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ABSTRACT. “Molecular and serological detection of Trypanosoma cruzi in a domestic cat from Costa Rica.”
Introduction: Trypanosoma cruzi is the protozoan that causes Chagas disease, a zoonotic infection of major
relevance in Latin America. Dogs are the main peridomestic reservoirs, and the role of cats has been less
explored. Objective: To check for T. cruzi in domestic cats from Costa Rica's Central Valley as a baseline for its
possible role in urban and peridomestic infection cycles. Methods: We analyzed serum and DNA from 155
cats collected in mid-2021 using Indirect Hemagglutination (IHA), Indirect Fluorescent (IFA), and PCR assays.
Results: One cat (0,6%) tested positive across all three platforms. Genetic sequencing revealed a 100% identity
match with a rodent-derived strain from Texas (GenBank: LT220278). Conclusion: Our detection of a
confirmed T. cruzi infection in a domestic cat demonstrates that the parasite is present in very low levels in
some Costa Rican urban environments.
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RESUMEN. Introduccién: Trypanosoma cruzi es el protozoo causante de la enfermedad de Chagas, una
infeccion zoondtica de relevancia en América Latina. Los perros son los principales reservorios peridomésticos,
el papel de los gatos ha sido menos explorado. Objetivo: investigar la presencia de T. cruzi en gatos domésticos
del Valle Central de Costa Rica como base de su posible papel en los ciclos de infeccién urbanos y
peridomésticos. Métodos: analizamos el suero y el ADN de 155 gatos recolectados a mediados de 2021
mediante ensayos de Hemaglutinacion Indirecta (HAI), Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) y PCR. Resultados:
un gato (0,6%) resultd positivo en las tres plataformas. La secuenciacién genética revelé una identidad del
100% con una cepa derivada de roedores de Texas (GenBank: LT220278). Conclusién: nuestra deteccién de
una infeccidn confirmada por T. cruzi en un gato doméstico demuestra que el parasito esta presente en niveles
muy bajos en algunos entornos urbanos de Costa Rica.
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La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, afecta a humanos y diversos
mamiferos y es endémica en Centro y Sudamérica (Durdes-Oliveira et al., 2024). En Costa Rica el
principal vector doméstico y peridoméstico reportado es Triatoma dimidiata (Argiiello-Saenz, 2018).
Aunque la investigacién nacional se ha centrado principalmente en humanos y perros (Bonilla et al.,
2018), Zeledén et al. (1975), documentaron infeccidn en gatos domiciliados en zonas rurales, lo que
evidencia exposicion al parasito en escenarios domésticos. Sin embargo, la deteccién de infeccién
en una especie no implica necesariamente que actie como reservorio, debido a que esto requiere
demostrar parasitemias en concentraciones relevantes y sostenidas, y patrones de contacto que
permitan la infeccidn eficiente de triatominos. En gatos, la infeccién por T. cruzi suele cursar de
forma asintomatica o con signos poco evidentes, lo que dificulta su deteccion; en casos crdnicos se
han descrito manifestaciones cardiacas como miocarditis, arritmias e insuficiencia cardiaca (Zecca
et al., 2020; Freitas et al., 2022). Por ello, en ausencia de evidencia directa de infectividad hacia el
vector, los gatos deben considerarse principalmente como hospedadores susceptibles y marcadores
de exposiciéon en el ambiente doméstico/peridoméstico y su contribucion epidemioldgica
probablemente varia segun el contexto ecoldgico (Gurtler et al., 2006; Jiménez-Coello et al., 2012).
De hecho, en México se han reportado prevalencias felinas de hasta 17%, lo que sugiere exposicion
frecuente, aunque no define por si sola su papel como reservorio (Jiménez-Coello et al., 2012). En
este marco, el presente estudio busca aportar evidencia local mediante técnicas seroldgicas y
moleculares para detectar T. cruzi en los gatos domésticos del Valle Central de Costa Rica sin asumir
a priori su rol como reservorios, sino como parte del panorama de exposicion doméstica y
peridoméstica.

