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NOMBRE DE LA INVESTIGACION: Evaluacion del riesgo que tienen las personas de
adquirir la enfermedad de Chagas a partir de perros, positivos al parasito Trypanosoma
cruzi, en el Canton Azacualpa, San Fernando, El Salvador.

Calderén-Portillo T.M?; Cuéllar-Martinez J.A?; Castro-Menjivar J.A2; Rodriguez-Aquino M.S3.

RESUMEN

La investigacion se realizd en el cantén Azacualpa, municipio de San Fernando, en el
departamento de Morazan, la duracion fue de 46 dias en fase de campo y 40 en fase de
laboratorio. Se evalu6 el riesgo de las personas de adquirir la enfermedad de Chagas a
partir de los vectores que se han alimentado de la sangre de perros positivos al parasito T.
cruzi. Utilizando dos pruebas de laboratorio; la prueba de MicroStrout, y la prueba de HAI,
se realizaron visitas domiciliares a 58 casas, de las cuales 19 fueron registradas como
positivas a la enfermedad de Chagas, previamente por Centro de Investigacion y Desarrollo
en Salud (CENSALUD) con al menos un caso positivo de chagas en personas. Se colectd
muestra de sangre en dos tubos, uno con anticoagulante (EDTA), tapdn morado, para
realizar la busqueda directa del parasito con la técnica de MicroStrout; y un tubo con tapén
rojo sin anticoagulante para realizar posteriormente la técnica de Hemaglutinacién Indirecta
(HAI). Se analizé a 93 perros, de los cuales 13 fueron positivos a la enfermedad de Chagas,
representando seroprevalencia de 14 % en total, (3.2 % para MicroStrout) y (11 % para
HAI). Para concluir, el riesgo que tienen las personas que viven con perros positivos al
parasito Trypanosoma cruzi de adquirir la enfermedad de Chagas es alto, ya que la chinche
puede alimentarse primero de un perro positivo y luego de una persona negativa, creando
una zoonosis de la enfermedad.

Palabras clave: HAI, MicroStrout, Triatoma dimidiata, Canis Lupus Familiaris.

NAME OF THE INVESTIGATION: Evaluation of the risk that people have of acquiring
Chagas disease from dogs, positive to the parasite Trypanosoma cruzi, in the Canton
Azacualpa, San Fernando, El Salvador.

Calderén-Portillo T.M?%; Cuéllar-Martinez J.Al.; Castro-Menjivar J.A2; Rodriguez-Aquino M.S3.

ABSTRACT

The research was performed in the canton Azacualpa in the municipality of San Fernando,
in the department of Morazan. The period of the research was 46 days of fieldwork and 40
days of laboratory work. It was evaluated the risk that people have of acquiring chagas
disease through vectors that live off the blood of dogs that were positive to the parasite T.
Cruzi. It was used two technigues: MicroStrout and the HAI test; it was carried out home
visits to 58 homes, which 19 of them were previously registered by CENSALUD as positive
Chagas disease case with a least one household member in this category. It was collected
blood samples in two different tubes, the first with purple cap used anticoagulant (EDTA) to
perform the direct search of the parasite with MicroStrout assay, and the second one with
red cap without anticoagulant to perform hemagglutination inhibition assay (HAI). Thirteen
out of the 93 dogs examined were infected with T. cruzi, representing a seroprevalence of
14 % (3.2 % micro-Strout and 11 % HAI). In conclusion, the risk that people have of acquiring
Chagas disease is high. The coexisting between humans and dogs with positive result to
the parasite Trypanosoma cruzi can create an important reservoir of the disease because
the bedbug can feed itself of a positive dog and then of a negative person, in this process
the bedbug create a zoonotic disease.

Key words: HAI, MicroStrout, Triatoma dimidiata, Canis Lupus Familiaris.
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1. INTRODUCCION.

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por el parasito Trypanosoma cruzi, el
cual es transmitido por la chinche Triatoma dimidiata, conocida cominmente como “chinche
picuda” o “chinche besucona”. En América Latina esta enfermedad constituye un problema
de salud publica, ya que aproximadamente 11 millones de personas podrian padecer la
enfermedad y algunas ignoran su infeccién con el parésito (Gurtler et al. 2007).

