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Resumen: El perro doméstico es huésped de una gran variedad de parasitos, muchos de los cuales pueden
también causar enfermedad en el humano. En este estudio, se evalud la infeccidén con tripanosomatidos de
importancia médica en 91 perros de la comunidad rural de Las Pavas, provincia de Panama Oeste. Para esto
se utilizaron metodologias parasitoldgicas (hemocultivo y xenodiagndstico), seroldgicas (western blot,
inmunofluorescencia indirecta y pruebas inmunocromatograficas comerciales) y moleculares (PCR) durante
el diagndstico de las infecciones con Leishmania spp., Trypanosoma cruziy T. rangeli. Los resultados sugieren
que las infecciones con Leishmania spp. no son frecuentes en estos animales. No obstante, se encontré que
las infecciones con T. cruziy T. rangeli son prevalentes en un 28.5% y 15.3% respectivamente, con un indice
global de infeccidon por tripanosomas de 42.8% (39/91). Ocho perros presentaron una infeccion mixta con T.
cruzi/T. rangeli. El genotipo de T. rangeli presente en los perros evaluados fue caracterizado como KP1-, el
cual se vincula con el vector Rhodnius pallescens y es ademas el Unico grupo genético de este parasito hasta
ahora reportado en Panama. Se confirma la utilidad del perro doméstico como centinela epidemiolégico para
la infeccidon con estas especies de tripanosomas.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Leishmania, perro, diagndstico.

Abstract: The domestic dog serves as a host for a wide variety of parasites, many of which can also cause
disease in humans. In this study, infection with trypanosomatids of medical importance was evaluated in 91
dogs from the rural community of Las Pavas, Panama Oeste province. Parasitological (blood culture and
xenodiagnosis), serological (western blot, indirect immunofluorescence and commercial
immunochromatographic tests) and molecular (PCR) methodologies were used during the diagnosis of
infections with Leishmania spp., Trypanosoma cruzi and T. rangeli. The results suggest that infections with
Leishmania spp. are not frequent in these animals. However, infections with T. cruzi and T. rangeli were found
to be prevalent at 28.5% and 15.3%, respectively, with an overall trypanosome infection rate of 42.8% (39/91).
Eight dogs had mixed infection with T. cruzi/T. rangeli. The genotype of T. rangeli present in the evaluated
dogs was characterized as KP1-, which is linked to the vector Rhodnius pallescens and is also the only genetic
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group of this parasite so far reported in Panama. The usefulness of the domestic dog as an epidemiological
sentinel for infection with these trypanosome species is confirmed.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Leishmania, dog, diagnosis.

1. Introduccién

Diferentes especies de pardsitos protozoarios del orden cinetopldstida han sido
demostrados en mamiferos silvestres y domésticos de Panama (Restrepo et al., 2013;
Sousa, 1971). Algunos de estos tripanosomatidos pueden ser transmitidos al hombre y
producir patologias serias, como la enfermedad de Chagas causada por Trypanosoma cruzi
y la leishmaniasis cutanea ocasionada por especies de pardsitos del género Leishmania
(Torrico et al., 2013; Valderrama et al., 2014). Ademas, es frecuente la infeccién de estos
reservorios con Trypanosoma rangeli, un pardsito no patdégeno para los seres humanos,
pero de gran interés bioldgico, epidemioldgico e inmunoldgico en dreas donde la
enfermedad de Chagas es endémica (Vallejo et al., 2015). El ciclo biolégico de los
tripanosomatidos involucra una alternancia de generaciones entre un insecto vector y un
hospedero vertebrado (Maia da Silva et al., 2007). Por lo general, estos vectores tienen
como hdabitat principal ambientes boscosos o tipos de vegetacion particulares como las
“palmas reales” en el caso de Rhodnius pallescens, principal vector de T. cruziy T. rangeli
en Panama (Perea et al., 2021; Romaiia et al., 1999). La cercania de las viviendas humanas
a estos escenarios silvestres promueve la aproximacidon de los vectores al ambiente
peridoméstico y doméstico (Hurtado et al., 2014), lo que se vincula frecuentemente con la
transmisién de estas infecciones al ser humano, pero también conlleva la infeccion de
animales domésticos y con ello el potencial establecimiento de los ciclos biolégicos de estos
parasitos en el entorno familiar (Calzada et al., 2015; Fung et al., 2014). Estudios previos
realizados en otras regiones del continente, sugieren que los canidos intervienen en el ciclo
de transmision doméstico de estos hemoflagelados (Montenegro et al., 2002; Tome et al.,
2011). En Panama se ha reportado la infeccion con tripanosomatidos en perros de zonas
endémicas para la EC y LT (Calzada et al., 2015; Pineda et al., 2011), sin embargo, ain no
se define totalmente si actian como reservorios o huéspedes accidentales de estos

