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Frecuencia serologica y molecular de Leishmania spp 'y
Trypanosoma cruziy factores asociados en perros con
signos sugestivos de infeccion por tripanosomatidos en
Quintana Roo, México
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RESUMEN

Se realiz6 un estudio transversal con una muestra de 40 perros con signos clinicos
sugestivos de infeccion por Leishmania spp y Trypanosoma cruzi en el municipio de
Lazaro Cardenas, Quintana Roo, México. Se tomaron muestras de sangre, piel y médula
osea. Se realizaron las pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para deteccion de
anticuerpos anti-Leishmania infantum e inmunocromatica para deteccion de anticuerpos
anti-Trypanosoma cruzi en suero. Ademas, se realizaron analisis moleculares, mediante
PCR para la deteccion de Leishmania spp en médula osea y piel y 7. cruzi en médula
osea. Se realizaron analisis histopatologicos de piel y citologicos de médula 6sea en
busca de lesiones y agentes tripanosomatidos. Se detectaron 3 (7.5%) y 6 (15%) perros
con anticuerpos anti-L. infantum 'y T. cruzi, respectivamente. En los analisis moleculares
se detectaron 17 perros positivos a la infeccion por T. cruzi (42.5%) y ninguno a la
infeccion por Leishmania spp. Los perros con baja condicion corporal presentaron
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mayor seropositividad a 7. cruzi mediante la prueba exacta de Fisher (p<0.05). Los para-
sitos del género Leishmania no participaron activamente en los procesos patologicos
de los animales estudiados; sin embargo, se observa una alta frecuencia de animales
infectados por T. cruzi.

Palabras clave: inmunofluorescencia indirecta, Leishmania spp, PCR, perros,
tripanosomatidos, Trypanosoma cruzi

ABSTRACT

A cross-sectional study was conducted with a sample of 40 dogs with clinical signs
suggestive of infection by Leishmania spp and Trypanosoma cruzi in the municipality
of Lazaro Cérdenas, Quintana Roo, Mexico. Blood, skin and bone marrow samples were
taken. Indirect immunofluorescence (IFI) tests for detection of anti-Leishmania infantum
and immunochromatic test for the detection of anti-7rypanosoma cruzi antibodies in
serum were performed. In addition, molecular analyses were performed using PCR to
detect Leishmania spp in bone marrow and skin and 7. cruzi in bone marrow.
Histopathological analyses of the skin and cytology of the bone marrow were carried out
in search of lesions and trypanosomatid agents. The results showed that 3 (7.5%) and 6
(15%) dogs with anti-L. infantum and T. cruzi antibodies were detected, respectively.
Molecular analyses detected 17 dogs positive for infection by 7. cruzi (42.5%) and none
for infection by Leishmania spp. Dogs with low body condition showed greater
seropositivity to 7. cruzi using Fisher’s exact test (p<0.05). Parasites of the genus
Leishmania did not actively participate in the pathological processes of the animals;
however, a high frequency of animals infected with 7. cruzi was observed.

Keywords: dogs, indirectimmunofluorescence, Leishmania spp, PCR, trypanosomatids,

Trypanosoma cruzi

INTRODUCCION

Las enfermedades provocadas por
protozoos de la familia Trypanosomatidae
como la leishmaniosis y la tripanosomiasis se
encuentran clasificadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como enferme-
dades desatendidas debido a que afectan a
las comunidades humanas mas pobres y mar-
ginadas (Alvar et al., 2006; Eloy y Luchesis,
2009; Alvarez-Hernandez et al., 2018).

La leishmaniosis es una enfermedad dis-
tribuida casi globalmente y es causada por
tripanosomatidos de la subfamilia Leishma-
niinae. Se estima que unas 50 mil personas

mueren anualmente por leishmaniosis, sien-
do la segunda enfermedad parasitaria que mas
muertes humanas provoca (Oryan y Akbari,
2016). Existen alrededor de 23 especies de
Leishmania, la mayoria de tipo zoonotica. Los
vectores de estos parasitos son dipteros de la
subfamilia Phlebotominae, conocidos como
flebotominos. La mayoria de las especies en
Europa, Asia y Africa pertenecen al género
Phlebotomus, mientras que en América son
del género Lutzomyia (Sosa Avila et al.,
2014).

