BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TITULO DE LA TESIS

DINAMICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN
COMUNIDADES RURALES DEL SUR DEL ESTADO DE
PUEBLA

Tesis que para obtener el titulo de

LICENCIADO EN BIOLOGIA

PRESENTA:

IVAN EPIFANIO BRAVO RAMIREZ

DIRECTOR DE TESIS:
DR. CESAR ANTONIO SANDOVAL RUIZ
CODIRECTOR:

DR. JOSE LINO ZUMAQUERO RIOS

Febrero, 2018.



CONTENIDO GENERAL
« INDICE
« RESUMEN
« INTRODUCCION
« HIPOTESIS
« OBJETIVOS
+ METODOS
+ RESULTADOS
+ DISCUSION
« CONCLUSIONES
+ BIBLIOGRAFIA

+ ANEXO



Resumen

La Enfermedad de Chagas (EC), es una zoonosis ocasionada por el protozoo
flagelado Trypanosoma cruzi que se transmite principalmente via vectorial mediante
heces de chinches hemato6fagas infectadas (Triatominae) y afecta principalmente a
las comunidades mas pobres de América Latina. En este trabajo se da conocer la
dindmica de la EC en tres comunidades rurales (Rancho la Sandia, La Noria Chica
y San Miguel) de Acatlan de Osorio en el sur del estado de Puebla bajo los enfoques
entomoldgico, molecular y epidemiologico. El trabajo de campo se llevo a cabo
durante tres temporadas climéticas (seca-fria, seca-calida y lluvias). El objetivo del
enfoque entomolégico fue conocer los factores de riesgo ante la infestacion
domiciliaria por triatominos, mediante un arbol de clasificacion se analizaron 26
variables de una encuesta socioeconémica y entomologica sobre las condiciones
de las viviendas y se aplic6 un modelo lineal generalizado (MLG) para obtener la
variacion explicada por cada factor. Los factores mas importantes que arroj6 el
analisis fueron la localidad, el nimero de ovicaprinos, el uso de insecticidas y el
namero de habitaciones de las viviendas. Se analizaron deyecciones de triatominos
(Meccus pallidipennis) colectados en la zona de estudio para identificar sus fuentes
de alimentacién por ensayo Heteroduplex acoplado a PCR, siendo el humano la
fuente sanguinea mas comun. Mediante ensayos ELISA (Chagatest) se detectaron
anticuerpos (Acs) anti T. cruzi en 3 de 50 sueros examinados (seroprevalencia del
6%). Los indices entomolégicos fueron: infestacion 75%, colonizacién 48.1%,
hacinamiento 5.5, densidad 4.1. El indice de infeccion natural con T. cruzi (IIN) total
fue de 40.2%, sin embargo, la localidad Rancho la Sandia tuvo un IIN de 56.7%,
mas alto que las otras dos localidades (p=0.001), asimismo esta localidad present6
la infestacion mas alta (91.6%). Hubo diferencias significativas en el IIN entre
temporadas con el valor mas alto en seca-fria (51.2%, p=0.001). El alto porcentaje
de IIN de los triatominos asociado a sus fuentes de alimentacién y a los factores de
riesgo que propician la infestacién domiciliaria determinados en esta investigacion,
revelan la importancia de analizar distintos enfoques y elementos que intervienen
en la dinamica de la transmision del parasito al hombre para disefiar estrategias de

control vectorial eficaces y combatir la EC que afecta a la poblacion mas vulnerable.



Introduccién

La enfermedad de Chagas (EC) o tripanosomiasis americana es una condicion
incapacitante ocasionada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi Chagas,
1909 (Protozoa: Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Con mayor relevancia en
América Latina estd catalogada dentro de las enfermedades tropicales
desatendidas que afectan a la poblacién mas pobre del mundo (Hotez et. al. 2007).
La Organizacion Mundial de la Salud estima que existe una prevalencia de entre 6
y 7 millones de personas infectadas con T. cruzi y cerca de 100 millones de
personas estan en riesgo permanente. De los pacientes cronicos aproximadamente
un 30% presentan alteraciones cardiacas y un 10% padecen alteraciones
digestivas, neurolégicas o combinadas (OMS, 2016). Asi mismo, la Organizacion
Panamericana de la Salud indica que se presentan 56,000 nuevos casos anuales
motivando una tasa de mortalidad de aproximadamente 12,000 personas al afio, la
mayoria de 21 paises latinoamericanos (OPS, 2016). No obstante, la enfermedad
ha cobrado relevancia en regiones no endémicas como zonas urbanas de Europa,
Estados Unidos y Canada, debido a las migraciones humanas en los ultimos 100
afos (Rodriguero & Gorla, 2004).

La EC se extiende en toda la Republica Mexicana (NOM 032) con una prevalencia
de 1 768 376 personas infectadas con T. cruzi y una poblacion de 71 120 043 esta
en riesgo constante. Ocho estados del pais (Chiapas, Veracruz, Guanajuato,
Hidalgo, Michoacan, México, Oaxaca y Puebla) concentran méas del 69% de los
casos seropositivos. Ademas, se estima que cada afio 830 nifios menores de 15
aflos mueren de falla cardiaca o meningoencefalitis por la EC en su fase aguda, y

mas del 59% de esa mortalidad ocurre en poblaciones rurales (Ramsey et. al. 2003).

El parasito se puede transmitir mediante transfusidbn sanguinea (3.9%),
contaminacion congénita (0.1%) y en menor grado por trasplante de organos e
incluso por accidentes en laboratorio, sin embargo, en México, mas del 96% de los
casos se da por transmision via vectorial (Ramsey et. al. 2003) a través de heces
de chinches hematofagas (Reduviidae: Triatominae) infectadas con T. cruzi, que

habitan ambientes silvestres asociados a sus hospederos vertebrados, como nidos



de aves, refugio de zarigleyas, pilas de rocas, arboles huecos, madrigueras de
roedores, cuevas de murciélagos, entre otros. No obstante, los vectores tienden a
adaptarse eficazmente a viviendas humanas y han colonizado ecotopos
peridomésticos tales como gallineros, corrales de ovicaprinos, e incluso algunas
especies han realizado la transicion al intradomicilio (Patterson, 2001), esto
adquiere gran interés en salud publica, debido a que en los paises latinoamericanos
las zonas de riesgo se ubican en areas rurales cuyas condiciones socioecondémicas
son precarias y ademas estan asociadas a triatominos de acentuada caracteristica

antropofilica (Aldana, et. al. 2011).

Para México se han descrito 31 especies de triatominos y la mayoria se han
reportado infectadas naturalmente con T. cruzi (Ramsey, et. al. 2015). Los vectores
adquieren al parasito alimentandose de reservorios silvestres infectados, que
representan un sistema que incluye una o mas especies de mamiferos que juegan
un papel importante y diferente en el mantenimiento del ciclo zoonoético de la
enfermedad con cierta escala espaciotemporal en distintas regiones (Jansen &
Rodrigues-Roque, 2010). Técnicas moleculares como la PCR (Reaccion en cadena
de la polimerasa) pueden ser aplicadas para detectar al parasito en la sangre de los
reservorios, incluso modificaciones a tales técnicas, se pueden implementar para
identificar qué especies animales representan las fuentes sanguineas de los
vectores, como el ensayo Heteroduplex acoplado a PCR que usa el gen de
citocromo b, y muestra patrones en electroforesis que corresponden a especies de
mamiferos, potenciales recursos sanguineos de los triatominos (Bosseno, et. al.
2006).

El estado de Puebla es considerado como una region no endémica para la EC,
debido a la escasa investigacién y falta de notificacion de casos crénicos, sin
embargo, un estudio sobre la prevalencia de anticuerpos (Acs) anti T. cruzi, reportd
a 37 seropositivos de 2489 donadores de sangre, registrando una prevalencia de
1.4%, resaltando la mixteca baja como la regién con la prevalencia (2.6%) mas alta
del estado (Montedn, et. al. 2005). Esto concuerda con una prevalencia de 4.3%

registrada para el municipio de Palmar de Bravo de la misma region, que esta



asociada a vectores como Meccus pallidipennis y Triatoma barberi, donde los
factores determinantes para ser seropositivo a T. cruzi estan relacionados con las

condiciones precarias de la poblacién (Sosa-Jurado, et. al. 2004).

