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Hubiera desmayado, si no creyese que veré la bondad de YHVH
en latierra de los vivientes.
Salmo 27:13
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los que, despreciandola, llevan acabo pacientes experimentos>>

Paul De Kruif, Cazador de Microbios, 1926

<<Duda de todo, cuestiona todo>>

Etienne Waleckx, 2017
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I RESUMEN

Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas tiene la
capacidad de infectar a un amplio rango de mamiferos, entre ellos al humano. Es
transmitido principalmente por las heces contaminadas de chinches hemat6fagas
llamadas triatominos. En la peninsula de Yucatan, México, Triatoma dimidiata es
el principal vector reportado. El objetivo del trabajo fue identificar las fuentes
alimenticias de T. dimidiata y en paralelo evaluar la infeccion por T. cruzi del
insecto de tal forma que se puedan entender mejor los ciclos de transmision del
parasito en la zona de estudio. Se identificaron molecularmente las fuentes
alimenticias de T. dimidiata colectados en diferentes ambientes (selvatico y
doméstico) en 3 localidades rurales de Yucatan y sus alrededores. En paralelo,
se determiné la infeccion de estos insectos por T. cruzi con la técnica de la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

El 17.81% de los insectos (31/174) se encontraron infectados por T. cruzi. No se
encontraron diferencias significativas de la prevalencia de la infeccion de acuerdo
con el sexo, la localidad y el ambiente de colecta de los insectos. Se observé una
mayor proporcion de insectos alimentados en el ambiente doméstico que en el
ambiente selvatico. Se identificaron 16 vertebrados diferentes (a nivel de género
0 especie), incluyendo 12 en el ambiente doméstico y ocho en el ambiente
selvatico. En ambos ambientes, las principales fuentes de alimentacion fueron el
humano, el perro y el ganado vacuno. No se encontrd asociacion de la infeccion
de los insectos con alguna fuente alimenticia en particular. De las chinches
alimentadas de humano, 15% (4/27) estaban infectadas, confirmando el riesgo
de transmision de T. cruzi al humano en la region. La presencia de humano perro
y ganado vacuno como principales fuentes en ambos ambientes sugiere que
estos tres vertebrados podrian ser los actores mas importantes de una posible
conexion entre los ciclos de transmision selvaticos y domésticos de T. cruzi.

Ademas, la importante proporcion de chinches alimentadas a la vez de perro y



humano sefialan al perro como un actor importante en la red de transmision del

parasito al humano en las localidades de estudio.



Il. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, a mas de 100 afios de su descubrimiento por el
médico brasilefio Carlos Chagas !, sigue siendo una enfermedad desatendida,
esto a pesar de que en el mundo se calcula que existen de seis a siete millones
de personas infectadas. 2 La enfermedad de Chagas es causada por el parasito
T. cruzi el cual es transmitido principalmente a través de las heces contaminadas
de chinches hemato6fagas llamadas triatominos. 2 Actualmente no se cuenta con
una vacuna eficaz y las terapias existentes resultan poco efectivas. Por lo tanto,
el control vectorial sigue siendo la estrategia mas Gtil para prevenir la enfermedad
de Chagas. Sin embargo, para asegurar el éxito de las intervenciones de control
vectorial, es necesario conocer y comprender la ecologia y el comportamiento de

los vectores. 24

Entre los rasgos ecoldgicos de los triatominos, el estudio de sus habitos
alimenticios es particularmente relevante. En efecto, la identificacion de los
hospederos sanguineos puede proporcionar datos claves para ayudar a la
elaboracion de estrategias de control eficientes, ya que orienta hacia los animales
mas importantes involucrados en el mantenimiento de las poblaciones de
triatominos, la transmision del parasito, o0 que puedan fungir como hospederos

del parasito. 358

En Yucatan, mas del 3% de la poblacion esta infectada por T. cruzi. En este
estado el principal vector es T. dimidiata. Sin embargo, la informacion disponible
sobre las fuentes alimenticias de T. dimidiata en Yucatan esta incompleta tanto
por las técnicas utilizadas (principalmente técnicas seroldgicas) o los sitios de
colecta de los insectos (generalmente estos estudios no incluyeron chinches
colectadas en ambiente selvatico, habitat natural de la especie), o el pequefio
tamafo de muestra. °12 Por lo tanto, se necesita de estudios mas exhaustivos

utiizando ensayos modernos para identificar las diferentes fuentes alimenticias



de T. dimidiata y en paralelo su infeccion por T. cruzi para entender mejor la
participacion de éstos en la eco-epidemiologia de la enfermedad de Chagas en

Yucatan.

En este trabajo, se identificaron las fuentes alimenticias de Triatoma dimidiata y
su infeccién por T. cruzi del insecto, con un ensayo molecular recientemente
desarrollado, permitiendo la identificaciébn de varios hospederos sanguineos en
un mismo insecto'®!4, para mejorar nuestra comprensién de las interacciones

hospederos/vector/parasito y los ciclos de transmisién de T. cruzi en Yucatan.



M. ANTECEDENTES
Ill.1 La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por el
parasito T. cruzi, el cual es transmitido principalmente por las heces
contaminadas de chinches hematdéfagas llamadas triatominos. Sin embargo, se
puede transmitir también por transfusiones sanguineas, donaciones de 6rganos,

via congénita y por via oral.t>16
[11.1.1 Epidemiologia

Actualmente la organizacién mundial de la Salud (OMS) estima que en el mundo
existen de seis a siete millones de personas infectadas, principalmente en
América Latina. 2 En México, la enfermedad esta presente en todo el territorio y
se estima que entre uno a dos millones de personas estan infectadas, aunque
algunos autores sugieren que podrian ser hasta 5.5 millones de casos. 1718
Segun las estimaciones, en México, los estados de Jalisco, Oaxaca y Chiapas

son los estados con mayor nimero de casos (Figural). 1°

Casos estimados de la enfermedad de Chagas

D <100,000
[T 100,000 - 500,000
Il >500,000

Figura 1. Distribucion de la enfermedad de Chagas en el territorio
mexicano. Figura tomada de Carabarin-Lima (2015).



En Yucatan, la primera evidencia de la enfermedad de Chagas surgié en 1940,
pero fue hasta 1972 que se realizé la primera investigacion sobre esta
enfermedad.’® Segun estimaciones, en el estado, la prevalencia de la

enfermedad es de mas del 3% y cerca de 62,000 personas infectadas. *°
I11.1.2 Patologia

La enfermedad de Chagas provoca manifestaciones clinicas variables segun la
etapa de la infeccion. La primera etapa, llamada fase aguda, dura de cuatro a
ocho semanas. Se caracteriza por una alta parasitemia en sangre de las
personas infectadas y es generalmente asintomatica. Diez a 30 afios después de
la infeccion, entre el 30 y 40% de los pacientes entran a la llamada fase cronica
sintomatica en la que desarrollan alteraciones cardiacas o digestivas (megacolon

0 megaesodfago). 22°
[11.1.3 El parasito T. cruzi

El agente etiologico de la enfermedad de Chagas es T. cruzi, parasito
hemoflagelado perteneciente al Orden Kinetoplastida, Familia:
Trypanosomatidea Género: Trypanosoma. Este parasito posee un organelo
formado a partir de mitocondrias modificadas denominado cinetoplasto. T.cruzi
presenta un ciclo de vida complejo que involucra dos hospederos: uno
invertebrado (insecto triatomino) y uno vertebrado (mamifero). A lo largo del ciclo,
muestra grandes variaciones morfologicas, caracterizadas por la posicion del
cinetoplasto en relacion al nucleo y por la presencia o ausencia del flagelo. Las
formas del paréasito pueden ser: amastigote, epimastigote y tripomastigote

metaciclico.?!

