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Resumen

Simé6n, M.L.; Gonzalez, P.G.; Mora, M.C.; Barrio, A.B.; Sinchez Negrette, O.: Infeccion
por Trypanosoma cruzi en caninos de Acambuco (Salta, Argentina). Rev. Vet. 33: 2, 223-229,
2022. La infeccion por Trypanosoma cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas, es una
zoonosis compleja. En el ciclo biologico de 7. cruzi intervienen mamiferos como el hombre y
animales domésticos (ciclo doméstico y peridoméstico) o silvestres como roedores y carnivoros
(ciclo selvatico). Desde el punto de vista epidemioldgico el perro es el reservorio mas importante.
El objetivo fue diagnosticar la infeccion por 7. cruzi en caninos residentes del Valle de Acambuco,
Provincia de Salta, Argentina. El estudio se llevo a cabo en la localidad de Acambuco, Salta,
Argentina. Se analizaron 24 caninos domésticos por métodos seroldogicos: HAI y ELISA,
parasitologicos: hemocultivos y moleculares: PCR. Resultados: tres muestras caninas fueron
positivas por ambas pruebas serologicas y una de éstas por PCR. Ninguna de éstas resultaron
positivas por hemocultivo. En conclusion, los resultados demostraron que en la localidad
de Acambuco hay presencia de anticuerpos contra 7. cruzi en los perros, indicando infeccion
parasitaria en un pasado reciente.
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Abstract

Simo6n, M.L.; Gonzalez, P.G.; Mora, M.C.; Barrio, A.B.; Sanchez Negrette, O.: Trypanosoma
cruzi infection in domestic canines from the town of Acambuco (Salta, Argentina). Rev. Vet. 33:
2, 223-229, 2022. The infection by Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease,
is a complex zoonosis. Mammals such as man and domestic animals (domestic and peri-domestic
cycle) or wild animals such as rodents and carnivores (wild cycle) intervene in the biological cycle
of 7. cruzi. From an epidemiological point of view, the dog is the main reservoir. Objective: to
detect 7" cruzi infection in dogs from Valle de Acambuco, province of Salta, Argentina. Materials
and methods. The study was carried out in the district of Acambuco, Salta, Argentina. A total of
24 domestic dogs were analyzed by serological, parasitological, and molecular methods including
HAI and ELISA, blood cultures and PCR, respectively. Results: three samples were positive by
both serological tests and one of these by PCR. None of these samples were positive by blood
culture. Conclusions: the results indicate the presence of antibodies against 7. cruzi in dogs from
Acambuco suggesting the presence of this parasitic infection in the recent past.
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INTRODUCCION

La infeccidén por Trypanosoma cruzi, agente
etiologico de la enfermedad de Chagas, es una
zoonosis compleja, transmitida por varias especies
de triatominos hematofagos 2 3°. El vector endémico
del Cono Sur es Triatoma infestans, ampliamente
distribuido en Argentina, Chile, Uruguay, Paraguay,
Brasil, Bolivia, Pertt y Ecuador. La especie es casi
exclusivamente doméstica y se la conoce como
vinchuca .

En Argentina, segun cifras oficiales, se estima
que existen -al menos- 1.600.000 personas infectadas
por T. cruzi, cifra que representa casi el 4% de la
poblacion total del pais 3. En el ciclo biologico de
T cruzi intervienen mamiferos como el hombre
y animales domésticos (ciclo doméstico y peri-
doméstico) o silvestres como roedores y carnivoros
(ciclo selvatico).

Para el caso de las comunidades rurales del
noroeste argentino y gran parte del Gran Chaco donde
el principal o Unico vector doméstico es T infestans,
los principales actores domésticos ademas de los
humanos son los perros, los gatos y las gallinas. Los
perros actian como una de las principales fuentes
de sangre para los 7. infestans y presentan elevados
niveles de prevalencia de infeccion en ausencia de
medidas de control vectorial ©'5-16:18

Mas atin, estudios en comunidades tratadas con
insecticidas residuales mostraron que los perros y gatos
siguieron siendo los principales reservorios domésticos
del parasito a largo plazo ¢ . Los perros se infectan
de la misma forma que los humanos, por heces de los
vectores contaminados con el parasito, el cual penetra
a través de las mucosas y conjuntivas del animal.
Igualmente, los perros ingieren los vectores, lo que
constituye otro mecanismo de transmision por via oral,
la cual ha demostrado ser muy efectiva en infeccion
experimental y adjudicada en casos clinicos #°.

