
parasitarias, lo que indica la posibilidad de utilizar esta herramienta como método
diagnostico tanto en fase aguda como crénica de la infeccion (Moreira et al., 2013). Por
ultimo, en un estudio de Enriquez y colaboradores se determind que la sensibilidad de la
gPCR fue de un 93% para gatos y de un 100% para perros (previamente analizados
mediante métodos indirectos), correspondiendo los Unicos falsos negativos a muestras de

baja carga parasitaria (Enriquez et al., 2014).
El parésito y su ciclo bioldgico

Trypanosoma cruzi es un parasito flagelado con un complejo ciclo biol6gico que presenta
variadas formas de desarrollo en insectos vectores y mamiferos hospederos (Rassi Jr et al.,
2012). Los vectores son insectos hematdfagos que ingieren a T. cruzi en forma de
tripomastigotes sanguineos al alimentarse de un mamifero infectado. El parasito debe
lograr llegar al intestino medio del insecto para diferenciarse en epimastigote, forma
replicativa. Posteriormente, se adhiere a las paredes del recto donde se diferencia en
tripomastigote metaciclico, forma infectante para mamiferos. Aproximadamente 20 dias
después de ingerir el parasito, el insecto se vuelve infectivo (Russell et al., 2013). Al
alimentarse de la sangre de un mamifero, el vector libera sus deyecciones con la forma
infectante del parésito, la cual es capaz de ingresar al hospedero mamifero a traves de

mucosas 0 heridas en la piel (Rassi Jr et al., 2012; Russell et al., 2013). EI tripomastigote
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metaciclico ingresa a una célula, se diferencia en amastigote y se replica por fisidn binaria
dentro del citoplasma celular durante 4-5 dias, para luego salir nuevamente a la circulacion
en forma de tripomastigote sanguineo tras lisar la célula (Russell et al., 2013). Este tiene
dos opciones para continuar su vida: una es ser ingerido por un triatomino, y asi completar
el ciclo, y la otra infectar otra célula para replicarse nuevamente en forma de amastigote
(Russell et al., 2013).

Vector triatomino

Se ha descrito la presencia de T. cruzi en mas de 140 especies de insectos hematofagos
(Rassi Jr et al., 2012). Estos vectores pertenecen al orden Hemiptera, subfamilia
Triatominae, que se caracterizan por tener aparato bucal succionador y alimentacion
hematofaga (Castillo y Wolff, 2000). Principalmente son de habitos nocturnos, capaces de
resistir largos ayunos luego de ingerir abundante alimento y tienen un ciclo bioldgico
hemimetabolo que consta de una primera etapa en forma de huevo, cinco estadios
inmaduros en forma de ninfa y un estadio adulto. (Castillo y Wolff, 2000). La hembra
adulta es capaz de poner de 200 a 300 huevos en su vida en varios lotes (Russell et al.,
2013). En Chile se han descrito 4 especies de triatominos: Triatoma infestans, Mepraia
spinolai, Mepraia gajardoi y Mepraia parapatrica, formando parte de los distintos ciclos
de T. cruzi (Gonzalez et al., 2015; Canals et al., 2017). Entre los vectores presentes en
Chile destacan T. infestans y M. spinolai; la primera se asocia a viviendas rurales mientras
que la segunda ha sido caracterizada como una especie silvestre; sin embargo, ambas
comparten parte de su distribucion, encontrdndose a veces M. spinolai en ambientes
domésticos y T. infestans en silvestres, por lo que se consideran especies simpatricas
(Canals et al., 1999; Bacigalupo et al., 2006).

Perros

Los perros son el reservorio doméstico mas importante de la enfermedad de Chagas, en
parte, ya que ademas de ser una gran fuente de alimentacion para los vectores triatominos,
también pueden masticar y comer insectos infectados, ruta de transmision (mucosa oral)
gue se ha descrito en ratones de laboratorio, como mas eficiente que la cutanea (Eickhoff et
al., 2013; Rosas et al., 2016; Arce-Fonseca et al., 2017). Asimismo, en los Ultimos afios se