En el continente americano, los paises
de la cuenca amazonica presentan las
prevalencias mas altas de leishmaniosis, sien-
do Brasil el mas afectado (Pace, 2014). En
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México, los estados con mayor prevalencia
son Campeche, Chiapas, Nayarit, Quintana
Roo, Tabasco, Veracruz, Yucatan y Oaxaca,
cuyos casos corresponden a infecciones por
L. mexicana, L. braziliensis y L. amazo-
nensis (Sosa Avila et al., 2014; Monroy-
Ostria y Sanchez-Tejeda, 2017). Se han re-
portado casos de leishmaniosis visceral por
L. infantum en humanos y perros en Gue-
rrero (Rosete-Ortiz et al., 2011) y Chiapas
(Pastor-Santiago et al., 2012) y por L. mexi-
cana en pacientes inmunocomprometidos
(Monroy-Ostriay Sanchez-Tejeda, 2017). En
Quintana Roo se han determinado seropreva-
lencias en perros de 16.3,9.2 y 4.6% para L.
mexicana, L. infantum y L. braziliensis,
respectivamente utilizando anticuerpos con-
tra superoxido dismutasa de hierro excretada
por el parasito (Lopez-Céspedes et al., 2012).

El tripanosomatido de mayor impacto en
salud publica en América es 7. cruzi, cau-
sante de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana (Carabarin-Lima
et al., 2013). La enfermedad afecta a cerca
de ocho millones de personas en el mundo,
especialmente en América Latina (Alvarez-
Hernandez et al., 2018). Los vectores son
hemipteros de la familia Reduviidae, conoci-
dos como «vinchucas» o «chinches besuco-
nas», y comprenden mas de 130 especies
pertenecientes a tres géneros: Triatoma,
Rhodnius y Panstrongylus (lowa State
University, 2010; Pérez-Molina y Molina,
2017). Dos tercios del territorio mexicano son
endémicos de tripanosomiasis americana. Los
estados con la seroprevalencia mas alta en
humanos son Veracruz, Morelos, Oaxaca,
Yucatan, Chiapas, Guerrero y Jalisco (Rojo-
Medina et al., 2018). En Quintana Roo, se
establecio una seroprevalencia en perros de
21.3% en la prueba de deteccion de
anticuerpos contra superoxido dismutasa de
hierro excretada por 7. cruzi (Lopez-
Cespedes et al., 2013).

Los principales reservorios de L. mexi-
cana son roedores de los géneros
Peromyscus, Ototylomys y Sigmodon (Ro-
que y Jansen, 2014). Los reservorios de L.
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infantum son canidos domésticos y silves-
tres (Ribeiro et al., 2018). Los principales
animales que actian como reservorio de 7.
cruzi son zarigiieyas, armadillos y algunos
roedores (Giirtler y Cardinal, 2015). Se esti-
ma que los protozoos de esta familia se pue-
den alojar en al menos 150 especies de ma-
miferos silvestres (Eloy y Lucheis, 2009).

Las manifestaciones clinicas en los pe-
rros pueden ir desde lesiones cutaneas, como
ulceras localizadas en el caso de infeccion
por L. mexicana (Cruz-Chan et al., 2014)
hasta enfermedad multisistémica con com-
promiso renal y cuadro clinico pleomorfico
como ocurre en muchas infecciones por L.
infantum (Solano-Gallego et al., 2011). Las
principales manifestaciones clinicas de enfer-
medad de Chagas en perros son agrandamien-
to del corazon, miocarditis aguda, letargia,
anorexia, ascitis, dificultad respiratoria y al-
teracion de la conduccion cardiaca (Kjos et
al., 2008). Muchos signos clinicos de enfer-
medades provocadas por tripanosomatidos en
perros suelen ser inespecificos, lo que hace
casi imposible el diagnostico sin pruebas com-
plementarias de laboratorio. Ademas, la pre-
sencia de coinfecciones entre géneros y es-
pecies de esta familia de parasitos es comun
en zonas endémicas (Oliveira-Porfirio et al.,
2018; Viettri et al., 2018).