Desde el punto de vista epidemiolégico el perro
es el reservorio mas importante, debido en gran parte, a
su relacion estrecha con el hombre, ya que la mayoria
de las veces convive en el mismo domicilio '°.

Las vinchucas pican a los perros y al hombre,
convirtiendo a los canes en una fuente de infeccion
constante para el humano ya que son 14 veces mas
efectivos que los humanos para diseminar el protozoo
causante de la enfermedad hacia sus vectores,
promoviendo el mantenimiento del ciclo y la
replicacion del parasito. Ello lleva al establecimiento
y diseminacion de focos latentes de infeccion que
perjudican tanto a las personas como a los pacientes
animales .

En el medio rural la prevalencia de perros
con T. cruzi esta en el rango del 8 a 50% y a menudo
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excede las prevalencias encontradas en las respectivas
poblaciones humanas. Ademas, pueden desempefiar
un papel en el reinicio de la transmision en areas
previamente rociadas, sirviendo como indicadores de
transmision re-emergente * '+,

Por todo lo expuesto, el objetivo del presente
trabajo fue diagnosticar la infeccion por 7. cruzi en
caninos residentes del Valle de Acambuco, Provincia
de Salta.

MATERIAL Y METODOS

Area de Estudio

El estudio se llevo a cabo en la localidad de
Acambuco, Salta, Argentina. Acambuco es un valle
que pertenece al municipio de Agiiaray, departamento
General José de San Martin (Figura 1). El valle de
Acambuco, (22°10°2.53"'S; 63°54'38.22°°0) fue
declarado Reserva Provincial de Flora y Fauna (Ley
5360/39) y suma una superficie aproximada de 8.266
hectareas. En la zona del Valle de Acambuco existen
dos comunidades rurales, Acambuco y El Chorrito*.

Seleccion de Individuos

Previa autorizacion y colaboracion de los
propietarios para la realizacion de la extraccion de
sangre, se analizaron 24 caninos domésticos, 22
correspondientes a vecinos del Paraje Acambuco y 2
de El Chorrito. Los caninos pertenecian a viviendas
con antecedentes de infestacion domiciliaria y
fumigaciones posteriores.

Toma de muestra de sangre

Para la toma de muestras de sangre de los
canes, se realizaron visitas domiciliarias donde se
solicit6 autorizacion a los propietarios y se les explico
la importancia de conocer el estado de infeccion de su
mascota. Las extracciones las llevo a cabo un médico
veterinario local. Se realizé por puncion de la vena
cefalica anti-braquial, extrayéndose entre 3 y 5 ml
de sangre; dejandose retraer el coagulo, se obtuvo el
suero de las mismas, conservandose a -20°C hasta su
utilizacion en el procesamiento serologico; otros ml
de sangre se colocaron en tubos con EDTA, para el
diagnoéstico con PCR.

Datos epidemioldgicos

Durante el proceso de toma de muestras, se
realizd un breve interrogatorio al propietario de cada
animal, consignando en una ficha: nimero de muestra,
nombre y apellido del duefio, domicilio (nombre del
paraje correspondiente ya que al ser pocas casas no
estan numeradas), nombre del animal, sexo, tamaifio,
color del pelaje y/o signos particulares, edad, presencia
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de vinchucas, fecha del ultimo rociado de la casa y
presencia de cabras y/o gallinas. El estudio implico
dos instancias de muestreo en julio de 2016 y julio
de 2017 en ambos parajes del Valle de Acambuco. Se
llevo a cabo un muestreo aleatorio simple.