hemoparasitos (Calzada et al., 2015; Pineda et al., 2011; Saldafia et al., 2015). El objetivo de
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esta investigacion fue diagnosticar y genotipificar los tripanosomatidos presentes en perros
de una comunidad rural de la provincia de Panamd Oeste y determinar por medio de una
encuesta las caracteristicas epidemioldgicas que se relacionan con los casos de canidos

infectados en esta region.

2. Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en la comunidad rural de Las Pavas, (9°6_15N, 79°53 9W),
distrito de La Chorrera, provincia de Panamd Oeste. Figura 1. La misma se encuentra en
una region considerada endémica para las infecciones humanas con T. cruzi, T. rangeli y
Leishmania spp. Se evalué la infeccidn con T. cruzi, T. rangeliy Leishmania spp. en 91 perros
(Canis lupus familiaris).

Inicialmente, mediante una encuesta realizada a los duefios de los perros, se
registraron las caracteristicas generales de las viviendas (techo, paredes, piso, etc.) y
ambiente peridoméstico (presencia y tipo de vegetacion, estructuras secundarias,
ordenamiento, etc).

Posteriormente, se tomd una muestra de 2-4 ml de sangre de la vena cefdlica de cada
animal. La muestra de sangre se dividié en dos alicuotas, 1.0 ml fue mezclado con EDTA y
2-3 ml se pasaron a tubos sin anticoagulante. La muestra con EDTA fue utilizada para la
extraccién del ADN total, el mismo se utilizé para la realizacién de las pruebas moleculares.
Las muestras de sangre sin anticoagulante se utilizaron para las pruebas seroldgicas y
hemocultivos. Para esto, cada muestra fue centrifugada a fin de obtener la fraccién de
suero, el cual se recolectd y se almacend a -20°C para su posterior uso en andlisis
seroldgicos. La sangre remanente (incluyendo el codgulo) se utilizé en hemocultivos para
tripanosomatidos siguiendo los procedimientos descritos por (Flores-Chavez et al., 2007 y

Sousa, 1971).
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Figura 1
Mapa de localizacion de la zona de estudio, comunidad de las Pavas, Panamd Oeste
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Fuente: Sistema de informacidn geografica.

e Estudios Serologicos

El diagndstico seroldgico se realizé mediante diferentes pruebas, para la deteccién de
anticuerpos especificos para cada parasito: Una prueba rapida para T. cruzi, (RDT): Dipstick
test T. cruzi Detect, (Inbios, Seattle, WA), segln el protocolo descrito por (Lorca et al.,
2008); una prueba rapida para la deteccién de anticuerpos anti-Leishmaniasis visceral en
perros TR DPP® (Fundacao Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, 2020). Adicionalmente se utilizd una
prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl) segun el protocolo descrito por (Vasquez et
al., 2011). Para esta prueba de IFI se utilizaron como antigeno epimastigotes de un aislado
de T. cruzi (Aislado 1551 A, Arraijan, Burunga/Rhodnius pallescens), de T. rangeli (PL 18-03
Capira, Lidice/Choloepus hoffmanni) y promastigotes de Leishmania spp. del aislado
MHOM/PA/1971/LS94, provenientes del cepario del Departamento de Investigaciones en
Parasitologia del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES). Para la
deteccién en la IFl se empled un conjugado de fluroceina-anticuerpos de conejo anti-IgG
(H+L) de perro (Jackson Immuno Reserch). Se realizaron también pruebas de Western Blot
utilizando los antigenos antes referidos, esto segun el protocolo descrito por (Saldana et al.,
1995). Para este analisis se usé un conjugado peroxidasa-anticuerpos de conejo anti-IgG
(molécula completa) de perro (Sigma. Aldrich).