ha descrito que la ruta de transmision oral en humanos estd asociada a infestaciones
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parasitarias masivas y a presentaciones severas de la fase aguda con mayores porcentajes de
mortalidad (Rassi et al., 2010). Por otra parte, Gurtler y colaboradores sefialan que en los
paises del cono sur donde T. infestans es el principal o Unico vector domiciliario, la
prevalencia de infeccién en perros es frecuentemente mayor a la de las poblaciones
humanas respectivas, mientras que en areas donde hubo interrupcion vectorial domiciliaria
o donde simplemente no existe, han sugerido a los perros como centinelas de la presencia
de T. cruzi en el peridomicilio, sefialando que sistemas de vigilancia en los perros podrian
ser de gran ayuda para disefiar programas de control en areas donde los principales
responsables de la infeccion humana son vectores silvestres (Castanera et al., 1998; Gurtler
et al., 2007; Pineda et al., 2011). También cabe destacar que los perros poseen una mayor
infecciosidad (entendiéndose como la proporcion de triatominos libres de infeccion que se
infectan luego de alimentarse una sola vez de un mamifero infectado) que los humanos,
siendo este parametro positiva y significativamente asociado a la carga parasitaria y al
indice de condicidn corporal de los caninos estudiados (Enriquez et al., 2014). Finalmente,
del punto de vista veterinario es importante considerar que los perros pueden cursar las
mismas fases de infeccion que los humanos, e inclusive desarrollar enfermedad vy
eventualmente morir por miocarditis cronica (Gurtler y Cardinal, 2015). Entre las
alteraciones histologicas destaca la inflamacion por infiltraciones focales de células
mononucleares en las paredes del corazdn con claro tropismo por el ventriculo derecho,

observadas en perros seropositivos (Cruz-Chan et al., 2009).

En Chile existen solamente dos estudios dentro de la region de Coquimbo sobre infeccion
por T. cruzi en perros, los cuales fueron previos a la interrupcion vectorial declarada en
1999. En el primer estudio realizado en 1982, se analizé la frecuencia de infeccion en
distintos animales, obteniendo un 15,6% en perros (N=224). EI método de diagndstico
utilizado fue la reaccion de hemaglutinacion indirecta (Correa et al., 1982). En el segundo
estudio realizado en 1986, mediante el mismo método diagnostico, se obtuvo un 19,8% de
perros positivos (N=202) (Rios et al., 1986).

En vista de estos Ultimos antecedentes, ademas de los resultados ya mencionados de
Enriquez y colaboradores (Enriquez et al., 2014), se ha considerado relevante aportar datos
actualizados sobre la presencia y carga parasitaria de T. cruzi en perros de sectores rurales

de la region de Coquimbo.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia y carga parasitaria de Trypanosoma cruzi en perros (Canis lupus

familiaris) de sectores rurales de la region de Coquimbo.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la carga parasitaria de Trypanosoma cruzi en sangre de perros de sectores
rurales de la region de Coquimbo.

2. Relacionar la presencia de Trypanosoma cruzi con la edad, condicion corporal,

provincia y sexo de los perros muestreados.

3. Relacionar la carga parasitaria de Trypanosoma cruzi con la edad, condicion

corporal, provincia y sexo de los perros positivos.



MATERIALES Y METODOS
Individuos del estudio

El estudio se realizd con un total de 380 muestras de sangre de perros tomadas en el verano
del 2015 dentro del marco del proyecto CONICYT-FONDECYT 1140650. Estas muestras
fueron conservadas en refrigeracion (4°C) en el laboratorio de Ecologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La edad de los individuos se
dividié en 3 grupos: cero a dos afios (N=128), tres a cinco afios (N=128) y seis a quince
afios (N=124); para la condicién corporal (CC) mediante observacion de la zona intercostal,
lumbar y base de la cola se evallo grasa corporal y se clasifico en 3 grados: baja (N=57),
Optima (N=299) y alta (N=24); las provincias evaluadas fueron: Provincia de Elqui
(N=162), Provincia de Limari (N=132) y Provincia de Choapa (N=81); y segun sexo:
machos (N=288) y hembras (N=92).

