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RESUMEN

Introduccion. La enfermedad de Chagas es en-
démica en paises de América Latina, incluyendo
México. En el estado de Morelos, se han realizado
diversos estudios que confirman la importancia de
la enfermedad.

Objetivo. Determinar la prevalencia de anticuer-
pos contra 7. cruzi en humanos y perros y detectar
el parasito en triatominos en la localidad de Puente
Pantitlan, Morelos, México.

Materiales y Métodos. Estudio piloto transversal
en poblacion abierta de octubre de 2003 a octubre
de 2004; se aplico un cuestionario en 74 viviendas,
donde se colectaron 233 muestras sanguineas de
personas > 5 afios de edad y 33 muestras de sangre
de perros; se colectaron triatominos para buscar
el parasito y para su identificacion taxonomica.
En humanos, los anticuerpos se detectaron por
ELISA e Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y en
los perros tinicamente por ELISA; los parasitos se
buscaron en las heces de los triatominos.
Resultados. La seroprevalencia en humanos fue
de 1.2% (3/233) y en los perros de 24.2% (8/33);
la tasa de infeccion en los triatominos fue de 44%
(8/18) y la especie encontrada fue Meccus pallidi-
pennis. De las 74 viviendas analizadas, 13 tuvieron
por lo menos un caso positivo en humano, en perro
o en el triatomino.

Conclusiones. Los resultados indican la presencia

de anticuerpos contra 7. cruzi en humanos y perros
y del parasito en triatominos en una localidad de
clima templado ubicada a 1,630 m snm.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, humanos,
perros, triatominos

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi antibodies in humans and
dogs, and the presence of parasite in Meccus pa-
llidipennis in Pantitlan Puente, Morelos, Mexico

Introduction. Chagas disease (CD) is endemic in
Latin-American countries, including Mexico. In
the state of Morelos, Mexico, past epidemiologi-
cal studies have confirmed the relevance of CD.
Objective. To detect antibodies against 7 cruzi in
blood of humans and dogs, and to determine para-
sites in Triatominae in the community of Puente
Pantitlan, Morelos.

Materials and Methods. This was a pilot transver-
sal study performed during the period of October
2003 to October 2004. Sampling was conducted in
74 households; 233 blood samples were obtained
from persons > 5 years old and 33 blood samples
from dogs; and triatomines were collected to for
taxonomic classification and to detect parasites.
Antibodies against 7. cruzi in humans were deter-
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mined by ELISA and indirect immunofluorescence
(IF), and by ELISA in dogs. Parasites in Triato-
minae feces were observed by optic microscopy.
Results. Seroprevalence was 1.2% (3/233) in
humans and 24.2% (8/33) in dogs. Meccus pal-
lidipennis was the only triatomine captured. They
were found to have a 44% (8/18) CD infection rate.
Thirteen out 74 households had positive CD cases
in humans, dogs or triatomines.

Conclusions. These findings confirm the relevance
of Chagas disease in a temperate rural community
of the State of Morelos located 1,630 meters above
sea level.

Key words: Antibodies Trypanasoma cruzi, hu-
man, dogs, triatomines, Triatominae

INTRODUCCION
La enfermedad de Chagas (EC) es una
zoonosis endémica de varios paises de América
Latina; es causada por el protozoario 7. cruzi y
transmitido a través de las heces de los triatomi-
nos infectados a una diversidad de animales,
incluyendo al hombre (1,2). La enfermedad esté
distribuida en la mayoria de los paises de Centro-
américa, Sudamérica y México; se estima que hay
alrededor de 11 millones de personas infectadas y
mas de 60 millones estan en riesgo de adquirir la
infeccion (2-5). La EC cursa con una fase aguda,
seguida de una fase indeterminada asintomatica
y una crénica que se manifiesta a largo plazo en
aproximadamente el 30% de las personas infecta-
das; en esta fase, la parasitemia es dificil de demos-
trar y la presencia de anticuerpos en la sangre es
el recurso de diagnostico mas importante (2-6). Se
han descrito diversos mecanismos de transmision,
de los cuales destacan el vectorial (transmision
natural), por transfusion sanguinea, congénita,
trasplante de 6rganos, oral y accidental (7-11).
En el continente americano, se reconocen
128 especies de triatominos hematofagos agrupa-
dos en 5 tribus y 14 géneros (11-13). En México, se
han descrito alrededor de 33 especies, de las cua-
les 18 (54.5%) han sido reportadas con infeccion
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natural; los géneros mas comunes son 7riatoma,
Meccus y Rhodnius (14,15). Por otro lado, se han
descrito mas de cien especies de mamiferos que
actiian como reservorios incluyendo al hombre,
asi como animales domésticos (p.ej. Cannis fami-
liaris), sinantropicos (p.ej. Didelphis marsupialis)
y silvestres (p.ej. Dasypus novemcinctus) (16).