En la mixteca baja poblana la mayoria de la poblacién vive en ambientes rurales
con grados de marginacion muy altos, en el municipio de Acatlan de Osorio el 73%
de los habitantes vive en pobreza (Sedesol, 2015). Asi mismo 11,347 personas
(35%) no tienen acceso a servicios de salud, el 80% no cuentan con seguridad
social, el 23% de las personas habitan en viviendas construidas con materiales de
mala calidad y espacio insuficiente, ademas el 65% de las viviendas no dispone de
los servicios bésicos lo que significa que las condiciones de vivienda no son

adecuadas para mas de 21,100 personas de este municipio (CONEVAL, 2010).

Estas caracteristicas socioeconémicas sumadas a las condiciones ecologicas de la
region, al cambio de uso de suelo y al efecto cascada causado por este proceso,
representan escenarios potenciales de riesgo de adquirir la enfermedad por
transmision vectorial, asi mismo la colecta de M. pallidipennis en biotopos intra y
peridomiciliarios soportan la hipétesis de que las areas mas calidas y secas
producen las condiciones ecoldgicas idoneas para la presencia de este vector en la
mixteca baja poblana (Sandoval-Ruiz, et. al. 2008). El conocimiento de los factores
de riesgo ante la infestacion domiciliaria por triatominos, la distribuciéon conocida y
potencial de los mismos generados por modelado de nicho ecoldgico (Ramsey et.
al. 2003), la determinacién de las fuentes de alimentacién de los vectores, asi como
la ecologia de sus poblaciones, es informacion fundamental para el disefio y
seleccion de estrategias de vigilancia y control vectorial con el fin de reducir el riesgo
de infeccidn con T. cruzi en habitantes de comunidades rurales con caracteristicas
socioeconémicas precarias y grados de marginacion altos que representan la

poblacion mas vulnerable.



Hipotesis

Existen condiciones ecoldgicas y socioeconomicas en las localidades de
estudio que generan sitios adecuados para la crianza y reproduccion de
triatominos en biotopos domésticos, los animales de estos biotopos
representan las principales fuentes de alimentacion de los vectores y existe

presencia de anticuerpos anti T. cruzi en los habitantes de la region.



Objetivos
General

Conocer la dinamica de la Enfermedad de Chagas en comunidades rurales de
Acatlan de Osorio, en la Mixteca Baja Poblana bajo los enfoques entomoldgico,

molecular y epidemioldgico.
Especificos

Analizar la colecta de triatominos por participacion comunitaria asi como el indice
de infeccion natural con T. cruzi entre temporadas climaticas de muestreo (Seca-

Fria, Seca-Calida y Lluvias) y entre localidades.

Obtener los indices entomoldgicos de la enfermedad de Chagas para conocer el
grado de domiciliacién de los triatominos.

Determinar los principales factores de riesgo que propician la infestacion domiciliaria

por triatominos en viviendas rurales.

Identificar las principales fuentes de alimentacion de los vectores a través de un

ensayo Heteroduplex acoplado a PCR (HDA-PCR).

Detectar anticuerpos anti Trypanosoma cruzi en habitantes de la zona de estudio

mediante ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).



Métodos
Area de estudio

El trabajo de campo se realiz6 en tres localidades rurales (Rancho La Sandia, La
Noria Chica y San Miguel) del municipio de Acatlan de Osorio (18°12" N, 98°09’ O),
ubicado en la Sierra Mixteca Baja al sur del estado de Puebla dentro de la region
hidrologica de la depresion del Balsas (Fig. 1). La zona de estudio se encuentra a
una altitud aproximada de 1300-1400 msnm, su topografia tipica de relieve
accidentado esta representada por sierra volcanica de laderas escarpadas (68%),
de sierra compleja (19%) y de lomerio con cafadas (11%), presenta
una temperatura media anual que oscila entre 18-26°C, el rango de precipitacion
anual esta entre los 700-900 mm, la region presenta un clima célido subhumedo con
lluvias en verano (52%), semiseco muy calido y calido (27%) y semicalido
subhimedo con lluvias en verano (21%), su vegetacion estd representada
principalmente por la selva baja caducifolia (58%), y pastizal (8%). El uso de suelo
es principalmente agricola (25.5%) y de zona urbana (2%) (INEGI, 2009), las tres
localidades presentan un alto grado de marginacion (SEDESOL, 2015).
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Figura 1. Ubicaciéon de la Zona de estudio en la Sierra Mixteca Baja del sur del

Estado de Puebla.



La eleccion de la zona de estudio se determind con base al antecedente de colecta
del vector, a las caracteristicas tipicas del ambiente rural, donde las modificaciones
antropogénicas, tales como casas abandonadas, corrales para el ganado, pilas de
rocas, cumulos de lefia, entre otras, propician habitats idoneos para la sobrevivencia

de los vectores, y debido a la falta de estudio entomoldgico en la region.
Disefio de Muestreo

Se realizaron colectas del vector en las tres localidades durante 6 meses de
muestreo (febrero-julio de 2017), considerando tres temporadas climaticas (seca-
fria, seca-calida y lluvias). Con base en la metodologia recomendada por el Comité
experto sobre la Enfermedad de Chagas de la OMS (WHO, 1991), se
inspeccionaron hogares, donde se concedio el permiso, con un tiempo de basqueda
de 1 hora/hombre en cada vivienda, con ayuda de pinzas de 30 cm de largo, guantes
de latex y lampara de cabeza. En el area intradomiciliar, se revisaron los espacios
detras de los muebles, grietas de las paredes de todas las habitaciones, debajo de
camas, detrds de cuadros, acumulaciones de lefia en cocinas, mientras que en el
peridomicilio, se revisaron todos los refugios posibles del vector, tales como corrales
de ganado, pilas de rocas, lefia, ramadas, el area de jardin, bodegas de
almacenamiento de productos agricolas, construcciones abandonadas o sin uso,

sitios de descanso de los animales domésticos y el resto del espacio peridomiciliar.

Por otro lado, se conto con la participacion de la comunidad, quienes colectaron de
manera pasiva chinches que llegasen a encontrar en sus viviendas (Aché & Berti,
1995). Para ello, con permiso de las autoridades, se realizé una platica informativa
sobre la enfermedad de Chagas ante los habitantes de las localidades, previo al
inicio del muestreo, donde se habl6 sobre el agente causal, el vector y el huésped,
haciendo hincapié en el riesgo latente de adquirir la enfermedad via vectorial. Se
entregaron frascos a las personas que estaban dispuestas a colaborar con el
proyecto de investigacion. Posteriormente, se realizaron visitas (12) al sitio cada dos
semanas para recoger triatominos colectados por este método durante todo el

tiempo de muestreo siguiendo una ruta que permitiera visitar de manera efectiva



todas las viviendas. Adicionalmente se colectaron chinches silvestres por

participacion comunitaria y por busqueda.

Todas las chinches se colectaron en frascos de plastico, con papel cartoncillo negro
en su interior a manera de acordedn para evitar estrés del vector. A la tapa se le
hicieron agujeros de tamafo adecuado para que la chinche se ventile, pero que
impidiera la fuga de los huevecillos que pudiesen ovipositar las hembras. Se
tomaron los datos de colecta y se hizo una descripcion del habitat donde se
encontraron, intradomicilio o peridomicilio. Los organismos colectados se
etiquetaron y montaron en alfiler entomoldgico y se resguardaron en la coleccion
entomoldgica del laboratorio de Artropodologia y Salud de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla como material de
evidencia. La determinacion taxondmica se hizo usando las claves de identificacion
para las especies de triatominos del complejo “phyllosoma” de Alejandre-Aguilar, et.
al. (1999) y de triatominos de Lent y Wygozinsky (1979).

indices entomoldgicos

Se calcularon los indicadores entomolégicos para la enfermedad de Chagas
sugeridos por Silveira et. al. (1984) y recomendados por la “Norma Oficial Mexicana
NOM-032-SSA2-2014, Para la vigilancia epidemioldgica, prevencién y control de las
enfermedades transmitidas por vector”, para establecer el grado de domiciliacion de
los vectores y entender su papel en la transmision local de la enfermedad. Los
indices calculados fueron: infestacion (lIF), hacinamiento (IHA), densidad (IDE),

colonizacion (ICO) e infeccion natural con T. cruzi (IIN) (Anexo 1).
Encuesta sobre factores de riesgo ante la infestacion por triatominos

