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RESUMEN

Los parasitos Trypanosoma rangeli y Trypanosoma cruzi, son protozoarios de los
subgénero Herpetosoma y Schyzotrypanum respectivamente, familia Trypanosomatidae,
orden Kinetoplastida, que han sido descrito en gran parte del continente Americano,
superponiendo en muchos casos su distribucion geografica; 7. cruzi, el agente etiologico de
la enfermedad de Chagas, comparte con 7. rangeli hospedadores vertebrados e
invertebrados. Los hospedadores invertebrados de estos parasitos son hemipteros
hemato6fagos (triatominos), y son capaces de transmitir 7. rangeli al vertebrado durante la
picadura y 7. cruzi por contacto con las heces. Las semejanzas morfologicas y antigénicas
entre estos parasitos dificultan los procesos de deteccion, por lo cual se han desarrollado
herramientas que permitan una mejor identificacion de estas especies, asi como el estudio
detallado de las variaciones intra-especifica. 7. rangeli ha sido considerado un complejo
biologico con un grado significativo de polimorfismo genético, que permite separarlo en
sub-grupos (grupos A, B, C y D) de amplia distribucion en hospederos vertebrados e
invertebrados. Por su parte, en 7. cruzi se han descrito dos sub-grupos principales (linajes I
y II). Estas muestras de diversidad genética hacen de estas especies un objeto interesante de
estudio. De aqui la importancia del analisis del mayor numero de aislados posibles,
provenientes de diferentes regiones que permitan establecer las relaciones existentes entre
estas sub-poblaciones a nivel biologico y taxonoémico.

Con la finalidad de evaluar la distribucion geografica de estas especies y las sub-
poblaciones que se encuentran circulando en vectores triatominos, utilizando ensayos de
PCR especie-especificos para T. rangeli 'y T. cruzi, nos proponemos evaluar la presencia de

infecciones sencillas y mixtas en muestras de triatominos de captura y xenodiagnosticos de



mamiferos domésticos provenientes de diferentes regiones de Venezuela, recolectadas en
papel FTA.

En este trabajo se estandarizaron las condiciones de preservacion y tratamiento de
las muestras preservadas en papel FTA para su utilizaciébn en analisis con PCR; la
evaluacion del nivel de sensibilidad de la técnica mostr6 una deteccion de hasta 5 parasitos
(0,5parasitos/uL) colocados en un disco de papel FTA de 0,5cm. de didmetro. Con esta
metodologia se analizaron 84 muestras de triatominos de captura provenientes de 76
triatominos capturados en zonas urbanas y rurales de los estados Sucre, Miranda, Vargas,
Aragua y Distrito Capital, de los cuales un 84% pertenece al género Panstrongylus que en
su mayoria fueron capturados en zonas urbanas. El 76% de triatominos evaluados
resultaron positivos a infecciones por 7. cruzi, con prevalencia del linaje TCI (encontrado
en el 55% de las muestras infectadas); no se detectaron triatominos infectados por T.
rangeli. 71 de las muestras de triatominos capturados fueron analizadas al microscopio de
luz, observando tripanosomas en el 21%, mientras que con los analisis por PCR el 76% de
estas mismas muestras fueron positivas a 7. cruzi. En las muestras provenientes de
xenodiagnostico se detectd la presencia de infeccion por 7. cruzi en 45 muestras (63%),

sugiriendo la contaminacion de estas durante el proceso de toma.



1. INTRODUCCION

Trypanosoma rangeli y Trypanosoma cruzi, son protozoarios de los subgénero
Herpetosoma y Schyzotrypanum respectivamente, familia Trypanosomatidae, orden
Kinetoplastida. Ambos flagelados son parasito de diversas especies de animales domésticos
y silvestres, humanos e insectos triatominos particularmente aquellos del género Rhodnius,
los cuales estdn ampliamente distribuido en el continente Americano. La presencia de T.
rangeli ha sido descrita en paises de Centroamérica (Méjico, Guatemala, El Salvador, Costa
Rica y Panamd) y en Suramérica (Colombia, Venezuela, Pert, Ecuador y Brasil) (Cuba
Cuba, 1998; Palau, 2001). Esta distribucion geografica de 7. rangeli se superpone en
muchos casos con 7.cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas, con el cual
comparte vectores, hospedadores y reservorios, como marsupiales y otros mamiferos

incluyendo el humano (Mejia, 2004).

T. rangeli y T. cruzi son biologica y bioquimicamente distintos; aun asi poseen
antigenos comunes, de hasta un 60% de similitud antigénica (Mejia, 2004), lo cual puede
generar confusiones en el diagnostico de la enfermedad de Chagas por infecciones con T.
rangeli como resultado de la reactividad cruzada. Por lo que un aspecto primordial en el
estudio de 7. rangeli, es la imperiosa necesidad de su correcta identificacion y

diferenciacién con 7. cruzi.

