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ABSTRACT

Objective. To determine Trypanosoma cruzi (T. cruzi), Leishmania mexicana (L.mexicana) and
Leishmania braziliensis (L.braziliensis) circulating antibodies in dogs from Chontalpa region in Tabasco,
Mexico using ELISA diagnostic techniques Fe-SOD and Western blot. Materials and methods. For
this study, 119 serums were obtained from domiciled dogs. Serums were tested for antibodies against
T. cruzi, L. mexicana and L. braziliensis, using ELISA and Western Blot sod as diagnostic test. The
antigenic fraction used in both tests was the Fe-SOD excreted by the species of Leishmania and
Trypanosoma. Results. The obtained frequency in this study was 3.36% for 7. cruzi, 9.24% for L.
mexicana and 10.08% for L. braziliensis. Conclusions. The present study has demonstrated the
presence of antibodies to these parasites in Chontalpa region from Tabasco, Mexico.

Keywords: Antibodies, blood serum, enzyme - linked inmunospot assay, Western blotting (Source:
MeSH).

RESUMEN

Objetivo. Determinar la frecuencia de anticuerpos circulantes de Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
Leishmania mexicana (L. mexicana) y Leishmania braziliensis (L. braziliensis) en una poblacién de
perros usando ELISA Fe-SOD y Western blot en la region Chontalpa del estado de Tabasco, México.
Materiales y métodos. Para este estudio se obtuvieron 119 sueros de perros domiciliados, con el
consentimiento previo de los propietarios. Los sueros fueron analizados para detectar anticuerpos
contra T. cruzi, L. mexicana, y L. braziliensis, usando como prueba diagndstica ELISA-sod y Western
Blot. La fraccion antigénica utilizada en las dos pruebas fue la Fe-SOD excretada por las especies de
Trypanosoma y Leishmania. Resultados. La frecuencia obtenida en este estudio fue de 3.36% para T.
cruzi, 9.24% para L. mexicana 'y 10.08% L. braziliensis. Conclusiones. El presente estudio demostro
la presencia de anticuerpos para estos parasitos en la region Chontalpa del estado de Tabasco, México.

Palabras clave: Anticuerpos, inmuno ensayo ligado a enzimas, suero sanguineo, Western blotting

(Fuente: MeSH).
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INTRODUCTION

Protozoa are microorganisms that cause
public health problems in humans. Among the
most important protozoa, are Trypanosoma
cruzi, which causes American Trypanosomiasis
or Chagas disease (1) and Leishmania sp.
which causes leishmaniasis. These agents are
transmitted by a bed bug (Triatoma dimidiata)
and a blood-sucking mosquito (Lutzomyia and
Phlebotomus) respectively. However, recent
studies have indicated that agents such as ticks
of the genus Rhipicephalus sanguineus may
be playing a role in the transmission of canine
visceral leishmaniasis (2).

American trypanosomiasis, also known as
Chagas disease, is a parasitic zoonosis caused
by a protozoan, and characterized by using two
guests, vertebrate (dog) and other invertebrate
(triatoma) to complete its life cycle (3);
Leishmaniasis is a disease caused by a complex
group of protozoa. The life cycle takes place in
two evolutionary forms, one transmitted by the
bite of a sandfly Diptera (vector) and one in the
host (dogs) that often acts as a reservoir of the
parasite (4). According to the epidemiological
importance of dogs in the transmission of Chagas
disease as reservoirs of the parasite in endemic
areas, it is essential to know the prevalence of
infection, as a measure of active surveillance
to identify the circulation of the parasite before
it infects the human population susceptible
(5).Some studies carried out in Yucatan on
Trypanosomiasis in dogs reported seroprevalence
of 10.74% (Merida, Molas and Xcalacoop) and
21.34% in the state of Quintana Roo (Playa del
Carmen, Akumal Xcalac) (6). Leishmania sp. is
very common in almost all the world, especially
in tropical and subtropical areas.