El estado de Quintana Roo presenta
caracteristicas climaticas y ecoldgicas para
el desarrollo de los principales vectores de
tripanosomatidos (Dumonteil y Gourbiére,
2004; May-Uc et al.,2011) y los veterinarios
de campo reportan casos de perros con ma-
nifestaciones clinicas sugestivas de leish-
maniosis y tripanosomiasis canina. Sin em-
bargo, los agentes causales no han sido debi-
damente diagnosticados. Debido a esto, el
objetivo de esta investigacion fue determinar
la frecuencia serologica y molecular de in-
feccion por Leishmania spp y T. cruzi en
perros con signos sugestivos a infeccion por
tripanosomatidos, asi como identificar facto-
res asociados a los patdgenos en perros del
municipio de Lazaro Cardenas, Quintana Roo,
México.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se incluyeron 40 perros en el estudio
transeccional descriptivo mediante un
muestreo no probabilistico en el municipio de
Lézaro Cérdenas, Quintana Roo, entre sep-
tiembre y octubre de 2018. Se buscaron ca-
sos con cuadros clinicos sospechosos de in-
feccion por tripanosomatidos. Los perros se-
leccionados presentaron al menos tres de los
siguientes signos clinicos: condicioén corporal
baja, mucosas palidas, agrandamiento de
linfonodos y fiebre (Barr, 2009; Reis et al.,
2009), asi como dermatitis ulcerativa focal,
multifocal o difusa, dermatitis exfoliativa,
nodular, pustular o papular, hiperqueratosis del
morro, epistaxis, enfermedad corneal, con-
juntivitis (Solano-Gallego et al.,2011,2017)
y tos (Kjos et al., 2008).

Se colecto suero, piel y médula dsea de
perros que presentaban signos de enfermedad
cutanea o sistémica. Ademas, se tomaron los
principales datos del animal en una hoja de ex-
pediente clinico orientado a problemas y se rea-
lizé un examen fisico general en cada uno. Los
perros muestreados presentaron un rango de
edad de 5 meses a 13 afios.

Toma de Muestras

La muestra de sangre se colecté me-
diante venopuncion de la vena cefélica y se
coloco en tubos de plastico de 5 ml sin
anticoagulante. La biopsia de piel se realizo
con un sacabocados de 6 mm de diametro,
empleando un punto de sutura simple al fina-
lizar el procedimiento. La obtencion de mé-
dula osea se realizd mediante puncion
costocondral. Para esto, se palpd la unidon
costocondral en el tercio ventral de las costi-
llas X y XI, se realizé la antisepsia del area
con solucion de yodopovidona al 10% y se
introdujo una aguja (21 G) perpendicularmente
a través de la costilla hasta alcanzar la por-
cion medular. Se aspird y se extrajo de 0.3 a
0.5 ml de médula 6sea (Maidana et al., 2010).

Las muestras de médula dsea y piel se
obtuvieron bajo anestesia general superficial.
Se empleod una dosis de 0.5 mg/kg de clorhi-
drato de xilacina via IM y 2 a 3 mg/kg de la
combinaciéon clorhidrato de tiletamina/
zolazepam via [V 15 minutos después de la
primera droga. Cada animal fue muestreado
bajo la presencia del propietario o responsa-
ble del animal, habiendo firmado una hoja de
consentimiento informado. El proyecto conto
con la aprobacion del Comité de Bioética del
Campus de Ciencias Bioldgicas y Agrope-
cuarias de la Universidad Auténoma de
Yucatan (Codigo de Registro CB-CCBA-M-
2018-005).