Las muestras se consideraron positivas cuando mostraron reactividad en al menos

dos de las pruebas seroldgicas utilizadas.
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e Estudios Parasitoldgicos

Hemocultivos

El hemocultivo de las muestras de sangre se realizé segun lo descrito por (Vasquez et
al., 1997). Los tripanosomas aislados se identificaron mediante observacién microscépicay
posteriormente por pruebas moleculares. El tiempo para considerar la prueba negativa sin
presencia de parasitos fue de 60 dias.

Xenodiagndstico

Posterior a la toma de sangre de los perros, se les realizé un xenodiagndstico, segun
lo descrito por (Flores-Chaves et al., 2007). Para esto se utilizaron 10 triatominos por perro
(R. pallescens de 4to y 5to estadio), procedentes del insectario del Centro de Investigacién
y Diagndstico de Enfermedades Parasitarias (CIDEP), Facultad de Medicina, Universidad de
Panamda. Una muestra del contenido intestinal de estos triatominos se reviso
semanalmente por microscopia. Los triatominos que resultaron positivos a la presencia de
flagelados se utilizaron para realizar los analisis de PCR durante la identificacion vy
caracterizacion de T. cruzi / T. rangeli.

e Estudios Moleculares

Extraccion de ADN

La extraccidon del ADN total de las muestras sanguineas de cada perro se realizé de
acuerdo con las instrucciones del kit de purificacion QIA amp ® DNA Blood cat # 51106.
Una vez completada la busqueda de parasitos por xenodiagnéstico, los triatominos
utilizados en cada animal fueron divididos en dos grupos de cinco insectos (2 pools) y
también procesados para la extraccion del ADN del contenido intestinal utilizando el kit de
extraccion Wizard ® Genomic DNA purification Kit de Promega catalogo # A1120. El ADN
obtenido de cada grupo fue colocado en un microtubo de 1.5 ml que contenia 500 pl de PBS
(Pavia et al., 2007).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccidon de T. cruziy T. rangeli

Todas las muestras de ADN extraidas de sangre y del contenido intestinal de
triatominos (xenodiagndstico), fueron analizadas por PCR para la regién variable del

minicirculo (ADNk) con los cebadores (S35 Y S36) los cuales amplifican una secuencia
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repetida de este parasito de 330 pb para T. cruzi y 460/750 pb para T. rangeli, segun el
protocolo descrito por (Vallejo et al., 1999).  Posteriormente, se realizd una PCR en un
termociclador SimpliAMP Thermal Cycler, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific,
con los cebadores especificos S35 (5’-AAATAATGTACGGGKGA- GATGCATGA-3’) y S36 (5'-
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’) utilizando 5ul de ADN en un volumen final de 50 pl
de reaccion.

Ademas, todas las muestras de este estudio fueron analizados por un PCR para el gen,
snoRNA-cl1 con los cebadores (TrF y TrR2), segun el protocolo descrito por (Morales et al.,
2002). Estos cebadores amplifican una secuencia repetida de 620 pb especifica para T.
rangeli. La reaccion de PCR se realizé en un termociclador SimpliAMP Thermal Cycler,
Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, con los cebadores especificos TrF (5'-
CGCCCCGTCTTG CCCTGT-3") and TrR2 (5"-CGCAGCAAGGACAG GAGGGA-3’) utilizando 5ul
de ADN en un volumen final de 25ul de reaccién.

El diagnéstico de la infeccidon con Leishmania (Viannia) spp. para todas las muestras
de ADN sanguineo se basoé en el protocolo descrito originalmente por (Passos et al., 1999),
el cual utiliza los cebadores (B1 y LV), que amplifican para una region variable del ADNk de
este subgénero de 750 pb. Se realizd una PCR en un termociclador SimpliAMP Thermal
Cycler, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, con los cebadores especificos [5-
GGG(G/T) AGGGGCGTTCT (G/C) CGAA-3" and 5°-(G/C) (G/C) (G/C) A/C) CTA T (A/T)
TTACACCAACCCC-37], utilizando 5ul de ADN en un volumen final de 50 pl de reaccién.