En la actualidad, tanto la epidemiologia como los aspectos fundamentales de la
biologia del parasitismo del 7. ramgeli continian mal comprendidas y representan un

campo importante de estudio para la investigacion cientifica; en especial aquellos aspectos



relacionados con las interacciones entre el parasito y el hospedador vertebrado, donde T.

rangeli es considerado como no patégeno. (Cuba Cuba, 1998)

En su desarrollo en el hospedador invertebrado, se ha comprobado que 7. rangeli, a
diferencia de T. cruzi, es un agente patdégeno causando dafios en diferentes aspectos del
insecto, como interferencia con la ecdisis, deformaciones de los insectos, alteraciones en el
comportamiento alimenticio, problemas en la digestion de la sangre ingerida, reduccion en
el nimero de hemocitos en hemolinfa y letalidad (Cuba Cuba, 1998; Grisard, 1999; Palau,

2001; Mejia, 2004).

Uno de los aspectos mas importante en la biologia de estos organismos es lo relativo
a su ciclo de vida (Figura 1). Ambas especies de parasitos ingresa al intestino del triatomino
en su forma tripomastigote durante la alimentacion por ingestion de sangre de un mamifero
infectado, y al alcanzar el intestino medio comienzan a multiplicarse. En el caso de T.
rangeli, subpoblaciones de los flagelados entran al hemocele atravesando el epitelio
intestinal, invadiendo la hemolinfa en donde se multiplican libremente como formas
tripomastigotes y epimastigotes, y también intracelularmente en los diversos tipos de
hemocitos, donde se pueden observar formas esferomastigotes, tripomastigotes y
amastigotes en division en el citoplasma. Los epimastigotes de la hemolinfa se dirigen y
agrupan alrededor de las glandulas salivares pudiendo atravesarlas y alcanzar el lumen en
donde se diferencian a tripomastigotes metaciclicos, capaces de permanecer libres en la
saliva. Estos ltimos son la forma infectiva del parasito y pueden ser inoculados a un nuevo
hospedador vertebrado a través de la picadura. (D* Alessandro y Saravia, 1992; Cuba Cuba,

1998)



Los tripomastigotes de 7. cruzi que ingresan al intestino medio, se diferencian a
epimastigotes y se multiplican para luego migrar al intestino posterior como formas
tripomastigotas metaciclicas, las cuales son expulsadas con las heces del triatomino durante

el proceso de alimentacion.

Alternativamente, en el ciclo selvatico, puede ocurrir la transmision de 7. rangeli y
T. cruzi a mamiferos insectivoros por la ingesta de triatominos infectados (Schaub, 2006), o
mediante la transmision directa del parasito por la picadura entre triatominos por
cleptofagia en el caso de 7. rangeli (Afiez, 1982). En el humano, adicionalmente a las vias
tradicionales de transmision de estos parasitos (picadura y contacto con las heces), puede
transmitirse la infeccion de forma congénita (entre una madre y el feto), o adquirir los
parasitos durante transfusiones de sangre contaminada, e incluso por el consumo accidental

de triatominos contaminados.

Tomando en cuenta todos los aspectos relativos al ciclo de vida de 7. rangeli y sus
caracteristicas particulares, se ha determinado que la deteccion en hemolinfa, en las
glandulas salivares del triatomino y el ser transmitido durante la picadura al vertebrado
susceptible, son los pardmetros bioldgicos considerados indispensables en la identificacion
y caracterizacion del parasito (Cuba Cuba, 1998; Azambuja, 2005). Es posible observar
organismos clasificados como Tipo-T. rangeli (T. rangeli-“like”) en el intestino del insecto,
los cuales no proliferan en la hemolinfa o en las glandulas salivares, lo cual indica que la
presencia de este tripanosoma en el intestino de un triatomino no es una prueba de que éste
sea uno de sus vectores (D’ Alessandro-Bacigalupo y Saravia, 1992). D" Alessandro (1992)
reporta una lista de especies de triatominos de los géneros Rhodnius y Triatoma con el

potencial de ser vectores naturales y experimentales de 7. rangeli, basado en el criterio de



su presencia en las glandulas salivares, lo que indica que estos pueden transmitir la
infeccion mediante la picadura; en esta lista se observa que las especies mas susceptibles a
las infecciones naturales por 7. rangeli en glandulas salivares pertenecen al género
Rhodnius. Otros trabajos incorporan a especies pertenecientes a los géneros Triatoma y
Panstrongylus a esta lista de triatominos capaces de portar y transmitir naturalmente 7.

rangeliy T. cruzi (Vallejo y col, 2008; Patterson y col, 2009).

Huésped invertebrado (triatomino vector)

hemoceloma
(hemolinfa y hemocitos)

intestino medio
glandulas salivares (estomago)

(pared externay luz)

intestino posterior

[Herec)

Huésped vertebrado (humanos v mamiferos susceptibles)

Fig. 1 Ciclo de vida de T. rangeli y T. cruzi en el vector triatomino. El triatomino ingiere
los tripomastigotes de ambos parasitos durante el proceso de alimentacion en un mamifero
infectado (1). En el intestino medio los flagelados se diferencia a formas epimastigotas (2).

Subpoblaciones de epimastigotes de 7. rangeli son capaces de atravesar el epitelio
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intestinal e invadir el hemocele, donde se multiplican y diferencian a amastigotes al invadir
los hemocitos de la hemolinfa, los cuales al ser liberados se diferencian a epimastigotes
largos y metaciclicos (3). De estos, las formas epimastigotes invaden las glandulas salivares
(4) donde se diferencian a tripomastigotes metaciclicos; las formas infectivas del parésito
que pueden ser inoculadas a un mamifero no infectado (5); Los epimastigotes de 7. cruzi
permanecen en division en el intestino medio (2) y se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos que migran al intestino posterior (6) y son liberados con las heces durante el

proceso de alimentacion del triatomino (7). (Modificado de Cuba Cuba, 1998).