The prevalence in the Yucatan Peninsula reported
for L. braziliensis (7.52%), L. infantum (6.07%)
and L. mexicana (20.63%) (7), while it was
reported 41.4% for the peninsula in general (8)
and 30.2% (9) for Merida. The most common
worldwide used techniques for detection of
these agents are diagnostic techniques Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA), indirect
immunofluorescence (IFI) and Polymerase Chain
Reaction (PCR). ELISA test Fe-SOD has high
sensitivity for the diagnosis of Leishmaniasis,
since it has a specificity between 99 and 99.7%;
and a sensitivity between 96.2 and 100% (7,
10,11). The use of Western Blot is justified by
high sensitivity compared to ELISA, however
their values are consistent with those obtained
with ELISA Fe-SOD, but has a higher cost. (7).

INTRODUCCION

Los protozoarios son un grupo de microorganismos
capaces de generar problemas de salud publica en
la poblacién humana. Dentro de los protozoarios de
mayor relevancia en salud publica, se encuentran,
Trypanosoma cruzi, causante de la Tripanosomiasis
americana o Enfermedad de Chagas (1) y
Leishmania spp, causante de la Leishmaniasis. Estos
agentes son transmitidos por una chinche (Triatoma
dimidiata) y mosquitos hematéfagos (Lutzomyia
y Phlebotomus), respectivamente; sin embargo
estudios recientes han sefialado que agentes como
las garrapatas del género Rhipicephalus sanguineus
pueden estar jugando un rol en la transmision de
la Leishmaniasis visceral canina (2).

La tripanosomiasis americana o también
conocida como enfermedad de chagas, es una
zoonosis parasitaria, causada por un protozoario,
y caracterizada por utilizar dos huéspedes,
uno vertebrado (perro) y otro invertebrado
(triatoma) para completar su ciclo bioldgico (3);
La leishmaniasis es una enfermedad producida
por un complejo grupo de protozoos. El ciclo
bioldgico se desarrolla en dos formas evolutivas,
uno transmitido por la picadura de un diptero
flebotomo (vector) y otra en el hospedador (perros)
que en muchas ocasiones actua como reservorio
del parasito (4). De acuerdo con la importancia
epidemioldgica de los perros en la transmision de
la enfermedad de chagas como reservorios del
parasito en las zonas endémicas, es fundamental
conocer la prevalencia de la infeccion, como medida
de vigilancia epidemioldgica activa, para identificar
la circulacidn del parasito antes de que este infecte
a la poblacién humana susceptible (5). Algunos
estudios en la Peninsula de Yucatan reportan
seroprevalencias de 10.74% (Mérida, Molas y
Xcalacoop) y de 21.34% en el Estado de Quintana
Roo (Playa del Carmen, Akumal y Xcalac) (6). El
agente Leishmania spp., se encuentra altamente
distribuida en el mundo, delimitada principalmente
en zonas tropicales y subtropicales.

La prevalencia en la Peninsula de Yucatan se reporta
para L. braziliensis (7.52%), L. infantum (6.07%)
y L. mexicana (20.63%) (7), mientras que se
reporta 41.4 % para la peninsula en general (8) y
30.2% (9) para la ciudad de Mérida. Las técnicas
diagndsticas mas empleadas a nivel mundial
para la deteccion de estos agentes son el Ensayo
Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas (ELISA),
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y la Reaccion
de la Cadena de Polimerasa (PCR). La prueba ELISA
Fe-SOD tiene alta sensibilidad para el diagndstico de
Leishmaniasis, puesto que posee una especificidad
entre el 99 y 99.7 %; y una sensibilidad entre
96.2 y 100% (7,10,11). El uso de Western Blot
se justifica por tener una alta sensibilidad en
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Since there is not accurate information regarding
the frequency and scope of these diseases in the
state of Tabasco, this work aimed to estimate
the frequency of Trypanosoma cruzi circulating
antibodies, Leishmania mexicana and Leishmania
braziliensis in a population of dogs using Fe-SOD
ELISA and Western blot diagnostic techniques.