Caracterizacion de aislados de T. cruzi segun el genotipo (UDTs) del parasito

Las muestras con resultados positivos para la infeccién por T. cruzi fueron evaluadas
a fin de determinar la Unidad Discreta de Tipificacion (UDTs) del parasito. Para esto se
utilizaros dos metodologias, un PCR que amplifica la regién intergénica del gen miniexon de
T. cruzi segun el protocolo descrito por (Souto et al., 1996), utilizando los cebadores TC 1:
5’-GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC, TC2: CCTGCAGGCACA- CGTGTGTGTG, TC: 5-
CCCCCCTCCCAGGCCACACTG. Se utilizaron 5 pl de ADN para un volumen final de 25 ul de
reaccion, los productos de amplificacion esperados eran de 300 pb para TC1 y 350 pb para

TC2 y un segundo RTPCR disefiado para la tipificacidon de los genotipos T. cruzi (Tcl- TcVI),
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que amplifica la region intergénica (SL-IR) descrito por (Cura et al., 2015). En esta prueba se
incluyeron los aislados de control SF1, Tulahuén, PG/ PLO14/RT35/Pt04, utilizando sondas
TagMan (MTqg-PCR) con los siguientes oligonucledtidos:

UTCC-Fw: (5'CAGTTTCTGTACTATATTGGTACG 3°) concentracion 0.5 pM., Tcl-Rv: (57
CGATCAGCGCCACAGAAAGT 3°) concentracidon 0.5 uM., Tcll/V/VI-Rv: (5
GGAAAACACAGGAAGAAGC 3’) concentracion 0.5 uM., Tclll-Rv:
(5'CATTTTTATGAGGGGTTGTTCG 3°) concentracién 0.5 uM., Tcl (probe): (FAM-
CTC+CTTC+AT+GTT+TGT+GTCG-BHQ1) concentraciéon 0.1 pM., Tcll/V/VI (probe): (HEX-
TATA+CC+CATATA+TATA+TA+GC-BHQ1) concentracién 0.05 uM., Tclll (probe): (Quasar670-
AATCGCG+TGTATGCACCGT-BHQ3) concentracidon 0.05 uM. Para una reaccién de 25 pl,

utilizando un equipo Applied Biosystems™ QuantStudio™ 5 Real-Time PC.

Genotipificacion de los aislados de T. rangeliy T. cruzi basado en la amplificacion de

la subunidad 2 del gen del citocromo oxidasa.

En aquellas muestras con resultados positivos a T. cruzi o T. rangeli también se
procedid a la genotipificacién de las respectivas especies utilizando el protocolo descrito
por (De Sa et al., 2013). El mismo se basa en la amplificacién de la subunidad 2 del gen del
citocromo oxidasa (COII-RFLP), usando la enzima Alul para la deteccién simultanea de T.
rangeli (KP1+/ KP1-) y T. cruzi (UDT | — UDT VI). Se emplearon los cebadores Tcmit-10 (5'-
CCATATATT GTT GCATTATT-3")y Tcmit-21 (5'-TTG TAATAG GAG TCA TGT TT-3'), utilizando
5 pul de ADN para un volumen final de 50 pl de reaccidn. Los productos finales se sometieron
a electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con Bromuro de Etidio (Ethidium Bromide
Solution, Molecular Grade catalogo # H5041). Posterior a la electroforesis los geles se
evaluaron con luz ultravioleta para detectar los fragmentos sin digerir de 400pb. Luego de
digerirla con la enzima Alu |, para T. rangeli la digestidon del amplicén COIl de aislados de T.
rangeli del genotipo KP1- debe generar un fragmento de aproximadamente 400 pb. Los
geles fueron observados con la ayuda de un equipo de analisis de imagenes (UVP BioDoc- It

™ System). Para cada reaccidn se incluyeron controles positivos y negativos.
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3. Resultados

El presente estudio se realizd en la comunidad de Las Pavas, localizada en una zona
rural de la provincia de Panama Oeste, en donde han sido reportados casos humanos de
enfermedad de Chagas y leishmaniasis cutdnea (Perea et al., 2021; Pineda et al., 2011). El
perro es el mamifero doméstico mads comun en esta comunidad, pudiendo servir
eventualmente como fuente de alimentacion (sangre), para los vectores de hemoflagelados
tripanosomatidos que se aproximen a las viviendas. Con la finalidad de diagnosticar y
caracterizar los tripanosomatidos de importancia médica que infectan los canidos
domésticos de la comunidad de Las Pavas se analizaron un total de 91 perros los cuales se
sometieron a andlisis parasitoldgicos directos, inmunoldgicos y moleculares. Estas pruebas
revelaron que 26 perros (28.5%) fueron positivos para T. cruzi, 14 perros (15.3%) para T.
rangeliy O perros (0%) para Leishmania spp. , tabla 1. Una sola muestra fue positiva para T.

rangeli tanto en hemocultivo como en xenodiagndstico.