Las interacciones entre el parasito y el insecto han sido en su mayoria estudiadas en
condiciones de laboratorio con infecciones experimentales, siendo las poblaciones de
triatominos que se encuentran infectados en la naturaleza, un objetivo interesante de estudio
por su importancia epidemioldgica, taxondémica y en estudios evolutivos. La capacidad
vectorial de una especie de triatomino, depende en gran medida de su grado de asociacion
con el humano y los reservorios silvestres, en funcion de esto la poblacion de vectores es a
veces descrita como doméstica, peridoméstica o selvatica. La mayoria de las especies de
triatominos son selvaticas, transmitiendo los parasitos entre mamiferos asociados a este tipo
de habitat, sin embargo al menos 10 especies de triatominos parecen tener relacion estrecha
con poblaciones domésticas en regiones especificas de Latinoamérica, mientras otras 20
especies son descritas como vectores secundarios porque en ocasiones invaden las casas

desde habitats peridomésticos (Vallejo y col, 2008).

Considerando la susceptibilidad de las especies del género Rhodnius a determinadas
cepas de 7. rangeli (Vallejo y col., 2002), se ha especulado que este tripanosoma, como

resultado de una fuerte presion evolutiva, desarrolld mecanismos para escapar de la



respuesta inmune de estos insectos. Alternativamente se ha propuesto que el flagelado es
capaz de degradar, inhibir o resistir a los diversos factores antiparasitarios formados en la

hemolinfa del insecto infectado. (Cuba Cuba, 1998)

Una particularidad de los ciclos de vida de estos tripanosomas, es que en cada uno
de los compartimientos en los cuales se desarrollan existen caracteristicas fisicoquimicas
diferentes (pH, temperatura, composicion quimica, microbionta, etc.), las cuales requieren
de los parasitos caracteristicas metabodlicas diferentes para sobrevivir. 7. rangeli y T. cruzi
son capaces de diferenciarse morfoldgica y metabdlicamente para adaptarse a estos
cambios. Es pues la gran plasticidad en su morfogénesis lo que hace de estas especies un

modelo tnico en biologia y fisiologia celular (Cuba Cuba, 1998).

En la actualidad son utilizadas gran variedad de métodos basados en parametros
inmunobioquimicos y moleculares que permiten la identificacion y caracterizacion de T.

rangeli, asi como su diferenciacion de 7. cruzi. (Tabla 1).

Tabla 1. Principales parametros inmunobioquimicos y moleculares utilizados en la
caracterizacion e identificacion de 7. rangeli y su diferenciacion de 7. cruzi. (Modificado
de Cuba Cuba, 1998)

M¢étodos Inmunobioquimicos M¢étodos Moleculares

v Aglutinacion por lectinas: carbohidratos | v* Analisis del ADN gendmico.
de superficie celular.

v Sensibilidad a la lisis mediada por | v Andlisis del ADNk por enzimas de
complemento. restriccion.

v Deteccion de la enzima neuraminidasa. Analisis de isoenzimas

v’ Tipificacién por anticuerpos monoclonales Analisis por el método de RAPD.
especificos.

v Andlisis por SDS-PAGE-Inmunoblotting. Analisis de cariotipos.




Varios estudios han demostrado que los epimastigotes tanto de 7. rangeli como T.
cruzi presentan glucosa y manosa en su superficie celular, las cuales presentan aglutinacion
con lectinas de Canavalia ensiformis, Pisum sativum y Lens culinaris; y en particular
Miranda Santos y Pereira (1984) reportaron la afinidad especifica de las lectinas de Vicia
villosa (N-acetilgalactosamina) por 7. rangeli. La susceptibilidad ante la lisis mediada por
el complemento también ha servido como parametro de diferenciacion, ya que en contraste
con epimastigotes de 7. cruzi, los epimastigotes de 7. rangeli son resistentes a este proceso
de lisis por rutas alternas. La deteccion de la enzima neuraminidasa por pruebas de
fluorescencia del 2-(4-methylumbelliferyl-alpha-D.N.acetylneuraminic acid)-UV luz, ha
permitido discriminar entre las dos especies de parasitos, en base a las cantidades
facilmente detectables de esta enzima en 7. rangeli, en comparacion con las de 7. cruzi. El
andlisis comparativo de antigenos mediante diferentes técnicas (ELISA,
inmunofluorescencia indirecta, inmunoblotting), ha demostrado una gran similitud
antigénica, de al menos 60% entre las dos especies de tripanosomas americanos. (Guhl y

Vallejo, 2003)

En relacion a los estudios moleculares, se han realizado analisis de una bateria de
isoenzimas, entre las cuales se han descrito también tres especificas para 7. rangeli (Neuron
especifica (NSE), Fosfoglucosa mutasa (PGM) y Gliserofosfato isomerasa (GPI)) (Guhl y
Vallejo, 2003). La caracterizaciéon con las isoenzimas ha podido identificar incluso dos
grupos de 7. rangeli, con caracteristicas isoenzimaticas particulares, uno representado por
aislados del Sur de Brasil, y otro por aislados de Honduras, Colombia y Venezuela
(Steindel y col., 1994; Guhl y Vallejo, 2003). Este mismo criterio de caracterizaciéon ha

permitido diferenciar tres grupos en las poblaciones de 7. cruzi: zimodemo 1 (Z1), que en