MATERIALS AND METHODS

Field of study. An epidemiological cross-
sectional for convenience study was carried out in
the canine population of the Chontalpa subregion
of the state of Tabasco, Mexico (latitude 17°15’-
18°39’, longitude 19°00'- 94°17’). The climate
is tropical, with temperatures of 15-44°C and
relative humidity above 90%.

Sample size. A sample size of 119 individuals,
was calculated for an infinite dog population,
with 95% confidence level, an error of 5% and
an expected prevalence of 10% (6) using the
statistical software WinEpiscope 2.0.

Blood sampling. Blood samples were collected
during the months of July-August 2013, taking
into account, the ethical, technical, scientific
and administrative standards of the Autonomous
University of Tabasco (UJAT), as well as the
consent of the dogs * owners through an informed
consent. Before samples were taken, a general
physical exam was carried out on each dog
along with the identification of skin lesions and
general health status. 5 ml of blood were taken
of the cephalic vein by puncture using Vacutainer
system. The samples were collected in tubes
without anticoagulant and refrigerated at 4°C.
Then, the samples were centrifuged at 1500
rpm per 10 minutes to obtain the serum. Once
the serum was obtained, it was stored at -20°C
and subsequently processed at the Faculty of
Sciences of the University of Granada, Spain.

Statistical analysis. For the analysis of the
results descriptive statistics were used and
the Kappa value was calculated as well as the
sensitivity and specificity for the ELISA test by
means of a 2x2 table.

Laboratory analysis. For the samples analysis,
a parasite culture was carried along with the
extraction and purification of the Fe-SOD
excreted; subsequently the serological ELISA
test and Western blot were performed. Each or
these procedures are described below.

Parasite culture, extraction and purification
of the Fe-SOD excreted. Parasites were
cultured in vitro in sterile medium liquid MTL

comparacion con ELISA, sin embargo sus valores
estan en concordancia con los obtenidos con ELISA
Fe-SOD, pero posee un costo mayor. (7). Dado que
en el Estado de Tabasco la frecuencia y magnitud
de estos padecimientos se desconoce, el objetivo
del presente trabajo fue determinar la frecuencia
de anticuerpos circulantes de Trypanosoma cruzi,
Leishmania mexicana y Leishmania braziliensis en
una poblacién de perros mediante las técnicas de
diagndstico de ELISA superdxido dismutasa (Fe-
SOD) y Western blot.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. Se realizé un estudio
epidemioldgico de corte transversal por conveniencia
en la poblacién canina de la subregién Chontalpa del
Estado de Tabasco, México (latitud 17°15'- 18°39’
Norte, longitud 19°00'- 94°17’ Oeste). El clima es
tropical hiimedo, con temperaturas de 15-44°C y
humedad relativa superior 90%.

Tamafio de muestra. Se obtuvo un tamafo
de muestra de 119 individuos, calculado para
una poblacién canina infinita, con 95% de nivel
de confianza, un error del 5% y una prevalencia
esperada del 10% (6) utilizando el software
estadistico Winepiscope 2.0. 2001.

Recoleccion de muestras sanguineas. Las
muestras fueron colectadas durante los meses de
julio—agosto de 2013, considerando las normas
éticas, técnicas, cientificas y administrativas
de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
(UJAT), asi como el consentimiento previo de
los propietarios de los animales, mediante un
consentimiento informado. A cada animal se le
realizé examen fisico general previo a la toma de la
muestra. Se tomaron 5 ml de sangre por puncion de
la vena cefélica utilizando el sistema Vacutainer®.
Las muestras fueron colectadas en tubos sin
anticoagulante y refrigeradas a 4°C. Posteriormente
las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm por
10 minutos para la obtencién del suero. Una vez
obtenido el suero de cada muestra se conservé a
-20°C y posteriormente fueron procesados en la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada,
Espafia.

Analisis estadistico. Para el andlisis de resultados
se utilizo estadistica descriptiva y se calculé el valor
Kappa, asi como la sensibilidad y especificidad para
la prueba de ELISA, mediante una tabla 2x2.