Tabla 1
Anticuerpos contra Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli en perros de la
comunidad de Las Pavas, Panamd Oeste

Las Pavas n Frecuencia de Anticuerpos
T. cruzi T. rangeli Leishmania spp.
91
28.5% 15.3% 0%

Fuente: Los Autores.

De las 91 muestras analizadas por PCR, 1.09% (1/91) fue encontrada positiva para T.
cruzi, 4.39% (4/91) resultaron positivos para T. rangeliy 0 % para Leishmania (Viannia). Los

resultados obtenidos se describen en la tabla 2, figura 2 y 3.
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Tabla 2
Deteccion por PCRs de T. cruzi/T. rangeli en perros, de la comunidad de las
Pavas, Panamd Oeste

Muestras con ADN de . . T. rangeli
tripanosomatidos detectados T. cruzi BICLL L Cebadores
por PCR Cebadores S35/S36 Cebadores S35/S36 TeF/ TrR2
LP — 19 Sangre Positivo (760/450 pb)
LP = 73X (Triatominos usados Positivo (760/450 pb) Positivo 620pb
en Xenodiagndstico)
LP - 77 Sangre Positivo (330 pb)
LP-82X ('.I'r|atc,)m.|nos usados Positivo (760/450 pb)
en Xenodiagndstico)
LP - 30 X (Triatominos usados Positivo (760/450 pb) Positivo 620 pb

en Xenodiagndstico)
Fuente: Los Autores.
Figura 2

Andlisis por PCR para muestras de cdnidos, de la comunidad de las Pavas
utilizando los Cebadores S35/536

760/450 pb
T. rangeii

330 pb T. cruzi

Fuente: Los Autores.

M: Marcador de peso molecular, C-: Control negativo C+: Control positivo (T. cruzi, T.

rangeli, 19: LP19 Positiva para T. rangeli, 77 : LP 77 positiva para T. cruzi.
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Figura 3
Andlisis por PCR (535/536) de triatominos utilizados en xenodiagndstico de cdnidos,
comunidad de Las Pavas

t

n t

760/450 pb 760/450 pb 760/450 pb

T. rangeli T. rangeli T. rangeli

Fuente: Los autores.

A: Carriles M: Marcador de peso molecular, C+: Control positivo (T. cruzi, T. rangeli,
C-: Control negativo 73 X: LP- 73 Triatominos- xenodiagndstico — positivo T. rangeli, B: M:
Marcador de peso molecular 82X: LP- 82 y 90X: LP — 90 Triatominos xenodiagndstico-
positivos para T. rangeli.

La tipificacion (UDTs) de la muestra LP- 77, que mostrd un resultado positivo por PCR
convencional (ADNk), no fue posible. Dos muestras positivas para T. rangeli fueron
tipificadas, determinando que el genotipo de T. rangeli presente en ambas muestras fue
KP1-, como se muestra en la tabla 3, figura 4 y 5.

Tabla 3

Genotipificacion de los aislados de T. rangeli o T. cruzi basado en la amplificacion de la sub
unidad 2 del gen del citocromo oxidasa

Muestra Tuz':i: Gfu;.)t: ag:;:l;ico
LP-19 KP1 -
LP-73 KP1 -
LP-77 No amplificé
LP- 82 No amplifico
LP-90 No amplificd

Fuente: Los Autores.
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Figura 4
Genotipificacion de los aislados de T. rangeli basado en la amplificacion
de la sub unidad 2 del gen del citocromo oxidasa (COII-RFLP)

Fuente: Los autores.

Carriles 19: LP19 positivo para T. rangeli, 73: LP- 73 Triatominos- xenodiagndstico —
positivo T. rangeli, 82 y 90: LP-82 — LP 90 Triatominos- xenodiagndstico — negativos T.

rangeli, C-: Control negativo, C+: Control positivo, M: marcador de peso molecular.

Figura 5
Genotipificacion por digestion del amplicon COIl para las cepas de T. rangeli KP1-

Fuente: Los autores.

