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Resumen

El objetivo de este estudio fue utilizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar ADN, de
Trypanosoma cruzi en tejidos cardfacos embebidos en parafina de 18 perros con miocarditis con muerte stbita y/o
con signos sugestivos de tripanosomiasis. La PCR resulté positiva en 7 perros con nidos de amastigotos de 7. cruzi
y en 11 sin evidencia de pardsitos. Se describen los hallazgos clinicos y patolégicos en estos caninos.

Palabras clave: Tiypanosoma cruzi, perros, histopatologfa, PCR

Abstract

This study aimed to detect Tiypanosoma cruzi KDNA from paraffin-embedded cardiac tissue in eighteen dogs
with myocarditis which presented sudden death and /or signs suggestive of canine trypanosomiasis. The PCR
was positive in 7 dogs with myocarditis and amastigotes of 7. cruz7 and in 11 dogs with myocarditis but with no
evidence of parasites. Clinical and pathological findings in these canines are described.

Keywords: Tiypanosoma cruzi, dogs, histopathology, PCR

Resumo

O objetivo deste estudo foi usar a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para detectar o kDNA do Tiypanosoma
cruzi em tecidos cardfacos, embebidos em parafina, de 18 cdes com miocardite, com morte stbita e / ou sinais
sugestivos de tripanossomiase. O resultado do exame de PCR foi positivo em sete ces com ninhos de amastigotas
de T. cruzi e em 11 sem evidéncia de parasitas. Os achados clinicos e patoldgicos nesses caninos sio descritos.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, ces, histopatologia, PCR
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Introduccién

La tripanosomiasis americana es una enfermedad parasitaria zoondtica causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi y transmitida a mamiferos silvestres y domésticos principalmente por insectos
triatominos (Cantillo-Barraza et al., 2015). Los perros se consideran reservorios domésticos importantes en
el continente americano (Barr et al., 1989; Meyers et al., 2017); ademis es posible que al infectarse desarrollen
enfermedad cardfaca con o sin signos clinicos al igual que los humanos (Eloy & Lucheis, 2009; Sykes &
Greene, 2013). Los perros tienen un mayor riesgo de infeccién por 7. cruzgi que los humanos (Balan et al.,
2011) y pueden sufrir muerte stibita antes de que se logre establecer un diagndstico presuntivo (Vitt et al.,
2016). El diagnéstico post mortem se basa en el hallazgo histolégico de cardiomiocitos con pseudoquistes que
contienen amastigotos (Vitt et al., 2016); sin embargo, su sensibilidad es baja debido a la variacién natural
en el ndmero y distribucién de amastigotos en las secciones de tejido y segtin la etapa de infeccién de la
enfermedad. Por lo cual, los pseudoquistes son con frecuencia dificiles de encontrar (Barr et al., 1989) y se
generan diagndsticos histopatoldgicos falsos negativos. La prueba de PCR es una herramienta altamente
sensible y especifica para el diagndstico de tripanosomiasis humana y animal (Ferrer, 2015; Moser et al., 1989;
Williams et al., 2009). Puede detectar el ADN, de 7. cruzi en diferentes muestras bioldgicas, incluidos tejidos
frescos o fijados con formalina (Greer et al., 1991; Jones et al., 1993; Williams et al., 2009). Son muy escasos
los estudios de tripanosomiasis en caninos empleando métodos de diagnéstico molecular (Lizundia et al,,
2014) y tampoco estas pruebas se han utilizado como apoyo diagnéstico post mortem en perros. El objetivo de
este estudio fue determinar la presencia de ADN, de 7. cruzi mediante la prueba de PCR en tejido cardiaco
parafinado de caninos con miocarditis con muerte stbita y/o con signos sugestivos de tripanosomiasis.