Zona de estudio

Se evaluaron muestras provenientes de ocho localidades de la Region de Coquimbo,
correspondientes a tres Provincias localizadas latitudinalmente de norte a sur: Provincia de
Elqui: localidad de Gualliguaica, Comuna de Vicuiia (30°00'15"S 70°49'00"0); Peralillo,
Comuna de Vicufia (30°03'33”S 70°68'33"0) y Cochiguaz, Comuna de Paihuano
(30°8'29"S 70°24'20"0); Provincia de Limari, incluyendo a Tulahuén, Comuna de Monte
Patria (31°01'67"S 70°73'33"0); Valle Hermoso, Comuna de Combarbald (31°15°00”S
70°45°0070) y La Rinconada, Comuna de Punitaqui (30°54'00"S 71°16'00"0) ; Provincia
de Choapa, comprendiendo Matancilla, Comuna de Illapel (31°45'64"S 71°04'77"0), y
Tranquilla, Comuna de Salamanca (31°52'59"”S 70°43'50"0).

Muestras del estudio

Se dispuso de 0,5 mL de sangre periférica de cada individuo, preservada con igual volumen
de solucion de Guanidina - HCI 6M y EDTA 0.2M (GEB). Las muestras fueron calentadas
a bafio Maria a 95°C por 15 minutos y posteriormente conservadas a 4°C hasta la

extraccion y purificacion del ADN.



Extraccion de ADN

La preparacion del ADN de las muestras de caninos se realiz6 a partir de un volumen de
200 uL de GEB utilizando el Mini Kit innuPREP Blood DNA (Analitykjena AG) segun las
recomendaciones del fabricante. Las muestras extraidas fueron conservadas a -20°C hasta

su anélisis molecular.
Ensayos de PCR tiempo real de ADN satelital de T. cruzi

Se evaluo la cantidad de T. cruzi en las muestras a traves de gPCR con los partidores Cruzi
1 S’ ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 3’ y Cruzi 2 5’ AATTCCTCCA AGCAGCGGATA 3’
(Piron et al., 2007), que amplifican la region nuclear satelital de T. cruzi. Los ensayos se
realizaron en un termociclador Rotor-Gene® (QIAGEN®) con un volumen final de 20 pL
conteniendo 5yl de eluido, 1X HOT FIREPol® EvaGreen® gPCRMix Plus
(SolisBioDyne), 0,3 uM de cada partidor y agua libre de nucleasas para completar el
volumen final. Cada reaccion se llevo a cabo con un control negativo (ADN obtenido de
sangre de perro libre de infeccion), un control positivo (ADN de sangre de perro
contaminada con las cepas DM28c e Y de T. cruzi) y un control sin templado (agua libre de
nucleasas). Todas las muestras se analizaron por duplicado. Las condiciones de ciclado
fueron una pre-incubacion de 15 min a 95°C seguido por 40 ciclos, cada uno con una etapa
de desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, una etapa de hibridacion a 65 °C por 20 s y una etapa
de extensién a 72 °C por 20 s. El registro de la fluorescencia emitida se realizé al final de
cada ciclo y la curva de fusién se evalu6 con una rampa de 72°C a 95°C aumentando 1°C
en cada paso, esperando 90 segundos de acondicionamiento pre-fusion en el primer paso y

5 segundos para cada paso posterior.
Curva de calibracion estandar de T. cruzi

Los estandares de DNA de T. cruzi para la cuantificacion absoluta fueron obtenidos de
ADN gendmico de T. cruzi cepa DM28c (Tcl) y cepa Y (Tcll), debido a la variabilidad en
la cantidad de copias de la region satélite de T. cruzi descrita segun su unidad discreta de
tipificacion (DTU) (Duffy et al., 2009; lenne et al., 2010; Moreira et al., 2013). Los
calculos se realizaron considerando que una célula parasitaria contiene aproximadamente
200 fg de ADN (Kooy et al., 1989; Duffy et al., 2009). Se realizaron diluciones seriadas
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1/10 con agua libre de nucleasas para cubrir un rango entre 10%°a 0,1 parésitos