A ' B
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Pruebas serologicas

Para la deteccion de los anticuerpos anti T.
cruzi, se usaron las técnicas de hemaglutinacion
indirecta (HAI) y enzimo-inmuno-analisis (ELISA).
Lareaccion de HAI se realiza enfrentando el suero del

\\.x'_"'“-‘.o

.,

Figura 1. Area de estudio: A: departamento General Jos¢ de San Martin, Provincia de Salta, Argentina; B:
mapa geo-politico donde se destaca el Municipio de Aguaray; C: fotografia del Valle de Acambuco.

paciente con una suspension de hematies previamente
sensibilizados con antigenos citoplasmaticos. Si
en el suero del paciente existen anticuerpos anti 7.
cruzi estos van a producir aglutinacion especifica. Se
analizaron los sueros extraidos de las muestras, segiin
el protocolo del kit comercial HAI CHAGATEST-
Wiener Lab (S.A.1.C., Rosario de Santa Fé, Argentina).

Ensayo inmuno-enzimatico

Fue un ELISA para la deteccion de anticuerpos
contra Trypanosoma cruzi. La reaccion de ELISA
se basa en la formacion de inmuno-complejos
entre antigenos inmovilizados en un soporte y los
anticuerpos presentes en el suero. Se utilizaron
antigenos recombinantes del Kit Wiener Lab
ELISA, anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina
canis conjugados con peroxidasa Sigma-Aldrich,
siguiendo el protocolo descripto previamente por
Binda y col., 2016 3. La absorbancia se leyé en un
espectrofotometro para placas de ELISA MRY96A
Mindray, método parasitoldgico (hemocultivo).

Protocolo
Se utilizo el protocolo modificado por Mora
y colaboradores > . En un segundo muestreo, se

obtuvieron 5 muestras de sangre, correspondientes
a los canes que en el primer muestreo arrojaron
resultados serologicos positivos o dudosos.

Método molecular (reaccion en cadena de la
polimerasa).

Serealiz6 extraccion de ADN de las 24 muestras
de sangre entera y de la fraccion correspondiente al
bufty coat (BC), mezclados previamente en proporcion
1:1 con buffer Guanidina-EDTA. Llamamos BC a la
interfase de globulos blancos, plaquetas y proteinas
que se suspende encima de la capa de globulos rojos
y por debajo del plasma. EI ADN se extrajo por
duplicado mediante el método de fenol-cloroformo
y se dejo precipitando el ADN a -80°C con acetato
de sodio-etanol. A partir del ADN extraido de sangre
entera y del BC de las 24 muestras, se realizd6 PCR/
Chagas convencional.

Amplificacion

Se llevdo a cabo en un termociclador
Techne 3000 siguiendo los parametros de ciclado
correspondientes al protocolo establecido por Mora
y col. (2005), amplificando segmentos de 330 pb de
k-ADN utilizando los primers #121 (5'-AAA TAA
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TGT ACG GG(T/G) GAG ATG CAT GA-3") y #122
(5'-GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA-
37) 2!, La eleccion de estos primers se realizo en base
al elevado nimero de copias (n>10%) de su secuencia
target y a la elevada sensibilidad para detectar la
infeccion en estudios de campo % 11:23 |

Reacciones

En todas las reacciones se usaron controles
blanco, positivos y negativos. Como control negativo
se us6 sangre de canes (7. cruzi negativos testeados
por serologia) y sangre infectada con Leishmania sp.
Los controles positivos correspondieron a sangre de
canes 7. cruzi positivos, tanto por serologia como
por PCR, obtenidos de un estudio anterior de nuestro
grupo de trabajo*® y para el blanco se utilizd agua
estéril apta para PCR.

Corridas electroforéticas

Las corridas electroforéticas de los productos
de PCR se realizaron en gel de agarosa al 2% con
buffer TBE (Tris Borato-EDTA) y se revelaron
con Bromuro de Etidio (5-10 pg/ml). Los geles se
fotografiaron en transiluminador UV, Maestrogen
MLB-16 Ultrabright y se determind el tamafio de los
amplicones utilizando un marcador de peso molecular
de 100 pb (Biodynamics).