[11.1.3.1 Ciclo de vida y transmision de T. cruzi

En el intestino de los triatominos, los epimastigotes se reproducen por fision
binaria. En la parte distal del intestino del vector ocurre la metaciclogénesis. Es

en esta fase que el parasito se transforma en tripomastigote metaciclico, la forma



infectiva para los mamiferos. Durante la alimentacion, los triatominos pueden
defecar sobre la piel. Al rascarse el hospedero (humano, por ejemplo) puede
hacer que las heces entren en contado con los 0jos o con la herida realizada por
el piquete del triatomino, lo que permite la entrada del parasito al hospedero
(Figura 2). A continuacion, los parasitos invaden las células del hospedero
transformandose en amastigotes, los cuales se replican y se diferencian en
tripomastigotes liberandose al torrente sanguineo. A pesar de que puede
replicarse en diversos tipos de células, T. cruzi tiene un tropismo particular por
las células de los musculos cardiacos e intestinales. Por ultimo, los triatominos
ingieren a los tripomastigotes contenidos en la sangre de los hospederos,

completandose asi el ciclo de vida de T. cruzi. 22

En triatdminos En humanos

La chinche ingiere sangre y defeca 2) ) ) .
Los tripomastigotes metaciclicos
ripomasiigotes metacicicos, que penetran diferentes tipos celulares y

?‘j"cgm"{,’v‘;,“” de mordca T]\ Se vansioman onamasgots

Tnpomasugol&s metaciclicos en

6esnno erior
é Mumpllcauon en \ Los amastigotes se
tesuno medio multiplican por
division binaria jen células
Los tripomastigotes pueden

La chinche ingiere sangre
mpomasugotes (de sujeto,
© infectado)

Infectar otras células y
ransformarse en amastigote:

0

D °
Los amastigotes intracelulares se transforman en
A\~ Infectante tripomastigotes sanguineos que al ser destruida la célula
A~ Diagnéstico ingresan a la comriente sanguinea

Figura 2. Ciclo de transmision de T. cruzi. Tomado y modificado del CDC.
https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

[11.1.3.2 Hospederos de T. cruzi

Existe un gran numero de hospederos del parasito que participan en la

epidemiologia y la circulacién indefinida del parasito en la naturaleza. La



importancia de un hospedero depende generalmente de la prevalencia de su
infeccidn con el parasito, su densidad poblacional en los diferentes ambientes y

su tasa de contacto con el vector.23:24

En el continente americano se encontraron mas de 180 especies de mamiferos
selvaticos, terrestres o voladores infectados de forma natural por el parasito. Por
su amplia distribucién y tasa de infeccion por T. cruzi destacan los siguientes
ordenes, géneros o especies: Didelphimorphia (Didelphis spp.), Edentada
(Dasypus novencintus), Chiroptera (Phyllostomus hastatus), Carnivora (Nasua

spp.), y Rodentia (Sciurus spp.). 23

En México, se han reportado diferentes hospederos de T. cruzi incluyendo
mamiferos selvaticos (ardilla, armadillo, coati, murciélago, rata y ratén silvestre,
zarigleyas y agoutis) y mamiferos domeésticos (burro, caballo, cabra, cerdo,
oveja, gato, perro, raton y rata domeéstica y ganado vacuno). Por su elevada tasa

de infeccion destacan la zarigueya (Didelphis spp.) y el perro (Canis lupus). '

México es rico en especies de mamiferos y ocupa el tercer lugar mundial en
diversidad. Cuenta con 564 especies, 200 géneros, 46 familias y 14 érdenes de
mamiferos. De las especies 28.7% son endémicas. El orden de los roedores
comprende el 45% de la riqgueza seguido de los murciélagos y los carnivoros. La
mayor rigueza de especies se encuentra en Veracruz, Tabasco, Oaxaca y
Chiapas. 2526

Yucatan cuenta con 128 especies de mamiferos registrados. Los murciélagos
son los mas diversos con 43 especies. Los roedores comprenden en total 19
especies silvestres mas dos introducidas, 12 especies de  carnivoros
(procionidos y mustélidos) y aunado a los anteriores se cuenta con 5 félidos y 1

canido 2527

En Yucatan, los mamiferos domésticos encontrados infectados frecuentemente
con T. cruzi son el perro (Canis lupus familiaris) y el gato (Felis catus). Los

mamiferos sinantropicos hallados frecuentemente infectados son la zarigleya



(Didelphis marsupialis), el ratbn (Mus musculus) y la rata (Rattus rattus). Los
mamiferos silvestres encontrados frecuentemente infectados con el parasito son
la zorra gris (Urocyon cinereoargenteus), el armadillo (Dasypus novemcinctus
mexicanus), el mapache (Procyon lotor), el tejon (Nasua narica) 282° , y al menos
cinco especies de roedores silvestres, incluyendo a Peromyscus leucopus y
Peromyscus yucatanicus. 3 Cabe mencionar que los mamiferos son los Unicos
vertebrados que pueden ser hospederos del parasito. Los otros vertebrados son

refractarios a la infeccién con T. cruzi.
I11.2 Los vectores triatominos

Actualmente, se reconocen 141 especies de triatominos en todo el mundo. Mas
de la mitad han mostrado ser natural o experimentalmente infectadas con T. cruzi
y es altamente probable que todas sean susceptibles de alojar al parasito. 3!
México posee una de las mayores diversidades de triatominos con 39 especies
reportadas, de las cuales, 21 se han encontrado naturalmente infectadas por T.
cruzi ademas de que 28 especies son exclusivas del pais. Triatoma dimidiata,
Triatoma barberi, Tritaoma mexicana, Triatoma (Meccus) pallidipennis y Triatoma
(Meccus) longipennis son ejemplos de especies de importancia epidemiolégica

en México.15:32

Por regla general todos los triatominos son hematofagos estrictos, es decir que
se alimentan de sangre en la totalidad de sus estadios de desarrollo, asi como
en sus dos sexos.3? Sin embargo, en algunos casos se pueden alimentar de la
hemolinfa de insectos 23, recurrir a la coprofagia 34, o alimentarse de soluciones
glucosadas. %% Los triatominos pueden permanecer por largos periodos de
inanicién y, en condiciones de laboratorio pueden soportar hasta cinco meses sin
alimentarse. En cuanto a su alimentacion estos insectos se alimentan de noche

cuando sus hospederos sanguineos generalmente duermen. 3637

Rabinovich et al. (2011) 32 agruparon a los triatominos segln su alimentacion

predominante y pueden ser : los que se alimentan predominantemente de



insectos (Belminus herreri y Belminus ferroae), los que se alimentan
predominantemente de aves (Panstrongylus lignarius, Psammolestes tertius, R.
ecuadoriensis, R. nasutus, R. neglectus, T. brasiliensis, T. longipennis, T.
maculata, T. pseudomaculata y T. sordida) y los que se alimentan
predominantemente de mamiferos ( Cavernicola pilosa, Mepraia spinolai, P.
geniculatus, P. herreri, P. lutzi, P. megistus, P. tupynambai, R. pallescens, R.
pictipes, R. prolixus, T. barberi, T. costalimai, T. dimidiata, T. infestans, T.