Analisis de laboratorio. Para el analisis de las
muestras se realizd el cultivo de los parasitos, asi
como la extraccion y purificacion de la Fe-SOD
excretada, posteriormente se realizaron el test
seroldgico de ELISA y Western Blot. A continuacion
se describe cada procedimiento.
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(Trypanosomes Liquid Medium) supplemented
with 10% (v/v) inactivated fetal bovine serum at
56° C/30 minutes. The parasite inoculum at the
beginning of the culture was 5 x 10%cells/ml in
5 ml of media in Falcon plastic jars of 25 cm2 and
they were kept in an oven at 28°C. The cultures
were routinely performed until the needed
cell mass for further studies was obtained.
The extraction and purification of Fe-SOD was
obtained through cultures in exponential growth
phase.

Parasites were washed twice through a procedure
known as free of serum MTL. The parasites
were counted using a hemocytometer and then
distributed into aliquots of 5x109 parasites/ml.
Subsequently a second parasite culture through
medium MTL was performed without serum
for 24 hours, a supernatant was obtained by
centrifugation at 1500 xg for 10 minutes, filter
after centrifugation was obtained, using a filter
of 0.45 microns. The filtrate was washed twice
with ammonium sulfate at concentrations of
35% and 85% respectively, then centrifuged
at 9000 xg for 20 minutes at 4°C, obtaining
a precipitate which was re suspended in 2.5
ml of potassium phosphate 20 mM pH 7.8, 1
mM EDTA as buffer solution. Additionally the
precipitate was dialyzed through a Sephadex
G-25 (Pharmacia, PD 10), previously equilibrated
with buffer solution to a total volume of 2.5 ml of
Fe-SOD. Protein content was determined using
the Bio-Rad assay, according to the Bradford
method (Inmunochemicals Sigma, St. Louis),
using bovine serum albumin as standard as
described by Marin (12). The Fe-SOD obtained
was used as antigen in the ELISA and Western
Blot for the diagnosis of T. cruzi, L. mexicana and
L. braziliensis (8).

ELISA serological test. For the ELISA test,
polyethylene microtiter plates (Nunc, Denmark)
were sensitized with antigen Fe-SOD fraction at
a concentration of 1.5 g in carbonate buffer (pH
8.2) for 2 hours at 37°C. Plates were washed
3 times with phosphate buffered saline (PBS),
0.05% tween® 20 (wash buffer) removing
unbound antigens. The free adsorption sites were
blocked for 2 hours at 37°C using a blocking
solution (PBS-Tween 20® at 0.2% bovine serum
albumin at 1%). The plate was then incubated
for 45 minutes in the presence of dog serum at a
dilution of 1:200. After this further washing was
performed and it was incubated for 30 minutes
at 37°C with inmunoconjugate (Anti IgG with
peroxidase anti-dog, Sigma Immunochemicals)
at a dilution of 1:1000. The enzymatic reaction
with the chromogenic substrate was OPD
(hydrogen peroxide O-phenylenediamine-
Sigma®, Madrid, Spain) and 10 ul of 30% H,0,

Cultivo del parasito, extraccion y purificacion
de la Fe-SOD excretada. Los parasitos fueron
cultivados in vitro en esterilidad en medio liquido
MTL (Medium Trypanosomes Liquid) suplementado
con un 10% (v/v) suero bovino fetal inactivado
a 56°C/30 minutos. El inéculo de parasitos para
iniciar el cultivo fue de 5x10* células/ml en 5 ml
de medio en frascos de plastico Falcon de 25 cm2y
se mantuvieron en una estufa a 28°C. Los cultivos
se realizaron de manera rutinaria hasta conseguir
la masa celular necesaria para los posteriores
estudios. La extraccion y purificacion de Fe-SOD se
obtuvo a través de cultivos en fase de crecimiento
exponencial. Los parasitos se lavaron dos veces en
un medio conocido como libre de suero MTL.