Analizamos un banco de sueros y ADN de 155 gatos recolectados entre mayo y agosto de
2021 en el Valle Central, originalmente obtenido en el marco de un estudio sobre protoparvovirus
(Obando-Corella et al., 2024). Las muestras correspondieron a gatos domésticos con propietario,
procedentes de clinicas veterinarias (n=20, 12,9%), campafas de castracion (n=120, 77,4%) y
hogares (n=15, 9,7%). En todos los casos registramos los siguientes datos: fecha de recolecta,
identificacion del animal, sexo, edad, raza, antecedentes de vacunacion, ambiente de residencia
(urbano o rural), convivencia con otros gatos, estado de salud, presencia de enfermedades crdnicas,
estilo de vida (interior o exterior) y lugar de procedencia, ademas, los animales incluidos en
campafias de castracion recibieron evaluacién clinica al momento del muestreo. En consecuencia,
no incluimos gatos callejeros sin propietario. Por tratarse de un andlisis secundario de un biobanco
previamente establecido, los resultados deben interpretarse dentro del contexto de una poblacidn
clinica urbana y no como un muestreo poblacional disefiado especificamente para T. cruzi. Las
muestras se almacenaron a —-20°C hasta su procesamiento (Obando-Corella et al., 2024). La
deteccidn seroldgica se realizé mediante hemaglutinacién indirecta (HAI), utilizando el ensayo de
Laboratorios Wiener (Rosario, Argentina) con diluciones 1:8-1:256; las muestras reactivas (21:32)
se confirmaron por inmunofluorescencia indirecta (IFl) (21:64), siguiendo a Bonilla et al. (2018). Para
la deteccion molecular se empled la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada dirigida a
un segmento de 667pb del gen 18S rRNA de T. cruzi, utilizando los cebadores descritos por Noyes
et al. (1999). Los amplicones se enviaron a Macrogen Inc. (Corea del Sur) para secuenciacién.
Editamos los cromatogramas en BioEdit v7.2.5 y generamos una secuencia consenso.
Posteriormente, comparamos la secuencia consenso mediante BLASTn (NCBI), utilizando el
algoritmo nucledtido BLAST contra la base de datos de nucledtidos no redundante (nr/nt) de
GenBank con los parametros predeterminados. Para la identificacion taxondmica consideramos los
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mejores alineamientos (mayor bit score y menor E-value) y establecimos como criterio valores
superiores al 99%, tanto para el porcentaje de identidad como para la cobertura de alineamiento.
Este enfoque se utilizéd para confirmacidon taxondmica a nivel de especie, debido a la naturaleza
conservada del 18S rRNA esta regidon no permite una asignacion robusta de DTU.

Un gato (0,6%) resulté positivo en todas las pruebas diagndsticas. Establecimos un titulo de
1:32 enIHAy de 1:256 en IFl. La secuencia que obtuvimos (GenBank: PV298048) presentd 100% de
identidad (632pb/632pb) con una secuencia reportada a partir de un roedor en Texas, EE. UU.
(LT220278). El analisis filogenético ubicd la secuencia dentro del clado correspondiente a T. cruzi,
agrupandose con secuencias previamente reportadas en América (Fig. 1). La muestra provenia de
un macho castrado sin raza definida, entre 1-5 afos, que vivia solo en un hogar urbano de la
provincia de Alajuela y tenia acceso al exterior; en el examen clinico resulté positivo a virus de
leucemia felina (FeLV) y se clasificd como no saludable con anemia sin leucopenia.

Tree scale: 0.01 ——

Trypanosoma cruzi rata EU LT220278

Trypanosoma cruzi chinche BR KF788250
Trypanosoma cruzi chinche EU MT548893
Trypanosoma cruzi humano CH KT305919
Trypanosoma cruzi gato CR PV298048 (este estudio)

93 Trypanosoma rangeli primate BR ON128743
10 Mrypanosoma rangeli BR PX628322
¥ L S— Trypanosoma minasense BR PQ038848
r— Trypanosoma brucei murcielago CN MK625437
10 - Trypanosoma evansi canino BR OL869591
Leishmania infantum canino OP784250

Fig. 1. Arbol filogenético inferido a partir de la secuencia parcial de Trypanosoma cruzi obtenida en este
estudio y de secuencias de referencia recuperadas de GenBank. El arbol se construyé mediante el método de
Mdxima Verosimilitud, utilizando el modelo de sustitucién nucleotidica Tamura—Nei. Los valores de bootstrap
(1000 réplicas) se muestran en los nodos y solo se presentan aquellos 250%. La secuencia generada en este
estudio se indica en negrita. Las secuencias del género Leishmania se utilizaron como grupo externo. Los
numeros de acceso de GenBank y el pais de origen (abreviado) se indican junto al nombre de cada secuencia.
Abreviaturas de paises: BR = Brasil, CH = Chile, CN = China, CO = Colombia, CR = Costa Rica, EU = Estados
Unidos, MX = México.