Se aplico una encuesta socioecondmica y entomolégica (Anexo 2) a los habitantes
de la comunidad que concedieron permiso para la busqueda domiciliaria de
triatominos y que mostraron disposicion para participar en la colecta cuyas variables
describian las caracteristicas estructurales de las viviendas, la presencia de

animales domésticos y de ganaderia, asi como algunos habitos de los residentes



del hogar, para identificar los principales factores de riesgo ante la infestacion de la
vivienda humana por triatominos en la mixteca baja poblana (Dumonteil et. al. 2013
y Sandoval-Ruiz et. al. 2014).

indice de infeccion natural con Trypanosoma cruzi

Para calcular en indice de infeccion natural con T. cruzi, los triatominos fueron
trasladados al laboratorio de Parasitologia y Vectores de la Facultad de Ciencias
Biol6gicas-BUAP, donde se alimentaron con sangre de conejo por
aproximadamente 30 minutos por chinche para que la ampolla rectal se dilatara
provocando la deyeccion y analizar inmediatamente el material fecal en portaobjetos
con solucion salina (PBS 1X, pH=7.4) para detectar por observacion directa al
microscopio (ODM) el parésito, utilizando un microscopio 6ptico a 40x (Zeiss). Se
consideraron dos tipos de positivos, por un lado a aquellos triatominos que
presentasen tripomastigotes metaciclicos (forma flagelada) en la preparacion y por
otro a aquellos que presentaran ademas formas microesféricas del parasito. Las
deyecciones se depositaron en tubos de 1.5 ml con PBS al 25% para identificar

mediante PCR a T. cruzi y determinar los recursos sanguineos del vector.
Fuentes de Alimentacion

Las deyecciones colectadas previamente en tubos con PBS 1X se trasladaron al
laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Veracruzana campus Orizaba, Veracruz, para realizar
la extraccion y purificacion de ADN y emplearlo para la identificacion de las
principales fuentes de alimentacibn de los vectores mediante la técnica de
Heteroduplex acoplado a PCR (HDA-PCR) de acuerdo al método descrito por Lee
et al. (2002) y Bosseno et al. (2006). Para ello se siguieron los siguientes tres

procedimientos:
a) Extraccion de ADN del vector

Se vertieron 200 pl de heces en un tubo de 1.5 ml adicionado 400 pl de Buffer ACK
(NH4Cl 155 mM, KHCO3 1 mM, EDTA 0.1 mM) y se incub6 durante 20 minutos a



temperatura ambiente. A continuaciéon se centrifugé a 1,500 rpm (MIKRO 22 R
Hettich) por 10 minutos y se removio el sobrenadante con ayuda de una micropipeta
(depositandolo en cloro al 10 %). La pastilla se resuspendié en 125 ul de Buffer SE
(NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, pH=8); adicionando 1 ul de Proteinasa K (20 mg/mL)
y 6 pl de SDS al 10 %, esta mezcla se sometio a vortex durante 1 minuto y se incubo
a 37°C por 30 minutos. Se agregd6 125 ul de Buffer SE y 250 pl de fenol sometiendo
a vortex por 1 minuto y se centrifug6 a 3,000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, el
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo afiadiendo 250 pl de una mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se someti6é a vortex por 1 minuto y se
centrifugé a 3,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante (fase acuosa) se
transfirid a un nuevo tubo y se afiadi6 250 pl de solucién cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), se sometio a vortex por 1 minuto y se centrifugé a 3,000 rpm por
5 minutos. El sobrenadante (fase acuosa) se transfirid a un nuevo tubo y se agregoé
2X de isopropanol. Se dejo la muestra en precipitacion toda la noche a temperatura
ambiente. Al siguiente dia, se centrifugd a 12,000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se desech6 con una micropipeta y la pastilla se lavé con 500 pl de
Etanol al 70%, centrifugando a 12,000 rpm durante 5 minutos, el alcohol se decanto
en cloro al 10%, se coloco el tubo sobre un papel absorbente para eliminar los restos
de alcohol por 10-15 minutos. Finalmente, el ADN se resuspendié en 20 ul de agua
desionizada (H20 Milli-Q) y se refrigero a -20°C hasta su uso posterior. Los reactivos

usados se muestran en el Anexo 3.
b) PCR de ADN extraido

Se realizé una PCR para la amplificacion de fragmentos especificos de citocromo
b, utilizando para la reaccion los siguientes reactivos: 10 pmol de cada
oligonucledtido (primers): ctb-1 5-CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’ y ctb-2
5 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3 (Bosseno et al., 2006), Buffer 10X
(concentracion final 1X) de 20 mM de Tris-HCI (pH=7.2), MgCl2 50 mM
(concentracion final de 1.5mM), dNTP’s (dinucledtidos trifosfatados) 2.5 mM
(concentracion final 0.1mM), una unidad de enzima Taq polimerasa (Perkin-Elmer),

y una unidad de ADN problema, para un volumen total de reaccién de 25 pl (Anexo



4). La reaccion se llevo a cabo en un termociclador de gradiente de concentracion
(Eppendorf) bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a 94°C de
5 minutos, 30 ciclos consistentes en una desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos,
seguido de una hibridacion (alineamiento) a 55°C por 30 segundos y una extension
(elongacion) a 72°C por 30 segundos. Terminados los ciclos, se finalizd con una

elongacion a 72°C por 10 minutos. Se utiliz6 como control ADN de cerdo.

Los productos de reaccion de PCR se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1.8%, utilizando como amortiguador TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, EDTA
1mM, pH=8.3), cargando 5 pl de ADN muestra acompafiado de 1 ul de Buffer de
Muestra Tipo Ill para ADN visualizados (Fig. 2) mediante la tincién con bromuro de
etidio (BIO-RAD) a una concentracion final de 0.5ug/ml en un transiluminador en
presencia de luz UV (Benchtop UV Transilluminator, UVP PhotoDoc-It, Imaging
System).

«fmm 383 pb

Figura 2. Amplificados de citocromo b empleando ADN a partir de heces de
vectores. C= Control positivo empleando ADN de cerdo, carriles 1, 2, 3y 4

correspondientes a muestras de los vectores.
c) Heteroduplex de los productos amplificados de PCR

Los Heteroduplex se generaron mediante el método descrito por Lee et al., 2002;
Bosseno et al., 2006. Se homogenizaron 12 ul de cada producto de PCR que
amplificé citocromo b (ADN problema) con 12 pl de amplificado de citocromo b de

cerdo (ADN guia/driver) en tubos de 600 pl, a la mezcla (1:1) se adicion6 50 pl de



aceite mineral y se sometio a desnaturalizacion a 95°C por 2.5 minutos en un bafio
con recirculacién automatica (Cole-Parmer), posterior a ella, los tubos se colocaron
en hielo por 15 minutos para facilitar la formacion de los Heteroduplex, una vez
limpio de aceite mineral, los Heteroduplex generados se cargaron acompafnados de
4 ul de Buffer Muestra DNA 6X, en un gel de poliacrilamida al 10% en presencia de
urea. Empleando amortiguador TBE 1X (Tris-HCI, acido bérico y EDTA) a un voltaje
de 100 volts/20 mA (BIO-RAD) por un intervalo de 90 minutos. Posteriormente el
gel fue tefiido con Bromuro de Etidio (0.5 pg/ml) durante 20 minutos y se observo

en un transiluminador de luz UV (Benchtop UV Transilluminator).
Deteccidn de anticuerpos anti- Trypanosoma cruzi (ELISA)

A través de cartas de consentimiento informado y explicando el objetivo del trabajo
de investigacidon epidemioldgica de la enfermedad de Chagas en la zona de estudio,
se colectaron muestras sanguineas en tubos vacutainer de personas mayores a 8
afos, con el objetivo de detectar anticuerpos (Acs) anti Trypanosoma cruzi en la
poblacion, mediante ensayos inmunoenziméticos ELISA (Chagatest ELISA
recombinante v. 4.0, Anexo 7). Chagatest es un ensayo inmunoenzimatico in vitro
para la deteccion cualitativa de Acs anti T. cruzi en muestras de suero humano. La
muestra se diluye en la policubeta cuyos pocillos se encuentran sensibilizados con
seis antigenos recombinantes (SAPA, 1, 2, 13, 30 y 36) especificos de los estadios
epimastigote y tripomastigote de T. cruzi, correspondientes a zonas altamente
conservadas entre distintas cepas (Wiener Laboratorios, 2000). Se utilizd6 un
antigeno crudo del parasito de procedencia casera obtenido en el laboratorio de
Inmunologia y Biologia Molecular (LADISER-FCQ-UV) con la finalidad de confirmar

los casos seropositivos (Guzman et al 2015).