El primer estudio sobre la presencia de T. cruzi en fauna de El Salvador se llevd a cabo en
1976 por el Ministerio de Salud. Se analizaron 614 animales silvestres y domésticos
incluyendo perros, los cuales fueron examinados por xenodiagnéstico. Entre 1977 y 1993
no se realizaron estudios sobre la enfermedad de Chagas debido al conflicto armado en el
pais, razon por la cual no existen analisis epidemiol6gicos en ese periodo (Cedillos et al.
2011).

La presente investigacion se realizo con el fin de obtener informacion actualizada sobre la
presencia del parasito T. cruzi en El Salvador y mostrar que, a pesar de que desde hace
varios afios se detecto su presencia en animales, adn no se ha logrado controlar al parasito,
y sigue transmitiéndose por medio de la chinche picuda. Asimismo, se determiné

la presencia y seroprevalencia de T. cruzi en perros y se evalud el riesgo de adquirir la
enfermedad de Chagas a partir de perros positivos a T. cruzi en el cantdbn Azacualpa,
municipio de San Fernando, departamento de Morazan, El Salvador.

2. MATERIALES Y METODOS
2.2 DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Esta investigacion se llevd a cabo en el canton Azacualpa, municipio de San Fernando,
departamento de Morazan, El Salvador. Azacualpa limita al norte y al oeste con Honduras;
al sur con el canton Cafaverales del municipio de San Fernando, y al este con los caserios
Las Trojas y Casa Blanca, del municipio de Perquin; cuenta con una poblacién de 1,016
habitantes y un total de 302 casas (Rodriguez et al. 2013). Azacualpa se divide en 6
caserios: Adobera, El Tablon, Hoja Blanca, Ocaotillo, Platanares y Pocitos (Rodriguez et al.
2013). En general, esta region tiene un clima tropical (segun la clasificacion climética de
Kdppen-Geiger), con una temperatura promedio de 21.4 °C. La precipitacion media
aproximada es de 2,014 mm y las mayores precipitaciones se dan en verano
(Climatedata.org 2018).



2.3 METODOLOGIA DE CAMPO

Se visitaron 58 viviendas de los 6 caserios pertenecientes a Azacualpa (Adobera, El Tablon,
Hoja Blanca, Ocotillo, Platanares y Pocitos). En 19 de las 58 viviendas ya habia
conocimiento previo de casos positivos de la enfermedad de Chagas en personas por
CENSALUD que realizd su investigacion en el aflo 2013. En cada uno de los hogares
visitados se efectud una encuesta sobre el conocimiento de los habitantes respecto de la
enfermedad de Chagas, y el posible contagio en mascotas, particularmente en perros. Se
realizaron 3 vistas para la recoleccion de las muestras sanguineas: 22 de abril, 2017; 26 de
mayo, 2017; 6 de junio, 2017.

2.4 TOMA DE MUESTRA

Después de realizar la encuesta, con el consentimiento de los duefios, se tomaron muestras
de sangre de los perros pertenecientes a cada una de las viviendas, con el fin de llevar a
cabo pruebas de deteccion de la enfermedad de Chagas. La toma de muestra se hizo de la
siguiente manera: sujecién del perro con un bozal, se utilizé un algodén con alcohol en la
pata delantera del perro, como método de asepsia; para la extraccién de sangre al vacio se
uso6 el sistema de Holder, una aguja y un tubo de Vacutainer con anticoagulante (EDTA),
tapdn morado para técnica MicroStrout; también se utilizé un tubo sin anticoagulante, tapon
rojo, para la técnica de (HAI). Se extrajo sangre de la vena cefédlica, entre 3 a 5 ml,
considerando el peso del perro. Se rotulé con niumero de muestra y nombre del perro, y se
transport6 en una hielera a una temperatura aproximada de 2 °C y 8 °C. Luego en la libreta
de anotacion se detallaron los siguientes datos: nombre del perro, edad, peso, direccién,
caserio, nombre del duefio de la casa. En el laboratorio montado en la unidad de salud de
San Fernando se procedié a realizar la técnica de MicroStrout y a congelar las muestras
gue se utilizaron posteriormente con la técnica de HAI; esta prueba se realiz6 en la 3. °
planta CENSALUD.