Analisis estadistico
Se realizaron descripciones en cifras absolutas
y relativas, elaborandose tablas.

Validez de prueba diagnéstica
Se realizo la validez de la Prueba HAI tomando
como prueba de referencia ELISA.
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Consideraciones éticas

El protocolo fue aprobado por el comité de ética
de la Facultad de Ciencias Agrarias y Veterinarias de
UCASAL.

RESULTADOS

HALI: lectura de la placa de Hemaglutinacion
Indirecta. Como se puede observar en la placa (Figura
2), resultaron positivas (con la formacion de un manto
que cubrié mas del 50% del pocillo, para diluciones
>1/16), las muestras 9, 10 y 14. Y de interpretacion
dudosa, la muestra 21.

Figura 2. Lectura de la policubeta de HAI con las 24
muestras caninas.
ELISA: puede observarse la Figura 3, resultando
positivas las muestras 9, 10 y 14.

Resultado Elisa (Dilucion)
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Figura 3. Gréfica del cut-off (linea negra) para la dilucién 1:10000 del conjugado anti-DoglgG.
PCR: en la Figura 4, se observa una Unica muestra que amplificé la banda de 330 pb. Es la correspondiente
al BC de la muestra de sangre del can 14 que resulto 7. cruzi positivo por serologia (HAI y ELISA).
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de PCR de los BC de muestras 7. cruzi du- dosas y positivas por
serologia. M: Marcador de peso molecular de 100 pb. B: blanco. N: Control negativo. P: Control positivo.
Calle 1 a 10: muestras Calle 10: Muestra 14.

HEMOCULTIVOS: todos los hemocultivos resultaron
negativos.

ANALISIS ESTADISTICO: validacion de una prueba
diagnostica.

Tabla 1. Validacion de la prueba de HAL

Seropositivo seronegativo
prucba VP =3 FP=1 VPP =75%
positiva
prucba FN=0 VN=20  VPN=100%
negativa
sensibilidad especificidad prevalencia
100% 95% 12,5%

VP: verdaderos positivos; FP: falsos positivos;
FN: falsos negativos; VN: verdaderos negativos.

Se concluye que la prueba de HAI sirve de
screening, pues al tener alta sensibilidad un resultado
negativo excluye la enfermedad

DISCUSION

La transmision de 7. cruzi en paises endémicos
depende de la confluencia de vectores, reservorios,
parasitos y huéspedes (tanto personas como animales)
en un solo habitat. Giirtler '* demostrd, en 1993, que
cuando los perros infectados permanecen en areas
donde duermen sus duenos, la tasa de infeccion en
insectos es significativamente mayor que cuando no
lo hacen !¢,

Anos mas tarde, el mismo investigador
encontr6 que los perros contribuyen casi 3 veces mas
que los gatos a la transmision doméstica de 7. cruzi 'y
que ambos animales (perros y gatos), hospedadores
del parasito, contraen la infeccion unas 10 veces mas
rapido que los nifios con los que cohabitan '.

En el extenso trabajo de investigacion de
Castafiera et al.”, llevado a cabo en perros de Amama
y localidades vecinas (Provincia Santiago del Estero)
se investigo si el perro podria ser un eficaz centinela

de la transmision vectorial de 7. cruzi en el contexto
de Ia fase de vigilancia. La seroprevalencia global de
T. cruzi en la poblacion canina disminuy6 del 65,0%
(54/83) en 1992, antes de un rociado con deltametrina,
al 38,5% (70/182) en 1994, y al 15.2% (36/237) en
1996 7.

Entre marzo de 2005 y junio de 2006 fueron
recolectados, en dos barrios carenciados de la ciudad
de Buenos Aires, sueros sanguineos de 424 caninos,
para luego ser 52 examinados por IFI y ELISA.