En México, se desconoce la prevalencia real
de la EC y diversos estudios epidemioldgicos han
demostrado la presencia de la enfermedad en am-
plias regiones urbanas y rurales del pais (17-25).
La migracion de personas de zonas endémicas ha
favorecido la dispersion de la EC a regiones no
endémicas como Canada, EE.UU., Europa, Asia
y Oceania (26).

En el estado de Morelos, diversos estudios
confirman la presencia de la EC en casi la totalidad
del territorio estatal (12,27-32). La mayoria de
los estudios en Morelos se han realizado en zonas
conocidas por su endemicidad; sin embargo, no se
han realizado investigaciones en localidades con
clima templado ubicadas por arriba de los 1600 m
snm. Estudios realizados en el Estado de Morelos
en donadores de sangre han reportado valores va-
riables de anticuerpos contra 7. cruzi (27-31). Otras
investigaciones en animales domésticos (perro) y
en vectores confirman la presencia del parasito y
el riesgo de adquirir la infeccion (33,34).

Nuestro grupo de trabajo ha realizado es-
tudios que destacan a la EC como un problema
de salud publica en la entidad; asi, los estudios
serologicos realizados en diversas regiones
endémicas indican una alta prevalencia de anti-
cuerpos ¢ individuos con diversas alteraciones
electrocardiograficas (27); el uso de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha permitido
detectar al parasito en personas que refieren haber
sido picadas por los triatominos (29). Hemos rea-
lizado otros estudios en pacientes con serologia
positiva y/o con parasitos en sangre, quienes han
sido tratados con Nifurtimox (Rangel y cols. Tra-
bajo no publicado).

En el presente estudio piloto, se determino
la presencia de anticuerpos contra 7. cruzi en per-
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sonas y en perros y de parasitos en las chinches
(vectores). Este trabajo se realiz6 atendiendo una
solicitud de la autoridad municipal de salud, quien
refiere que habitantes de la localidad han detectado
la presencia de triatomas y solicitaron conocer
la situacion de la enfermedad de Chagas en esta
comunidad.

MATERIALES Y METODOS

Lalocalidad de Puente Pantitlan est4 ubicada
al noroeste del estado de Morelos, con una al-
titud de 1,630 metros sobre el nivel del mar (m
snm), tiene un clima semicalido, subhtimedo y
una temperatura promedio anual de 19.3°C. De
acuerdo con el censo del anno 2000, esta localidad
tenia aproximadamente 277 habitantes (35). El
protocolo de este trabajo fue evaluado y aprobado
por la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Auténoma del estado de Morelos y
por las autoridades de Salud Estatal y Municipal.
Antes de la intervencion, se ofrecieron platicas
sobre la EC en la localidad, utilizando material au-
diovisual, carteles y ejemplares de triatominos, al
mismo tiempo se invito a la poblacion a participar
en el proyecto. Las personas que participaron en
este estudio firmaron una carta de consentimiento
informado y respondieron a un cuestionario que
tiene informacion demografica, de la vivienda,
sobre la enfermedad y los vectores, entre otras.

En octubre de 2003, se tomaron 233 mues-
tras de sangre de personas > de 5 afios y de 33 pe-
rros sin distincion de raza ni edad; en los humanos,
no se incluyeron nifios menores de 5 afios de edad
debido a que no se autorizo el consentimiento de
los padres de familia.