2.5 METODOLOGIA DE LABORATORIO

Las muestras obtenidas fueron procesadas mediante dos técnicas: la técnica de
MicroStrout, es un método directo en el que se visualiza al parasito en la muestra de sangre
en capilares previamente centrifugados para separar suero, plasma y observar la linea
blanca en la cual se detecta el parasito a través de un microscopio de luz (Villasante et al
2015). Esta prueba se realiz6 en las instalaciones de la unidad de salud de San Fernando
Morazan. La otra fue la técnica de Hemaglutinacién Indirecta (HAI), que se basa en
reacciones seroldgicas que reconocen anticuerpos contra antigenos de superficie del T.
cruzi (Gorodner et al 2002). Es una prueba altamente sensible y especifica en la que se
emplean glébulos rojos de carnero, previamente tratados con acido tanico, como soporte
de extractos solubles del parasito. Los kits comerciales simplificaron la ejecucion de la
técnica, ya que proporcionaron el antigeno absorbido a los glébulos rojos (Vega-Chirinos y
Naquira-Velarde 2006). Esta prueba se efectud en el laboratorio de CENSALUD.



2.5.1. TECNICA DE MICROSTROUT

Materiales y equipos: tubos capilares, sangre completa, microcentrifuga P Selecta
Centrolit I, microscopio de luz Focus Instruments, laminas portaobjetos, papel toalla, cinta
adhesiva, guantes de latex Niprox, mascarillas, lentes.

2.5.2. PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA DEMICROSTROUT

Sellenaron 4 tubos capilares con muestras de sangre de cada perro en estudio, cada capilar
se sellé con plastilina en su extremo posterior para evitar la salida de la sangre, se centrifugd
entre 8,000-12,000 rpm por 5 minutos, luego los 4 tubos capilares se adhirieron con cinta
adhesiva a un portaobjeto y se observaron en el microscopio con los objetivos 10 x y 40 X,
se observo la interface entre el plasma y los glébulos rojos (capa leucocitaria), y se buscé
la presencia de tripomastigotes en movimiento.

1) Rotulado y preparacion de 4 tubos capilares con muestra de sangre de cada perro en
estudio

2) Adhesion de capilares en portaobjeto para observacion en microscopio de luz.

2.5.3. TECNICA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HAI)

Kits Chagatest HAI Wiener lab, el kitincluyo6:
Reconstituyente HAI, antigenos HAI, gb no sensibilizados, buffer HAI, solucién proteica, 2-
Mercaptoetanol, control positivo, control negativo.

Materiales y equipos

Tubos rojos sin anticoagulante, guantes de latex Niprox, mascarillas, micropipetas VWR
Ergonomic High Performance de 25 y 50 pl, puntas para micropipetas, centrifuga Orto
Alresa mod. Consul, estufa Selecta Incubig.



2.5.4. PROCEDIMIENTO DE LA TECNICAHAI

Preparacion de antigeno HAI con 6.1 ml de reconstituyente HAI (previsto en el Kkit).
Preparacion de sueros HAI: agregar 0.2 ml de solucién proteica cada 10 ml de buffer HAI
(previsto en el kit), en tubos de microcentrifuga se colocaron 50 ul de suero de perro mas
50 pl de glébulos rojos no sensibilizados (previsto por el kit, homogenizado mediante
agitacion antes de usar, evitando la formacién de espumas), se mezclé y tap6 los tubos de
microcentrifuga, se colocd los tubos de microcentrifuga en la estufa por 30 minutos a 37 °C,
luego se centrifugd a 2,000 rpm por 5 minutos, se rotuld una policubeta en la parte horizontal
con el nimero de muestra; y en la parte vertical, la titulacion o dilucién 1/2,1/4, 1/8,1/16,1/32,
de la dilucién 1/4 se coloco 25 pl de diluyente HAI hasta la dilucion 1/32, en la dilucién 1/2
se coloc6 50 pl del sobrenadante y se tomo 25 pl de cada pocillo para pasar de una titulacion
a otra, hasta llegar a 1/32 homogenizado. Se descarto el sobrante; luego se agregé 25 pl
de antigeno HAI a todos los pocillos, se mezcld y aplicé suaves golpes en los laterales de
la policubeta; se dejo en reposo a resguardo de vibraciones durante 90 minutos. La lectura
se dio a partir de los 90 minutos.