Brasil aparece ampliamente en ambientes selvaticos, zimodemo 2 (Z2) que parece estar
mas asociado a infecciones en humanos en la region del cono Sur, y zimodemo 3 (Z3) que
parece estar restringido a regiones del Amazonas (Miles y col., 1977). Estos grupos han
sido fortalecidos por otros criterios, basados en estudios que involucran la utilizacion de
marcadores moleculares para el andlisis de secuencias de ADN del kinetoplasto (ADNk), y
técnicas como el polimorfismo en el tamafio de fragmentos de restriccion (RFLP) (Morel y
col., 1980), los polimorfismos de ADN amplificado al azar (RAPD) (Steindel y col., 1993),
o las secuencias de los genes 24Sa. ARNr y miniexon (Souto y Zingales, 1993; Souto y col.,
1996) con las cuales se ha diferenciado 7. cruzi en dos grupos principales, 7. cruzi I (TCI)
que incluye a los aislados del zimodemo 1, 7. cruzi 11 (TCII) que incluye a los aislados de
los zimodemos 2 y 3, y que a su vez es separado en cinco genotipo (Ila-Ile) (Vallejo y col,
2008). En 2007, O’connor y colaboradores realizaron andlisis de secuencias del espaciador
no transcrito del gen del miniexon, entre cepas pertenecientes al grupo TCI, evidenciando
variabilidad genética dentro de este grupo, que permitiria separarlos en al menos tres sub-

grupos.

Por otra parte se han realizado estudios de cariotipaje molecular, Pulse Field Gel
Electrophoresis (PFGE) e Hibridacion con diversas sondas moleculares, para identificar
bandas cromosoémicas especificas de 7. rangeli (Cuba Cuba, 1998). Los andlisis de
cariotipos han mostrado variaciones en el tamafio de bandas cromosdmicas entre los 400 a
2.900 kb, lo que indica polimorfismo cromosémico entre las cepas aisladas de El Salvador,
Honduras, Venezuela, Colombia y Panamd, y otras cepas de Brasil (Henriksson y col,
1996). En estudios realizados sobre el ADN nuclear mediante la utilizacion de sondas y en

analisis por Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD) en el genoma de T. rangeli, se



corrobora también la existencia de dos sub-grupos (uno de cepas de Centro América,

Colombia y Venezuela, y otro de cepas de Brasil). (Guhl y Vallejo, 2003)

Las metodologias fundamentadas en el andlisis de ADNk, ADN “fingerprinting”
(huella génica) y ADN ribosomales, emplean como herramienta principal la amplificacion
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Grisard, 1999). Con esta técnica se ha
continuado el andlisis sobre el polimorfismo que existe entre cepas de 7. rangeli aisladas de
diferentes vectores y hospedadores vertebrados en distintas regiones geograficas (Vallejo y
col., 2002; Da Silva y col., 2004; Guevara, 2007). Asi se han descrito dos grandes grupos,
KP1 (+) y KP1 (-), basados en regiones conservadas del ADNk. Vallejo y col. (2002)
indicaron que las cepas KP1(+) se encuentran distribuida en Colombia, Venezuela y paises
de Centro América donde se presenta en el domicilio la especie Rhodnius prolixus,
mientras que la distribucion de las cepas KP1 (-) no se ha establecido con precision.
Igualmente determinaron que algunas especies del género Rhodnius son susceptibles a 7.
rangeli KP1(+) y otras a KP1(-), proponiendo que cada especie de Rhodnius selecciona la
sub-poblacion de T.rangeli que serd transmitida al hospedador vertebrado con Ia

inoculacion de saliva durante la picadura.

Por otra parte, se han realizado estudios con elementos repetidos del espaciador
intergénico ribosomal (EIR) como marcador molecular de utilidad en la identificacion de
cepas de T. cruzi (Gonzalez y col.,, 1994). Esta misma region ha sido evaluada como
marcador molecular para la identificacion y caracterizacion de 7. rangeli (Guevara, 2007).
En este caso se diseiid un ensayo de amplificacion basado en las secuencias del EIR
(Tr11/17) que permite, no solamente identificar los aislados de 7. rangeli sino también

discriminar por medio del tamafio de los fragmentos amplificados, cuatro grupos



coincidentes con los grupos A, B, C y D propuestos por Da Silva y colaboradores (2004),
originalmente descritos en base a un estudio de los polimorfismos en la subunidad pequena

del gen ribosomal (SSU) y el espaciador interno transcrito del ARN ribosomal.