Los parasitos fueron contados mediante un
hematocitdmetro y posteriormente distribuidos en
alicuotas de 5x10° parasitos/ml. Posteriormente se
realizé un segundo cultivo de parasitos en medio
MTL sin suero durante 24 horas, se obtuvo un
sobrenadante por centrifugacion a 1500 x g durante
10 minutos, se obtuvo un filtrado después de
centrifugado, mediante un filtro de 0.45 micras. El
filtrado se lavd dos veces con sulfato de amonio en
concentraciones de 35% y 85% respectivamente,
después fue centrifugado a 9000 x g durante 20
minutos a 4°C, obteniendo un precipitado, el cual fue
resuspendido en 2.5 ml de fosfato potdsico 20 mM
de pH 7.8, 1 mM de EDTA como solucién tampon.
Adicionalmente el precipitado se dializ6 a través
de una columna de Sephadex G-25 (Pharmacia,
PD 10), previamente equilibrada con la solucién
tampon hasta alcanzar un volumen total de 2.5 ml
de Fe-SOD. Se determind el contenido de proteina
utilizando el ensayo Bio — Rad, de acuerdo con el
método de Bradford (Inmunochemicals Sigma, St.
Louis), utilizando albimina de suero bovino como
estandar de acuerdo a lo descrito por Marin (12).
El Fe-SOD obtenido se utilizd como antigeno en
el ELISA y Western Blot para el diagndstico de T.
Cruzi, L. mexicana L. braziliensis (8).

Test serologico ELISA. Para el test de ELISA, se
sensibilizaron placas de polietileno de microtitulacion
(Nunc, Denmark) con la fracciéon antigénica de Fe-
SOD a una concentracion de 1.5 g en tampén de
carbonato (pH 8.2) durante 2 horas a 37°C. Las
placas fueron lavadas 3 veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), tween 20® 0.05%
(tampén de lavado) eliminando los antigenos
no fijados. Los sitios libres de absorcién fueron
blogueados durante 2 horas a 37°C utilizando una
solucion de bloqueo (PBS-Tween 20® al 0.2%,
albdimina de suero bovino al 1%). Posteriormente
la placa se incubd durante 45 minutos en presencia
de suero de perro a una dilucién 1:200. Después
de esto se realiz6 un lavado adicional y se
incubd de nuevo durante 30 minutos a 37°C con
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per 25 ml for 20 minutes in darkness. The
reaction was blocked by adding 50 ul of HCI;N.
Absorbance was read at 492 nm in a microplate
reader (SunriseTM, TECAN). All samples were
tested in triplicate in microtiter plates. The
median and standard deviation (SD) of optical
density of the negative control sera (belonging to
the faculty of the University of Granada, Spain)
were used to calculate the cutoff value (mean
+3xSD) according to the technique suggested
by ongoni (8).

Western blot analysis. The fraction of Fe-SOD
antigen (concentration of 1.5 pg of protein) of
T. cruzi, L. mexicana and L. braziliensis, was
merged with IEF 3-9 gels and subsequently
transferred to nitrocellulose for 20 minutes,
as described in the Phast system manual. The
membrane was blocked for two hours at room
temperature using 0.4% gelatin and 0.2%
Tween 20 in PBS, followed by three washes in
0.1% Tween 20 in PBS (PBS-T), subsequently
they were incubated for two hours at room
temperature with dog sera in a dilution of
1:100. Before the washing, the membrane
was incubated for two hours mass room
temperature with the second antibody, anti-dog
immunoglobulin G conjugated with peroxidase
(Sigma Immunochemicals; dilution 1/1000.
The latter was washed with diaminobenzidine
substrate (0.5 mg/ml in Tris buffer/HCI 0.1M
pH 7.4 containing H202 1/5000 [10 v/v]) and
was added to the reaction, which was stopped
with a number of washings with distilled water
according to the technique suggested by Marin
et al (13).