Las muestras de sangre fueron centri-
fugadas a los 30 minutos de la extraccion a
1600 x G durante 10 minutos. Los sueros re-
sultantes (1 ml) se colocaron en viales de 1.5
ml y se guardaron en refrigeracion (+4 °C)
hasta llegar al Laboratorio de Biologia
Molecular del Campus de Ciencias Biologi-
cas y Agropecuarias de la Universidad Au-
tonoma de Yucatan, donde se almacenaron
a -20 °C. Posteriormente se enviaron al la-
boratorio de Sanidad Animal de la Universi-
dad Complutense de Madrid, Espafia.

La biopsia de piel se corto en dos frag-
mentos similares inmediatamente después de
su obtencion. La muestra de piel destinada
para el analisis histopatologico fue deposita-
da en una solucion de formalina tamponada
al 10 % y conservada a temperatura ambien-
te (Pimentel et al., 2008). La otra parte, des-
tinada para el analisis molecular, se depositd
en una solucion de etanol al 100% en una
proporcion 1:10 y se mantuvo a temperatura
ambiente (Alqaydi y Roy, 2016). Esta técni-
ca de conservacion se ha empleado para
muestras de piel y organos de murciélagos
en la deteccion de L. mexicana con resulta-
dos satisfactorios (Berzunza-Cruz et al.,
2015). Para el analisis citologico, una gota de
médula 6sea fue extendida entre dos
portaobjetos y secada al aire. Para el analisis
molecular, se depositaron 2 gotas de médula
6sea en un tubo para biologia molecular
(Eppendorf, Alemania) de 1.5 ml con 200 pl
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de buffer NET-10 (10 mM de NaCl, 10 mM
EDTA y 10 mM de Tris HCI con 25 mg/ml
de gentamicina). Las muestras en el buffer
se conservaron entre -15 y -10 °C hasta su
procesamiento.

Analisis de las Muestras
Inmunofluorescencia indirecta

La prueba de inmunofluorescencia in-
directa (IFI) es la prueba de referencia para
el diagnostico de la leishmaniosis canina re-
comendada por la OIE (Moreno et al., 2017).
Tiene una sensibilidad entre 87 y 100% y es-
pecificidad entre 77 y 100%. Se empleo la
metodologia descrita por Moreno et al.
(2014), que consiste en la fijacion de
anticuerpos del suero problema en una placa
con promastigotes. Una vez aplicada la mues-
tra de suero en la placa, se adicion6 un con-
jugado de anti-inmunoglobulinas caninas mar-
cadas con isotiocianato de fluoresceina. La
mezcla final se observo al microscopio con
luz ultravioleta luego de una serie de dilucio-
nes. Se considerod el punto de corte a partir
de la dilucion 1/100. Los sueros que presen-
taron un titulo menor al punto de corte fueron
considerados como sospechosos (Miro,
2007).

Prueba serologica inmunocromatica para
deteccion de anticuerpos anti-Trypano-
soma cruzi

Se empleo la prueba rapida Chagas Ab
Rapid (SD BioLine, Corea) para la detec-
cion de inmunoglobulina G (IgG) anti-T. cruzi.
La prueba tiene una sensibilidad de 90.7-
99.3% y especificidad de 94-100% (Ji et al.,
2009; Sanchez-Camargo et al., 2014).

Analisis histopatologico de piel

Se siguid la metodologia descrita por
Teran et al. (2013) para el corte, montaje y
tincion de muestras fijadas en formalina
tamponada. Se empled la tincion hematoxilina-
eosina.
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Analisis citologico de médula dsea

Luego de secarse, cada extension de
médula o6sea fue fijada y tefiida en campo
con el kit Diff- Quick (Pimentel et al., 2015).
Las laminillas fijadas y tefiidas se conserva-
ron a temperatura ambiente.