Se sabe que una misma poblacién de 7. rangeli puede circular entre mamiferos
selvaticos, humanos y triatominos, por lo que se requirieren mas aislados de mamiferos y
vectores de variadas regiones geograficas, adicionales a las estudiadas hasta la fecha, y
nuevos marcadores moleculares deben ser investigados, para hacer conclusiones definitivas
respecto a los factores determinantes de la segregacion de 7. rangeli, asi como para dar

algun estatus taxondmico a cada subgrupo. (Da Silva y col. 2004)

Muchos de los andlisis de laboratorio implementados de forma rutinaria en
diagnostico e investigacion de 7. cruzi y T. rangeli, requieren de metodologias que
involucran el crecimiento de las poblaciones naturales de parasitos aisladas en medios de
cultivo, en mamiferos o en insectos triatominos, previo a su analisis. Se sabe que estas
metodologias someten a dichas poblaciones de parésitos a un proceso de seleccion de
subpoblaciones que puede conllevar a la perdida de las caracteristicas originales de la
poblacion natural (Deane y col, 1984); por tal motivo es importante la implementacion de
técnica que permitan el estudio de muestras que contengan estos parasitos, sin poner en

riesgo la integridad de las caracteristicas de la poblacion natural.

Entre las metodologias aplicadas para la deteccion del pardsito en muestras
biologicas se conoce la implementacion del papel de filtro FTA (producto de la casa
comercial Whatman) como soporte, el cual permite la preservacion y transporte de la

muestra hasta su posterior analisis. Este papel fue originalmente disefiado para la retencion
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y procesamiento de muestras de sangre (Orlandi y Lampel, 2000); y se ha desarrollado un
protocolo adaptado para la deteccion de pardsitos en muestras biologicas, en el cual se
utiliza el papel de filtro FTA como matriz para la obtencion del ADN gendmico y su
amplificacion por PCR. Esta técnica ha demostrado ser muy practica, rapida y reproducible
al ser comparada con las técnicas moleculares cominmente utilizadas en los laboratorios
especializados para la preservacion de muestras biologicas. Acoplada al PCR es muy
sensible, detectando hasta la pequena cantidad de 3 parasitos en una muestra (Orlandi y

Lampel, 2000).

Utilizando marcadores, blancos del genoma nuclear y extracromosémico de los
parasitos 7. cruzi y T. rangeli y ensayos de amplificacion especie-especificos, nos
proponemos evaluar la presencia de infecciones sencillas y mixtas en muestras recolectadas
en papel FTA provenientes de triatominos capturados en diferentes entidades federales de
la Republica Bolivariana de Venezuela y en muestras de xenodiagnostico; para evaluar la
distribucion geografica de estas especies y las sub-poblaciones presentes, asi como lo

relativo a su relacion parasito-vector triatomino.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la presencia de infecciones sencillas y mixtas por Trypanosoma rangeli
y Trypanosoma cruzi y caracterizar molecularmente los linajes y grupos en
muestras provenientes de vectores y xenodiagndsticos de diferentes regiones de

Venezuela, preservadas en papel FTA

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Normalizar las condiciones de preservacion y recuperacion de muestras
contaminadas con 7. cruzi y T. rangeli utilizando como medio de soporte papel

de filtro FTA.

Evaluar la sensibilidad de ensayos de PCR (ADNKk, Sat195, Clon6 y P542)

sobre muestras preservadas en papel FTA.

Evaluar muestras provenientes de vectores y xenodiagnosticos de diferentes
regiones de Venezuela preservadas en papel FTA para la presencia de T.

rangeliy T. cruzi.

Identificar linajes de 7. cruzi y poblaciones de 7. rangeli en el grupo de

muestras positivas a la presencia de estos parasitos.
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3. ANTECEDENTES

Las infecciones naturales sencillas y mixtas por 7. cruzi y T. rangeli en triatominos
han sido estudiadas en Venezuela desde finales de la década de los 40, cuando Pifano y
Mayer (1949) reportan la aparicion de este tipo de infecciones en triatominos capturados en
el estado Yaracuy. En este trabajo se realiz6 una inspeccion al microscopio optico de las
muestras de contenido intestinal y saliva de los insectos, detectando un 8% de infecciones
por T. cruzi, 18% de infecciones por 7. rangeli y un 11% de infecciones mixtas. A partir de
entonces, varios estudios han estado enfocados en el analisis de la distribucién de las
poblaciones de estos pardsitos en el pais, y en el estudio de la heterogeneidad tanto entre

ambas especies como entre los aislados de cada una.

Mas recientemente, Traviezo y Bofante-Garrido (2004) realizaron un estudio
seroepidemioldgico de la enfermedad de Chagas en individuos de una poblacion del estado
Lara de Venezuela, en el cual reportan un 24,2% con circulacion de anticuerpos para 7.
cruzi. En este mismo trabajo evaluan 166 triatominos por xenodiagnodstico en los que se

observo un 30,2% de infeccion por este parasito, que fue identificado al microscopio.

Los ensayos al microscopio se adoptaron como una herramienta rutinaria en el
analisis para la deteccion de T. cruzi; posteriormente la utilizacion de ensayos moleculares
surge como una herramienta alternativa no solo a nivel de diagnostico, sino también en los
estudios de polimorfismos en poblaciones de este parasito. Este tipo de variaciones intra-
especifica han sido reportadas desde finales de los afios 70, con los trabajos de Miles y
colaboradores (1977), quienes evaluaron varios aislados de 7. cruzi de Brasil en base a

perfiles de enzimas por electroforesis, lo cual permitié el agrupamiento de éstos en tres
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zimodemos (Z1, Z2 y Z3), involucrados en ciclos de transmision silvestres (Z1 y Z3) y
ciclos de transmision domésticos (Z2). Los trabajos realizados por Nunes y colaboradores
(1997) utilizando marcadores moleculares en la secuencia del ARN del gen del espaciador
lider (SL) de varias cepas de 7. cruzi, aporta evidencia que soporta el agrupamiento de las
cepas de 7. cruzi aisladas en Brasil en dos grupos (en lugar de tres), 7. cruzi 1 (TCI)

asociado a ciclos silvestres y 7. cruzi II (TCII) asociado a ciclos domésticos.