Materiales y Métodos

Se realizé una revisién retrospectiva de los registros de todos los perros sometidos a estudios post mortem
entre 1987 y 2018 en el Laboratorio de Patologfa de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional de Costa Rica. Los criterios de inclusién para el andlisis mediante PCR fueron: muerte subita,
ascitis, historial de trastornos en ritmo cardiaco, hallazgos morfoldgicos sugestivos de etiologia chagisica
(miocarditis granulomatosa, necrosis miocdrdica, inflamacién linfoplasmocitaria con pérdida extensade fibras
miocdrdicas o fibrosis intersticial severa) con o sin presencia de pseudoquistes con amastigotos (Caliari et al.,
2002; Vitt et al., 2016). Para la extraccién de ADN del tejido cardiaco embebido en parafina se seleccionaron
18 casos con al menos una de las caracteristicas anteriormente mencionadas. Como controles positivos se
utilizaron muestras de tejido cardiaco embebido en parafina de ratones infectados experimentalmente con
una cepa de 7 cruzi aislada de un perro con infeccién natural y caracterizada como Tcl (Mena-Marin et
al., 2012). Como controles negativos se utilizaron tejidos cardfacos embebidos en parafina de ratones sanos.
La desparafinacién de los tejidos se realizé segtin lo descrito previamente (Greer et al., 1991)con algunas
modificaciones. Se realizaron cortes a cada bloque y se eliminaron los bordes de parafina obteniéndose 25
mg de cada tejido cardiaco que se colocaron en un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 ml. El micrétomo
y la cuchilla se limpiaron con xilol entre un bloque de parafina y otro. Cada tejido se mezcl6 con 500 pl de
xilol durante 8 minutos. Luego de eliminar el xilol se hicieron dos lavados, uno con etanol al 95% y otro
con etanol al 70% durante S minutos cada uno. Los sedimentos se secaron a 80 °C durante 8 min sobre un
bloque de calor. La extraccién total de ADN del material parafinado se realizé utilizando un kit comercial
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(QIAmp DNA Mini Kit® QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé6 una PCR
convencional utilizando el set de cebadores S35 (YSAAATAAT GTACGGGTGGAGATGCATGA-3") y S36
(5-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3’). Estos iniciadores amplifican un fragmento de 330 pb derivado
de la regién variable de los minicirculos de 7. cruzi (Avila et al., 1993; Ferrer, 2015). La PCR se realizé como
ha sido descrita (Rojas-Jiménez et al., 2021).

Resultados

Se evaluaron mediante PCR las muestras de 18 perros con al menos alguno de los criterios de inclusién. La
totalidad de las muestras resultaron positivas a la prueba de PCR al obtenerse el producto de 330 pb. De
estos animales, 9 eran hembras y 9 machos. Asimismo, 11 fueron perros de razas grandes, 2 caninos fueron
de razas medianas y 2 de razas pequenas; en 3 casos no se especificé la raza. Diez de los casos fueron perros
< 1 afio, 6 con edades entre 1-6 afios, uno de 8 afos, y uno sin edad especificada. De la historia clinica se
encontré que 8 perros sufrieron muerte subita, 3 presentaron ascitis, uno taquicardia, uno ehrlichiosis y
otro enfermedad renal (Cuadro 1). Dentro de las alteraciones macroscépicas cardiacas observadas estuvieron
cardiomegalia, hidropericardio, dilatacién cardiaca, hipertrofia cardiaca, necrosis y hemorragias (Fig.1). En
4 de los casos no existfa informacién clinica, sin embargo, presentaron cambios inflamatorios cardiacos sin
evidencia de pseudoquistes o amastigotos de 7. cruzi (Fig. 2a).

Figura 1. Corazdn, epicardio ventricular derecho con focos de necrosis tisular y hemorragias (flechas).
Fotografia por los autores.
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Elanilisis histopatolégico del tejido cardiaco evidencié en 7 delos 18 casos, la presencia de nidos de amastigotos
(Fig. 2 b), con escasos a abundantes pardsitos en conjunto con una miocarditis linfohistioplasmocitaria (Fig.
3 a, b) en 15 casos y granulomatosa en 3 de los 18. El grado de inflamacién fue severo en la mayoria de los
casos (13/18), moderado (3/18) y leve (2/18). De los 13 casos con inflamacion severa, 11 presentaron focos
de necrosis del miocardio. La distribucién del infiltrado inflamatorio fue extensa en la mayoria de los casos
(17/18) y solo en uno de ellos tuvo una presentacién focal (Cuadro 1).