La toma de muestras serologicas de perros
se hizo en el periodo septiembre de 2003-octubre
de 2004, aprovechando la campaiia de vacunacion
contra la rabia a cargo de la Secretaria de Salud
de Morelos (SSM). Los sueros se obtuvieron por
centrifugacion de las muestras de sangre a 1,500
rpm durante 10 min a 4°C. Las muestras se con-
servaron a -20°C hasta su uso.

La captura de los triatominos se realiz6 de
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septiembre a diciembre de 2003 en el domicilio
y en el peri-domicilio, con la participacion de los
habitantes. Sin embargo, no se hizo una busqueda
intencional por parte de los investigadores, debido
a la dificultad para que los habitantes permitieran
el acceso a las viviendas.

Deteccion de anticuerpos contra 7. cruzi en
suero de humanos

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA). A los 233
sueros se les determind anticuerpos contra el
parasito, utilizando la cepa de 7. cruzi INC-1 ais-
lada de un caso cronico con cardiopatia chagasica
(CCC) de Oaxaca; para verificar los resultados
del primer ensayo, se realizd un segundo ensayo
utilizando los siguientes aislados de 7. cruzi de
casos humanos: CL-Brener (Brasil), Mor-5 (Mo-
relos), HI (Yucatan), INC-5 (Guanajuato) y NAY
(Nayarit), aislado de un triatomino. Los antigenos
utilizados fueron extractos crudos solubles de
parasitos y su uso en las técnicas de ELISA fueron
previamente estandarizados y validados (36).

Se sensibilizaron placas de 96 pozos con 50
ul/pozo de antigeno a una concentracion de 2 pg/
mL en buffer de carbonatos, pH 9.6 y SDS 0.1%
durante 2 horas a 37°C o toda la noche a 4°C. Las
placas se lavaron 2 veces con PBS-Tween 0.05%
(PBS-T). El bloqueo se realizo con 200 pl/pozo de
PBS-leche descremada al 5% durante 30 minutos
a 37°C. Las placas se lavaron 4 veces con PBS-T.
Se agregaron por duplicado 50 ul/pozo del suero
problema diluido 1:30 en PBS-T y la placa se
incub6 2 horas a 37°C o toda la noche a 4°C. La
placa se lavé 4 veces con PBS-T, se agregaron 50
ul/pozo del conjugado anti-IgG humano marcado
con peroxidasa [HRP-Goat anti-human IgG (H+L),
Invitrogen] diluido 1:3000 en PBS-T y las placas
se incubaron durante 1 hora a 37°C. Se lavaron 4
veces con PBS-T, se afiadieron 100 pl/ pozo del
sustrato (Ortofenilenediamina disuelta en buffer de
citratos, pH 5) y se incub6 a temperatura ambiente
durante 5-10 minutos. La lectura de la placa se rea-
liz6 en un espectrofotometro a 405 nm. El punto
de corte (promedio + 5 DS) se establecié con una
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muestra de 30 sueros de sujetos sanos (37,38).

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Se uti-
lizaron epimastigotes de la cepa INC-1 de 7. cruzi
colocados en portaobjetos horadados. Los sueros
se analizaron en diluciones seriadas 1:32, 1:64 y
1:128 en PBS 0.01M, pH 7.2 y se incubaron por
30 min a temperatura ambiente. Se lavaron cuatro
veces con PBS, se agreg6 el conjugado anti-IgG
humano, marcado con fluoresceina, diluido 1:80
en PBS y azul de Evans; los portaobjetos se incu-
baron durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Después de lavarlos 4 veces con PBS, se agregd
1 gota de glicerol a cada pozo y se observaron
en el microscopio de epifluorescencia (40X). De
acuerdo con el procedimiento estandarizado, las
muestras fluorescentes a una dilucion >1:32 se
consideraron positivas (38).

Los sueros positivos por ELISA fueron con-
firmados con la técnica de IF1. En ambos ensayos,
se utilizaron sueros controles positivos y negati-
vos; se considerd como positivo un suero reactivo
a las dos pruebas serologicas (38).