pallidipennis, T. rubrofasciata, T. rubrovaria y T. vitticeps).33

Sin embargo, existen evidencias que la alimentacion depende del ambiente en
el que se encuentren los insectos Yy de los vertebrados disponibles en este

ambiente, 383° 40 'y que los triatominos son generalistas en sus habitos

alimenticios ,13:33:41-43

1.3 Triatoma dimidiata

T. dimidiata es uno de los vectores mas importantes de la enfermedad de
Chagas. Se encuentra ampliamente distribuido por México, Centro América,
Colombia, Venezuela, Ecuador y Peru. Tiene la capacidad de habitar ambientes
domésticos y selvaticos.** Actualmente es una de las especies mas complejas y
dependiendo de la zona tiene niveles variables de adaptacion a las viviendas.
Por ejemplo, en Guatemala, las poblaciones de T. dimidiata colonizan los
hogares. Esto es caracterizado por la presencia de adultos, ninfas, huevos dentro
de los domicilios o en el peridomicilio y que sus poblaciones son autosostenibles

y capaces de continuar el ciclo de vida dentro de las viviendas. 4°

Por el contrario, en Yucatan, se ha evidenciado que la infestacién de las casas
se daba por insectos adultos, de forma transitoria y estacional durante los meses
de marzo a julio.***® Estudios de genética de poblaciones y modelos
matematicos permitieron evidenciar que la infestacion de las casas se debe a la
dispersiéon estacional de chinches adultas desde los habitats peridomésticos y

selvaticos alrededor de las localidades, mientras que la reproduccion de los
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triatominos dentro de las casas (colonizacion) tiene un papel insignificante en la
infestacion observada, 114°-51 esto, significa que la reproduccién de T. dimidiata
dentro de las casas no permite crear poblaciones autosostenibles, y la infestacion
de las casas depende estrictamente de la intrusion estacional de insectos

adultos. 49-51
Ill.4 Importancia del estudio de las fuentes alimenticias de los triatominos

Entre los rasgos ecolégicos de los vectores, el estudio de sus habitos alimenticios
proporciona informacién particularmente relevante. A manera de ejemplo, la
identificacion de las fuentes alimenticias de garrapatas permitid descubrir
aquellos hospederos capaces de amplificar las bacterias causantes de la
enfermedad de Lyme®2. Otro ejemplo fue la caracterizacion de las preferencias
alimenticias de mosquitos para identificar a los hospederos involucrados en la
transmision y la proliferacion del Virus del Nilo.>354 De esta forma, la identificacion
de los hospederos sanguineos proporciona datos claves para estrategias de
control vectorial, ya que orienta hacia los animales que tienen los papeles mas
importantes en la transmision de las diferentes enfermedades o que juegan un

papel de hospedero insospechado.

En el caso de la enfermedad de Chagas, el estudio de los habitos alimenticios de
los triatominos, se ha utilizado para identificar las especies de vertebrados
involucradas en los ciclos de transmision o bien identificar los hospederos que
pueden favorecer la colonizacién de las casas por los triatominos °, conocer la
movilidad de los triatominos entre ambientes °°, identificar las especies de
triatominos que tienden a alimentarse mas de humanos %%, asi como evaluar
intervenciones de control vectorial, analizando la evolucion de la frecuencia de

alimentacion de sangre humana antes y después de estas. 2

Ademas, con la evaluacién de la infeccion de los vectores con T. cruzi en paralelo,

la identificacion de las fuentes alimenticias es una herramienta que puede
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potencialmente permitir la identificacién de las especies de mamiferos asociadas

a la infeccién de los vectores. 13
[1l.5 Técnicas serologicas para la identificacion de fuentes alimenticias

Tradicionalmente, la identificacion de las fuentes alimenticias se ha hecho con
técnicas seroldgicas que estan basadas en la reaccion antigeno anticuerpo (ej.
ELISA, prueba de precipitina). Para esto es necesario conseguir o producir los
anticuerpos (moléculas de naturaleza proteinica capaces de reconocer y unirse
a proteinas especificas) contra los antigenos de interés (sangre de potenciales

fuentes de alimentacién) antes de realizar la reaccion. 7

Por sus bajos costos de preparacion, estos ensayos han sido utilizados en
estudios para determinar la presencia o ausencia de posibles fuentes alimenticias
en insectos vectores, los triatominos por ejemplo.® Desafortunadamente, la
generacion de los anticuerpos puede ser complicada y tardada (inmunizaciones
repetidas a ratones, ratas o cabras) y la técnica tiene el inconveniente mayor de
basarse en una hipotesis previa de las posibles fuentes alimenticias de tal forma
gue no se pueden identificar aquellas fuentes de alimentacion no sospechadas.
Ademas, no se pueden identificar fuentes alimenticias para las cuales no se pudo
obtener anticuerpos. Finalmente, en ocasiones, el grado de degradacién de las
muestras provoca que los anticuerpos tengan poca especificidad o reacciones

cruzadas, generando identificaciones dudosas. 1057
[11.6 Técnicas moleculares para la identificacion de fuentes alimenticias

Mas recientemente, se han estado utilizando técnicas moleculares basadas
sobre la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la identificacion de
las fuentes alimenticias de insectos hematéfagos. Algunos autores utilizan
cebadores especificos de especies de hospederos potenciales para determinar

la ausencia o presencia de ADN de estos hospederos en los tubos digestivos de
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los insectos. Sin embargo, nuevamente, este enfoque tiene el inconveniente de

generar un sesgo al no incluir cebadores para hospederos no sospechados. >7:°8

Otros autores utilizan un abordaje basado en el uso de cebadores universales de
vertebrados y la posterior secuenciacion de los productos de PCR. Este abordaje
evita la necesidad de hacer una hipétesis previa de las fuentes potenciales. Sin
embargo, en caso de fuentes mdltiples o mezcla de fuentes alimenticias, las
secuencias pueden ser dificiles o imposibles de resolver.'* Para superar este
obstaculo, algunos autores han propuesto afiadir un paso de clonacion después
de la etapa de amplificacion con cebadores universales. De esta manera, se
pueden identificar exitosamente las diferentes fuentes alimenticias presentes en
un solo insecto.'®* Muy recientemente, se han propuesto también, ensayos
basados en la secuenciacion masiva (NGS). Estos ensayos permiten identificar,
sin necesidad de una etapa de clonacion (la cual es tardada), de manera
individual y sin la necesidad de hacer hipoétesis previa, la diversidad de fuentes

alimenticias de triatominos.12:41
I11.7 Estudios sobre las fuentes alimenticias de T. dimidiata en Yucatan

A T. dimidiata se le considera generalista en sus habitos alimenticios, pues se ha
reportado que se alimenta de aves, mamiferos, anfibios y reptiles. °>° En
Yucatan, existen algunos trabajos sobre la identificacion de las fuentes
alimenticias de T. dimidiata. Tales trabajos, permitieron demostrar la interaccion
de T. dimidiata con una gran diversidad de vertebrados (Cuadro 1), incluyendo
varios mamiferos domeésticos, sinantropicos y silvestres, reconocidos reservorios
del parasito (armadillo y zariglieya), algunas aves (gallo/gallina, pavo, tértola), asi
como evidenciar su elevada antropofilia. *'? A pesar de la informacién que
proporcionan estos trabajos, ésta es incompleta por las técnicas utilizadas o los
sitios de colecta (generalmente estos estudios no incluyeron chinches colectadas
en ambiente selvatico, habitat natural de la especie), o por el tamafio de muestra

9-12 (Cuadro 1). Esto muestra que carecemos de estudios mas exhaustivos
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utilizando técnicas modernas para la completa identificaciéon de las fuentes
alimenticias de T. dimidiata en Yucatan y la mejor comprension de los ciclos de

transmision de T. cruzi en la region.