Los tubos se centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos para obtener el suero y se
conservaron a -20°C hasta su uso. Se colocaron 100 ul de diluyente para muestra
1x (25x en concentracion inicial) en las policubetas de la placa (pocillos) para 50
sueros. Se utilizaron dos pocillos para el control positivo, colocando 20 ul de C+
recombinando con 80 ul del diluyente en cada pocillo con ayuda de una micropipeta.

Para el control negativo se utilizaron igualmente dos pocillos con 20 ul de C-



agregando 80 ul de diluyente y se recombind con micropipeta. Se coloco 20 ul de
suero problema para 52 pocillos muestra, y se recombin6 con micropipeta. Se sellé
la placa con tiras autoadhesivas para impedir la evaporacion de los reactivos. La
placa se incubd a 37° + 1°C durante 60 minutos. Posteriormente se volco la placa
para eliminar el contenido, después se realizaron 5 lavados con 300 ul de solucion
de lavado 1x (con 30 segundos de intervalo por lavado). Después del lavado, se
verificO que no quedaran burbujas ni liquido en los pocillos. A continuacion, se
agrego 100 ul del conjugado a cada pocillo cubriendo con las tiras adhesivas y se
incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se volcé la placa para eliminar
el contenido y se lavo 5 veces con 300 ul de solucion de lavado. Una vez lavado, se
agrego 100 ul de sustrato a cada pocillo cubriendo con las tiras adhesivas incubando
la placa en oscuridad por 30 minutos. Se detuvo la reacciéon afiadiendo 100 ul de
solucion Stop en cada pocillo. La lectura de la placa se realiz6 en un
espectrofotometro a 450 nm. La presencia/ausencia de anticuerpos anti T. cruzi se
determina relacionando la absorbancia de la muestra respecto al valor del Cut-off
(valor de corte). Cut-off es igual al promedio de las densidades Opticas del control
negativo mas 0,200. Se consideran muestras reactivas positivas aquellas con

absorbancia mayores o iguales al Cut-off.
Andlisis estadistico

Para conocer los factores de riesgo que propician la infestacion domiciliaria por
triatominos, se realiz6 un analisis descriptivo (mediante un arbol de clasificacion),
de las variables de la encuesta aplicada a los habitantes, para explorar su relacién
con la presencia de triatominos en las viviendas humanas. El analisis de arbol de
clasificacion, explica la variacion de la variable respuesta (dependiente) a través de
divisiones repetidas de los datos dentro de grupos mas homogéneos, usando
combinaciones de las variables explicativas (independientes) que pueden ser
categodricas o0 numeéricas y se pueden usar para la descripcion y prediccion de
patrones o0 sucesos. De un rango de alternativas posibles (modelos probables), el
algoritmo selecciona el modelo con el error de prediccion mas bajo. El arbol de

clasificacion inicia con la particion o division (splits) de los datos en nodos lo mas



homogéneos posibles, después se repite el proceso de division hasta clasificar las
observaciones. La variable que se introduce en un nodo es la que minimiza la

heterogeneidad que resulta de la division de los datos (De"Ath & Fabricius, 2000).

A partir de la base de datos sobre las variables de la encuesta aplicada, se modelo
un arbol de clasificacién para la exploracién inicial de los datos y responder a la
pregunta de qué viviendas tienen alta probabilidad de estar en riesgo de infestacion
dependiendo de los factores que el algoritmo considerara los mas adecuados para
hacer lo cortes (splits) y formar los nodos para explicar la presencia de triatominos
en dichas viviendas. El andlisis consistio en reconstruir un arbol consenso con el
error de prediccion mas bajo a partir de varios arboles estimados. Se utilizé la

funcién “tree” para generar el arbol de clasificacion (library “tree”).

Un segundo andlisis consistio en un modelo lineal generalizado (MLG), con una
estructura de error binomial, con funcion de ligadura “logit” para datos con errores
binomiales 0 y 1 aplicado a las variables explicativas que arroj6 el analisis de
exploracion del arbol de clasificacion, con la variable dependiente de
presencia/ausencia de triatominos en las viviendas. Para la simplificacion del
modelo y eliminacién de las variables explicativas no significativas se realizé un

andlisis de varianza.

Para determinar si existian diferencias estadisticas en el infeccion natural con T.
cruzi entre temporadas climaticas, asi como entre las tres localidades estudiadas,
se aplicé un analisis de varianza, tomando por separado a triatominos positivos a
tripomastigotes metaciclicos y por otro lado a triatominos positivos a formas
microesféricas del parasito. Adicionalmente, se aplicé un anova para probar si
existian diferencias en la colecta de triatominos por participacion comunitaria a lo
largo del muestreo. Todos los datos se analizaron en el programa estadistico R (R

Development Core Team, 2010).



Resultados
Entomologia

Se colectaron en total 175 triatominos, de los cuales el 88% (152) fue proporcionado
por participacion de la comunidad y sélo el 12% (21) se obtuvieron mediante
inspeccion activa de viviendas humanas. El 32% (55) fueron hembras, el 32% (56)
machos y el 35% (60) ninfas. Ademas, se colectaron 2 exuvias por inspeccion en el
peridomicilio y 1 en el interior de la vivienda. Cabe destacar que 24 del total de
triatominos se colectaron en el ambiente silvestre. Los ejemplares adultos fueron
identificados como Meccus pallidipennis Stal, 1872 (Fig. 3). La localidad que aport6
la mayoria de triatominos fue Rancho La Sandia con 52%, en segundo lugar San
Miguel con el 28.5% y finalmente La Noria Chica con 19.5%.

Se colectaron 82 triatominos en la temporada seca-fria, 30 en seca-célida y 63 en
lluvias, encontrandose diferencias estadisticamente significativas en la colecta entre

estas temporadas climaticas (p=3.86e-07 ***) (Fig. 4).

Figura 3. Meccus pallidipennis vector de la EC colectado en la zona de estudio.



indices entomoldgicos

Los indices entomolégicos calculados para la EC se muestran en el cuadro 4. El
75% de las viviendas de todo el sitio de estudio resultaron estar infestadas, no
obstante, la localidad Rancho la Sandia tuvo la tasa de infestacion mas alta (91.6%),
seguida de San Miguel y la Noria Chica (76.9% y 54.5% respectivamente). De igual
manera el indice de colonizacion fue mas alto para Rancho la Sandia (41.6%)
mientras que La Noria Chica y San Miguel s6lo se colectaron ninfas en el 36% y
30% de las viviendas respectivamente. Asi mismo el indice de hacinamiento y de

densidad (7.8 y 7.1) fue mas alto para la localidad Rancho La Sandia.
indice de infeccion natural con T. cruzi

Para obtener el indice de infeccibn natural con T. cruzi se analizaron por
observacion directa al microscopio (ODM, 40X, Zeiss) las preparaciones con
deyecciones de 67 triatominos, de estos, 27 (40.2%) fueron positivos a
tripomastigotes metaciclicos (forma infectante). En 57 preparaciones (85%) se
detectaron formas microesféricas del parasito. La localidad con el indice de
infeccion natural mas alto fue Rancho la Sandia con 56.7%, seguida de la Noria
Chica (25%) y de San Miguel (18.18%). Por otro lado, s6lo 1 macho de 8 triatominos
silvestres analizados presentd T. cruzi en su forma flagelada (tripomastigote

metaciclico) (Cuadro 1).

El indice de infeccion natural con T. cruzi en su forma flagelada, fue
significativamente mas alto en la temporada seca-fria (52.2%, p=1.64e-08), seguido

de la temporada seca-célida y lluvias (37.5% y 17.8% respectivamente) (Fig. 5).

Por otro lado, el indice de infeccion natural con T. cruzi en formas microesféricas,
fue mas alto en la temporada seca-fria y seca-célida (89.7% y 87.5%
respectivamente), siendo estas estadisticamente diferentes a la temporada de
lluvias (p=2.8e-11***), donde el indice de infeccién natural a microformas del

parasito fue mas bajo (60.7%) (Fig. 6).
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Figura 4. Colecta de triatominos durante tres temporadas climaticas.