Carriles 19: LP-19 T. rangeli (KP1 -), 73: LP- 73 T. rangeli (KP1 -),C+r: Control positivo
de T. rangeli, M: Marcador molecular.

De las 83 encuestas que se aplicaron a los jefes de familia, el 100% de los entrevistados
confirmé poseer al menos 1 perro por vivienda. Se reportdé que el 95.1% (79/83) de los

perros permanece fuera de las casas la mayoria del tiempo y que un 57.8% (48/83)
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incursionaba con frecuencia al bosque o “montes” cercano. Segun sus duefios, un 36.1%
(30/83) de los perros independientemente cazaban animales silvestres, entre los que se
destacan en orden de frecuencia armadillos, zariglieyas y conejos. Los duefios de los perros
evaluados reportaron que el 95.1% (79/83) residian en viviendas construidas parcialmente
con techos de hojas de palmas (pencas), 75.9% (63/83) con piso de madera y 95,1% (66/83)
con paredes de adobe/quincha o madera. El 67.4% (56/83) de estas viviendas disponian de
electricidad como fuente de iluminacion. Ademas, el 51.8% (43/83) de los entrevistados
reportaron la presencia de palmas reales en el area domiciliar cercana. Se encontrd una
asociacion estadisticamente significativa entre las variables que describen las condiciones
de la vivienda (tipo de piso, tipo de pared) y las variables ambientales y peridomiciliares
(visita de perros al bosque, presencia de gallineros y cocina con lefia) y los casos positivos

por T. cruzi y/o T. rangeli con una p < 0.05.

4. Discusidn

La enfermedad de Chagas y la leishmaniasis cutdnea son infecciones parasitarias
endémicas en muchas regiones rurales de Panama, incluyendo las dreas aledaias a la ribera
oeste del canal de Panama (Perea et al., 2021; Sousa, 1971). Lo anterior se vincula con la
presencia de muchas de las caracteristicas eco-epidemioldgicas que favorecen la
transmisién de estas infecciones zoonéticas al humano (Calzada et al., 2015; Fung et al.,
2014). Como es frecuente, en los asentamientos humanos de estos sitios, el perro es el
mamifero doméstico mas comun, pudiendo resultar eventualmente infectado con especies

de tripanosomas y Leishmanias.

Con la finalidad de diagnosticar y caracterizar a los tripanosomatidos de importancia
médica que infectan a canidos domésticos de una comunidad de la provincia de Panama
Oeste, se analizaron un total de 91 muestras sanguineas, las cuales se sometieron a analisis
parasitolégicos directos, inmunoldgicos y moleculares. Los resultados obtenidos
(serologia/PCR), sugieren la existencia de una baja o nula prevalencia de infeccion para
Leishmania spp. (0%) y una mayor prevalencia para T. cruzi (28.5%) y T. rangeli (15.3%) en

los perros de esta comunidad rural. La aparente ausencia de la infeccidn con Leishmania
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spp. en las muestras evaluadas fue un resultado inesperado ya que se conoce en este sitio
la existencia de los vectores, reservorios y casos humanos de leishmaniasis cutdnea (Perea
et al., 2021). Quizas una diferencia importante con respecto a estudios realizados en otros
paises, en donde si se ha podido confirmar la infeccién de perros con especies causante de
leishmaniasis cutdnea (Reithinger et al., 2000), sea las especies y variantes genéticas del
género Leishmania endémicas en Panama (Miranda et al., 2021). Es probable que los perros
no sean huéspedes apropiados para estos parasitos. No obstante, es necesario realizar
estudios adicionales que contemplen un mayor nimero de muestras colectadas en
diferentes épocas del aio. Al respecto de la infeccidon con leishmaniasis visceral, tampoco
se encontraron perros positivos, hallazgo que confirma la ausencia de esta parasitosis en el

sitio evaluado.

A diferencia de los resultados con Leishmania spp., la infeccion con T. cruzi fue
frecuente (28.5%) en los perros estudiados segln los resultados de la serologia utilizada en
este trabajo. Este alto porcentaje de animales seropositivos podria ser el resultado de una
eficiente via de transmision. Diferentes estudios refieren que la via oral es la ruta de
transmisién mas frecuente en los casos de la infeccién chagdsica en perros; los cuales suelen
morder, masticar o comer los triatominos infectados que llegan al drea peridomiciliar

(Montenegro et al., 2002; Saldafia et al., 2015).