equivalentes/mL (par-eg/mL).
Control interno de amplificacién exdgeno

Todas las muestras fueron co-extraidas con 1 pg/ul de una secuencia de 183 pb de
Arabidopsis thaliana generada por gBlocks® Gene Fragments (Integrated DNA
Technologies IDT®) usada como un control interno de amplificacion (IAC) exdgeno para
evaluar arrastre de inhibidores y pérdida de ADN en el proceso de extraccion. Para esto, se
realizaron ensayos de gPCR utilizando los partidores IAC Fw 5’
ACCGTCATGGAACAGCACGTA 3’ e IAC Rv 5° CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT
3’ (Duffy et al.,, 2013) a una concentracion final de 0,2 uM y una temperatura de
hibridacion de 58 °C, cuyos resultados fueron calibrados con la curva estandar para el IAC
que se realizd con diluciones de 2; 0,2; 0,02 y 0,002 pg/uL de gBlocks® Gene Fragments.
Las otras condiciones de la reaccion fueron las mismas descritas anteriormente para los

ensayos de gPCR de T. cruzi.
Cuantificacién

La cuantificacion de los parasitos desde las muestras de ADN fue calculada considerando la
amplificacion de la curva estdndar de ADN de T. cruzi y los resultados fueron normalizados
de acuerdo a los resultados del IAC ex6geno.

Control interno de amplificacién end6geno

La evaluacion de la integridad del ADN de las muestras negativas a T. cruzi fue medido a
través de un control de amplificacion endégeno. Para esto, se realizaron ensayos de gPCR
utilizando los partidores GAPDH Fw 5> TGTCCCCACCCCCAATGTATC 3° y GAPDH
Rv 5 CTCCGATGCCTGCTTCACTACCTT 3’ (Stassen et al., 2015) a una concentracion
final de 0,2 uM y una temperatura de hibridacion de 65 °C. Las otras condiciones de la

reaccion fueron las mismas descritas anteriormente.
Declaracion de Bioética

El presente estudio con muestras caninas se enmarcO en el proyecto CONICYT-
FONDECYT 1140650, aprobado por el Comité de Bioética Animal de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo N°1), siguiendo los
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principios internacionales para el uso de animales en investigacion biomeédica (CIOMS,
2012).

Declaracion de Bioseguridad

Durante esta investigacion se trabajé bajo medidas aprobadas por el Comité de
Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile para el proyecto FONDECYT 1140650 (Anexo N°2).

Anadlisis estadistico

Objetivo 1: Evaluar la carga parasitaria de T. cruzi en sangre de perros de sectores rurales

de la region de Coquimbo.

Se determind la estadistica descriptiva (Valor minimo, valor méximo, mediana, media

aritmética y desviacion estandar) de la carga parasitaria de las muestras positivas.

Objetivo 2: Relacionar la presencia de T. cruzi segin edad, condicion corporal, provincia y

sexo de los perros muestreados.

Se analizo mediante ¥® la presencia/ausencia segun edad, condicion corporal y provincia,

mientras que la variable sexo se analiz6 mediante Test exacto de Fisher.

Objetivo 3: Relacionar la carga parasitaria de T. cruzi segun edad, condicion corporal,

provincia y sexo de los perros positivos.

Se analiz6 la distribucion de la muestra mediante Test de Shapiro-Wilk. Luego, se
evaluaron diferencias mediante Kruskal-Wallis (edad, CC y provincia) y Mann-Whitney

(sexo).

Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa GraphPad Prism7®, usando un nivel

de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Ensayos PCR en tiempo real
Control interno de amplificacion exégeno

La amplificacion de una region de 183 pb del ADN de Arabidopsis thaliana fue usada
como control exdgeno, siendo indicador de la pérdida de ADN vy del arrastre de inhibidores
de la PCR durante el proceso de extraccion de ADN de cada muestra. Los valores del ciclo
umbral (Ct) variaron entre 15,24 a 25,14 con una mediana de 17,05, una media de 17,27 y
una desviacién estandar (DS) de 1,27. Solamente una muestra tuvo Ct mayor a 25, la cual

present6 buen rendimiento en el control enddgeno (Fig.1).

30+
25+
':.
& s
20‘ ®eee
154

IAC

Figura 1. Diagrama de dispersion de puntos de valores de Ct del control interno

exogeno. Las lineas muestran la media con la desviacion estandar. Ct: ciclo umbral.
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Control interno de amplificacién enddgeno

La amplificacion de los partidores GAPDH Fw y GAPDH Rv del ADN de perro fue usada
como control de calidad del ADN. Los valores de Ct para las muestras variaron entre 13,43
a 25,47 con una media de 18,97 y una DS de 1,89. Un total de tres muestras presentaron un

valor de Ct igual o superior a 25 (Fig 2).