En Venezuela el estudio realizado por Afiez y colaboradores en 2004, en el que se
evaluaron patrones de ADN obtenidos por RAPD de aislados de 7. cruzi, provenientes de
pacientes chagasicos agudos del estado Barinas; reporta la predominancia del grupo TCI
en, ubicando a este grupo en un entorno doméstico. También comentan diferencias en el
perfil clinico de pacientes infectados con el grupo TCI en relacion a los infectados con el
grupo TCIIL. En este mismo afio, Feliciangeli y colaboradores (2004) realizan el estudio
molecular para la deteccion de 7. cruzi en muestras de triatominos recolectadas en el estado
Lara, Venezuela, e igualmente detectan una predominancia del linaje TCI, en las
infecciones de estos insectos. Sin embargo, Crisante y colaboradores (2006) obtienen
resultados en sus estudios que indican que los linajes TCI y TCII se encuentran circulando
en Venezuela, con predominancia del linaje TCI, indiferentemente de la region geografica

y/o area endémica.

En relacion a 7. rangeli, se conoce que existe una gran variabilidad en las cepas de
diferentes regiones en cuanto a su comportamiento en las especies de triatominos,
evidenciando una diversidad en las poblaciones naturales, y sugiriendo que esta especie de

tripanosoma es un complejo biologico (Guevara, 2007). En 1976, D’alessandro propuso
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que T. rangeli podia ser considerado como un complejo de cepas variadas con una amplia

distribucion en ambos hospedadores vertebrados e invertebrados.

Grisard y colaboradores (1999) evaluaron cepas de 7. rangeli de Brasil, Honduras,
Colombia y Venezuela utilizando el gen del miniexon como marcador molecular, y
establecieron que existen diferencias genéticas entre organismos de una cepa de Brasil
estudiada, y las cepas aisladas los paises de Centro América y del Norte de Sur América.
Este trabajo se realizd secuenciando el gen del miniexon de dos cepas de 7. rangeli las

cuales fueron comparados con otras cepas ya descritas.

Vallejo y colaboradores (2002) realizaron estudios con marcadores moleculares en
el ADN del minicirculo del kinetoplasto (ADNk). Analizando el ADN de aislados de T.
rangeli provenientes de diferentes regiones geograficas (Brasil, Colombia, Honduras,
Panama y Venezuela) obtenidas a partir del intestino y glandulas salivares de triatominos, y
con el disefio de un PCR duplex utilizando tres iniciadores (S35/S36/KP1L) lograron
amplificar regiones conservadas del ADNk a partir de las tres clases de minicirculos
(llamadas KP1, KP2 y KP3). En este trabajo se plantea la separacion de 7. rangeli en dos
grupos genéticos, diferenciados por la presencia o no del ADNk KP1, llamando las sub-
poblaciones KP1(+) y KP1(-), que presentaban una distribucion geografica definida: Con el
grupo KP1(+) ubicado en regiones de Centro América (Colombia y Venezuela) y las del

grupo KP1(-) en Brasil.

Utilizando otras herramientas moleculares, Da Silva y colaboradores (2004)
clasifican a esta especie en cuatro subgrupos genéticos. Basados en los resultados obtenidos

por RAPDs de 16 aislados de 7. rangeli de humanos y mamiferos selvaticos de diferentes
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regiones geograficas (Brasil, Colombia, Panama, El Salvador y Venezuela) identifican
perfiles caracteristicos que agrupan a estos aislados en cuatro subpoblaciones (A, B, C y
D); y basados en una secuencia derivada del RAPD desarrollaron una PCR especie-

especifica para 7. rangeli.

En su siguiente trabajo, Da Silva y colaboradores (2004) analizaron polimorfismos
en la sub-unidad pequefia (SSU) y el espaciador interno transcrito de secuencias (ITS) del
ADNr de aislados de 7. rangeli de humano, mamiferos selvaticos y triatominos de una
amplia distribucion geografica; sus resultados les permiten sustentar la propuesta del
agrupamiento de 7. rangeli en las cuatro subpoblaciones descritas previamente (A, B, C y
D), en los cuales los aislados de Venezuela forman parte del grupo A, y concluyen que
estos grupos son independientes de la especie de hospedador mamifero y del origen

geografico del aislado.