1) Colocacion del diluyente de HAI 25 pl en la policubeta proporcionada por el kit desde
la titulacion ¥4 hasta 1/32.

2) Setoman 25 pl, y se colocé en la policubeta homogenizando junto con el diluyente
de HAI desde la titulacion ¥4 hasta 1/32.

3) Agregar a todos los pocillos 25 ul de antigeno (HAI) sin descartar nada.

4) esperar 90 minutos y hacer la lectura de los resultados.

2.6 METODOLOGIA ESTADISTICA

Se utiliz6 un muestreo para poblaciones finitas, conociendo la prevalencia. En el cuadro 1
se muestra una tabla de contingencia disefiada para calcular el riesgo de contagio por
perros expuestos al chagas y los no expuestos.



Cuadro 1. Disefio de la tabla de contingencia para calcular el riesgo de contagio de
la enfermedad de Chagas.

Enfermedad de Chagas en perros TOTAL
Casas perros Casas perros sanos
enfermos
Factor de Casas A B a+b
riesgo: personas
personas positivas
positivas Casas C d c+d
personas
negativas
TOTAL a+c b+d N

Formula de evaluacion de Riesgo:

P(F/E) = %Para estimar la probabilidad de enfermar entre los expuestos.
P(F/E) = ﬁPara estimar la probabilidad de enfermar entre los no expuestos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Percepcidn de los habitantes sobre la relacion enfermedad de Chagas-perros

Durante el presente estudio se visitaron 58 casas en 6 caserios del cantén Azacualpa, en
el municipio de San Fernando, del departamento de Morazan, El Salvador. Las encuestas
realizadas a los habitantes de las casas visitadas estuvieron enfocadas en demostrar su
conocimiento acerca de la enfermedad de Chagas y el posible contagio de mascotas,
particularmente perros. A continuacion, se resaltan sus principalesresultados:

e En todas las casas encuestadas (n = 58) se conoce a la chinche picuda en su fase adulta
y se sabe que es transmisora de chagas.

e En 44.8 % de las casas encuestadas (n = 26) se ha visto chinches en un lapso de un afio,
hasta la fecha de realizacién de la encuesta; de las cuales 14 casas (24 %) coinciden con
el registro de personas positivas a chagas.

e En el 36.2 % de las casas encuestadas (n = 21) se asegurd que al menos un miembro de
la familia ha sido picado por la chinche transmisora de chagas.



e En el 79.3 % de las casas encuestadas (n = 46) se tiene conocimiento sobre la posibilidad
de que un perro sea picado por la chinche transmisora de chagas.

e En el 53.4 % de las casas se cree que un perro puede contagiarse de chagas

e En 32.7 % de las casas visitadas (n = 19) se ha confirmado al menos una persona con
resultado positivo a la enfermedad de Chagas.

e De un total de 93 perros analizados, 3 (3.2 %) casos fueron positivos con la prueba de
MicroStrout y 10 (10.75 %) casos positivos con la prueba de HAI. En ninguna muestra dio
positivo a ambas pruebas.

Las entrevistas realizadas demuestran que en general los habitantes del cantén Azacualpa
conocen la enfermedad de Chagas y saben lo peligrosa que es para la salud humana. Sin
embargo, cuando se cuestioné el papel de las mascotas como portadoras de la enfermedad,
las personas mostraron mayor desconocimiento sobre el tema. Ellos saben que un perro
puede ser picado por la chinche (71 %), pero el porcentaje que cree que el perro puede
sufrir la enfermedad es menor (53 %). La mayoria se mostrd consciente de la importancia
de mantener limpia su vivienda como medida preventiva para reducir el riesgo de albergar
a la chinche transmisora de Chagas. El conocimiento de la mayoria de personas del cantén
Azacualpa de la existencia de la enfermedad de Chagas y cuéales son sus factores de riesgo
pueden ser claves en la implementacion de planes de prevencion y control.