Cuadro 1. Fuentes alimenticias de T. dimidiata reportadas en Yucatan

Técnica Ecotopo n Fuentes alimenticias Referencia
Fuente porcentaje
Inmunodifusion Doméstico 924 Gallina 41.16% Quintal, R.
(Método Perro 16.08% y Polanco,
Seroldgico) Zariglieya 12.86% G. (1977)%°
Humano 11.58%

Murciélago 9.32%

Caballo 3.54%

Armadillo 1.93%

Rata 0.96%

Cerdo 0.64%

Cabra 0.64%

Mono 0.32%

Gato 0.32%

Ganado

vacuno 0.32%

Conejo 0.32%
Contrainumuno- Doméstico 105 Humano 30.40% Guzman-
electroforesis Ave 29.50% Marin E.S.
(Método Perro 25.70% et al
Serolégico) Zarigiieya 16.10% (1992)%

Cabra 13.30%

14



Rata 10.40%

Raton 7.70%

Cerdo 6.60%

Gato 3.80%

Armadillo 2.80%
Heteroduplex Doméstico 112 Humano 26.00% Guzman-
(Método Rata 17.00% Tapia et al.
molecular) Zarigiieya 5.00% (2007)%

Gallinas 5.00%
Metabarcoding Doméstico 14 Humano 27.08% Dumonteil,
basado en y selvético Perro 18.75% E. et al
secuenciacion Raton 10.42% (2018)*
masiva (Método Ganado
molecular) vacuno 8.33%

Puercoespin 6.25%

Ardilla 6.25%

Murciélago 6.25%

Tértola 4.17%

Rata 2.08%

Gato 2.08%

Cerdo 2.08%

Mico de noche  2.08%

Pavo 2.08%

Gallina 2.08%
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V. OBJETIVOS
IV.1 Objetivo General

Identificar las fuentes alimenticias (hospederos vertebrados) y evaluar la
infeccidén con T. cruzi de T. dimidiata para ampliar el conocimiento de la ecologia

del vector y los ciclos de transmisién del parasito en Yucatan.
IV.2 Objetivos Especificos

e Establecer la prevalencia de la infeccion por T. cruzi en especimenes de
T. dimidiata colectados en ambientes selvaticos y domésticos en 3
localidades rurales de Yucatan

¢ |dentificar las fuentes alimenticias de estos especimenes

e Establecer las proporciones de vectores infectados y no infectados que se
hayan alimentado de los diferentes vertebrados (particularmente humano)
y las posibles asociaciones entre las fuentes alimenticias, el ambiente de

captura, y la infeccion del vector
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V. MATERIALES Y METODOS
V.1 Area de estudio y material biolégico.

Los especimenes de T. dimidiata (n=422) se colectaron entre 2013 y 2015 en el
estado de Yucatan, el cual se encuentra localizado entre las latitudes 87° y 92°
oeste y longitudes 17° y 22° Norte. Las colectas se realizaron en tres localidades
(y sus alrededores) (Figura 3) que se encuentran reportadas en la zona con
mayor indice de infestaciéon en Yucatan. ¢ Las localidades fueron: Bokob4,
localizado en la regién centro norte del estado entre los paralelos 20° 57” y 21°
04” de latitud norte y los meridianos 89° 09” y 89° 14” de longitud oeste; Sudzal,
ubicado en la region centro del Estado, comprendido entre los paralelos 20° 44
y 29° 54' latitud norte y los meridianos 88° 41' y 89° 00' longitud oeste; Teya,
localizado en la region centro del Estado, comprendido entre los paralelos 21° 01"
y 21° 06' de latitud norte y los meridianos 89° 03'y 89° 08' de longitud oeste. Las
localidades de estudio se encuentran en la zona de planicie, con selva baja
caducifolia y mediana subcaducifolia con vegetacion secundaria, con
plantaciones de henequén en abandono y pastizal para ganaderia extensiva. La
vegetacion mas comun esta compuesta por Brosimum alicastrum, Cnidoscolus
aconitifolius, Tamarindus indica, Delonix regia, Harvardia albicans, Aloe vera y
Ceiba pentandra. Con clima AW, con precipitaciones promedio anual de 900mm

y temperatura maxima promedio de muy calida.5?

17



N
w E R -
,»‘/ :
: o
> Teya
/';‘ = o) © ?\l
’/ b \J
/([;) (I!Aernga Bokoba ~
/4 i
Y/ Sudzal
(
)/,‘f
/'/J
(( —
| 87° : arj
\ 10 km ol
! —

Figura 3. Localidades de muestreo. Modificado de Dumonteil et al.

(2002) 82

Los insectos se colectaron en las diferentes localidades y sus alrededores.
Dentro de las localidades, los especimenes se colectaron en el interior de los
hogares y sus alrededores con trampas pegajosas (Figura 4) en cuyo interior se
encontraba un ratén 62 y por participacion comunitaria. 4’ En el ambiente selvatico
(sitios alrededor de las localidades, separado de 2 a 8 km de las casas) los
insectos fueron recolectados utilizando trampas de luz. % Los triatominos
colectados fueron colocados en tubos rotulados individualmente con un cédigo
anico, llevados al Laboratorio de Parasitologia del Centro de Investigaciones
Regionales Dr. Hideyo Noguchi Inalambrica de la Universidad Autbnoma de
Yucatan y congelados a -20°C hasta su andlisis. En una tabla Excel se registraron
los datos de cada insecto incluyendo el codigo asignado, el sexo o estadio ninfal,

la localidad, el ambiente de colecta y las coordenadas del sitio de colecta.
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Figura 4. Trampas pegajosas con cebo raton

V.2 Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyeron en el estudio todos aquellos insectos colectados en las localidades
de estudio entre 2013 y 2015 con informacion completa. Ademas, tres insectos
criados en el laboratorio y alimentados con sangre de paloma (Columba livia)
fueron utilizados como control de todas las etapas descritas a continuacion para

la identificacion de las fuentes alimenticias
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V.3 Estrategia de trabajo de laboratorio

TRIATOMINOS
RECOLECTADOS

PURIFICACION DE ADN
TOTAL CONTENIDO EN LOS
TRACTOS DIGESTIVOS

Amplificacién del ADN de
las fuentes alimenticias por
PCR utilizando cebadores
universales para
vertebrados

PCR utilizando cebadores
especificos para T. cruzi

Ligacion de los productos en
un vector de clonacion

Transformacion de células
altamente competentes

Seleccion de transformantes

Extraccion de ADN de los
transformantes y reamplificacion del
inserto utilizando los cebadores
universales para vertebrados

Secuenciacién de los
amplicones

Edicién de las secuencias e
Identificacion de fuentes
alimenticias usando el BLAST
(>96%)

Figura 5. Diagrama de flujo del trabajo de laboratorio
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V.4 Extraccion de los tractos digestivos de T. dimidiata

Los insectos fueron puestos en placas Petri y posteriormente se extrajeron los
tractos digestivos de los dos ultimos segmentos del abdomen utilizando pinzas
para diseccion estériles. Las muestras se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5

mL.

V.5 Purificacion y cuantificaciéon del ADN total contenido en los tractos

digestivos de T. dimidiata

Para la purificacion del ADN total contenido en los tractos digestivos se utilizé el
kit comercial DNeasy Blood and tissue kit (Qiagen, Valencia, CA). A cada muestra
de tracto digestivo (ver V.4) se le adicionaron 20ul de proteinasa K y luego se
afadieron 200 pl de amortiguador de lisis (AL). Se agit6 la mezcla por 15
segundos en un equipo vortex, y se incub6 a 56°C por 120 minutos o hasta que
se disolviera el tejido. Después se afiadieron 200 ul de etanol grado molecular y
se agitdé con un equipo vortex por 15 segundos. El lisado obtenido se transfirio a
una de las columnas proporcionadas por el kit, la cual fue posteriormente
centrifugada a 6000 x g (8000 RPM) por 60 s.