RESULTS

The frequency of seropositive dogs by ELISA
(Fe-SOD) was 6.7, 15.1 and 14.2 for T. cruzi,
L. mexicana and L. braziliensis respectively;
while the frequency of seropositive dogs by
Western blot was 3.4, 9.2 and 10.1 for T. cruzi,
L. mexicana and L. braziliensis respectively
(Table 1).

Table 1. Sera of dogs positive to T. cruzi, L. mexicana
and L. braziliensis using the ELISA and
Western blot-sod tests, carried out in the
Chontalpa subregion of Tabasco, Mexico.

Antigen Elisa - SOD Frequency Wt;sllo:c'e:rn Frequency
Trypanosoma 8 6.7% 4 3.4 %
cruzi
L. mexicana 18 15 % 11 9.2 %
L. braziliensis 17 14.2% 12 10.1%

Total serum 119

inmunoconjugante (Anti IgG con peroxidasa anti-
perro, Sigma Immunochemicals), a una dilucién
de 1:1000. La reaccion enzimatica, cromogénico
se hizo con el sustrato OPD (perdxido de hidrogeno
O-fenilendiamina-Sigma®, Madrid, Espafia) y 10 pl
de H,0, al 30% por cada 25 ml durante 20 minutos
en oscuridad. La reaccién se bloqued mediante la
adicién de 50ul de HCI;N. La absorbancia se ley6
a 492 nm en un lector de microplacas (SunriseTM,
TECAN). Todas las muestras se analizaron por
triplicado en placas de microtitulacion. La mediana
y desviacion estandar (SD) de la densidad dptica de
los sueros de control negativo (pertenecientes a la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada,
Espafia) se utilizaron para calcular el valor de
corte (mediana +3xSD) de acuerdo con la técnica
sugerida por Longoni (8).

Analisis de Western blot. La fraccion de
antigeno Fe-SOD (concentracion de 1.5 pg de
proteina) de T. Cruzi, L. mexicanay L. braziliensis,
se fusiond con IEF 3-9 geles y posteriormente se
transfirieron a nitrocelulosa durante 20 minutos,
como se describe en el manual del sistema Phast.
La membrana se bloqued durante dos horas a
temperatura ambiente usando 0.4% de gelatina
y 0.2% de Tween 20 en PBS, seguido de tres
lavados en 0.1% de Tween 20 en PBS (PBS-T),
posteriormente se incubaron durante dos horas
a temperatura ambiente con sueros de perro
en una dilucién de 1:100. Previo al lavado, la
membrana se incubd durante dos horas mas a
temperatura ambiente con el segundo anticuerpo,
anti-perro de inmunoglobulina G conjugada con
peroxidasa (Sigma Immunochemicals; dilucion
1/1000). Esta ultima se lavd con sustrato
Diaminobencidina (0.5 mg/ml en un tampdn de
Tris/HCI 0.1 M, pH 7.4 que contiene 1/5000 H,0,
[10 v/v]) y se afiadiod a la reaccion, que se detuvo
con una serie de lavados con agua destilada de
acuerdo a la técnica sugerida por Marin et al (13).

RESULTADOS

La frecuencia de perros seropositivos mediante
ELISA (Fe-sod) fue 6.7, 15.1y 14.2 para T. cruzi,
L. mexicana y L. braziliensis respectivamente;
mientras que la frecuencia de perros seropositivos
mediante Western blot fue 3.4, 9.2 y 10.1
para T. cruzi, L. mexicana y L. braziliensis
respectivamente (Tabla 1). En la tabla 2 se
presentan los resultados del analisis de fiabilidad
de la prueba de ELISA (Fe-sod) para la deteccién
de anticuerpos de T. cruzi, L. mexicana y L.
braziliensis, presentando valores Kappa de 0.65,
0.71 y 0.68 respectivamente.
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Table 2 shows the results of reliability analysis of
the ELISA test (Fe-SOD) for the detection of T.
cruzi antibodies, L. mexicana and L. braziliensis
present presenting Kappa values of 0.65, 0.71
and 0.68 respectively .