En relaciéon con T. rangeli once (12.08%) de los perros evaluados resultaron con
serologia positiva para este parasito, el cual se transmite predominantemente por medio
de la saliva del vector durante la alimentacion de los mismos (Cuba, 1998). A pesar de que
la infeccidn con T. rangeli no se asocia con ninguna caracteristica clinica, su presencia estd
siempre vinculada con los vectores y reservorios de T. cruzi (Guhl et al., 2003). Esta
condicidn hace por lo tanto importante conocer la prevalencia y frecuencia de la
transmisién de T. rangeli en un area determinada. Es de resaltar que en Panama este

parasito comparte el mismo vector y reservorios que T. cruzi (Sousa, 1971).

En el caso de T. cruzi y Leishmania spp. no se lograron cultivos positivos para estos

parasitos. Esto obedece principalmente a que, para lograr el aislamiento de estos
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tripanosomatidos por hemocultivos, es necesario la presencia de formas parasitarias en
sangre al momento de tomar la muestra. Parasitemias detectables son mds frecuentes en
las primeras semanas de la infeccidn chagasica o quizas en animales que presenten lesiones
cutaneas por Leishmania spp. (Flores-Chdvez et al., 2007; Reithinger et al., 1999). Al
respecto la alta seroprevalencia (28.7%) encontrada para la infeccidén chagdsica en este
estudio sugiere que la mayoria de estas infecciones se encontraban en etapa crénica, con
muy pocos tripomastigotes sanguineos.

Todas las muestras sanguineas de este estudio fueron también analizadas por pruebas
moleculares. Algunos autores reportan una alta sensibilidad al utilizar el andlisis por PCR
para diagnosticar la infeccion chagdsica en los perros (Aradjo et al., 2002; Enriquez et al.,
2013). Esta metodologia permitié detectar la infeccion de T. cruziy T. rangeli; dos de las
muestras sanguineas positivas por PCR, presentaron serologia positiva a una infeccion mixta
con T. cruziy T. rangeli. Este hallazgo es de importancia ya que aun cuando T. rangeli no
causa enfermedad en los humanos ni en los perros, debido a su similitud antigénica con T.
cruzi puede interferir con el diagndstico de la infeccién chagasica en zonas donde coexisten
ambos pardsitos (Cuba, 1998). Se ha sugerido también, que la infeccién con T. rangeli
induce una respuesta inmunoldgica capaz de conferir una proteccidon parcial contra
posteriores infecciones por T. cruzi (Paldu et al., 2003).

Por otro lado, el analisis molecular del contenido intestinal de los triatominos
utilizados en las pruebas de xenodiagndstico confirmd la infeccién con T. rangeli en tres
perros, y con ello su capacidad como reservorio amplificador para este hemoflagelado.
Ademas, estos resultados demuestran el potencial sinérgico que tiene la combinacién de
estas dos técnicas (Xenodiagndstico/PCR) para el diagndstico de la infeccion con T.
rangeli/T. cruzi, al aumentar la sensibilidad diagndstica.

Al respecto de la caracterizacidn genética, no se logré la identificacion de las UDT's
de T. cruzi, aun cuando una muestra resultd positiva por PCR. Esto puede estar relacionado
con la baja parasitemia encontrada en la muestra sanguinea (cultivo y xenodiagndstico
negativos), lo cual representaria una baja concentracion de ADN parasitario. Hasta donde

sabemos, no se conocen la(s) UDTs de T. cruzi en perros infectados en Panama. En relaciéon
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a esto, en futuros estudios en nuestro medio, deben ser considerados los hallazgos
realizados en perros de otras dreas geograficas, en donde si se ha logrado la tipificacion de
T. cruzi, por ejemplo utilizando la extraccién de ADN del coagulo de los hemocultivos y
continuar con el uso de triatominos/xenodiagndstico (Dario et al., 2022; Enriquez et al.,
2013).

Para la tipificacion de los aislados de T. rangeli se utilizé la amplificacién de la
subunidad 2 del gen del citocromo oxidasa (COII-RFLP), usando la enzima Alul para la
deteccion de T. rangeli (KP1+/ KP1-). El linaje KP1- fue el Unico encontrado en dos (2)
muestras positivas para T. rangeli, lo que coincide con investigaciones previas realizadas en
Panamad (Pineda et al., 2022). Esta variante genética se vincula a la presencia del vector R.
pallescens, el cual como se ha mencionado anteriormente es el vector de T. cruzi y ha sido
reportado por algunos autores en el area de estudio (V. Pineda et al., 2011; Saldafia et al.,
2015).