La columna se lavé con 500ul del amortiguador de lavado AW1, posteriormente
se centrifugé por un minuto a 6000 x g (8000 RPM), luego se realiz6 un segundo
lavado con el amortiguador AW2, y se centrifug6 por tres minutos a 6000 x g
(14000 RPM). La columna se eluydé con 50 uL del amortiguador AE. Cada
muestra de ADN total purificado se cuantificé en un equipo Nanodrop y fue

congelada a -20°C hasta su uso.

V.6 Diagnostico de la infeccion de T. dimidiata por T. cruzi

A partir de las muestras purificadas de ADN total contenido en los tractos

digestivos (ver V.5), el diagndstico de la infeccidén de los triatominos con T. cruzi
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se hizo por PCR. Se utilizaron cebadores especificos para amplificar un gen
ubicado en los mini circulos del cinetoplasto. Las secuencias de los cebadores

se muestran en el Cuadro 2. El tamafo del amplificado esperado era de 188 pb.
64

Cuadro 2. Secuencia de cebadores para la deteccion de T. cruzi

Primer Sentido de 5------------------------- 23
TCZ1 dCGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT
TCZ2 dCCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG

Para la reaccion se utilizé 0.2uM de cada cebador, 10 uL de Thermo ScientificVR
DreamTagMR 2X y 100 ng de ADN total en un volumen final de 20 pl. Las
temperaturas que se utilizaron y los tiempos para la PCR se presentan en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Condiciones de la PCR para la detecciéon de T. cruzi en tractos
digestivos de T. dimidiata.

Fase Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 5 minutos
inicial
hibridacion 95 30 segundos
Alineacion 60 30 segundos 35
Extension 72 30 segundos
Extensién final 72 5 minutos

Se llevaron a cabo 35 ciclos de hibridacion, alineacion y extension. Se incluyé un
control negativo en el cual el ADN fue reemplazado por agua ultrapura y un
control positivo usando ADN purificado de un cultivo de T. cruzi. Los productos

de PCR obtenidos fueron separados en un gel de agarosa al 1% tefiido con
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bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. Se utilizé el marcador de peso

molecular 1 Kb DNA ladder Thermo Fisher ScientificUR,

La PCR para el diagndstico de la infeccion por T. cruzi se realizé al menos dos
veces para cada muestra. Para considerarlas como positivas a la infeccion, las
muestras debieron resultar positivas para todas las repeticiones. Las muestras

gue discreparon en alguna repeticién fueron consideradas como indeterminadas.

Para descartar inhibicién de PCR, las muestras en las que no se detecté ADN del
parasito, se volvieron a amplificar después de afadir 100 ng de ADN de control
positivo a la mezcla de PCR. En caso de que no se detectara ningan amplificado,

las muestras fueron consideradas como inhibidas.
V.7 Identificacion de las fuentes alimenticias de T. dimidiata

V.7.1 Amplificacién de un fragmento del gen 12S del ARN ribosomal de

vertebrados

A partir de las muestras purificadas de ADN total contenido en los tractos
digestivos de T. dimidiata (ver V.5), la primera etapa para la identificacion de las
fuentes alimenticias fue la amplificacibn por PCR utilizando cebadores
universales para vertebrados disefiados para amplificar un fragmento de 215 pb
del gen 12S del ARN ribosomal. Los cebadores especificos para la amplificacion
por PCR son L1085 y H1259 (Cuadro 4). ¢

Cuadro 4. Cebadores universales para la amplificacion de un fragmento del
gen 12S del ARN ribosomal de vertebrados

Cebador Secuencia 5’------------------- >3’
L1085 CCCAAACTGGGATTAGATACCC
H1259 TTTGCTGAAGATGGCGGTA

Para la reaccion se utilizo 0.35 uM de cada cebador, 10 uL de ADN polimerasa

Thermo ScientificMR DreamTagMR 2X y 100 ng de ADN total en un volumen de 20
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ul. Las condiciones para la amplificacion del fragmento del gen 12S del ARN

ribosomal fueron las del Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones de la PCR para la amplificacion del fragmento del gen
12S del ARN ribosomal de vertebrados

Fase Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 5 minutos
inicial
hibridacion 95 30 segundos
Alineacion 60 15 segundos 30
Extension 72 30 segundos
Extension final 72 10 minutos

Se realizaron 30 ciclos de hibridacion, alineacion y extension. Se agregd un
control negativo que consistié en agua ultrapura en lugar de ADN y para el control
positivo se utilizé ADN purificado a partir de una muestra de sangre humana. Los
productos de PCR obtenidos fueron separados en un gel de agarosa al 1% tefido
con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. Se utilizé el marcador de peso
molecular 1 Kb DNA ladder Thermo Fisher ScientificMR. En caso de visualizacién
especifica de 215 pb (anexo 1.2) el insecto se consideré como alimentado y se

procedié a la clonacion del producto de los amplicones Ver V.7.2.

V.7.2 Clonacion de los amplicones

V.7.2.1 Ligacion de los amplicones al vector de clonacién

Los productos de PCR obtenidos (ver V.7.1) fueron purificados usando un kit de
purificacion PCR clean-up system (Promega) y posteriormente ligados a un

vector de clonaciéon p-GEM T (promega) Figura 6.
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Figura 6. Vector de clonacién pGEM-T (PROMEGA)

La ligacion se realizé a temperatura ambiente por dos horas y media, utilizando
una proporcién producto de PCR/vector de 3:1.13 Los componentes de la reaccion
para la ligacion se muestran en el Cuadro 6. El vector p-GEM T tiene un tamafo
de 3000 pares de bases y proporciona un gen que confiere resistencia a
ampicilina lo que permite seleccionar las células transformadas en medio
conteniendo el antibidtico (Figura 6). Ademas, el vector contiene el sitio de
insercion dentro de la secuencia del gen que codifica para la B-galactosidasa de
tal manera que se pueda seleccionar visualmente, en medio conteniendo X-Gal,
las células transformadas con un vector conteniendo el inserto de interés o
transformadas con un vector recirculado que no contiene el inserto de interés.
Las células que ingresan al vector con el inserto forman colonias color blanco, ya
gue no son capaces de degradar el X-Gal. Las células que integran un vector
recirculado sin inserto son capaces de degradar el X-Gal formando colonias color

azul.
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Cuadro 6. Condiciones para ligacion del producto de PCR purificado al vector de

clonacion
Reactivo Reaccion Control Control
estandar positivo negativo
Amortiguador de 5ul Sul 5ul
ligacién
Vector 1l 1l 1ul
pGEM
Producto de 3ul - -
PCR
Control de - 2ul -
inserto
De ADN
Ligasa T4 1l 1l 1pl
Volumen total 10ul 10 pl 10 pl

V.7.2.2 Transformacion de células competentes

Se afiadieron 2 pul de la reaccién de ligacion y 50ul de células altamente
competentes JM 109 (Promega) en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se agito
cuidadosamente. El tubo Eppendorf se incub6 posteriormente de la siguiente
manera: 20 minutos en hielo, 50 segundos a 42°C y nuevamente por 2 minutos
en hielo. Luego de la incubaciéon se afiadieron 950 uL de medio de cultivo SOC
al tubo y este fue puesto en agitacion a 150 RPM durante una hora y media a
37°C. Posteriormente, se sembraron por duplicado 100ul de cultivo en placas
Luria Bertani que contenian 0.5 mM de IPTG, 80mg de X-gal, 100 mg de

ampicilina. Se incubaron las placas durante una noche a 37°C.

V.7.3 Reamplificacion de los amplicones clonados

Siguiendo lo propuesto por Waleckx et al.(2014)*2 se colectaron al azar ocho
colonias blancas de las placas, cada colonia fue puesta en un tubo individual que

contenia 25 uL de agua ultrapura, luego, los tubos fueron calentados a 95°C por
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5 minutos y luego centrifugados por 60 segundos. Se utlizaron 3 pl del
sobrenadante como ADN molde (template) para reamplificar el fragmento del gen
12S del ARN ribosomal clonado. Se utilizaron los cebadores L1085 y H1259 y las

condiciones antes mencionadas (ver V.7.1).