3.2 Pruebas de deteccién de Chagas en perros domeésticos

Del total de caserios analizados durante el este estudio, 10 perros presentaron resultado
positivo a la prueba HAI y 3 perros a la prueba MicroStrout (cuadro 1). La distribucion de los
casos positivos a chagas fue homogénea en los caserios visitados, ya que en todos se
detectaron perros con resultados positivos a la prueba HAIL. Mientras que los 3 perros
positivos a la prueba MicroStrout pertenecen a los caserios de El Tablon, Platanares y
Ocaotillo. Resultaron positivos 12 de los 13 perros en ambas pruebas, entre la edad de un 1
afno. Tenney et al. (2014) consideran que la presencia de T. cruzi en perros de distintas
edades, y sobre todo en perros jovenes, es una evidencia de exposicion local.

La combinacién de ambas pruebas permitié registrar una prevalencia similar a la
considerada como alta en perros (Pineda et al. 2011). Estudios recientes recomiendan el
uso de técnicas moleculares en la deteccién de T. cruzi, lo que podria incrementar el nUmero
de casos positivos en animales domésticos y silvestres.



Cuadro 2. Caserios en los que se realizaron analisis de infeccion por Trypanosoma
cruzi en perros del cantéon Azacualpa.

Caserio Casas Casas con Casas Perros Perros Perros
visitadas humano con analizados | positivos | negativos
positivo a | humanos achagas | achagas
chagas negativo
a chagas
Adobera 13 2 11 20 3 17
Hoja 3 3 0 5 2 3
Blanca
Ocatillo 9 3 6 17 2 14
Platanares 5 0 5 10 2 8
Paocitos 8 5 3 13 1 13
El Tablon 20 6 14 28 3 25
Total 58 19 39 93 13 80
general

El indice de riesgo demuestra que la probabilidad de infeccién entre los iguales y no iguales
es de 1 de cada 4, en los expuestos es 0.263 %; y 1 de cada 6 en los no expuestos, que es
de 0.179 %, donde ambas probabilidades son altas. Para evaluar la relacibn humanos-
perros en la infeccion por T. cruzi y relacionar esto a factores socioeconémicos, en futuros
trabajos se podria incluir perros y personas de zonas urbanas y localidades rurales de la
misma regién y comparar incluso entre hogares de distintos municipios (cuadro 2). De cada
39 casas, la posibilidad de enfermarse entre los no expuestos es de 0.263; esto indica que
de cada 39 casas al menos 2 personas tienen la probabilidad de contagiarse con la
enfermedad de Chagas.




Cuadro 3. Célculo del riesgo de contagio de la enfermedad de Chagas. Casas con
personas positivas y negativas a la enfermedad de Chagas y casas con perros
positivos y negativos a la enfermedad de Chagas.

Enfermedad de Chagas en perros
TOTAL
Casas_ perros ggﬁiz
positivos negativos
Casas
personas S) 14 19
Factor de riesgo: positivas
personas positivas Casas
personas 7 32 39
negativas
TOTAL 12 46 58
Probabilidad de enfermar entre los P(F/E) == 0.263
expuestos ath
Probabilidad de enfermar entre los P{F,’E} __° 0.179
no expuestos ctd

La prueba de Chicuadrado (X2 (gl=1) = 0.55, p > 0.05) no mostré una relacion significativa
entre el nimero de perros infectados y la presencia de personas infectadas por Chagas
(figura 1). Sin embargo, esta relacion ha sido significativa en estudios anteriores (Pineda et
al. 2011), por lo que no puede ser descartada como factor de riesgo por contagio. La
comunidad de El Tablon muestra el mayor nimero de casos de personas infectadas (6
individuos) y es también uno de los sitios con mayor nimero de perros infectados (3
individuos).



Gréfico 1. Casas positivas a la enfermedad de Chagas en personas y perros del
canton Azacualpa.
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3.3 indice de riesgo por caserio

El riesgo por contagio fue bajo en 70 % de las viviendas donde se realizaron analisis para
la deteccién de chagas en perros (cuadro 3, figura 2).

La prueba de Chi cuadrado. (X2 (gl = 10) = 22.66, p < 0.05) mostr6 diferencias en el nivel
de riesgo entre los caserios visitados. EI mayor nimero de hogares con riesgo alto se
registré en Los Pocitos, donde también se dio uno de los mayores nimeros de personas
infectadas, con 8 casos (Rodriguez et al. 2013).

Cuadro 4. indice de riesgo para las viviendas en las que se realizaron pruebas de
deteccién de Trypanosoma cruzi en perros.