Extraccion y purificacion de acidos
nucleicos

Las muestras de piel fueron removidas
de la solucion fijadora hasta secar por com-
pleto y se depositaron en un vial de 1.5 ml.
Se almacenaron durante 24 h en ultracon-
gelacion a -80 °C. Después, cada muestra
congelada se macer6 con un pistilo en un tubo
tipo Eppendorf de 1.5 ml para facilitar su di-
gestion. El procedimiento se realizod con el
estuche comercial DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen, 2006). El material obtenido de la
purificacion se congeld a -20 °C hasta su
amplificacion.

Para determinar su pureza, se midio la
absorbancia de la elucion a 260 nm y a 280
nm en un espectrofotdometro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher), usando como blanco la so-
lucion AE del kit empleado para la extrac-
cion. El cociente de absorbancias A260/A280
nm mayor a 1.7 es indicador de la pureza del
ADN del extracto analizado (Risuefo ef al.,
2018).

PCR ITSI Leishmania spp

Se realiz6 el procedimiento en los ex-
tractos de piel y médula 6sea. El espaciador
interno ribosomal 1 (ITS1) se encuentra en
el operon ribosomal, entre los genes que co-
difican para la region 18S y 5.8S (Schonian
et al., 2003). Esta region conservada posee
mayor variabilidad entre especies que otras
regiones del operdn, razon por la cual se em-
plea para caracterizar al parasito a nivel de
especie. La secuencia del ITS1 est4 repetida
varios cientos de veces en el genoma
(Baldwin et al., 1995), por lo que se puede
detectar de 0.1 a 0.2 parasitos por reaccion
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(Nasereddin et al., 2008; Ranasinghe et al.,
2015). Se uso6 un extracto de cultivo de
promastigotes de la cepa MHET/MX/97/
Hd18 de L. mexicana como control positivo.
Se emplearon los cebadores LITSR: 5°-CTG
GAT CAT TTT CCG ATG -3’ (forward) y
L5.8S: 5°- TGA TAC CAC TTA TCG CAC
TT -3’ (reverse) (Lima et al.,2017). Los ini-
ciadores generan un amplicon de 300 a 350
pb para cualquier especie de Leishmania con
una variacion ligera en el peso molecular en-
tre cada especie (Céspedes-Chaves et al.,
2016). Se empleo el estuche GoTaq Green
Master Mix, siguiendo el procedimiento re-
comendado por el fabricante (Promega
Corporation, 2016) en un termociclador
MyCycler Thermal Cycler System. Se em-
pled el marcador molecular DNA Leadder
Molecular Weight Marker 100 bp.6. Se usa-
ron las condiciones de PCR descritas por
Lima et al. (2017), con una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 95 °C durante tres
min, seguido de 35 ciclos con 40 s de
desnaturalizacion a 95 °C, 53 °C de alinea-
miento por 45 s 'y 72 °C durante un min de
extension. Finalmente, una temperatura de
extension de 70 °C durante 6 min. El produc-
to amplificado se sometio a electroforesis en
geles de agarosa al 2% con 10 pl de bromuro
de etidio (10 mg/ml) por cada 100 ml de gel,
aplicando un voltaje de 90 V durante 45 min.

PCR kDNA Trypanosoma cruzi

Se realizo la PCR para deteccion de T
cruzi en los extractos de médula 6sea em-
pleando los oligonucleotidos Tc121: 5°-AAA
TAATGT ACG GGG KGA GAT GCATGA
-3’ (forward) y Tc122: 5’- GGT TCG ATT
GGG GTT GGT GTA ATA TA -3’ (reverse)
(Virreira et al., 2018), que amplifican una
region del ADN del kinetoplasto con un peso
molecular de 300 pb. Como control positivo
se uso un cultivo de tripomastigotes de la cepa
H4 de T cruzi. Se empleo el kit DreamTaq
Green (Thermo Scientific), bajo condiciones
similares a las reportadas por Saavedra et
al. (2013); es decir, desnaturalizacion inicial

de 94 °C por 3 min, 35 ciclos de 94 °C de
desnaturalizacion, 63.6 °C de alineamiento y
72 °C de extension, cada fase con una dura-
cion de 1 min. Para la extension final se man-
tuvo la temperatura anterior durante 5 min.
La electroforesis se realizo bajo condiciones
similares al ensayo anterior, pero por 25 min.