Por otro lado, el andlisis estadistico de los resultados indicé que existe una relacién
significativa entre las variables fisicas de las viviendas (tipo de piso, tipo de pared, presencia
de cocinas con lefia) y la infeccidn canina con T. cruzi y/o T. rangeli. Los hallazgos sugieren,
gue estas caracteristicas favorecen la infeccién de los perros con tripanosomatidos
(Hurtado et al., 2014). Se encontré también, que entre la variable movimiento de perros al
bosque/monte y los casos positivos de T. cruzi y T. rangeli existe una asociacion
estadisticamente significativa con una p < 0.05 para la prueba de Chi cuadrado, a un nivel
de 95% de confianza. Se resuelve que la visita de los perros al drea silvestre guarda relacién
con los casos positivos, lo que puede obedecer a que la infeccidn de los perros se da por la
ingestidon del vector o sus heces (T. cruzi), por la picadura del vector (T. rangeli) o por la
ingesta de animales reservorios infectados. Probablemente los perros estan en contacto
con T. cruziy T. rangeli al masticar insectos triatominos infectados a partir de reservorios
silvestres; por lo tanto, es razonable considerar que la movilidad permanente de los perros
al area silvestre cercana aumenta el riesgo de infeccién por alguna de estas vias.

El papel epidemiolédgico del perro doméstico, en el contexto de las infecciones con

tripanosomatidos de importancia médica, ha sido evaluado en numerosos estudios, desde
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el sur de Estados Unidos hasta Argentina (Calzada et al., 2015; Girtler et al.,, 2007;

Montenegro et al., 2002). Si bien algunas de estas investigaciones también se han realizado

en Panama (Calzada et al., 2015; V. Pineda et al., 2011), los resultados previos y los nuestros,

no permiten confirmar con certeza el papel que juega el perro doméstico en la transmisién

de estas parasitosis en las diferentes regiones endémicas del pais. Los hallazgos del

presente estudio confirman la infeccién con T. cruzi y T. rangeli en los perros evaluados y

la utilidad de este animal como centinela de estas infecciones. La infeccién con parasitos

causantes de la LCy LV parece no ser frecuente en estos animales, sin embargo, es necesario

continuar con estas evaluaciones utilizando diferentes metodologias diagndsticas y con un

numero mayor de muestras de esta y otras regiones endémicas del pais.

5. Conclusiones

Los resultados confirman que las infecciones con T. cruzi y T. rangeli son
prevalentes en 28.5%y 15.3% respectivamente en los perros evaluados durante este
estudio.

Se corrobora la utilidad de este animal como centinela epidemiolégico para estas
infecciones.

El papel del perro como reservorio funcional (amplificador) de T. cruzi no pudo ser
confirmado, ya que no se logrd aislar por cultivo o xenodiagndstico en ningun
animal.

Se comprobd que R. pallescens se infecta con T. rangeli al alimentarse de la sangre
de perros infectados con este tripanosomatido, lo que sugiere que este mamifero
puede servir como reservorio amplificador para este parasito en el ambiente
peridoméstico.

Se ratifica que el genotipo de T. rangeli presente en los perros de la comunidad de
LP corresponde al linaje KP1(-)

Las infecciones con parasitos causantes de la LC y LV parecen no ser frecuentes en
estos animales; no se obtuvo ningln resultado positivo con las metodologias

utilizadas.



25. Vision Antataura, Vol.7, No.1, Junio — Noviembre 2023

e Los analisis estadisticos sugieren que los perros que visitan areas boscosas,
frecuentemente, y los que viven en casas con condiciones precarias, son mas
propensos a infectarse con tripanosomas de importancia médica.

Los autores declaran que no existe conflicto de interés y que el trabajo fue aprobado
por el Comité de ética de la investigacion y bienestar de los animales (CEIBA) de la
Universidad de Panama, con numero de nota CEIBA — UP- 004-2022 y del Registro y

seguimiento de investigacién para la salud RESEGIS nimero 2157.
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