Deteccion de anticuerpos contra 7. cruzi en sue-
ro de perros. Debido a la limitada cantidad de
suero, solo se utilizé la técnica de ELISA, como
fue descrita en humanos. Los sueros se analizaron
a una dilucion 1:100 y se uso el conjugado anti-
cuerpo IgG anti-perro producido en cabra y mar-
cado con peroxidasa, diluido 1:1500. El punto de
corte se calculd utilizando 30 muestras de suero de
animales sanos y negativos para anticuerpos contra
el parasito (promedio + 5 desviaciones estandar),
de acuerdo con el procedimiento previamente
estandarizado (38).

Deteccion del parasito en triatominos. Los
vectores capturados se colocaron en un envase
rotulado. La presencia del parasito se hizo median
te la observacion de las heces en un microscopio
optico (40X). Los 18 ejemplares capturados se
identificaron de acuerdo con las guias descritas
por Lent & Wigodzinsky (39) y fue realizada por
personal especializado en la Facultad de Ciencias

Revista Biomédica

Agropecuarias de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos.

Analisis de datos. La informacion de los cuestio-
narios se captur6 en el programa SPSS ver. 9.0.

RESULTADOS

En el primer ensayo de ELISA, se utilizo
la cepa de 7. cruzi INC-1, del cual se obtuvieron
5 sueros positivos, los cuales fueron confirmados
cuando se uso la mezcla de 5 extractos de los ais-
lados de T.cruzi CL-Brener, Mor-5, HI, INC-5 y
NAY. De éstos, s6lo 3 sueros fueron positivos con
la técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI),
con una seroprevalencia de 1.2% (3/233).

De los sueros analizados, 96 (41.2%)
fueron del sexo masculino y 137 (58.8 %) del
sexo femenino. El intervalo de edad fue de 5-79
afios y la edad promedio de 27 afos (IC95% de
24.9-29.6). Los sueros positivos correspondieron
al género masculino, con una edad de 44, 33y 9
afios, originarios de los estados de Oaxaca, Distrito
Federal y Morelos, con un tiempo de residencia en
la localidad de Puente Pantitlan de 25,2 y 9 afios,
respectivamente. Los casos positivos fueron noti-
ficados a la Secretaria de Salud de Morelos para su
evaluacion clinica, tratamiento y seguimiento. Las
tres personas conocian a la chinche. Sin embargo,
afirmaron no haber sido picados; sus viviendas
estaban construidas con techos de lamina de as-
besto y carton, las paredes de tabique, tabicon sin
repellar con grietas.

De los datos incluidos en el cuestionario
sobre las caracteristicas de la vivienda, no se en-
contraron diferencias estadisticamente significa-
tivas asociadas con los casos positivos. De las 74
viviendas incluidas en el estudio, 13 tuvieron por
lo menos un caso positivo, ya sea humano, perro
o chinche.

El 61% (45/74) de las viviendas tuvieron
un total de 99 perros y se tom6 muestra a 33
animales distribuidos en 22 casas. No se tomo
muestra de sangre a todos los animales debido a
que los duefios no lo aceptaron; en total, 8 perros
fueron positivos para anticuerpos contra 7. cruzi
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(24.2%, 8/33).

Los 18 ejemplares de triatominos (17 adul-
tos y una ninfa del quinto estadio) colectados se
identificaron como Meccus pallidipennis y la tasa
de infeccion fue de 44.4% (8/18). A pesar de que
se colectaron 25 ejemplares mas de triatominos,
no fueron incluidos en el resultado final debido a
que no tenian datos completos del lugar de colecta;
de éstos, 13 fueron positivos (52%). Estos ejem-
plares no fueron clasificados taxonémicamente.