Factores Asociados

Para el analisis de factores asociados
los signos clinicos de 40 perros fueron dividi-
dos en dos grupos. Perros con signos clinicos
compatibles con leishmaniosis fueron consi-
derados aquellos que presentaron uno de los
siguientes signos: dermatitis ulcerativa focal,
multifocal o difusa, dermatitis exfoliativa,
nodular, pustular o papular, hiperqueratosis del
morro, epistaxis, enfermedad corneal, con-
juntivitis (Solano-Gallego et al., 2011), y pe-
rros con tos fueron asignados al grupo su-
gestivo de tripanosomiasis americana (Bonilla
et al., 2018). Los signos clinicos de condi-
cion corporal baja, mucosas palidas, agran-
damiento de nddulos linfoides y fiebre fueron
signos incluidos en ambos grupos (Barr, 2009;
Reis et al., 2009).

Debido al reducido nimero de casos
positivos a anticuerpos anti-L. infantum y
PCR a Leishmania spp, solo se realizo el
analisis de factores asociados con los resul-
tados de 7. cruzi. Para ello se usaron como
variables independientes el sexo (macho,
hembra), edad (>1 afio, <1 afio), condicién
corporal (baja, superior) de acuerdo con
Freeman et al. (2011), fiebre (si, no) de acuer-
do con Eldredge et al. (2007), mucosas pali-
das (si, no), noédulos linfoides agrandados (si,
no) y tos (presente, ausente). Se usé como
prueba tamiz la prueba exacta de Fisher
(Pértega-Diaz y Pita-Fernandez, 2004). Las
variables con p<0.2 fueron analizadas me-
diante una prueba de regresion logistica con
el programa SPSS. La asociacion se consi-
der6 significativa si presentaba un valor
p<0.05.
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Cuadro 1. Perros positivos a las pruebas diagnosticas de leishmaniasis y
tripanosomiasis en el municipio de Lazaro Cérdenas, Quintana Roo,

México (2018)

ID IFI L. infantum

Anticuerpos anti-7.

PCR kDNA T.

cruzi cruzi

26

28 -
32 -
33 -
34 -
35 -
37 -

- +

+

4+
+ 4+ +

+
o+ o+

+
e S S

1 Sospechoso

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presentan los anima-
les positivos a anticuerpos anti-L. infantum,
anti-7. cruzi y positivos a la PCR de T cruzi.
El 7.5% de perros fueron positivos a
anticuerpos anti-L. infantum (3/40) y 12.5%
resultaron sospechosos (5/40). Asimismo,
15% fue positivo a anticuerpos anti-7. cruzi
(6/40). Ninguna de las muestras de médula
oOsea y piel resultaron positivas a la PCR para
Leishmania spp. En el Cuadro 1 también se
puede observar que 64.7% (11/17) de los
perros positivos a la infeccion por 7. cruzi en
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la PCR no presentaron anticuerpos anti-7.
cruzi y que todos los perros positivos a
anticuerpos anti-1. cruzi fueron positivos a
la infeccidon por 7. cruzi en la PCR (6/6).
Asimismo, 66.6% (2/3) de los perros positi-
vos a anticuerpos anti-L. infantum también
resultaron positivos a anticuerpos anti-1. cruzi
yalaPCR de T. cruzi. Se presentd un perro
(1/3) que solamente fue positivo a anticuerpos
anti-L. infantum.

En las pruebas de PCR realizadas en
médula o6sea, 42.5% (17/40) de los perros
resultaron positivos a la infeccion por 7. cruzi
(Figura 1).
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T 2 3:4 5 b ] R

C+PM C-

Figura 1. Analisis de PCR para la deteccion de kDNA T. cruzi a partir de extractos de médula
o6sea de perros con sospecha de tripanosomiasis. Se aprecian bandas de 300 pb en los
carriles 1, 2,3 y 5. C+: control positivo. PM: peso molecular. C-: control negativo. BD:

banda diagnostica

Los perros del estudio presentaron los
siguientes signos clinicos: condicion corporal
baja (60%), tlcera cutanea (32.5%), mucosas
palidas (20%), fiebre (15%), agrandamiento
de nédulos linfoides (15%), tos (10%), soplo
cardiaco (2.5%) y epistaxis (2.5%).