La diversidad de las poblaciones de 7. rangeli ha sido comprobada por Beltrame-
Botelho y colaboradores (2005), quienes evaluaron la utilidad de las secuencias de
espaciadores internos transcritos (ITS) entre ADNr 18S y ADNr 5.8S de varias cepas de T.
rangeli (entre ellas las cepas venezolanas Macias y Palma 2), como herramienta para
determinar la variabilidad intra-especifica e inter-especifica en comparacion con 7. cruzi.
En sus conclusiones determinan que este marcador molecular es ttil para la identificacion
inter-especifica entre estos tripanosomatideos; por otra parte recomiendan estudios del
espaciador ITS en un mayor numero de cepas de 7. rangeli a fin de determinar su utilidad

como marcador para el estudio de variaciones intra-especificas en andlisis filogenéticos.
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Otra region del genoma de 7. rangeli usada como marcador genético para la
identificacion de este parasito y evaluacion de sus polimorfismos, estd basada en la
secuencia del espaciador intergénico ribosomal (EIR). En los estudios realizados por
Guevara (2007), quedé demostrada la utilidad de esta region no solo para la identificacion
de esta especie, sino también para la determinacion de los grupos A, B, C, y D. En este
trabajo se incorporaron aislados de Bolivia al grupo C. Al igual que en los trabajos de Da
Silva y colaboradores (2004) se determin6 que la separacion de los grupos es independiente

de la especie de hospedero y de la distribucion geografica de los diferentes aislados.

En cuanto a la metodologia de preservacion de muestras y aislamiento de ADN,
Orlandi y Lampel (2000) basandose en metodologias de PCR con un papel de filtro,
originalmente disefiado como un medio de preservacion y procesamiento de sangre,
desarrollaron un protocolo de extraccion de ADN molde para su uso en PCR a ser utilizado
en la identificacion de parasitos protozoarios, con una sensibilidad de 10 a 3 parasitos

aplicados directamente sobre los papeles de filtro.

Guevara y col (2007) demostraron la factibilidad de incorporar el diagndstico
molecular a la rutina del control epidemiologico utilizando los filtros FTA, al incrementar
el tiempo de incubacion, de 10 minutos a 24 horas, durante el tratamiento con el reactivo de
extraccion del ADN, y detectar mediante PCR, infecciones sencillas y mixtas por 7. cruzi 'y

T. rangeli en muestras de contenido intestinal y hemolinfa preservadas en papel de filtro.
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4. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este proyecto se ha dispuesto de una serie de técnicas y
metodologias en las areas de microbiologia, biologia molecular, entomologia y
parasitologia que han permitido, en primera instancia la deteccion de los parasitos
Trypanosoma rangeli y Trypanosoma cruzi en muestras de triatominos preservadas en el
papel FTA, seguida de la caracterizacion de grupos y linajes en las muestras positivas para

los parasitos. La metodologia a utilizada se describe a continuacion:

4.1. Cultivo de parasitos.

Se cultivaron epimastigotes de las cepas de referencia para la especies 7. cruziy T.
rangeli siguiendo las siguientes especificaciones. La cepa 7. rangeli Triatomino,
RHO/VE/98/TRIAT-1, fue cultivada y mantenida en medio bifasico compuesto de una fase
solida de Agar Sangre al 4% (DIFCO), suplementada con sangre de conejo desfibrinada al
15% y una fase liquida NNN (Novy, Mac Neal y Nicolle) (NaCl 0,1463%; KCI 0,045%;
CaCl; 0,05% y NaHCOs3 0,019%; pH 7.2). El cultivo se realizé en viales de 25 cm’ a
temperatura ambiente. La cepa 7. cruzi YBM, MHOM/VE/92/YBM, fue cultivada y
mantenida en medio liquido LIT (Triptosa 34,95%, Infusion de Higado 4,66%, extracto de
levadura 11,65%, glucosa 9,32%, NaCl 20,97%, KCI 0,93%, Na,HPOu, 17,47%, Hemina

0,047%).
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4.2. Identificacion molecular de las especies 7. cruzi y T. rangeli.

Con la finalidad de detectar la presencia de los parésitos 7. cruzi y T. rangeli en las

muestras a evaluar, se normalizaron las condiciones para varios ensayos de PCR.

Para la identificacion molecular de 7. rangeli se utilizo un ensayo de amplificacion
basado en una secuencia repetitiva del genoma nuclear, denominada P542 cuya
amplificacion se llevo a cabo utilizando los oligonucleotidos P542-R1 y P542-R2 (Tabla 2).
La mezcla de reaccion de este ensayo incluyd cada oligonucleotido a una concentracion
final de 1 mM, 1,25 U de enzima Taq polimerasa (Invitrogen); 1x de tampdn de reaccion
(Invitrogen), MgCl, 3 mM, dNTPs 0,2 mM, en un volumen de 25 pL. Para cada reaccion
los parametros de ciclaje fueron programados en un termociclador MJ RESEARCH modelo
PTC-200 de la siguiente manera: Un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 4
minutos, luego 29 ciclos con tres pasos a 94°C por 1 minuto, 65°C por 1 minuto y 72 °C por
I minuto, y un ciclo de extension final a 75°C por 5 minutos. El producto esperado para
esta amplificacion es un fragmento de 450 pb, el cual fue evaluado mediante electroforesis

en un gel de agarosa al 2%, tampon TAE 1X. (Vargas y col., 2000)

La identificacion de 7. cruzi se realizd mediante la amplificacion de secuencias
repetidas dispersa en su genoma: el satélite 195 (Sat-195) (Moser y col., 1989) y el repetido
Clon6 (C6) (Araya y col., 1997). La amplificacién por PCR del fragmento de la secuencia
repetitiva del ADN nuclear de 7. cruzi, Sat-195, se realiz6 utilizando los oligonucleotidos
TCZ1 y TCZ2 (Tabla 2), a una concentracion de 0,5 mM, 1 U de enzima Taq polimerasa
(Invitrogen), 1x de tampon de reaccion (Invitrogen), MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2 mM, en un

volumen de 25 pL. Los parametros de ciclaje se realizaron de la siguiente manera: 30 ciclos
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a 94°C por 10 minutos, 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos
y finalmente 72°C por 10 minutos. El producto de esta amplificacion es un fragmento de
188 pb, y fue evaluado mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, tampon TAE 1X.