DISCUSION

La prevalencia de anticuerpos contra 7.
cruzi en las personas incluidas en este estudio
de la localidad de Puente Pantitan, Morelos, fue
de 1.2%, la cual es baja en comparaciéon con
otros estudios serologicos realizados en regiones
endémicas del estado de Morelos (28). El resul-
tado del ensayo tamiz con la técnica de ELISA,
donde se utiliz6 como antigeno un extracto de 7.
cruzi (INC-1), fue similar cuando se utilizaron 5
extractos de pardsitos de diverso origen y sugiere
que los anticuerpos reaccionan con antigenos
conservados en diversos aislados (40). En este
trabajo, no se incluyeron nifios menores de 5 afios
de edad porque no fue autorizado por los padres
de familia. Otros estudios, realizados en nifos en
zonas endémicas de la entidad, han demostrado
bajas prevalencias como fue reportado en un es-
tudio serologico realizado por Chavez y cols., en
450 nifios de tres escuelas de nivel primaria de
Jiutepec, Morelos (31); en otros estudios realiza-
dos en zonas de alta endemicidad del pais, se han
detectado casos positivos en nifios menores de
edad (41,42). El presente estudio tiene relevan-
cia porque es el tnico realizado en el estado de
Morelos en una zona ubicada a mas de 1630 m
snm y cuyos resultados indican la necesidad de
considerar que otras comunidades de la entidad,
con caracteristicas similares, sean incluidas en el
estudio de la enfermedad de Chagas.

Los animales domésticos, como el perro,
pueden ser reservorios del parasito y tener un
papel importante en el ciclo de transmision
de T cruzi en el ambiente domiciliario y peri-
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domiciliario (43-46), ademas de que en el medio
rural el perro es un animal que puede desplazarse
de un lugar a otro dentro de la misma localidad.
Los perros estan expuestos a la picadura de los
triatominos en su lugar de descanso o adquirir
la infeccion mediante la caza o alimentacién de
animales silvestres infectados (47-49).

En este estudio, los perros analizados tu-
vieron una seroprevalencia de 24% vy, a pesar de
que no se busco al pardsito en sangre, sugiere que
puede ser reservorio de la infeccion como ha sido
propuesto por otros estudios (33).

Un estudio realizado en perros de dos lo-
calidades urbanas de México (Morelos y Puebla)
reportd una seroprevalencia de 8.8% en perros de
Cuernavaca, Morelos, y 24.2% en animales de
Puebla (32); datos similares han sido reportados
en perros de areas urbanas y rurales del estado de
Yucatan, donde la seroprevalencia fue de 9.8% en
areas rurales y de 14.4% en zonas urbanas (50,
51). En paises endémicos como Argentina, se han
reportado en perros prevalencias de anticuerpos
elevadas (65%), a pesar de los programas de con-
trol de la enfermedad de Chagas establecidos en
este pais (52-54).

Los 18 ejemplares de triatominos colectados
se identificaron como Meccus pallidipennis y la
tasa de infeccion fue de 44.4% (8/18). La mayoria
de las chinches analizadas en este estudio y que
resultaron infectadas se capturaron dentro de la
vivienda. Sin embargo, hay que mencionar que la
busqueda de las chinches en el hogar no fue in-
tencional y solo se analizaron aquellas que fueron
capturadas por los residentes de los hogares, razon
por la cual el nimero de muestras colectadas fue
limitado. Ademas, muchos ejemplares no fueron
incluidos en el estudio debido a falta de infor-
macion del sitio de captura. De éstos, 13 de 25
(52%) tuvieron parasitos en heces. No se hicieron
otros estudios de los parasitos detectados en los
triatomas. Sin embargo, es importante tipificar los
linajes de los parasitos a fin de aportar informacion
sobre los ciclos de transmision en la localidad de
estudio, que permitird saber si hay diferencias
entre los parasitos encontrados en el domicilio
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y el peri-domicilio, asi como entre reservorios y
vectores. Actualmente, nuestro grupo de trabajo
esta preparando una propuesta enfocada al aisla-
miento de parasitos de personas, animales y vec-
tores en zonas endémicas del estado de Morelos,
que permitird conocer los linajes de los parasitos
y aportar informacion sobre los ciclos de transmis-
16n. En un estudio publicado por Rangel-Flores et
al. (27), que fue realizado en una zona endémica
del estado de Morelos, los parasitos aislados de
personas seropositivas fueron caracterizados por
sus perfiles isoenzimaticos (zimodemo Z1); este
dato es similar a lo reportado por Lopez-Olmos
et al. (55).