En los estudios histopatoldgicos no se
hallaron fases de desarrollo de tripano-
somatidos (amastigotes) dentro o fuera de
células fagociticas. Las lesiones histopato-
logicas observadas se presentan en el Cua-
dro 2, siendo la presencia de infiltrado infla-
matorio dérmico e hiperplasia epidérmica las

mas frecuentes. Los tipos de infiltrados
inflamatorios dérmicos fueron histiocitico
(52.5%), supurativo (25.0%), linfocitico
(17.5%) y piogranulomatoso (5.0 %). Las
probables causas primarias de dermopatia
fueron de origen bacteriano (22.5%),
neoplasico (17.5%), micotico (12.5%),
alérgico (5%) y parasitario por Demodex spp
(2.5%).

En ninguna de las 40 muestras de mé-
dula 6sea se observaron fases de desarrollo
de tripanosomatidos dentro o fuera de
histiocitos. Incidentalmente, se hallaron
microfilarias en seis casos (15%).
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Cuadro 2. Frecuencia de lesiones halladas en el andlisis histopatologico de perros
(n=40) con signos clinicos sugestivos a tripanosomatidos

Localizacion  Lesion Frecuencia Freguencia
absoluta relativa (%)
Epidermis Hiperplasia 19 47.5
Ulcera 13 32.5
Hiperqueratosis 10 25.0
Espongiosis 4 10.0
Infiltrado inflamatorio 2 5.0
Erosion 1 2.5
Anaplasia 2.5
Dermis Infiltrado inflamatorio 30 75.0
Ulcera 9 22.5
Congestion 7 17.5
Necrosis 2 5.0

En el andlisis de asociacion con los ca-
s0s positivos a anticuerpos anti-7. cruzi se
encontr6 que la condicion corporal y mucosas
palidas presentaron un valor p<0.2 en la prue-
ba exacta de Fisher y fueron incluidas en el
analisis de regresion logistica. Asimismo, las
variables sexo, condicion corporal, fiebre,
mucosas palidas y nddulos linfoides agranda-
dos tuvieron valores de p<0.2 con la PCR
para 7. cruzi y fueron incluidas en otro ana-
lisis de regresion logistica. Unicamente la
variable condicion corporal baja en los pe-
rros positivos a anticuerpos anti-7. cruzi pre-
sent6 un valor de p=0.035 en la prueba exac-
ta de Fisher. En el analisis de regresion lo-
gistica de los casos positivos a anticuerpos anti-
T cruzi y PCR kDNA de T cruzi no se en-
contro significancia en las variables estudiadas.

DiscusioN

Las frecuencias de perros positivos en
los analisis serologicos para la deteccion de
anticuerpos anti-L. infantum y anti-1. cruzi
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en el presente estudio fueron relativamente
similares a las seroprevalencias reportadas
por otros autores en la region. Asi, Lopez-
Céspedes et al. (2012) obtuvieron una
seroprevalencia en perros para L. infantum
en Quintana Roo ligeramente mayor (9.2%)
y Lopez-Cespedes et al. (2013) encontraron
una seroprevalencia de perros positivos a
anticuerpos anti-7. cruzi de 21.3%, siendo
en el presente estudio de 15%.