304

254

Ct

20+

Control endégeno

Figura 2. Diagrama de dispersion de puntos de valores de Ct del control interno
endogeno. Las lineas muestran la media con la desviacion estandar. Los puntos rojos

indican las muestras con Ct igual o mayor a 25. Ct: ciclo umbral.
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Ensayos de PCR tiempo real de ADN satelital de T. cruzi

De las 380 muestras, 29 fueron positivas a T. cruzi, constituyendo el 7,63% del total. De las
351 muestras negativas, solamente tres presentaron un bajo rendimiento en el control
enddgeno (Ct mayor o igual a 25). De las 29 muestras positivas, 25 fueron incuantificables
(menos de 0,1 par-eg/mL), de las cuales dos presentaron bajo rendimiento del control

endogeno.
Resoluciéon del objetivo 1

Al evaluar la carga parasitaria de T. cruzi en la sangre de los perros del estudio se
determind un valor minimo de <0,1 par-eq/mL (Ct 37,64) y un valor méximo de 0,82 par-
eg/mL (Ct 31,15), una media aritmética <0,1 par-egq/mL (Ct 35,03), Mediana < 0,1 par-
eq/mL (Ct 35,2) y DS de 0,176 par-eq/mL (Ct +- 1,74) (Fig.3).

40+

O 35

30
(+) T. cruzi

Figura 3. Diagrama de dispersion de puntos de valores de Ct de la amplificacién de
Trypanosoma cruzi. Las lineas muestran la media con la desviacion estandar. Ct: ciclo

umbral.
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Resolucion del objetivo 2

Al relacionar la presencia de T. cruzi con la edad, condicion corporal, provincia y sexo de

los perros muestreados se obtuvieron los siguientes resultados:

Edad

Respecto a la edad, fueron muestreados 128 perros entre los 0 y los 2 afios, encontrdndose
14 positivos (10,94%); de 128 individuos entre los 3 y 6 afios, se encontraron 7 positivos
(5,47%); y de 124 individuos entre 7 a 15 afios, se encontraron 8 positivos (6,45%) (Fig.4).
No hubo diferencias estadisticamente significativas en la infeccidn con T. cruzi segun rango

etario (y2 =0,7748; g.1. 2; p = 0,6788).
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Figura 4. Presencia de Trypanosoma cruzi en perros de sectores rurales de la region de

Coquimbo segun rango etario.
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Condicion corporal

Respecto a la CC se muestrearon 57 individuos con baja CC, de los cuales 3 resultaron
positivos (5,26%); mientras que, de 299 individuos con optima CC resultaron 25 positivos
(8,36%). Por ultimo, de 24 individuos con alta CC result6 solamente 1 positivo (4,17%)
(Fig.5). No hubo diferencias estadisticamente significativas en la infeccion por T. cruzi
segun condicion corporal de los perros (x2 = 1,088; g.l. 2; p= 0,5844).
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Figura 5. Presencia de Trypanosoma cruzi en perros de sectores rurales de la region de

Coquimbo seguin condicion corporal.
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Provincia

Respecto a la localizacion geogréfica, en la provincia de Elqui, fueron muestreados 162
individuos de los cuales 12 resultaron positivos (7,41%); en la provincia de Limari fueron
muestreados 137 individuos, de los cuales 11 resultaron positivos (8,03%); y en la
provincia de Choapa fueron muestreados 81 individuos, de los cuales 6 resultaron positivos
(7,41%) (Fig.6). No hubo diferencias estadisticamente significativas en la infeccién con T.

cruzi segun provincia de muestreo (y2 = 0,04805; g.1. 2; p = 0,9763).
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Provincias Region de Coquimbo

Figura 6. Presencia de Trypanosoma cruzi en perros de sectores rurales de la region de

Coquimbo segun provincia.
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Sexo

Respecto al sexo de los perros, se muestrearon 92 hembras resultando 7 positivas (7,61%),
mientras que los machos muestreados fueron 288 y resultaron 22 positivos (7,64%) (Fig.7).
No hubo diferencias estadisticamente significativas en la infeccion con T. cruzi segin sexo

de los perros (Test exacto de Fisher, p=1,000).
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Figura 7. Presencia de Trypanosoma cruzi en perros de sectores rurales de la region de