En ningin suero estudiado se detectaron
anticuerpos especificos anti 7. cruzi, hecho que resulta
coincidente con la falta de evidencias de infestacion
y transmision por triatominos en la zona (aun cuando
los barrios se eligieron en base a la presencia de
personas y caninos procedentes de areas endémicas,
asi como a las caracteristicas de las viviendas, que por
su precariedad favorecian la proliferacion de insectos,
ademas de albergar perros y aves de corral en su
interior, en estrecha co-habitacion con el hombre) 2.

En la localidad de La Para, en Cérdoba, Graiff
et al. *, determinaron en 2009 una seroprevalencia
de 11,1%, con ELISA e IFI, en 10 de 90 perros
evaluados; en la provincia de Salta, Binda et al. *
realizaron analisis serologicos a 209 perros siendo 22
de la localidad de Rivadavia Banda Sur, 39 canes de
San Carlos, 84 de Cafayate y 64 de la localidad de
Embarcacion, encontrandose anticuerpos anti-7. cruzi
solo en los canes de la localidad de San Carlos, 28,2%
(11/39).

En Lujan de Cuyo, una ciudad de Mendoza,
de las 89 muestras tomadas a perros en 2016 y 2017,
12 resultaron positivas (13,5%) por HAI y ELISA
12 En la provincia de Chaco se registra un caso de
una perra doméstica, diagnosticada por métodos
parasitologicos, serologicos y moleculares?’ .

En 2018, Ulon et al. *® hallaron una
prevalencia del 54% (66 sueros positivos) al evaluar
serologicamente a 122 caninos de un barrio periférico
de la provincia de Corrientes.

En el presente trabajo, por primera vez, se
estableci6 la presencia de caninos seropositivos a T.
cruzi en la reserva de Acambuco. De los 24 perros
examinados, 3 resultaron positivos por ambas pruebas
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serologicas, lo cual significa una seroprevalencia de
infeccion del 12,5% (3/24).

Todos los caninos fueron negativos por PCR a
partir del ADN extraido de sangre entera. Sin embargo,
uno de ellos, fue positivo por PCR de la muestra de
ADN obtenida a partir del buffy coat. Por otra parte,
ninguna de las muestras de los canes que resultaron
positivos por los métodos enunciados, permitid
visualizar la presencia del parasito, luego de someterlas
a cultivo. Estimamos que los perros estan cursando
la fase cronica de la enfermedad, considerando que
se obtuvo serologia positiva y PCR convencional
negativa. Podria mejorarse la sensibilidad de la PCR
obteniendo ADN del buffy coat.

A pesar de que no podemos concluir cual es la
via de transmision de 7. cruzi en los perros (vectorial,
oral o congénita), si se pone de manifiesto el riesgo
que representan los perros positivos a infecciones
para T. cruzi, ya que actiian como reservorios en los
domicilios y peridomicilios.

Al igual que otros autores '”, consideramos que
la presencia de estos animales implica una fuente no
controlada de parasitos que podrian (re)introducir al
patdgeno en este lugar, donde el ciclo doméstico se
supone controlado o interrumpido. Por lo tanto, los
programas de control de la transmision de 7. cruzi
deberian considerar la incorporacion de estrategias
que incluyan los perros.

Es recomendable informar a los médicos
veterinarios que tomen en cuenta la enfermedad de
Chagas como un diagnostico diferencial en perros,
especialmente en esta reserva protegida y continuar
con estudios sistematicos, a nivel de comunidades,
para determinar si la infeccion se encuentra distribuida
en todo el departamento y como es su impacto en la
salud de las personas que habitan el Valle.

Para estos estudios a campo sugerimos
utilizar el método HAI como screening. Las distintas
prevalencias halladas en estudios a nivel nacional
sugieren que hay zonas que requieren una accion
sanitaria inmediata.

Al mismo tiempo, las estimaciones se basan
en situaciones epidemiologicas muy heterogéneas, lo
cual enfatiza la importancia de llevar a cabo estudios
en profundidad en areas restringidas y poder asi,
brindar informacion adicional que permita una mejor
comprension del estado actual de la enfermedad de
Chagas en Argentina.
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