Cuadro 1. Hallazgos clinicos e histopatoldgicos en 18 caninos con miocarditis y PCR positiva a Trypanosoma cruzi

Hallazgos morfolégicos del tejido cardiaco

Caso Raza Edad Sexo Anamnesis . 3 » 3
Caracteristicas de la inflamacién Amastigotos
Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
1 Doberman la H ND P . . P
extensiva severa con fibrosis
2 SRD 9m H ND Granulomatosa multifocal extensiva severa P
Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
3 Bosxer 4a M MS p ) P
extensiva severa
. Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
4 Boxer 4a H Ascitis p . P
extensiva severa
Pinsher min- . . L. .. . .
5 arur 3m M Ascitis Linfohistioplasmocitaria multifocal extensiva severa P
atura
6 Rottweiler 8m M MS Linfohistioplasmocitaria multifocal extensiva severa P
Granulomatosa necrotizante multifocal extensiva
7 Doberman 8m M MS P
severa
8 Pastor Alemdn 3a H MS Linfohistioplasmocitaria multifocal extensiva severa A
Golden Re- Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
9 . Ss H MS . . A
triever extensiva severa con fibrosis
. Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
10 Rottweiler Sa M MS p . . A
extensiva severa con fibrosis
Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
11 Boxer 3m M MS prasm ) A
extensiva severa con fibrosis
. Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
12 Yorkshire 2a H MS P . . A
extensiva severa con fibrosis
Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal leve
13 SRD ND H ND p ) A
con focos de fibrosis
. Linfohistioplasmocitaria necrotizante multifocal
14 SRD 7 m H Ascitis P . . A
extensiva severa con fibrosis
. Granulomatosa y necrotizante multifocal extensiva
15 San Bernardo 8a M Ehrlichia y A
moderada
. . . Linfohistioplasmocitaria necrotizante focal con focos
16 Fox Terrier 11m M Taquicardia p . A
de fibrosis moderada
Enfermedad renal L . . .
17 Basset Hound 6a M . Linfohistioplasmocitaria multifocal extensiva moderada A
(presuntivo)
18  Pastor Alemdn  Sm H Hidropericardio  Linfohistioplasmocitaria multifocal extensiva moderado A

Edad: a = afio, m = meses, s= semanas, M= Macho, H=Hembra, Anamnesis: MS= Muerte subita. Presencia de pseudoquistes de amastigotos:
A= ausentes, P=presentes. ND = No disponible
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Figura 2. a) miocarditis con extensa infiltracién linfohistioplamocitaria severa sin evidencia de nidos de amastigotos 200X, b)
Multiples nidos de amastigotos en fibras de miocardio (flechas) 200X. Fotografia por los autores.
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Figura 3. a) pseudoquiste con amastigotos (flecha) 600X, b) pseudoquiste con multiples amastigotos dentro de cardiomiocito
H&E 600X. Fotografia por los autores.