Coquimbo segun sexo.
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Resolucién del objetivo 3

Para relacionar la carga parasitaria de T. cruzi con la edad, condicién corporal, provincia y
sexo de los perros positivos, se aproximaron todas las muestras incuantificables a 0,1 par-
eq/mL (Tabla 1). Mediante el Test de Shapiro-Wilk se analizd la distribucion de las
muestras para cada variable sin evidenciar una distribucion normal (p<0,05), por lo que se

utilizaron pruebas no paramétricas.

Edad
No hubo relacion entre la edad de los perros y su carga parasitaria (Kruskal-Wallis
p=0,4284).

Condicion corporal
No hubo relacion entre la CC de los perros y su carga parasitaria (Kruskal-Wallis
p=0,6642).

Provincia
No hubo relacién entre la provincia de los perros y su carga parasitaria (Kruskal-Wallis
p=0,2979).

Sexo
Se detectaron diferencias significativas entre los sexos de los perros positivos y su carga
parasitaria (Mann-Whitney p=0,0177).

Tabla 1. Mediana y rango de la carga parasitaria segun categoria de cada variable,

indicando cantidad de individuos por grupo.

Edad CcC Provincia Sexo
Mediana 0,1 0,1 0,1 0,1
A) (Rango) (0,100-0,107) (0,100-0,107) (0,100-0,818) (0,100-0,818)
[n] [14] [3] [12] [7]
Mediana 0,1 0,1 0,1 0,1
B) (Rango) (0,100-0,116) (0,100-0,818) (0,100-0,116) (0,100-0,116)
[n] [7] [25] [11] [22]
Mediana 0,1 0,1 0,1
C) (Rango) (0,100-0,818) (0,100) (0,100-0,100) No aplica
[n] (8] [1] [6]

Edad: A) 0 - 2 afios, B) 3 — 5 afios, C) 6 — 15 afios. Condicion corporal: A) Baja, B)
Optima, C) Alta. Provincia: A) Elqui, B) Limari, C) Choapa. Sexo: A) Hembra, B) Macho.
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia y carga parasitaria de T. cruzi en
perros de sectores rurales de la region de Coquimbo. En primer lugar, en este estudio se
determiné mediante ensayos gPCR que el 7,63 % de los perros muestreados fueron
positivos a T. cruzi. Con el mismo método, se midid la carga parasitaria de las muestras
positivas y se encontré un valor maximo de 0,818 par-eg/mL y una mediana de 0,022 par-
eg/mL. En un estudio similar hecho en Argentina, se encontré un valor maximo mayor a
150 par-eg/mL y una mediana de 8,1 par-eg/mL (Enriquez et al., 2014), en contraste con el
presente estudio, donde se encontraron niveles mucho més bajos de carga parasitaria, por lo
que se sospecha que en la region de Coquimbo existirian mas casos de infeccion cronica.
Cabe mencionar que, el area de estudio de aquella investigacion corresponde a una zona
endémica en la cual, si bien se han realizado intervenciones vectoriales, no se ha logrado
eliminar al vector y se describe como un area de “alto riesgo” (Castanera et al., 1998;
Enriquez et al., 2014). Ademas, se demostré una asociacion estadisticamente significativa
entre la carga parasitaria y la infecciosidad de los perros (Enriquez et al., 2014), lo que
sugeriria que los perros de sectores rurales de la regién de Coquimbo presentan una baja
infecciosidad. Sin embargo, también reportaron una muestra con una carga de 0,8 par-eg/ml
y que obtuvo una infecciosidad del 85 %, logrando infectar 17 de 20 vinchucas (Enriquez et
al., 2014). Esto ultimo, lo podrian explicar Ferreira y colaboradores, quienes mencionan
que la inconsistencia entre carga parasitaria e infecciosidad de un mismo individuo se
puede deber al distinto origen sanguineo, venoso para la PCR y capilar para el
xenodiagnostico (Ferreira et al., 2007). Por otra parte, en varios estudios se tomaron
muestras de 3 ml (Enriquez et al., 2014; Gonzalez et al., 2015; Saldana et al., 2015),
mientras que en el presente estudio solamente se obtuvieron 0,5 ml que finalmente se

expresa en una muestra menos representativa del estado del perro y su carga parasitaria.