V.7.4. Purificacion y secuenciacion de los amplicones clonados

Los productos de PCR obtenidos fueron finalmente purificados utilizando el kit de
purificacion PCR clean-up system (Promega) y fueron enviados a secuenciar.
Ambas hebras fueron secuenciadas por la empresa Eton Bioscience (San Diego,
CA, EUA).

V.7.5 Edicidn de secuencias e identificacion de las fuentes alimenticias

Las secuencias de ambas hebras fueron alineadas utilizando CLUSTAL W
proporcionado en el programa BioEdit V7.2.5 ¢ y se corrigieron en caso de
cualquier discrepancia mediante la visualizacibn de los cromatogramas
correspondientes. Las secuencias corregidas fueron alineadas y fragmentos
<<limpios>> de aproximadamente 100-150 pb fueron utlizados para la
identificacibn de la especie/género de vertebrados wusando BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). Una identidad de 96% se utilizé
como criterio para aceptar una identificacion exitosa a nivel de género o
especie.®* Sin embargo, en dado caso que las especies identificadas no se
encontraran en Yucatan, se asigné la especie mas probable reportada para el

estado.
V.8 Analisis de los datos

Se aplicaron las pruebas de independencia de ji2 o Fisher®’ para determinar si
existe una asociacion entre la infeccion y las localidades, los ambientes, las
fuentes alimenticias, y/o el sexo del insecto. Con la finalidad de conocer la
representatividad de los vertebrados hallados, se construyeron curvas de

rarefaccion en la pagina interactiva de internet
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(https://www.alyoung.com/labs/biodiversity calculator.html) Finalmente una red

de alimentacion y transmision del parasito se construyo utilizando Cytoscape v.
3.6.1, para visualizar la importancia de las diferentes fuentes alimenticias
encontradas, asi como las posibles vias de transmision del parasito entre las
especies cuando se detectaron multiples fuentes en un mismo insecto. Los nodos
de la red representan las diversas especies detectadas como fuentes
alimenticias. El tamafio de los nodos es proporcional al nUmero de veces que
cada fuente alimenticia fue encontrada, éstos, fueron calculados e introducidos
de manera manual al programa, tomando como base de célculo las medidas
estandar que ofrece el programa. Las lineas unen a los hospederos que se
encontraron en el contenido intestinal de un mismo insecto y el grosor de las
lineas es proporcional al nimero de veces que se encontro la combinacion de

fuentes alimenticias en el mismo insecto.
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VI. RESULTADOS
VI.1. Seleccién de triatominos

Del 2013 al 2015 se colectaron 422 insectos, de los cuales 248 cumplieron los
criterios de inclusion. El detalle de estos insectos se encuentra en el anexo 3. El

desglose de la muestra analizada se presenta en el cuadro 7.

Cuadro 7. Caracteristicas de los triatominos analizados

Doméstico Selvatico
Adultos Ninfas Adultos Ninfas Total
Bokoba 48 4 14 0 66
Sudzal 61 3 32 0 96
Teya 53 4 29 0 86
Total 162 11 75 0 248

VI.2 Infeccion de T. dimidiata por T. cruzi

A los insectos que cumplieron los criterios de inclusion se les determind por PCR
la presencia de T. cruzi. De estos, 174 insectos se diagnosticaron exitosamente,
49 insectos tuvieron un diagnoéstico indeterminado y 25 insectos tuvieron
inhibicion. En global, la prevalencia de la infeccion fue del 17.81% (31/174)
(Cuadro 8)

Cuadro 8. Resumen del analisis de la prevalencia por PCR de la infeccion de T.

dimidiata por T. cruzi. Se analizaron los insectos colectados en tres localidades
de Yucatan.

Localidad Positivo Negativo Indeterminado Inhibido

Bokoba 5 45 6 10
Sudzal 15 50 22 9
Teya 11 48 21 6
Total 31 143 49 25
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La infeccion por localidad fue la siguiente: Bokoba 10% (5/50), Sudzal 23.07%
(15/65) y Teya 18.64% (11/59). No se observaron diferencias significativas entre
las localidades (y?= 3.726, gl=2, p= 0.1552). El porcentaje global de machos con
el parasito fue del 19.51% (16/82), el de las hembras fue del 14.27% (14/86), y el
de ninfas 16.66% (1/6). No hubo diferencia significativa de la prevalencia de la
infeccion entre machos y hembras (y?= 0.299, gl=1, p=0.58), y entre adultos y
ninfas (3= 0.006, gl=1, p=0.9382).

En el ambiente doméstico, el porcentaje de triatominos con parasitos fue del
17.07% (21/123). En el ambiente selvético, el porcentaje fue del 19.6% (10/51).
No se encontro diferencia significativa de la prevalencia de la infeccion entre

insectos colectados en ambos ambientes (y?=0.1582; gl =1; p=0.6908).

VI.3 Estatus alimenticio e identificacion de las fuentes alimenticias de los

triatominos

En global el 38.11% (85/223) de los insectos analizados estuvieron alimentados
(Cuadro 9). En el ambiente doméstico el 44.5% (69/155) estuvieron alimentados.
En el ambiente selvatico, el 23.5% (16/68) estuvieron alimentados. Los insectos
del ambiente doméstico estuvieron significativamente mas alimentados que los
selvaticos (3?=8.825, gl=1, p=0.003).

Cuadro 9. Estatus alimenticio de T. dimidiata capturados en ambientes selvatico
y doméstico

Doméstico Selvatico
Alimentado No Alimentado No Total
Alimentado Alimentado
Bokoba 20 25 2 9 56
Sudzal 31 26 7 23 87
Teya 18 35 7 20 80
Total 69 86 16 52 223
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En total, se identificaron las fuentes alimenticias de 67 insectos, de los cuales, 54
fueron del ambiente domeéstico y 13 del ambiente selvatico. Se identificaron 16
diferentes fuentes alimenticias. El nimero méaximo de fuentes alimenticias por
insecto fue tres y el minimo fue uno. El total de insectos para los cuales se
identificaron multiples fuentes fue de 15 (22.4%, 15/67) (Anexo 3).

En el ambiente doméstico se identificaron las fuentes alimenticias de 54 insectos.
Se identificaron 12 diferentes fuentes alimenticias. Fuentes multiples fueron
encontradas en 12 insectos. EI nimero maximo de fuentes alimenticias
encontradas por insecto fue de tres. El promedio de fuentes alimenticias por
insecto fue de 1.24. Los insectos se alimentaron principalmente de humano, perro
y ganado vacuno. De hecho, estos tres hospederos representan cerca 90% de
las fuentes alimenticias identificadas. Ademas, se identificé una variedad de otros
animales domésticos (gato, cerdo, aves de corral), animales sinantrépicos (raton,
tértola, murciélago) y animales selvaticos (mustélido y pecari) (Cuadro 10). Se
observé que la curva de rarefaccion para este ambiente aln no alcanzé a ser

asintotica (anexo?2).

En el ambiente selvético se identificaron las fuentes alimenticias de 13 insectos.
Se identificaron ocho diferentes fuentes alimenticias. Se encontraron fuentes
multiples en tres insectos. El promedio de especies por insecto fue de 1.25. En
este ambiente también, los insectos se alimentaron principalmente de humano,
ganado vacuno y perro. Estos tres hospederos representan cerca del 80% de las
fuentes alimenticias identificaciones. Aparte de estos vertebrados, solo se
encontraron animales sinantropicos (tértola) y selvéticos (ardilla, rana,
puercoespiny venado) (Cuadro 10). Se observod que la curva de rarefaccion para

este ambiente esté en fase exponencial (anexo2).
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Cuadro 10. Fuentes alimenticias de T. dimidiata identificadas en insectos
capturados en el ambiente doméstico y selvatico.