En el estado de Morelos, se han realizado
diversos estudios entomoldgicos que reportan
altas tasas de infeccion (23-94%) en la especie M.
pallidipennis y 70% en T. barberi (56). En otros
estudios, se reporto infeccion por 7. cruzi en 29%
de triatominos capturados en el domicilio, 4% en
chinches del peri-domicilio y 20% en vectores
selvaticos (57-59). Los reportes de tasas de infec-
cion en triatominos de otras regiones de México
son muy variables. Asi, en Yucatan hay reportes
de 17.3% en T. dimidiata (60), en el area urbana
de Jalisco de 15.4% y 84.6% en comunidades
rurales, con predominio de M. longipennis y T.
barberi (15).

Es indudable que la presencia de triatominos
infectados en el domicilio o el peri-domicilio es un
factor de riesgo para los residentes, ya que perso-
nas y animales domésticos, como el perro, estdn
en riesgo de adquirir la infeccioén. Por lo tanto,
es necesario ampliar este estudio con un disefo
epidemioldgico que permita conocer la dindmica
de transmision del parasito en el ambiente do-
miciliario o peri-domiciliario, donde conviven
humanos con perros y triatomas, particularmente
donde las condiciones de la vivienda permiten la
proliferacion de los vectores.

En Puente Pantitlan hay viviendas que tienen
las caracteristicas propicias para el desarrollo del
ciclo biologico de los triatominos (40). En 13 casas
de 74 estudiadas se encontraron, por lo menos,
un caso positivo de humanos, perros o chinches
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infectadas. Sin embargo, en ninguna vivienda se
presentaron los 3 casos positivos juntos. A pesar
de que algunos factores de la vivienda y el riesgo
de adquirir la infeccién no fue un objetivo prin-
cipal de este trabajo, el analisis de la informacion
contenida en el cuestionario indica que no hubo
asociacion estadisticamente significativa entre las
condiciones de la vivienda y la presencia de casos
seropositivos en humanos, perros y triatomas in-
fectados; sin embargo, es necesario realizar estu-
dios enfocados a este objetivo, a fin de entender la
compleja interaccion de factores bidticos y abioti-
cos que participan en la transmision de 7. cruzi
en el ambiente domiciliario y peri-domiciliario
(42-44).

Hasta donde tenemos informacion, éste es
el primer estudio que se realiza en una localidad
del estado de Morelos ubicada a 1,630 m snm y
con una temperatura promedio anual de 19°C.
Hay otros estudios similares realizados en Puebla
(36) y en el estado de México (33). En el primero,
Sosa—Jurado (36) hicieron un estudio serologico
en humanos y perros, asi como la busqueda de
triatomas infectados en la comunidad de Palmar de
Bravo, en el estado de Puebla. La seroprevalencia
en humanos (4%) fue parecida a la reportada en
este estudio; de los reservorios analizados (equi-
nos, porcinos y caninos), s6lo 10% de los perros
tuvieron anticuerpos contra 7. cruzi 'y 10% de los
triatominos infectados fueron de la especie 7. bar-
beri; este trabajo se realizo en una comunidad rural
del estado de Puebla ubicada por arriba de 2,000 m
snm. En el trabajo publicado por Estrada-Franco y
cols. (33), hicieron un estudio epidemiologico en
humanos y perros en comunidades del Municipio
de Tejupilco, estado de México, ubicadas entre
1,000 y 2,500 m snm, donde encontraron una
seroprevalencia de 7.1% en humanos y 21% en
perros; es interesante el hallazgo de anticuerpos
contra 7. cruzi en perros de la ciudad. de Toluca,
donde se encontrd una seroprevalencia de 17.5%.
Adicionalmente, reportaron una correlacion en-
tre seropositividad en humanos y perros. Otros
estudios realizados en Argentina por Gurtler y
cols. han demostrado que la presencia de perros o
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gatos infectados en el hogar estd asociada con la
prevalencia e incidencia de infeccion por 7. cruzi
en humanos (53).

Estos hallazgos resaltan la importancia de

la enfermedad de Chagas en Morelos y sugieren
que se realicen estudios epidemiologicos no sélo
en zonas tropicales, reconocidas por su endemi-
cidad, sino también en zonas templadas.
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