Cuadro 1. indices entomoldgicos de la enfermedad de Chagas calculados para los

triatominos colectados en la zona de estudio.

indice Localidades % Total %
Rancho la La Noria San Miguel
Sandia Chica

lIF 91.6 54.5 76.9 75

ICO 41.6 36.3 30.7 48.1
IHA 7.8 2.5 5 55

IDE 7.1 1.3 3.8 4.1

[IN con T. cruzi 56.7 25 18.1 40.2

indices: IIF: infestacién, ICO: colonizacién, IHA: hacinamiento, IDE: densidad, IIN: infeccién natural con T. cruzi.
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Figura 5. indice de infeccion natural con T. cruzi en su forma infectante

(tripomastigote metaciclico) por temporadas climéaticas.
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Factores de riesgo ante la infestacion domiciliaria

El arbol de clasificacion arroj6 las variables de localidad, nimero de ovicaprinos,
uso de insecticidas, niumero de habitaciones y presencia de rocas apiladas en el
peridomicilio como los factores de riesgo que propician la infestacion domiciliaria
por triatominos en las viviendas de la zona de estudio. De acuerdo a este analisis la
primera division o “split” se hizo con la variable localidad, que el modelo consider6
mas adecuada para la particion de datos (Fig. 7). Donde La Noria Chica, present6
viviendas que usan insecticida y por lo tanto no van a estar infestadas. Por el
contrario aquellas viviendas en donde no se usa insecticida tienen altas
probabilidades de estar infestadas, ademas si no se usa insecticida y la vivienda
tiene mas de 3.5 habitaciones la probabilidad de infestacion aumenta para esta

# Ovicaprinos

localidad.
Localidades
1
La Noria La Sandia: San
Miguel
Insecticidas
1 1
Ix \/l <9
Habitaciones Rocas
<35 >3.5 X v
No Si No No

Figura 7. Arbol de clasificacién con los factores de riesgo méas importantes ante la

infestacion domiciliaria por triatominos.
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Para el caso de las localidades Rancho La Sandia y San Miguel, la ocurrencia de
ovicaprinos es el factor principal que explica la presencia de triatominos en el
domicilio, en las viviendas de San Miguel donde se tienen mas de 9 ovicaprinos por
casa la probabilidad de infestacion es mas alta que aquellos hogares donde el
namero de estos animales es menor a 9. No obstante, para el caso de Rancho la
Sandia, sin importar el nimero de ovicaprinos, tan sélo la presencia de estos

animales aumenta la probabilidad de infestacion de las viviendas (Fig. 7).

En la parte analitica, con el modelo lineal generalizado (MLG) se determinaron
concretamente los factores de riesgo, asi como la interaccidon entre estos para
calcular la variacion explicada por cada uno de ellos. EI MLG arrojé como variables
estadisticamente significativas a las localidades, el niUmero de ovicaprinos, asi como
la interaccion entre localidad con niumero de ovicaprinos e insecticidas con numero
de ovicaprinos (Cuadro 2). A pesar de que el nUmero de habitaciones y la presencia
de rocas apiladas en el peridomicilio son factores de riesgo de acuerdo al arbol de

clasificacion, su interaccion no es significativa (p=0.0523).

Cuadro 2. Modelo lineal generalizado (MLG) de los factores de riesgo ante la

infestacion domiciliaria por triatominos en viviendas rurales de la Mixteca Baja

Poblana.
Df Devianza Resid. Resid. Pr(>Chi)
Df Dev
NULL NA NA 51 71.393 NA
Localidades 2 18.5071 49 52.886 9.577e-05 %
# de Ovicaprinos 1 5.9151 46 46.624 0.01501*
Localidad: # de Ovicaprinos 2 19.0134 38 20.798 7.435e-05
Insecticidas: # Ovicaprinos 1 46735 35 12.079 0.03063 *
Habitaciones: Rocas 1 3.7660 34 8.313 0.05230°

Codigos de significancia: 0 = ¥ , 0.01=*. No significante= °, NA= No aplica



De acuerdo a este andlisis la variable localidad es la més significativa (p=9.577e-
05), lo cual concuerda completamente con el arbol de clasificacion, donde este
factor es la variable con la varianza mas alta. Asi mismo, la localidad en interaccion
con el nimero de ovicaprinos es de significancia importante (p=7.435-e05), seguida
de numero de ovicaprinos (p= 0.01501) y de insecticidas en interaccion con el

namero de ovicaprinos (p= 0.03063, Cuadro 2).
Fuentes de alimentacién

Se determinaron las fuentes de alimentacion de los triatominos mediante
amplificacion por PCR de la secuencia de citocromo b, a partir de ADN extraido de
heces de Meccus pallidipennis seguido de ensayos Heteroduplex en gel de
poliacrilamida al 10% para comprender la dinamica de alimentacion del vector. Se
utilizaron como referencia, patrones de Heteroduplex generados de 10 especies de
mamiferos: humano, raton, rata, gato, perro, gallina, conejo, ovicaprino, vaca y
caballo (potenciales fuentes de alimentacién) usando como driver citocromo b de
cerdo (Torres-Montero et. al. 2012, Anexo 6). Las preferencias alimenticias se
determinaron por comparacion de bandas de Heteroduplex referencia contra

bandas de las muestras problema.

Se identificaron 4 fuentes sanguineas como recursos alimenticios de M.
pallidipennis, correspondientes a humano, raton, rata y ovicaprino (Cuadro 3). En la
figura 8 se muestran los amplificados de Heteroduplex formados a partir de las
muestras problema, identificAndose bandas correspondientes a patrones de
humano en 5 carriles, representando la principal fuente de alimentacion de los
triatominos analizados (62.5%), en tres carriles se identificd alimentacion dual: carril

3 humano-raton, carril 4 humano-ovicaprino y carril 5 humano-rata.

Cabe destacar que en los 5 carriles donde se obtuvieron amplificados, en todos se
identificaron bandas pertenecientes a humano, demostrando que el 100% de los

triatominos analizados se alimentaron de personas.



Cuadro 3. Principales fuentes de alimentacion sanguinea de Meccus pallidipennis

de la mixteca baja poblana.

No Especie Frecuencia (%)

1 Humano 50 62.5

2 Ratén 10 12.5

3 Rata 10 12.5

4 Ovicaprino 10 12.5
1 2 3 4 5 6

Figura 8. HeterodUplex formados a partir de muestras problema (potenciales fuentes
de alimentacion). 1: Homoduplex de cerdo (ADN guia), 2: alimentacion de humano,
3. alimentacién dual humano-ratén, 4: alimentacion de humano y banda tenue
caracteristica de ovicaprino, 5: alimentacion dual de humano-rata, 6 alimentacion

de humano.



Deteccidn de anticuerpos anti —Trypanosoma cruzi

De los 50 sueros analizados, 20 fueron del sexo masculino (40%) y 30 del sexo
femenino (60%). El rango de edad fue de 10-74 afios y la edad promedio de 33
afos. Se detectaron 3 sueros positivos (6%) a través de ambas pruebas de ELISA
y en todos los casos se comprobo 2 desviaciones estandar por encima del control
positivo. Los casos positivos corresponden a dos personas del sexo femenino y uno
del sexo masculino, con edad de 67, 65 y 59 afos respectivamente.

Las dos personas del sexo femenino han permanecido toda su vida en la comunidad
y manifestaron haber estado en contacto con el vector en algidn momento de sus

vidas, la persona masculina radico 5 afios en los Estados Unidos de Norteamérica.
Discusion

La participacion comunitaria (PC) colecto6 el 88% del total de organismos a lo largo
del muestreo, indicando que las personas mostraron gran disposicién para colectar
triatominos en sus hogares a pesar de ser un primer estudio de esta naturaleza en
la regién, ademas la colecta especifica de Meccus pallidipennis (en sus distintas
fases de desarrollo) por los habitantes nos da una idea sobre el facil reconocimiento
de esta especie en la zona de estudio, incluso la mayoria de las personas afirman
que el triatomino se introduce durante la noche en las viviendas para la ingesta de
sangre, a pesar de ello la comunidad desconocia la importancia médica de este
vector como transmisor de T. cruzi, de igual manera desconocian la enfermedad de
Chagas. La participacién comunitaria en la vigilancia entomoldgica de los vectores
de esta enfermedad, involucra a los residentes locales para reportar la presencia de
supuestos triatominos en las viviendas (Abad-Franch et. al. 2011). La PC es una
forma muy eficiente para la colecta de vectores, muestreos longitudinales basados
en la colecta de triatominos por los habitantes de localidades de Jalisco, han
reportado a especies como Meccus longipennis, M. pallidipennis, M. picturata y T.
barberi en viviendas humanas (Frédérique-Breniére et. al. 2010). La localidad

Rancho la Sandia aporté mas del 50% de triatominos, que las otras dos localidades,



estas diferencias se deben tal vez a la poca participacion que detectamos con las

localidades de La Noria Chica y San Miguel.