Por otro lado, la frecuencia de perros
positivos en la PCR para 7. cruzi resulto
mayor (42.5%) en comparacion con la fre-
cuencia de positivos en la prueba de detec-
cion de anticuerpos anti-7. cruzi (15 %), po-
siblemente debido a que los perros fueron
muestreados cuando se encontraban en la
etapa aguda de la infeccion. La seroconver-
sion ocurre alrededor de las tres semanas de
la infeccion, acomparfiada de un descenso en
la parasitemia. Los anticuerpos persisten en
el animal por el resto de su vida, indepen-
dientemente de si desarrolla signos de enfer-
medad cronica (Barr, 2009).
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La presencia de anticuerpos anti-L
infantum en perros positivos y sospechosos
a la prueba de IFI, a pesar de la ausencia de
casos positivos en la PCR para Leishmania
spp, podria deberse a la infeccion por el agente
en animales resistentes a la enfermedad, es-
pecialmente en aquellos que resultaron ne-
gativos a la prueba serologica y molecular de
T. cruzi. Solano-Gallego ef al. (2009) afir-
man que alrededor de la mitad de los perros
infectados con L. infantum son resistentes
al patogeno. En ellos, la infeccion desenca-
dena predominantemente una respuesta
inmunitaria tipo Thl con un nivel de
anticuerpos anti-L. infantum bajo a medio,
pudiéndose detectar o no al patdgeno median-
te PCR debido a la baja carga parasitaria. Si
el resultado de la prueba de IFI es dudoso,
Mir6 (2007) recomienda repetir el analisis a
los 30-45 dias o emplear otra prueba
diagnostica.

Respecto a las muestras biologicas em-
pleadas en este estudio, se demuestra que la
médula 6sea en perros es un tejido util para
el diagnostico molecular de 7. cruzi. Se han
reportado casos caninos donde se hallan
amastigotes de T. cruzi en médula ésea en
examenes citologicos (Almeida et al., 2013);
sin embargo, no se llegaron a observar en la
presente investigacion. De la misma manera,
se pueden observar amastigotes en piel de
humanos infectados (Hemmige ez al., 2012),
pero no se han reportado en perros y tampo-
co se observaron en los analisis histopato-
logicos de lesiones cutaneas en este estudio.
T. cruzi no fue buscado en los tejidos donde
regularmente se encuentran los pseudoquistes
de amastigotes (miocardio, intestino delgado
0 bazo) (Kjos et al., 2008), debido a que la
investigacion se centrd en animales vivos,
todos ellos domiciliados. En cambio, la obten-
cién de médula d6sea en perros en la union
costocondral es una técnica rapida y segura,
considerada la técnica de eleccion para la ob-
tencion de este tejido para el diagnostico de la
leishmaniosis canina (Maidana et al., 2010).
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Elnico factor que present6 asociacion
significativa en el analisis estadistico fue la
condicion corporal. Esta variable es un signo
relacionado con la infeccion por 7. cruzi en
perros reportado por varios autores (Ortiz et
al.,2016; Curtis-Robles et al., 2018), aunque
se encuentra también en numerosas patolo-
gias. Sin embargo, Carrillo-Peraza et al.
(2014) no encontraron esta asociacion en
perros en Molas, Yucatan, pero hallaron una
asociacion significativa con la edad, conclu-
yendo que los perros adultos tenian mayor
probabilidad de resultar positivos a
anticuerpos anti-1 cruzi.

La presente investigacion revela que la
probabilidad de hallar casos positivos a la in-
feccion por T cruzi es mayor que la probabi-
lidad de hallar casos positivos a la infeccion
por L. infantum en pruebas seroldgicas y
moleculares en perros con signos sugestivos
de infeccion por tripanosomatidos en el mu-
nicipio de Lazaro Cardenas, Quintana Roo.

CONCLUSION

Los perros con signos clinicos sugesti-
vos a infeccidn por tripanosomdatidos en
Léazaro Cardenas, Quintana Roo, México,
presentan baja frecuencia de anticuerpos IgG
anti-L. infantum sin que se detecte
molecularmente la presencia del agente. Asi-
mismo, estos perros presentan alta frecuen-
cia molecular de infeccion por 7. cruzi 'y baja
frecuencia de anticuerpos de la clase IgG
La condicién corporal baja en perros se aso-
ci0 a la presencia de anticuerpos IgG anti-7.
cruzi.
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