Discusiéon

En todas las muestras analizadas se detecté ADN de 7. cruz, incluyendo los 11 casos con miocarditis en los
que morfoldgicamente no se identificé la presencia de pseudoquistes. La sensibilidad y especificidad de la
prueba de PCR utilizada en este estudio ha sido demostrada en tejidos cardiacos de ratones con infeccién
experimental aguda y crénica detectando ademds ADN de pardsitos de dos diferentes linajes y también en
sangre de humanos con infeccién crénica (Avila et al., 1993; Barrera et al., 2008). Aun cuando podria
amplificar fragmentos de Trpanosoma rangeli (Vallejo et al., 1999), este tripanosomdtido no es patégeno
para mamiferos y no invade tejido cardiaco (Vallejo et al., 2015). Asi mismo, la infeccién crénica natural con
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1. cruzgi en pizotes (Nasua narica) de nuestro pafs ha sido confirmada empleando esta misma PCR en
conjunto con la histopatologfa (Rojas-Jiménezetal., 2021). En el presente estudio, laPCR fue unaherramienta
importante en el diagndstico post mortem de casos sospechosos de tripanosomiasis canina. Sin embargo, una
PCR negativa no descarta la presencia del material genético del pardsito (Rassi et al., 2012). Aunque en esta
investigacion no se identificaron las Unidades Discretas de Tipificacién (DTU’) de 7. cruzi, ya se hareportado
que el linaje Tcl es el que estd presente en caninos, marsupiales y triatominos de Costa Rica (Zuriaga et al.,
2012). Los cambios histopatoldgicos encontrados en los perros de este estudio coinciden con los hallados en
coyotes de Texas en los que la miocarditis linfoplasmocitaria estuvo asociada a Tcl, genotipo a su vez asociado
a la forma crénica de infeccién (Hodo et al., 2020). La mayoria de los casos aqui analizados presentaba una
miocarditis linfohistioplasmocitaria extensa en las diferentes cimaras cardiacas, con presencia de amplios
focos de necrosis en algunos de los casos. Si bien este tipo de infiltrado no es patognoménico, si apoya el
diagnéstico de infeccién por 7. cruzi especialmente cuando es acompafiado por una PCR positiva (Hodo et
al., 2020). Nuestros hallazgos sugieren que la enfermedad se encontraba en la fase crénica de la infeccién
(Caliari et al., 2002; Zachary & McGavin, 2016). Las caracteristicas del infiltrado inflamatorio con
predominio granulomatoso orientaron el diagndstico mayoritariamente a una miocarditis chagdsica ya que
otros agentes COmo Leishmania z'nﬁmmm, Neoypom caninum, ngﬂtozoon canis'y Toxoplmma gondz'z', tienden
a producir dafios mds necrotizantes y piogranulomatosos (Molesan et al., 2019. Ademds, algunos de estos
protozaoarios poseen caracteristicas morfolégicas diferentes a las de 77 cruzi. La ausencia de hallazgos
significativos en otros érganos hizo poco probable la presuncién de otros agentes parasitarios, virales,
bacterianos o agentes toxicos. Dos de los casos analizados fueron en animales de corta edad (5 y 12 semanas),
ambos con una miocarditis linfohistioplasmocitaria extensa severa con focos de fibrosis. Debido a la
cronicidad del proceso inflamatorio se presume que la infeccién con 7. cruzi pudo ocurrir por transmisién
vectorial ya sea por la forma contaminativa, u oral por ingestién del vector infectado, vertebrados infectados
o alimentos contaminados con heces del insecto conteniendo tripomastigotos metaciclicos (Eloy & Lucheis,
2009) desde los primeros dias de vida, o inclusive la infeccién pudo darse por via transplacentaria o
transmamaria (Barr, 2009). Estas rutas de transmision a partir de la madre infectada podrian constituir un
mecanismo de amplificacién de la infeccién en caninos, lo cual amerita mds investigacién a nivel de campo.
En los 8 animales en los que se reporté muerte stbita, se determiné que el grado de inflamacién y la afeccién
de las diversas cimaras cardiacas era extensa y severa con amplios cambios necrotizantes y fibréticos. La
extensién y severidad de las lesiones podrian haber desencadenado la muerte subita. En tripanosomiasis
experimental canina, la fibrosis se presenta igual que la descrita en cardiopatia crénica en humanos (Caliari
et al.,, 2002). Esto sugiere que el grado de severidad de la miocarditis o dafo tisular podria ser uno de los
factores relacionados con la severidad del cuadro clinico y/o muerte stibita como lo han descrito otros autores
(Caliari et al., 2002; Tafuri, 1999). En cuanto a la raza, predominaron animales de razas grandes. Dicho
predominio ha sido reconocido igualmente en estudios epidemioldgicos de tripanosomiasis canina y se ha
asociado principalmente a factores del estilo de vida y actividad de los perros de razas grandes tales como
permanecer mayor tiempo en exteriores y que pueden aumentar significativamente el riesgo de exposicion y
contacto con vectores infectados del peridomicilio (Kjos et al., 2008; Saldafia et al., 2015). Por otra parte, es
necesario destacar que en ninguno de los casos analizados existfa sospecha clinica de la enfermedad de
Chagas. Los hallazgos de los estudios histopatoldgicos post mortem junto al resultado de la PCR fueron los
que establecieron el diagnéstico definitivo. Se debe sefalar que a pesar de que Costa Rica es un pais endémico
parala tripanosomiasis canina con tasas de seroprevalencia entre 6.4% y 23% (Bonilla et al., 2019; Montenegro