La aplicacion profesional de insecticidas es altamente efectiva para el control
vectorial de la EC, sin embargo, la reinfestacion de viviendas por triatominos nativos
es comun y muy amplia en toda América Latina, por lo tanto, la deteccion de
triatominos por los habitantes, puede mejorar significativamente la vigilancia
entomoldgica del vector (Abad-Franch et al. 2011), de alli la importancia de trabajar

de manera conjunta con la participacion de la comunidad.

Con base a la colecta de triatominos en las temporadas climaticas, podemos
determinar la dindmica de infestacion de las viviendas humanas por el vector con
dominancia en la temporada Seca-Fria, seguida de Lluvias y por ultimo la
temporada Seca-calida, las abundancias de M. pallidipennis claramente declinaron
de Seca-fria a Seca-calida, a pesar de ello volvieron a incrementar en la temporada
de Lluvias. En localidades de Morelos, se ha encontrado el ciclo biolégico completo
de M. pallidipennis en las viviendas, desde huevos hasta adultos (Bautista et. al.
1999), sin embargo en el presente trabajo no se encontraron huevecillos y tampoco
ninfas de estadios tempranos en las viviendas inspeccionadas, aunque quiza esto
se deba a que los estadios tempranos del vector son menos notables que los
estadios tardios asi como los adultos. A pesar del alto indice de colonizacion del
domicilio (48.14%)), parecido a lo que Olguin-Salgado et. al. (2016) reportaron para
la misma especie en Tecalpulco Guerrero (46%), se encontraron adultos, ninfas de
estadios tardios e incluso exuvias, poniendo en evidencia que parte del desarrollo
de los triatominos ocurre dentro de algunas viviendas, no obstante podria existir una
dispersién de los triatominos de ambientes silvestres a ecotopos domiciliados,
debido quiza a la presencia de areas peridoméstica-silvestres (como viviendas
abandonadas) que pueden ser refugios de mamiferos silvestres y por lo tanto se
incrementa la colonizacion por triatominos (Frédérique-Bréniére et. al. 2010). Es
necesario hacer estudios ecolégicos incluyendo poblaciones silvestres para
comprender este fendbmeno y determinar si existe movimiento de triatominos de

ecotopos silvestres a los domiciliarios y viceversa entre las temporadas climaticas.



El indice de infeccion natural con T. cruzi (tripomastigotes metaciclicos) en los
triatominos analizados fue de 40.9%, incluyendo todos los estadios de desarrollo,
una tasa de infeccion similar que la reportada para M. pallidipennis (44%) en la
localidad de Puente Pantitlan, Morelos (Portugal-Garcia et. al., 2011), donde las
caracteristicas ambientales son muy parecidas a las de la region de la zona de
estudio. Encontramos que 65% de las hembras estaban infectadas, seguida de
machos con 48% positivos, ambas tasas de infeccion mucho mas altas que en
ninfas (9%), esto concuerda con Bautista et. al. (1999) quienes encontraron una
tasa de infeccion mas alta en adultos que en ninfas para la misma especie. Esto
indica algo muy importante, ya que se colectaron méas adultos (115) que ninfas (60)
en los ecotopos domiciliarios, incrementando el riesgo de infeccién por la presencia

de vectores adultos en las viviendas.

Entre los triatominos mexicanos T. barberi y T. gerstaeckeri presentan los indices
mas altos en algunas localidades (Frédérique-Breniére et. al. 2007 & Molina-Garza
et. al. 2007), consideramos a Meccus pallidipennis como un vector dentro de ese
grupo (Cuadro 4). Por otro lado T. dimidiata presenta indices de infeccion natural

relativamente bajos (Sandoval-Ruiz et. al. 2004 & Torres-Montero et. al. 2012).

Cuadro 4. indice de infeccién natural con T. cruzi en diferentes especies mexicanas

de triatominos.

Especie [IN (%) Localidad Referencia

M. pallidipennis  40.9 Acatlan de Osorio, En este trabajo
Puebla

M. pallidipennis 44 Puente Pantitlan, Portugal-Garcia et. al.
Morelos 2011

T. dimidiata 18.4 Jonotla, Puebla Sandoval-Ruiz et. al. 2004

T. dimidiata 13.7 Region Central de Torres-Montero et. al.
Veracruz 2012

T. barberi 45 Los Guerrero, Jalisco Frédérique-Breniére et. al.

2007

T. gerstaeckeri 59.7 Nuevo Ledn Molina-Garza et. al. 2007




Ahora bien, la colecta de los triatominos en ecotopos domésticos, ya sea por
participacion comunitaria o0 por inspeccion activa de viviendas humanas, indica que
existe una constante convivencia entre el vector y los habitantes incrementando la
posibilidad de infeccién via vectorial. No obstante este fendmeno tal vez se vea
disminuido por el hecho de que M. pallidipennis presenta defecacion tardia, con un
tiempo de latencia de la defecacion (TLD o DLT) de aproximadamente 32 minutos
entre el inicio de la alimentacion y la primera deyeccién, y se considera como un
mal transmisor de T. cruzi debido a su baja capacidad infectiva comparada con otras
especies como T. infestans, principal vector de la enfermedad de Chagas en los
paises del cono Sur, 0 Rhodnius prolixus, que presentan tiempos de defecacion mas

cortos, 10 y 5 minutos respectivamente (Nogueda-Torres et. al. 2000).

Las zariglieyas (especialmente el género Didelphis) son los principales reservorios
de T. cruzi en varias ciudades, debido a su amplia distribucion geogréfica, sus
poblaciones con altas densidades, su contacto cercano con los triatominos y su
amplio rango de biotopos silvestres y domésticos (WHO, 1991). Se ha demostrado
que existen diferencias en las prevalencias estacionales de infeccion por T. cruzi en
zarigueyas (Didelphis albiventris), que esté relacionado a la edad de desarrollo de
estos marsupiales, es decir, la prevalencia de infeccibn aumenta con la edad
(Schweigmann et. al. 1999). Con respecto a las diferencias en el IIN entre
temporadas climaticas es interesante notar que el porcentaje decrece a lo largo del
muestreo, la temporada seca-fria tuvo la tasa de infeccién natural con T. cruzi mas
alta, seguida de seca-calida y lluvias. Estas diferencias podrian deberse a la
conectividad del vector con la infeccion natural con T. cruzi de los hospederos
silvestres. Para Didelphis virginiana un reservorio sinantropico, Ruiz-Pifia & Cruz-
Reyes (2002), reportaron mayor abundancia de individuos infectados en los
primeros meses del afio, junto con una mayor abundancia de T. dimidiata
infectados. La temporada Seca-fria tuvo mayor IIN debido tal vez a que los
triatominos tienen probabilidades mas altas de infeccion al alimentarse de

reservorios silvestres positivos en esos meses, quiza Didelphis junto con otros



reservorios silvestres jueguen un papel importante en ciclo de transmisién de T.

cruzi en esta temporada en la region.

Se han reportado varias estrategias para combatir al vector, desde insecticidas
hasta el uso de organismos como control biolégico, como Beauveria bassiana, un
hongo entomopatégeno (Zumaquero-Rios et. al. 2014) o el acaro ectoparésito
Pimeliaphilus plumifer (Martinez-Sanchez et. al. 2007) sin embargo el disefio de la
estrategia de control vectorial deberia de tomar en cuenta la temporalidad y las
condiciones locales, en las comunidades estudiadas tal vez seria adecuado
implementar un método de control escalonado, atacando al vector con mayor
énfasis en la temporada seca-fria, en la cual se colectaron la mayoria de triatominos

y donde estos tienen la tasa de infeccion natural con T. cruzi mas alta.
Factores de Riesgo

Los factores de riesgo ante la infestacién domiciliaria por triatominos vectores de la
enfermedad de Chagas parecen variar dependiendo la especie y las caracteristicas
de la region (Cuadro 5). Ramsey et. al. (2005) encontraron como factores mas
importantes para la infestacion de las viviendas humanas por M pallidipennis para
la regidbn metropolitana de Cuernavaca, Morelos, baja altitud ligada a estatus
socioeconémico bajo, el area del jardin mayor a 80m?, el acceso libre de perros
hacia el intradomicilio, asi como la ocurrencia de ardillas y tlacuaches en el
peridomicilio. Para la misma especie, Cohen et. al. (2006) encontraron en la
localidad de Chalcatzingo, Morelos, la edad de la vivienda, y la ubicacién de la
vivienda en la ciudad. Para otras especies los factores de riesgo también son
diferentes, T. dimidiata infesta con mayor probabilidad viviendas construidas con
block o madera y que presentan paredes sin revocar en la regién central de
Veracruz (Sandoval-Ruiz et. al. 2014), y por otro lado viviendas cercanas a la
vegetacion, con presencia de perros, gallinas y refugios potenciales como pilas de

rocas en localidades rurales de la peninsula de Yucatan (Dumonteil et. al. 2013).