Respecto a la relacion entre la positividad de los perros y su rango etario, en el presente
estudio no hubo diferencias significativas entre las cargas parasitarias de los distintos
rangos etarios. Los estudios previos en los que se evalud la asociacion entre rango etario y
presencia de T. cruzi en sangre de perros han diferido bastante. Empezando por Lucheis y
colaboradores, quienes al igual que el presente estudio no encontraron asociacién

estadisticamente significativa (Lucheis et al., 2005). En Argentina se determin6 que existe
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una asociacion significativa entre la edad (expresada en meses) y la infeccién por T. cruzi,
encontrando un 77 % de prevalencia en los perros mayores a 48 meses (Gurtler et al.,
2007). Esto ultimo, se puede deber a una mayor mortalidad en los jovenes y a un mayor
grado de resistencia relacionado con la edad de los perros (Desquesnes y De Lana, 2010).
En Panama se evalud la infeccién por T. cruzi y T. rangeli en perros de sectores rurales,
donde se dividio entre menores a dos afios y mayores a 2 afios, obteniendo como resultado
que no hubo diferencias significativas entre la tasa de infeccion y el rango etario (Pineda et
al., 2011). En otro estudio realizado en Venezuela, dividieron a los perros entre 0 a 3 afios,
3 a 7 afios y 7 afios en adelante, encontrando correlacion estadistica entre la edad y la
infeccion por T. cruzi, donde el grupo de 0 a 3 afios fue significativamente mayor al grupo
de mayor edad (Berrizbeitia et al., 2013). Todo esto converge en la idea que la infeccidn
por T. cruzi es multifactorial y que la asociacion entre infeccion y edad del perro aun no
estd completamente dilucidada; sin embargo, existen varios estudios en que se menciona el
aumento de probabilidad de infeccion a medida que aumenta la edad de los perros debido
probablemente al aumento de exposicion. Asi, se ha descrito que por cada afio de edad se
incrementa 1,6 veces la probabilidad de que estén infectados por T. cruzi (Gurtler et al.,
2007; Carrillo-Peraza et al., 2014; Saldana et al., 2015).

Respecto a la relacion entre la positividad de los perros y su condicién corporal, en este
estudio no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos estudiados. En
un estudio hecho en Panama se indico que la condicion corporal no fue un factor de riesgo
para la seroprevalencia de T. cruzi en los perros estudiados (Saldana et al., 2015), al igual
que en Argentina, donde no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
condicion corporal y la positividad de los perros (Enriquez et al., 2014). Por ultimo, el
estudio en roedores que fue realizado en la Regidén de Coquimbo, al igual que este estudio,
tampoco mostrd diferencias significativas entre la condicidon corporal de los ejemplares

infectados y los no infectados (Yefi-Quinteros et al., 2018).

Respecto a la relacion con las provincias, en el presente estudio no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia de infeccion por T. cruzi y la provincia de
origen de la muestra. Existen tres estudios recientes en humanos, cabras y micro-mamiferos
respectivamente en sectores rurales de la region de Coquimbo (Gonzalez, 2012;

Valenzuela, 2017; Yefi-Quinteros et al., 2018). En la mayoria destaca la provincia de
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Limari como la provincia con mayor porcentaje de infeccién o mayor nimero de roedores
infectados. Sin embargo, el Unico estudio que reveld diferencias significativas entre la
frecuencia de infeccion y el origen de la muestras fue el estudio hecho en cabras de sectores
rurales de la region de Coquimbo, en que el mayor porcentaje de infeccidn se registro en la

provincia de Limari (Valenzuela, 2017).