Table 2. Reliability indices of the diagnostic test
(ELISA) using Fe-SOD fraction of T. cruzi, L.
mexicana, L. braziliensis in sera from dogs of
the Chontalpa subregion of Tabasco, Mexico.

T. Cruzi L. mexicana L. braziliensis
Sensitivity 100% 100% 100%
Specificity 96.5% 89.1% 88.2%
Negative 100% 100% 100%
predictive value
Kappa Value 0.65 0.71 0.68
DISCUSSION

In the present study the frequency of antibodies
to Trypanosoma cruzi, Leishmania mexicana and L.
brasiliensis was lower than previously reported in
the Yucatan Peninsula (9) (Table 1), and the State
of Morelos (14); as well as studies in Latin American
countries like Paraguay and Colombia (15). The
prevalence found in this study may be related to
factors such as: a) changes in the environment, b)
presence of jungle-peridomestic wildlife, c) Actions
of prevention - control of the vector, d) the diversity
and abundance of vectors related with the disease
(influenced by environmental conditions of the
geographical area), e) the socioeconomic conditions
of the study area (urban vs. rural; in rural areas
high prevalences have been reported 29.9%, due
to close contact with areas of forest, favoring the
interaction of animals like dogs and farm animals,
with triatomine at certain seasons of the year); f)
Age of the animals (As age of dogs increases the
prevalence increases); and g) The handling of pets
in urban vs. rural areas, in rural areas the dogs are
released, providing that come into contact with
vectors. The condition of freedom for dogs, allow
dogs to remain in surrounding areas to the House-
hold, in those areas higher collections and diversity
of triatomine collections have been reported, giving
as a result higher serological frequency in dogs
(16-19).

Monitoring of diseases such as Trypanosomiasis
and Leishmaniasis in pets, is of great importance
(16), as animals like dogs, act as reservoirs of the
parasite in endemic areas, and it is necessary to
identify the movement of agents in order to prevent
possible infection in humans (4). Pets like dogs,
cats and rodents, presented high prevalence of T.
cruzi; according to some studies, the presence of
dogs in homes increases the risk of infection for the

DISCUSION

En el presente estudio la frecuencia de anticuerpos
para Trypanosoma cruzi, Leishmania Mexicana
y L. brasiliensis fue menor a lo previamente
reportado en la peninsula de Yucatan (9) (Tabla
1), y el estado de Morelos (14); asi como
estudios realizados en paises de América
latina como Paraguay y Colombia (15). La
prevalencia encontrada en el presente estudio
puede estar relacionada con factores como:
a) modificaciones en el medio ambiente, b)
presencia de fauna selvatica-peridoméstica,
c) acciones de previsidon-control de vectores,
d)la diversidad y abundancia de vectores
relacionados con la enfermedad (influenciada
por las condiciones ambientales de la zona
geografica), e) las condiciones socioecondmicas
del area de estudio (urbanas vs rurales; En las
zonas rurales se encuentran prevalencias altas
29.9%, debido al contacto cercano con areas de
selva, favoreciendo la interaccién de animales
como los perros y animales de produccion, con
los triatominos en ciertas épocas del afio); f) La
edad de los animales (conforme la edad de los
perros se incrementa la prevalencia aumenta);
y g) El manejo de las mascotas en las zonas
rurales vs urbanas, en las zonas rurales los
perros se encuentran en libertad, facilitando
gue entren en contacto con los vectores. La
condicion de libertad para los perros, favorece
gue permanezcan en areas aledafias al domicilio,
y es en éstas areas donde se han reportado las
mayores colectas y diversidad de triatominos,
dando como consecuencia mayor frecuencia
seroldgica en perros (16-19).