Cuadro 5. Factores de Riesgo ante la infestacion domiciliaria por diferentes especies

de triatominos

Especie Factores de riesgo Localidad Referencia
M. pallidipennis  Localidad, # Acatlan de Este trabajo
ovicaprinos, uso de Osorio,
insecticidas, # de Puebla
habitaciones
M. pallidipennis  baja altitud ligada a Region Ramsey et. al.

estatus socioeconémico
bajo, el area del jardin
mayor a 80m?, el
acceso libre de perros
hacia el intradomicilio y
la ocurrencia de ardillas
y tlacuaches en el

peridomicilio

Metropolitana
de
Cuernavaca,

Morelos

2015

M. pallidipennis

La edad de la vivienda,
y la ubicacion de la

vivienda en la ciudad

Chalcatzingo,

Morelos

Cohen et. al 1999

T. dimidiata Viviendas con paredes Sandoval-Ruiz et.
de block y con paredes al. 2014
sin revocar

T. dimidiata Viviendas cercanas ala Comunidades = Dumonteil et. al.

vegetacion, con
presencia de perros,
gallinas y refugios
potenciales como pilas

de rocas

rurales de la
peninsula de

Yucatan

2013




Fuentes de alimentacion

Se encontré al humano como principal fuente de alimentacion de M. pallidipennis
en la region de estudio, esto se explica debido a los altos valores de infestacion de
las tres localidades por este vector, lo cual se ve favorecido por las caracteristicas
de las viviendas que representan factores de riesgo para la sobrevivencia de estos
triatominos en ecotopos domésticos. Al igual que en este trabajo, Torres-Montero
et. al. (2012), reportaron como principal fuente de alimentacion de T. dimidiata al
humano. Existen varios aspectos para determinar la importancia de los triatominos
como vectores de T. cruzi, como la preferencia de recursos sanguineos, el contacto
vector-hombre, la supervivencia del triatomino, la densidad de triatominos en las
instalaciones humanas, el patron de defecacion (Nogueda-Torres et. al. 2000). Sin
embargo también depende de los habitats donde los triatominos se encuentren, la
convivencia del vector y el hombre se manifiesta al encontrar a este ultimo como el

recurso de ingesta sanguinea mas comun.

Para triatominos de la especie M. longipennis colectados en el peridomicilio en la
localidad de Los Guerreo, Jalisco, Bosseno et. al (2006) encontraron como principal
fuente de alimentacion a la rata (40.5%), seguida de tlacuache (20.3%), también
encontraron al humano, aunque en muy baja proporcién. Buitrago et. al. (2016)
encontraron como recurso mas prevalente especies de roedores endémicos y como
tercer lugar al humano para T. infestans vector mas importante de la EC en los
paises del cono sur. Ramsey, et. al. (2012) encontraron roedores positivos a T. cruzi
al menos en una temporada, con altos IIN en Baiomys musculus y Neotoma
mexicana, ademas encontraron al humano como fuente de alimentacion para M.
pallidipennis. Zarate et. al. (1980), reportaron como principales fuentes de

alimentacion de T. barberi, a roedores, humano, gato, perro y bovino.

Como se puede notar los triatominos tienen una amplia variedad de recursos
sanguineos que pueden explotar simultaneamente (Cuadro 6), aunque es
importante resaltar que como en varias especies, M. pallidipennis se alimenta de
animales silvestres, peridomésticos, domésticos y del hombre, lo que indica que

este vector tiene un potencial muy alto de infectar al hombre debido a que se



alimenta de mamiferos silvestres que mantienen el ciclo zoondético de la enfermedad

en el ambiente silvestre.

Ahora bien, como ya se mencion0, los ovicaprinos representan un factor de riesgo
importante para la infestacion domiciliaria, a pesar de ello considero que los
roedores encuentran sitios adecuados en el peridomicilio y que por lo tanto
representan también fuentes de alimentacion que finalmente atraen a los

triatominos hacia las viviendas donde encuentran al humano como principal recurso.

Cuadro 6. Fuentes de alimentacion de algunas especies de triatominos

Especie Fuente de alimentacidn Referencia
M. pallidipennis  Humano, rata, raton, ovicaprino En este trabajo
M. longipennis Rata, tlacuache Bosseno et. al. 2006
T. dimidiata Humano, rata, raton Torres-Montero et. al.
2012
T. barberi Dos especies de roedor y Zarate et. al. 1980
humano
T. infestans Roedor, humano, gato, perro, Buitrago et. al. 2016
bovino

Una dinamica de alimentacion similar ocurre con otros grupos de insectos de
importancia médica y veterinaria, la determinacion de los recursos sanguineos que
representan fuentes de alimentacion de los insectos hematoéfagos, son muy
importantes para entender las implicaciones ecoldgicas en relacidn a su interaccion
con reservorios de patdgenos para comprender la dinamica de trasmisién de
enfermedades transmitidas por vector. Existen diversas técnicas con biologia
molecular para la identificacion de fuentes de alimentacibn de insectos
hemat6fagos, Chena et. al. (2014) estandarizaron la técnica de PCR en
combinacion con el corte con enzimas y el analisis de polimorfismo de fragmentos
de restriccion (PCR-RFLP) del gen mitocondrial citocromo b para identificar los
recursos sanguineos de insectos hematofagos. Sant’Anna et. al. (2008) con la

técnica PCR combinada con tecnologia de filtros FTA reportaron que Lutzomyia



longipalpis (Phlebotominae) colectadas en traspatios usan como fuente de
alimentacion a gallinas del domicilio. Lee et. al. (2002) utilizaron la técnica de
Heteroduplex acoplada a PCR para identificar las fuentes de alimentacion de
mosquitos (Culex tarsalis) y determinaron que se alimentan de varias especies de
aves incluyendo una no endémica del Norte de América demostrando la importancia
ecoldgica de reservorios de virus de otras regiones. En otro estudio para identificar
fuentes de alimentacion de dipteros hematéfagos con ensayos Heteroduplex,
Boakye et. al (1999) identificaron secuencias de citocromo b pertenecientes a
humano como recurso sanguineo de Simulium damnosum (Simulidae), de puerco
domeéstico como fuente alimenticia de la mosca tse tse Glossina palpalis
(Glossinidae). La técnica HDA-PCR puede ser usada entonces para identificar
cualquier especie de mamifero que represente un recurso sanguineo de insectos y
podria ayudar a comprender por lo tanto la ecologia de insectos hematéfagos de

importancia médica.
Deteccidn de anticuerpos anti —Trypanosoma cruzi

En un trabajo donde se detectaron anticuerpos anti T. cruzi en donadores de sangre
en el estado de Puebla, que se consideraba como una regién no endémica de la
EC, Montedn et. al. (2005) notificaron una seroprevalencia estatal de 1.4% y a la
Region Mixteca como la zona con mas personas positivas a Acs anti T. cruzi (2.6%)
similar a la region de Tehuacén. En la localidad Puente Pantitlan, Morelos se registré
una prevalencia en humanos del 1.2% donde se distribuye M. pallidipennis, si bien
la localidad esta a una altitud mas alta y con clima templado (Portugal-Garcia et. al.
2011). De la misma manera, para el municipio de Palmar de Bravo del estado de
Puebla, una zona elevada con climas templados a frios, Sosa-Jurado et. al. (2004),
reportaron una prevalencia de 4.3% asociada a vectores como M. pallidipennis y T.
barberi. En el presente trabajo se reporta una prevalencia mas alta (6%), esto se
debe quiza a que las poblaciones de M. pallidipennis se ven favorecidas por los
climas secos y calientes tipicos de esta region que producen las condiciones
idébneas para la sobrevivencia de estos vectores (Sandoval-Ruiz et. al. 2008 &

Monteon et. al. 2005). Ademas es importante sefalar que la colecta de M.



pallidipennis en ecotopos domésticos revela la convivencia constante y durante
todas las temporadas con las personas incrementando el riesgo de infeccion via

vectorial.