Respecto a la relacion entre la positividad de los perros y su sexo, no hubo diferencias
estadisticamente significativas. Esto se condice con otros estudios previos en los que no se
han encontrado diferencias entre la positividad de los perros y su sexo (Lucheis et al., 2005;
Gurtler et al., 2007; Pineda et al., 2011; Berrizbeitia et al., 2013; Saldana et al., 2015). Sin
embargo, es importante mencionar que en Australia describieron que los perros machos
recorren areas significativamente mas grandes que las hembras lo que si supondria al sexo
como un importante factor a pesar de que estos estudios de infeccion por T. cruzi no lo
avalen (Sparkes et al., 2014). Sumado a esto, al momento de toma de muestras no se
registr6 qué lugar habitaban los perros, dentro o fuera de sus casas. Sin embargo, la
mayoria parecia recorrer libremente el entorno de sus casas lo cual favoreceria su infeccion
por vectores silvestres. Por ultimo, cabe destacar la tendencia en sectores rurales de criar
machos v/s hembras (en este estudio 288/92), que se repite en varios estudios (Gurtler et
al., 2007; Berrizbeitia et al., 2013; Saldana et al., 2015).

Por otra parte, al analizar las cargas parasitarias respecto a la edad de los perros positivos,
en este estudio no hubo diferencias significativas entre cargas parasitarias y grupos etarios,

al igual que en un estudio en Argentina (Enriquez et al., 2014).

Respecto a la condicion corporal de los perros positivos, no hubo diferencias significativas
entre cargas parasitarias y los distintos grupos de condicién corporal, al igual que en el
estudio de Yefi-Quinteros y colaboradores en el que tampoco hubo diferencias entre las
cargas parasitarias y la condicion corporal de los roedores positivos (Yefi-Quinteros et al.,
2018). Por otra parte, en Argentina encontraron que la mediana de las cargas parasitarias de
los perros con baja y regular condicion corporal fue cuatro veces mayor que la mediana de
las cargas parasitarias de los perros con buena condicion corporal; sin embargo, esas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (Enriquez et al., 2014).
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Respecto a las cargas parasitarias y su relacién con las provincias de origen de las muestras,
en el presente estudio no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las

provincias y las cargas parasitarias.

Por dltimo, en este estudio si hubo diferencias estadisticamente significativas entre las
cargas parasitarias de las hembras respecto de los machos. Estos resultados no concuerdan
con un estudio previo en el que se evaluaron diferencias en las cargas parasitarias segun
sexo de roedores positivos (Yefi-Quinteros et al., 2018). Ademas, los perros machos al
recorrer mayores distancias (Sparkes et al., 2014) podrian tener mayor exposicién al
parésito, lo que permitiria que los machos naturalmente tengan mas reinfecciones, situacion
que en laboratorio se ha descrito que produce alzas transitorias en la parasitemia (Machado
et al., 2001). Sin embargo, en este estudio las hembras tuvieron las mayores cargas. Esto se
podria explicar debido al bajo nimero de individuos positivos (7 hembras y 22 machos) y
que dentro de las siete muestras positivas hembras se encuentran tres de las cuatro muestras

del estudio que dieron cargas parasitarias superiores a 0,1 par-eg/mL.

Los resultados actuales muestran que existen perros positivos a T. cruzi en todas las
localidades muestreadas indicando la existencia del parasito y con ello, una mayor
probabilidad de infeccion por parte de los humanos que habitan estas zonas rurales. Por otra
parte, las cargas parasitarias estudiadas fueron bajas por lo que se presume que cursaban
infecciones cronicas al momento de la toma de muestra. Ademas, ningun perro superaba los
15 afios por lo que fueron infectados después de la interrupcién vectorial declarada en
1999. Existe cierto riesgo que esta transmision haya sido vectorial por lo que se recomienda

mantener a los perros dentro o fuera del hogar pero no en ambos espacios.
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CONCLUSIONES

En este estudio, en perros de sectores rurales de la regién de Coquimbo, se detectd un
bajo porcentaje de positividad a T. cruzi con bajas parasitemias en comparacion con

regiones endémicas de paises sin control vectorial.

En estos sectores, no se encontraron diferencias significativas entre el estatus de

infeccion y la edad, condicidn corporal, provincia y sexo de los perros muestreados.

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la carga parasitaria y la edad,

condicion corporal y provincia de los perros positivos muestreados.

Se detectd una diferencia entre las cargas parasitarias y el sexo de los ejemplares
positivos, siendo mayor en hembras. Esto, posiblemente debido al bajo ndimero de

individuos positivos.
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