Vertebrado Domeéstico % Selvatico %
n=>54 n=13
Humano 28 51.8 5 38.4
(Homo sapiens)
Perro 13 24.1 2 15.0
(Canis lupus)
Ganado vacuno 6 111 3 23.8
(Bos spp.)
Cerdo 4 7.4 NE -
(Sus scrofa)
Raton 4 7.4 NE -
(Mus musculus)
Gato 3 5.5 NE -
(Felis catus)
Tértola 3 55 2 15.3
(Zenaida spp.)
Pavo 2 3.7 NE -
(Meleagris gallopavo)
Gallo/gallina 1 1.8 NE -
(Gallus gallus)
Murcielago 1 1.8 NE -
(Artibeus lituratus)
Pecari 1 1.8 NE -
(Pecari tajacu)
Mustélido 1 1.8 NE -
(Galictis vittata)
Ardilla NE - 1 7.7
(Sciurus spp.)
Rana NE - 1 7.7
(Rana spp.)
Puercoespin NE - 1 7.7
(Coendu spp.)
Venado NE - 1 7.7

(Odocoileus virginianus)

+ La suma de las fuentes alimenticias no concuerda con la n=54 o n= 13 por la presencia de fuentes multiples.

++NE no encontrado
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V1.4 Relaciones T. dimidiata/T. cruzi/hospederos

En la red de alimentacion (Figura 7) se observa que solo las fuentes alimenticias
humano, perro, ganado vacuno y tortola fueron encontradas en ambos
ambientes. Ademas, fueron también las mas abundantes. Se puede observar en
la red que las dos principales fuentes de alimentacion fueron el humano y el perro,
y que el perro fue el animal mas identificado junto con el humano en un mismo

espécimen de T. dimidiata.

Sciurus spp. Coendu spp.

. L . Pecari tajacu
Odocoileus virginianus

. Rana spp. @

Gallictis vitatta . Artibeus lituratus

@ Bos spp. 1 @

]
' Gallus gallus
|

@

Sus scrofa

Homo sapiens

Canis lupus
familiaris

Mus musculus
Felis catus

Figura 7. Alimentacién de T. dimidiata y posible red de transmision de T. cruzi. Los circulos amarillos
representan a los vertebrados encontrados en insectos colectados en el ambiente doméstico. Los
circulos naranjas representan aquellos vertebrados hallados en insectos colectados en ambos ambientes
y en los cirulos verdes, representan a los vertebrados hallados en insectos colectados en el ambiente
selvatico. El area de cada circulo es proporcional al nimero de veces que se identific6 la fuente
alimenticia. Las lineas unen especies que se encentraron juntas en el mismo insecto y el ancho de las
lineas es proporcional a la frecuencia de la asociacién entre especies. Las lineas continuas unen las
especies de mamiferos entre los cuales T. cruzi puede circular, mientras que las lineas discontinuas
unen los verberados incompetentes para la transmisién del parasito y que solo sirven como fuente de

alimentacion. Dentro de cada nodo se encuentra las veces que fue identificado la fuente alimenticia.
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Ademas, podemos notar que 15% de los insectos alimentados de humano y 25%
de los insectos alimentados de perro estuvieron infectados (Cuadro 11). No se
encontrd una asociacion entre fuente de alimentacion e infeccion (Test de Fisher,
p=0.087).

Cuadro 11. Distribucion de las fuentes alimenticias de T. dimidiata infectados y
no infectados

Fuente alimenticia Insectos Insectos

infectados no infectados

Humano (Homo sapiens) 4 23

Perro (Canis lupus)

Gato (Felis catus)

Cerdo (Sus scrofa)

Gallo/gallina (Gallus gallus)

Pavo (Meleagris gallopavo)

Raton (Mus musculus)

O O O O] o] o N

Ganado vacuno (Bos spp.)

Toértola (Zenaida spp.)

Murcielago (Artibeus lituratus)

Pecari (Pecari tajacu)

Mustélido (Galictis vittata)

Puercoespin (Coendu spp.)

Venado (Odocoileus virginianus)

[ERN
*
R O O O O O W O W N k| &~ M O

o O O | | -

Rana (Rana spp.)

Ardilla (Sciurus spp.) 0 1

*La infeccién de este insecto pudo ser adquirida previamente a esta alimentacion, ya que las aves son refractactarias a la infeccion
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VIl. DISCUSION

Para el desarrollo de estrategias de control vectorial es sumamente importante la
caracterizacion de la ecologia del vector y, particularmente la identificacion de
sus fuentes alimenticias. 2538 Por lo tanto, en el actual trabajo, identificamos las
fuentes alimenticias de T. dimidiata colectados en tres localidades de Yucatan y
el ambiente selvatico alrededor. EI ensayo molecular utilizado permitio la
identificacion de 16 especies diferentes de vertebrados involucradas en los ciclos
de transmision de T. cruzi y/o el mantenimiento de las poblaciones de triatominos,
ademas de identificar multiples fuentes alimenticias en algunos insectos. El
nimero de especies detectadas confirma la sensibilidad del ensayo.
Adicionalmente, se confirmo el caracter generalista del insecto, incluyendo en su
dieta mamiferos, aves, y anfibios, concordando con trabajos anteriores.>17! De
manera interesante, identificamos cuatro vertebrados que nunca habian sido
reportados previamente como fuentes alimenticias de T. dimidiata (mustélido,
pecari, rana y venado). El caracter generalista de los insectos pudo ser la causa
por la cual no se encontrd asociacion hacia alguna fuente alimenticia en particular

en los diferentes ambientes.

Se observé que humano, perro y ganado vacuno resultaron las principales
fuentes de alimentacion en ambos ambientes (85.1% de las identificaciones).
Esto sugiere que estos tres mamiferos podrian ser los actores mas importantes
en la posible conexién de los ciclos de transmision silvestres y domeésticos de T.
cruzi. Sin embargo, el ganado vacuno podria no participar tanto en el ciclo de
transmision ya que un estudio sugiere que el sistema inmune del ganado vacuno
es capaz de eliminar al parasito. ® En este sentido, en nuestro estudio, ninguna

de las chinches alimentadas de ganado vacuno fue encontrada infectada.

Aunqgue la presencia de humano en insectos colectados en ambiente selvatico no
sea sorprendente (por ejemplo se observé que en Guatemala, el humano fue la
principal fuente alimenticia en el ambiente selvatico) ¢, para descartar una sobre

estimacion de la presencia de humano en las muestras, se realizaron controles
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de todo el proceso (desde la extraccion de ADN hasta la secuenciacion, ver
materiales y métodos) utilizando chinches criadas en el insectario y alimentadas
de sangre de paloma. Un 6% de las secuencias obtenidas al final fueron humano
en vez de paloma, demostrando la existencia de un bajo nivel de contaminacion
a pesar de las medidas tomadas durante todo el proceso experimental (uso de
meétodos fisicos y quimicos para eliminar fuentes de contaminacion). Aunque
existi6 un nivel bajo de contaminacion, esta no es suficiente para explicar la

predominancia del humano como fuente alimenticia en ambos ambientes.