El hallazgo de un solo gato positivo coincide con estudios previos en Costa Rica, en donde
se ha reportado baja seroprevalencia en caninos (1,17%) (Bonilla et al., 2018). Hasta donde
sabemos, este constituye el primer caso confirmado molecularmente de infeccién por T. cruzi en un
gato doméstico en Costa Rica y, probablemente, el primero reportado en Centroamérica. En el
estudio de Zeledén et al. (1975) los gatos provenian de zonas rurales con colonizacion
intradomiciliaria activa de Triatoma dimidiata, o que facilitaba un contacto estrecho entre vectores,
roedores y felinos. En contraste, en el Valle Central, la urbanizacidn, el control vectorial y las mejores
condiciones habitacionales han reducido la presencia del vector dentro de las viviendas y, por ende,
la exposicion de los gatos urbanos. Estudios en otros paises también muestran esta variacién
geografica, como en México, en donde se han encontrado prevalencias considerables de infecciéon
felina en contextos urbanos y periurbanos (Jiménez-Coello et al., 2012) y en Venezuela, en donde
se han reportado prevalencias superiores al 40% en areas rurales con ciclos domésticos activos

DPENammuNED Research Journal (e-ISSN 1659-441X), Vol. 18 (1) : €6217; Enero- Diciembre, 2026 (Publicado MAY. 2026)




(Diaz-Bello et al., 2022). No obstante, estas prevalencias deben compararse con cautela, dado que
los estudios difieren en el tipo de prueba seroldgica empleada (ELISA, IFI, IHA), antigenos, puntos
de corte, asi como en el disefio de muestreo (clinico vs comunitario; urbano vs rural), lo que puede
influir de manera importante en las estimaciones (Alfonso et al., 2012). Con respecto a la estrategia
diagndstica, utilizamos IHA e IFl porque estas pruebas forman parte del panel serolégico disponible
para el biobanco analizado y han sido ampliamente empleadas en el diagnéstico serolégico de T.
cruzi (p. €j., IHA/IFI/ELISA como pruebas de uso frecuente en algoritmos seroldgicos). Ademas, la
aplicacion combinada de dos pruebas seroldgicas puede aumentar la especificidad, especialmente
en regiones con circulacion de otros tripanosomatidos como Leishmania (Freitas et al., 2022).
Reconocemos; sin embargo, que no realizamos una validacién formal especifica de desempefio de
IHA en sueros felinos dentro de este estudio; por ello, interpretamos los resultados seroldgicos de
manera conservadora y los complementamos con confirmacién molecular. En este sentido, la
integracion de serologia y PCR, como en este estudio, permite detectar infecciones en diferentes
fases (Tenney et al., 2014; Curtis-Robles et al., 2017) y reduce el riesgo de conclusiones basadas en
una sola prueba. Cabe sefialar que en los estudios de campo en perros y gatos se han empleado
combinaciones de ELISA e IHA junto con herramientas parasitoldgicas/moleculares, lo que apoya el
uso de aproximaciones serolégicas combinadas en esta especie, aunque la comparabilidad entre
ensayos depende del antigeno y del punto de corte utilizado (Enriquez et al., 2013). La secuencia
obtenida mostrd identidad con una secuencia previamente reportada de un roedor de Texas;
empero, debido a que el marcador 18SrRNA utilizado es principalmente confirmatorio a nivel de
especie y no permite asignacion robusta de DTU y, considerando que se trata de un Unico caso, no
es posible realizar inferencias sobre linajes circulantes ni sobre rutas especificas de transmisién. Si
bien, este hallazgo confirma exposicién e infeccion por T. cruzi en un gato doméstico del Valle
Central, no permite inferir su papel epidemioldgico en la transmision local. Es importante sefialar
gue la condicién de reservorio implica no solo la infecciéon del hospedador, sino también su
capacidad de mantener el pardsito y contribuir a la infecciéon de vectores susceptibles. Por lo tanto,
este estudio Unicamente confirma la susceptibilidad de los gatos a la infeccion en un contexto
urbano y resalta la necesidad de estudios con mayor tamafio muestral y disefio epidemioldgico
especifico, idealmente estratificados por entorno (urbano, periurbano y rural) y estilo de vida
(interior/exterior), asi como comparaciones con otras especies domésticas potencialmente
expuestas. Nuestro resultado resalta la necesidad de estudios con mayor tamafio muestral para
evaluar con mayor precision la frecuencia de infeccién y explorar su posible relevancia
epidemioldgica. Futuros trabajos deberian incorporar marcadores moleculares adicionales que
permitan la tipificacidn de las unidades de tipificacion discreta (DTU) de Trypanosoma cruzi en gatos
domeésticos, lo cual contribuiria a una comprension mas detallada de la diversidad genética
circulante y del contexto epidemioldgico de la infeccidén en el ciclo doméstico y peridoméstico en
Costa Rica.
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