Otro aspecto a considerar es la presencia de animales domésticos reservorios de
T. cruzi, se han registrado poblaciones de perros con altos porcentajes de
seroprevalencia. En Puente Pantitlan, Morelos se notificaron un 24.2% de perros
positivos a Acs anti T. cruzi asociados a M. pallidipennis (Olguin-Salgado et. al.
2016), esto muestra que existe una transmision activa del parasito de perros
positivos a humanos por los vectores. En las localidades estudiadas ademas de la
presencia de ovicaprinos que representan un factor de riesgo ante la infestacion
domiciliaria, residen perros en la mayoria de las viviendas que si bien no son factor
de riesgo al menos en esta region, representan un posible reservorio de T. cruzi que

deberia ser tomado en cuenta en el estudio epidemioldgico.

La EC es una de las enfermedades tropicales desatendidas con mayor prevalencia
en Ameérica Latina. Storino (2000) menciona que -la EC involucra factores de poder
politico y econdmico, por lo cual no sélo es una enfermedad de la pobreza, sino que
es un paradigma de los mecanismos de ocultamiento y exclusibn como forma de
discriminacion social y laboral-. Esto se ve claramente reflejado en las localidades
estudiadas debido a la alta prevalencia registrada, que presentan grados de
marginacion muy altos y donde los habitantes desconocen la enfermedad de

Chagas.



Conclusiones

La participacion comunitaria resultd ser una herramienta efectiva para la deteccion

de triatominos en el peridomicilio asi como en el intradomicilio.

La mayor abundancia de organismos y el valor mas alto en el indice de infeccion

natural con T. cruzi se corresponden con la temporada Seca-fria.

Los indices entomoldgicos calculados fueron altos para la regién estudiada,
demostrando que Meccus pallidipennis tiene una gran capacidad para infestar los

ecotopos domeésticos.

Existen factores de riesgo que favorecen la sobrevivencia de vectores en ecotopos
domeésticos que explican en gran medida la dindmica de infestacion de viviendas

rurales.

La fuente de alimentacién mas comun para los vectores estudiados fue la sangre

humana demostrando la constante interaccion vector-humano.

Existe una seroprevalencia en los habitantes de las localidades estudiadas.



Anexos

Anexo 1. indices entomolégicos para la enfermedad de Chagas calculados para los
triatominos colectados en la zona de estudio (Silveira et. al. 1984; NOM-032, 2014).

indice Descripcion Cédigo

Infestacion # de viviendas positivas a triatominos / # de IIF
viviendas investigadas x 100

Colonizacion # de viviendas con ninfas / # de viviendas ICO

positivas a triatominos x 100

Hacinamiento # de triatominos colectados / # de viviendas IHA

con triatominos

Densidad # de triatominos colectados / # de viviendas IDE

investigadas

Infeccién Natural con # de triatominos positivos a T. cruzi / # de [IN

T. cruzi triatominos analizados x 100

Anexo 2. Variables para la encuesta entomolégica y socioecondmica sobre factores
de riesgo ante la infestacion de la vivienda humana por triatominos dirigida a los
habitantes de la comunidad del sitio de estudio (Modificado de Dumonteil et. al. 2013
y Sandoval-Ruiz et. al. 2014).

NUumero Variable

Presencia de gallinas

Mantenimiento de las gallinas (corral/libres)

Numero de gallinas

Presencia de perros

Numero de perros

Paredes revocadas

Material de construccion de las casas

Presencia de lefia dentro del hogar

© 0O N o g | W N -

Numero de personas viviendo en la casa

NUmero de habitaciones

By
o




11 Numero de camas

12 Material de construccion del piso

13 Uso de insecticidas intradomiciliarios

14 Almacenaje de productos agricolas dentro del hogar

15 Animales domeésticos en el peridomicilio

16 Presencia de rocas apiladas a menos de 10 metros de la casa

17 Presencia de leflia a menos de 10 metros del hogar

18 Presencia de ramadas cerca de la casa

19 Presencia de ovicaprinos

20 Numero de ovicaprinos

21 Ubicacion del corral para ovicaprinos a menos de 10 metros de la casa
22 Presencia de bovinos

23 Numero de bovinos

24 Ubicacioén del corral para bovinos a menos de 10 metros de la casa
25 Cada qué tiempo se hace limpieza del traspatio

26 Conoce a la Chinche (Triatomino)

Anexo 3. Reactivos usados para la extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de heces del vector se realiz6 con la utilizacion de los
siguientes reactivos

Reactivo Composicion Concentracion
Buffer ACK NH4CI 155 Mm
KHCOs 1 mM
EDTA 0.1 mM
Buffer SE NacCl 75 Mm
EDTA 25 Mm, pH=8
Proteinasa K 20 mg/mL
SDS Dodecil Sodico 10%
Fenol/Cloroformo/Alcohol (25:24:1)

Isoamilico




Cloroformo/Alcohol

(24:1)

Isoamilico
Isopropanol Absoluto
Etanol 70%

Agua desionizada
(H20 Milli-Q)

Anexo 4. Reactivos usados para la técnica PCR y electroforesis

Reactivo Composicién Concentracion
Primer ctc-1 5-CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’
Primer ctb-2 5 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3
Buffer 10X Tris-HCI 20Mm, pH=7.2
MgCl2 50 mM
dNTP’s Desoxinucleotidos 2.5 mM
trifosfatados
Tag polimerasa (Perkin-Elmer)
Agarosa 1.8%
Amortiguador TAE 1X Tris-Acetato 40 mM
EDTA 1 mM, pH=8.3
Buffer de Muestra Tipo Il Azul de bromofenol, Xinel
cianol, glicerol
Bromuro de etidio 0.5 pg/mL

Anexo 5. Reactivos usados para la técnica Heteroduplex acoplado a PCR (HDA-

PCR)

Reactivo

Composicién Concentracion

Citocromo b de cerdo

(ADN driver/guia)

Buffer Muestra DNA 6X

Tris-HCI pH=8, EDTA 60 mM, 0.03% Azul de

bromofenol, 0.03% Xinel cianol FF, 60% glicerol

Amortiguador TBE 1X

Tris-HCI




Acido bérico
EDTA

Bromuro de Etidio

0.5 pg/mL

Anexo 6. Patrones de Heteroduplex de diferentes especies animales para
identificacion de fuentes de alimentacion de T. dimidiata (Torres-Montero et. al.
2012) para comparacion de posibles fuentes alimenticias de M. pallidipennis.

1 2

3 4 5 6 7 8 9 10

Heteroduplex para 10 especies de vertebrados: humano (1), raton (2), rata (3), gato
(4), perro (5), gallina (6), conejo (7), borrego (8), vaca (9) y caballo (10),

respectivamente.

Anexo 7. Reactivos usados para el ensayo inmunoenzimético ELISA (Chagatest
ELISA recombinante v. 4.0., Wiener Laboratorios, 2000).

Reactivo

Descripcién

Policubeta sensibilizada

Policubeta de tiras recortables, con 96 pocillos

recubiertos con antigenos recombinantes

Diluyente de muestra

Buffer salino con tensioactivo

Conjugado concentrado

Anticuerpo  monoclonal anti-IgG  humana

conjugado con peroxidasa (10X)

Diluyente de conjugado

Buffer salino con proteinas

Revelador

Solucion de tetrametilbendicina y peroxido de

hidrogeno

Stopper

Acido sulfdrrico 2N




Buffer de lavado Buffer salino con tensioactivo (25X)

concentrado

Control positivo Suero  humano inactivado  conteniendo
anticuerpos anti T. cruzi

Control negativo Suero humano no reactivo inactivado

Lista de abreviaturas

ACK: Amortiguador de lisis para eritrocitos
EC: Enfermedad de Chagas

ICO: indice de colonizacion

IDE: indice de densidad

IHA: indice de hacinamiento

[IF: indice de infestacion

[IN: indice de infeccion natural con T. cruzi
mM: milimolar

PBS: Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos (Phosphate Buffered Saline),
pH=7.4

PC: Participacion Comunitaria

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
pmol: Picomoles

SDS: Dodecilsulfatado Sodico

1X: Concentracion ideal para ser usada

***: Diferencias estadisticamente significativas (p value =0)
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