En nuestras localidades de estudio, la importante proporcion de chinches
alimentadas a la vez de perro y humano sugieren que el perro es un actor
importante en la red de transmision del parasito al humano. En otros estudios en
México y Sur América, el perro fue encontrado como un factor de riesgo en la
transmision del parasito al humano. %72 En Yucatan, se identific6 ademas como
factor de riesgo de infestacion de las casas. 3-8 Esto, aporta informacion clave
para el desarrollo de futuras estrategias de control en la regiéon donde el manejo
de animales de compaifiia, principalmente el perro, tiene que recibir una atencién
particular como lo observado en Guatemala, donde el manejo adecuado de
animales de compaiiia, influyd sobre la alimentacion y la infeccion de los insectos

encontrados en el intradomicilio.37°

Ademas de lo anterior, en el ambiente doméstico, se identificaron mamiferos
silvestres (Pecari, mustélido) o sinantropicos (murciélago, tortola y raton) como
fuentes alimenticias. Esto sugiere i) la movilidad de insectos entre ambientes y/o
i) el avance de animales selvéaticos hacia los asentamientos humanos. ":"® La
primera hipotesis podria ser sustentada por el hecho que encontramos que los
triatominos del ambiente selvatico estaban significativamente menos alimentados
gue los colectados en el ambiente doméstico, a diferencia de lo reportado
anteriormente “8, lo que podria fomentar la dispersién de las chinches, observado
durante la época de secas, hacia el habitat humano en busqueda de alimento

como se habia propuesto previamente.”
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Sin embargo, es importante notar que aparte de humano, perro y ganado vacuno
(el cual se encuentra ampliamente distribuida en la zona de estudio debido a que
es una region ganadera), en chinches colectadas en el ambiente selvatico, solo
se identificaron animales selvaticos (tortola, ardilla, venado, puercoespin y rana).
La presencia de humano y perro probablemente se deba a la presencia de
cazadores que explotan a la fauna silvestre local. La ausencia de otros animales
domésticos sugiere que la conexion de los ciclos es mas debida al movimiento
de los vertebrados entre ambientes que al movimiento de las chinches entre
ambientes. Esto sugiere también que la infestacion estacional caracteristica de
T. dimidiata en Yucatan #6:5 sea por los insectos presentes en las areas silvestres

préximas a las viviendas humanas.

La ausencia de zarigiieya (Didelphis spp.), reservorio natural del parasito &°,
como fuente alimenticia de las chinches en Yucatan no concuerda con lo
previamente reportado.l%15® o anterior nos generd incertidumbre
cuestionandonos si la técnica era capaz de identificar al género Didelphis.
Confirmamos en el laboratorio que se amplificaba exitosamente el gen 12s ARN
ribosomal a partir de ADN total extraido de sangre de zarigleya (Didelphis spp.).
Ademas, un estudio realizado en Guatemala, utilizando la misma técnica, logro
identificar a la zarigieya como fuente alimenticia. ® No encontrar zarigiieya como
fuente alimenticia podria por lo tanto deberse a la desaparicién de esta especie
durante la época de muestreo del insecto pero esto no concordaria con reportes
previos donde se evidencié que los marsupiales se hallaban presentes en mayor
proporcién en la época de seca (mismo periodo de muestreo del presente trabajo)
81 o bien, pudo deberse al tamafio de muestra del estudio, aunque, en
Guatemala, con un tamafio de muestra menor al nuestro, se identifico al

marsupial como fuente alimenticia. ©

Otra causa podria ser que en nuestro estudio el limitado nimero de clonas
seleccionadas podria haber también limitado la identificacion de fuentes

alimenticias, quizas no pudiendo lograr identificar especies que se encontraran
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en menor porcentaje. En este sentido, las curvas de rarefaccion (anexo 2)
muestran que no alcanzamos a determinar toda la diversidad real en la zona de
estudio, particularmente en ambiente silvestre y que otras especies que estén en
contacto con T. dimidiata probablemente no han sido identificadas.
Recientemente, se ha desarrollado un ensayo innovador basado en
secuenciacidbn masiva que permite identificar las fuentes alimenticias de
triatominos con més sensibilidad. El uso de este tipo de ensayo constituiria una

perspectiva interesante de este estudio. 12

38



VIIl.  CONCLUSIONES

El 17.81% de los insectos se encontré infectado con T. cruzi. No hubo
diferencias significativas de la infeccion entre localidades y ambiente de
captura de los insectos.

Los insectos domeésticos fueron significativamente mas alimentados que
los selvéticos

El 12.9% de las chinches infectadas se alimentaron de humano y el 6% de
perro. En el ambiente doméstico, el 13% de los insectos que se
alimentaron de humano y el 29% de los insectos que se alimentaron de
perro estuvieron infectados

No se encontré asociacion de la infeccion con una fuente alimenticia en
particular

Se sugiere que el perro es el principal actor en la red de transmision del

parasito al humano en nuestras localidades de estudio
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IX.

PERSPECTIVAS

Realizar estudios comparando la variacion de las fuentes alimenticias e
infeccion por periodos (lluvias y secas)

Realizar muestreos para determinar la prevalencia de la infeccion en
aquellos mamiferos encontrados como fuente alimenticia de insectos
colectados en el ambiente doméstico y el ambiente selvatico, con el fin de

obtener informacion que corroboré los datos presentes
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Xl.  ANEXOS

Anexo 1.1 Visualizacion de los productos de amplificacion del fragmento de
188pb del ADN

Visualizacion de los productos de amplificacion del fragmento de 188pb del ADN de los
minicirculos de T. cruzi. Las bandas de aproximadamente 376 y 564pb (*) son también productos
especificos resultado de la amplificacion de dos o tres copias de 188pb encontradas en tandem
en el genoma de T. cruzi. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 marcador
de peso molecular, carriles 2-13 muestras, carril 15 control negativo, carril 16 control positivo. Se
tomo como positivo a la muestra del carril 10.

Anexo 1.2 Visualizacién de los productos de amplificacién del fragmento de 215
pb del gen 12S del ARN ribosomal de vertebrados

.- .- —
Rand

Visualizacién de los productos de amplificacion del fragmento de 215 pb del gen 12S
del ARN ribosomal de vertebrados. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
Carril 1 marcador de peso molecular, carriles 2-14 muestras, 15 control positivo y 16
control negativo. Las muestras de los carriles 7 y 10 fueron consideradas como
positivas a alimentacion.
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Anexo 1.3 Placa con medio Luria Bertani

Placa con medio Luria Bertani, ampicilina, IPTG, X-gal, sembrada. Se seleccionaron
ocho colonias blancas al azar. Los puntos en rojos fueron las colonias seleccionadas.
Los puntos rojos representan las colonias que fueron seleccionadas para extraccion de

ADN.

Anexo 1.4 Visualizacion de los productos de reamplificacion por PCR del ADN
de colonias transformadas

Visualizacién de los productos de reamplificacién por
PCR del ADN de colonias transformadas utilizando
cebadores universales para vertebrados. Gel de
agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio
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Anexo 2 Curvas de rarefaccion

Especies de vertebrados

[1] I 20 I 40 I 60 I B8O '
Insectos con fuente alimenticia identificada

Curva de rarefaccion de las fuentes alimenticias encontradas en
T. dimidiata capturados en ambiente doméstico. Se grafico el
numero de especies identificas contra el nUmero de insectos

Especies de vertebrados
i+ (] iy (4] (=] =) = 1] i} E“)

Curva de rarefaccién de las fuentes alimenticias encontradas en
T. dimidiata capturados en ambiente selvatico. Se grafico el
nimero de especies identificas contra el nimero de insectos. Se
observa que la curva esta en fase de crecimiento rapido.
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Anexo 3 Base de datos de T. dimidiata
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*Bok= Bokobd, Sud=Sudzal, Tey= Teya

**pos.- Positivo a T. cruzi

***neg.- Negativo a T. cruzi

La intensidad de las bandas se midi6 como baja (+), mediana (++) y alta (+++)
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