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et al,, 2002), es posible que la enfermedad sea subdiagnosticada en la préctica clinica veterinaria, lo que
coincide con los hallazgos encontrados en este estudio. El no reconocimiento de la infeccién por 7. cruzi en
caninos podria relacionarse con desconocimiento de la epidemiologfa de la enfermedad en nuestro pafs, ast
como con su variada e inespecifica presentacion clinica (Meyers et al., 2017). Al infectarse con este agente, los
perros pueden sufrir la forma aguda mostrando signos no especificos como letargia, membranas mucosas
palidas, linfoadenopatia generalizada, o inclusive pueden sufrir muerte sibita como tnico signo clinico. Si
los animales desarrollan la forma crénica de la enfermedad, se puede generar un sindrome de cardiomiopatia
dilatada debido al dafo en tejido cardiaco el cudl cursa con signos como ascitis, arritmias, intolerancia al
ejercicio, hepatomegalia, esplenomegalia, muerte subita, entre otros (Kjos et al., 2008; Meyers et al., 2017;
Sykes & Greene, 2013). Estos sintomas también son comunes a otras enfermedades infecciosas, neopldsicas o
degenerativasen caninos(Ettingeretal.,2017); no obstante es necesario considerarlossignos de tripanosomiasis
asociados con insuficiencia cardiaca, como diferencial en el proceso de diagndstico de estos pacientes. A
pesar de que no se puede asegurar que en todos los casos la cardiomiopatia fuera la causa principal de la
muerte, si es posible inferir que pudo haber contribuido al desarrollo de algunas de las patologias y signos
clinicos presentados por los caninos. El diagndstico post mortem de los casos de caninos infectados con 7.
cruzi se dificulta ya que muy pocos animales son sometidos a necropsia y estudio histopatoldgico debido ya
sea a razones econémicas o bien a la falta de interés por determinar la causa exacta de muerte por parte del
médico tratante y/o los propietarios. Asi mismo, en los casos en los que si se realiza el estudio post mortem, no
siempre es posible la observacién de pseudoquistes con amastigotos en el examen histoldgico por lo que la
aplicacién de pruebas moleculares para detectar material genético puede contribuir de forma importante al
diagnéstico. La identificacién clinica y/o post mortem de caninos con tripanosomiasis posee una gran
relevancia no s6lo médico veterinaria, sino también en salud publica. Confirmar un caso canino puede ser de
gran utilidad en la investigacién y documentacién de lugares donde podrian estar los vectores infectados con
el agente y en la toma de medidas de prevencién de la enfermedad de Chagas tanto en caninos como en seres
humanos (Castillo-Neyra et al., 2015). La enfermedad de Chagas en humanos en Costa Rica es de reporte
obligatorio y la sospecha de enfermedad o la presencia de vectores en las viviendas debe de llevar un
seguimiento por parte de las autoridades en salud para la evaluacién de los riesgos de infeccién en humanos
y para la eliminacién del vector de las viviendas (Norma de atencién integral de la enfermedad de Chagas
2012). Por lo anterior, es responsabilidad de los médicos veterinarios considerar el enfoque de Una Salud al
lidiar con enfermedades zoondticas e informar apropiadamente a los propietarios acerca de la tripanosomiasis
canina, su manejo médico y control del vector, asi como los potenciales riesgos para los habitantes de las
viviendas y sus mascotas. A su vez, debe de haber un trabajo conjunto y coordinado con las autoridades en
salud humana sobre los casos caninos nuevos que se identifican para realizar una evaluacién y manejo integral
de las poblaciones humanas en riesgo. Por esta razén y dada la dificultad de identificar los casos clinicos de
tripanosomiasis canina, se recomienda a los médicos de la prictica clinica de especies menores, actualizar
conocimientos sobre la epidemiologfa de esta enfermedad y realizar exdmenes electrocardiogrificos y
serolégicos que apoyen el diagnéstico en los casos de animales con cardiopatias, insuficiencia cardiaca
congestiva y anormalidades en el ritmo cardiaco o que procedan de zonas endémicas conocidas (Eloy &
Lucheis, 2009). Se enfatiza la responsabilidad del médico veterinario de informar a los propietarios sobre la
posible etiologfa chagdsica y sus implicaciones para la salud animal y humana y asf propiciar la realizacién de
estudios post mortem y/o prueba de PCR a aquellos caninos que mueran con la sintomatologfa anteriormente
descrita (y sin identificacién de una patologfa primaria) y casos de animales que sufran muerte sabita. El
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presente estudio destaca el desafio del diagnéstico de la tripanosomiasis canina en la préctica veterinaria.

Conclusiones

La aplicacién de la prueba de PCR fue de gran utilidad para identificar casos de tripanosomiasis canina
post mortem en caninos sin diagnéstico clinico, con muerte subita con y sin evidencia histoldgica del agente.
Se demostré la presencia de ADN| de 7. cruzi en todos los caninos estudiados. Es importante sensibilizar
al médico veterinario en la busqueda de actualizacién continua sobre esta enfermedad endémica en Costa
Rica y en la responsabilidad del trabajo conjunto con las autoridades de salud para la prevencién de la
tripanosomiasis en nuestro pafs.
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