El monitoreo de las enfermedades como la
Trypanosomiasis y Leishmaniasis en mascotas,
es de gran importancia (16), ya que animales
como los perros, fungen como reservorios del
parasito en las zonas endémicas, y es necesario
identificar la circulacion de los agentes para evitar
la posible infeccion en humanos (4). Animales
domésticos como los perros, gatos y roedores,
han presentado altas prevalencias de T. Cruzi;
de acuerdo con algunos estudios, la presencia de
perros en las viviendas incrementa el riesgo de
infeccidn para la poblacion humana de 3 a 5 veces
(20, 21). En estados como el Estado de México,
Puebla y Morelos se ha reportado una correlacion
de seropositividad entre humanos (7, 4y 1.2%)
y perros (21, 10 y 24.2%) respectivamente; de
acuerdo con dichos resultados, la presencia de
perros en las viviendas representa un factor de
riesgo para adquirir la enfermedad de chagas
(20). Estudios realizados en el Estado de Quintana
Roo, México senalan que el diagndstico frecuente
de leishmaniasis canina, puede relacionarse con
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human population of 3 to 5 times (20,21). In states
such as the State of Mexico, Puebla and Morelos
has reported a correlation of seropositivity among
humans (7, 4 and 1.2%) and dogs (21, 10 and
24.2%) respectively; according to these results,
the presence of dogs in homes represents a risk
factor for acquiring Chagas disease (20). Studies
in the State of Quintana Roo, Mexico indicate
that frequent diagnosis of canine leishmaniasis,
may be related to increases in the presentation
of the disease in infected pet owners (8,17). Most
pets living with the human population, shows a
connection between urban - rural and peridomestic,
bringing along several repercussions on public
health (22). Therefore, the use of specific tests
for the monitoring and control of diseases such
as Trypanosomiasis and Leishmaniasis, is very
important; in this study, Western blot test showed
values of 100% sensitivity and specificity for T.
cruzi, L. mexicana and L. brasiliensis, compared to
ELISA (Table 2), however, considering the low cost
and easy reproducibility of the ELISA test, should be
considered as a viable option for the development
of monitoring and control programs in endemic
areas Tryopanosomiasis and Leishmaniasis tool.
In conclusion, there are circulating antibodies to 7.
cruzi, L. mexicana and L. braziliensis in dogs from
Chontalpa region of the State of Tabasco, Mexico.
The frequency of antibodies to T. cruzi, L. mexicana
and L. braziliensis in dogs Chontalpa region of
the State of Tabasco, is lower than reported by
other authors for the Mexican southeast and Latin
America. It is suggested to conduct epidemiological
studies on population dynamics and diversity
of vectors in the study area, in order to design
effective control plans for T. cruzi, L. mexicana and
L. braziliensis in dogs.

incrementos en la presentacion de la enfermedad
en los propietarios de las mascotas infectadas
(8,17). La mayor convivencia de los animales
domeésticos con la poblacién humana, demuestra
una conexién entre el medio urbano - rural
y peridoméstico, trayendo consigo diversas
repercusiones en salud publica (22). Por lo
anterior, el uso de pruebas especificas para el
monitoreo y control de las enfermedades como
la Trypanosomiasis y Leishmaniasis, es de gran
importancia; en el presente estudio, la prueba
de Western blot presentd valores de 100% de
sensibilidad y especificidad para T. Cruzi, L.
Mexicana y L. Brasiliensis, en comparacion con
la ELISA (Tabla 2), sin embargo, considerando el
bajo costo y facil reproducibilidad de la prueba de
ELISA, debe considerarse como una herramienta
viable para el desarrollo de programas de
control y monitoreo en zonas endémicas
de Tryopanosomiasis y Leishmaniasis. En
conclusidn, existen anticuerpos circulantes para
T. cruzi, L. Mexicana y L. braziliensis en perros
de la regidon Chontalpa del Estado de Tabasco,
México. La frecuencia de anticuerpos para T.
cruzi, L. Mexicana y L. Braziliensis en perros de
la regidon Chontalpa del Estado de Tabasco, es
menor a lo reportado por otros autores para el
sureste Mexicano y Latinoamérica. Se sugiere
realizar estudios epidemioldgicos sobre la
dindmica poblacional y diversidad de los vectores
en la zona de estudio, para disefiar planes de
control efectivos para T. cruzi, L. mexicana y L.
braziliensis en perros.
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