Caserio Riesgo bajo Riesgo medio Rlaelfgo Total

Adobera 11 2 0 13
Hoja

Blanca 0 0 3
Ocaotillo 6 0 3 9
Platanares 5 0 0 5
Pocitos 3 1 4 8
Tabloén 16 3 1 19
Total 41 6 11 58




Gréafico 2. indice de riesgo para las viviendas en las que se realizaron pruebas de
deteccién de Trypanosoma cruzi en perros.
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Este resultado puede indicar la relacion entre el riesgo alto y la mayor incidencia de casos
positivos. Sin embargo, lo observado no corresponde con el mayor nidmero de perros
infectados por localidad, el cual pertenecié a El Tablon y Adobera, con 3 casos positivos
cada uno (figura 1y 2). La situacién socioecondémica de las personas de la regién estudiada
es similar en todos los hogares visitados, y los caserios considerados en este trabajo estan
muy cercanos entre si, esto podria ser un factor por el que no fue posible encontrar
diferencias claras entre los caserios, ya que se ha observado que los factores
socioecondmicos son importantes en la difusién de la enfermedad de Chagas (Graiff et al.
2009). En general, las personas que viven en Azacualpa, donde la enfermedad esta
ampliamente distribuida, estan expuestas a un mayor riesgo de contraer la infeccion. Los
esfuerzos de salud publica dirigidos a prevenir la transmisién de la enfermedad no han
reducido la cantidad de personas que contraen la infeccion y, ademas, este estudio
documenté por primera vez que los perros estan en riesgo de adquirir la enfermedad de
Chagas. Es necesario reducir el riesgo por el cual los perros son vectores de la enfermedad,
limpiando su lugar de descanso, sin acumulos de lefia o materiales de construccion.

3.4 Escenario actual de la enfermedad de Chagas en el canton Azacualpa y El
Salvador

A partir de los resultados obtenidos durante este trabajo, se considera que el cantén
Azacualpa es un sitio de relevancia en el monitoreo de la enfermedad de Chagas en
humanos y perros domésticos en El Salvador; donde la dispersion homogénea de la
enfermedad a lo largo de toda el area de estudio muestra un escenario de riesgo por
contagio y resalta la importancia de monitorear la enfermedad entre la poblacién humanay
perros, al ser mascotas comunes en los hogares. El Salvador est4 ubicado en la porcion
central de la distribucién geografica de la enfermedad de Chagas en América Latina y la
prevalencia de esta enfermedad en el pais es de importancia en la procuracion de la salud
de la poblacién salvadorefia. Debido a esto, es necesario continuar con el monitoreo de la
enfermedad en personas y animales domésticos en el pais, por lo que es recomendable
repetir este tipo de estudios en mas cantones, incluir zonas urbanas, mas animales
domésticos e incluso especies silvestres en el monitoreo.



4 CONCLUSIONES

Se demostro la presencia del parasito Tripanosoma cruzi en perros por medio de la prueba
de laboratorio de MicroStrout, en el area de estudio.

La prueba de Chi cuadrado no mostré una relacion significativa entre el nUmero de perros
infectados y la presencia de personas infectadas por chagas. Sin embargo, esta relacion ha
sido significativa en estudios anteriores, por lo que no puede ser descartada como factor de
riesgo por contagio. La comunidad de El Tablén muestra el mayor nimero de casos de
personas infectadas y es también uno de los sitios con mayor nimero de perros infectados.

5 RECOMENDACIONES

Proponer una red nacional de monitoreo de la enfermedad de Chagas en el pais, donde las
metodologias utilizadas sean estandarizadas y los perros sean considerados una especie
centinela en la deteccion de T. cruzi.

Se recomienda que el perro sea identificado como un monitor epidemiolégico de la
enfermedad de Chagas, por lo cual debe recibir un tratamiento, y de no ser posible, la
eutanasia humanitaria.

Incluir mas municipios de El Salvador en el estudio de la relacibn humanos-perros
domésticos como factor de riesgo en la transmision de la enfermedad de Chagas.
Considerar mas especies domésticas en el monitoreo de la enfermedad. Tomar en cuenta
zonas rurales y urbanas en este tipo de estudios.
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