(Moser y col. 1989)

Para la amplificacion de Clon6 se emplean los oligonucleotidos Clon6 F y Clon6 R
(Tabla 2) a una concentracion de 0,4 mM, 2,5 U de enzima Taq polimerasa (Invirogen), 1x
de tampdn de reaccion (Invitrogen), MgCl, 1,9 mM, dNTPs 0,4 mM, en reaccion con un
volumen de 25 pL. Los parametros del ciclado se realizaron de la siguiente manera: Un
ciclo inicial a 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de tres pasos a 95°C por 1 minuto, 50°C por 1
minuto y 75°C por 1 minuto; posteriormente un ciclo a 50°C por 1 minuto y un ciclo final a
72°C por un minuto. El producto de amplificacion fue evaluado mediante electroforesis en

gel de agarosa 2%, esperando en este caso un fragmento de 325 pb. (Araya y col., 1997).

La deteccion simultanea de infecciones mixtas por 7. cruzi y T. rangeli se realizd
con la amplificacion de una region del ADNk utilizando los oligonucloetidos 121-122
(Tabla 2), que permiten la amplificacion del ADNk tanto en 7. cruzi como en 7. rangeli,
con las siguientes condiciones de reaccion: Los oligonucleotidos a una concentracion final
de 1 uM, 0,025 U de enzima Taq polimerasa (Invitrogen); 1x de tampdén de reaccion
(Invitrogen), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, en un volumen de 25 pL. Los parametros de
ciclaje se realizaron de la siguiente manera: Un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por
4 minutos, 68°C por 2 minutos, 72°C por 2 minutos, seis ciclos de tres pasos a 94 °C por 1
minuto, 64°C por 1 minuto y a 72°C por 1 minuto, y final mente un ciclo a 72°C por 5

minutos. El producto de esta amplificacion genera un fragmento de 330 pb para 7. cruzi y
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en el caso de 7. rangeli un fragmento de 760 pb y un grupo de bandas entre 300 y 450 pb,

los cuales fueron evaluados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 3%, TAE 1X.

En un grupo de muestras se utilizaron los oligonucle6tidos S35 y S36 que anclan en
regiones conservadas del ADNk tanto de 7. cruzi como de 7. rangeli, (Tabla 2) a una
concentracion de 1 mM, 0,05 U de enzima Taq polimerasa (Invitrogem), 1x de tampo6n de
la enzima (Invitrogen), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, en reaccion con un volumen de 25
pL. Los parametros del ciclado se realizaron de la siguiente manera: 1 ciclo de tres pasos a
94°C por 4 minutos, 68°C por 2 minutos y 72°C por 2 minutos, posteriormente 5 ciclos de
tres pasos a 94°C por 1 minuto, 66°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto. Tanto los
oligonucleodtidos del ensayo ADNk 121/122 como los del ensayo S35/S36 reconocen las
regiones conservadas de los minicirculos de 7. cruzi y T. rangeli, generando en el primero
un fragmento de 330 pb y en la segunda especie de tripanosoma una banda definida de 760
pb y un grupo heterogéneo de bandas entre 300 y 450 pb (Sturm y col., 1989; Vallejo y col.,

2002).

4.3. Identificacion de linajes de 7. cruziy las poblaciones de 7. rangeli.

Las muestras con resultados positivos para la identificacion de 7. cruzi y/o T.
rangeli, fueron evaluadas para la identificacion de los linajes de 7. cruzi y los grupos de 7.

rangeli.

La identificacion de los linajes de 7. cruzi se llevo a cabo usando los ensayos PCR
D71-D72 (Souto y Zingales, 1993) y PCR Miniexon (Souto y col., 1996). El ensayo de
PCR D71/D72 ancla en la region 24S del ARNr (Tabla 3) y genera un producto de
amplificacion de 110 pb para el linaje TCI y otro de 125 pb para el linaje TCII. La reaccion
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estuvo compuesta por los oligonucleotidos D71 y D72 a una concentracion de 1 uM cada
uno, 1.25 U de enzima Taq polimerasa (Invitrogen), 1x de tampén de reaccion (Invitrogen),
MgCl, 3 mM, dNTPs 200 uM, en un volumen de 25 pL. El programa de amplificacion
utilizado se inici6 con un primer ciclo de 5 minutos a 94 °C, seguido de diez ciclos con tres
pasos a 94 °C, 60 °C, 72 °C, con una duraciéon de 1 minuto cada uno, 25 ciclos con tres
pasos a 93 °C, 60 °C, 72 °C, 1 minuto de incubacion a cada temperatura, y un ciclo a 60 °C

por un minuto, para finalizar con un ciclo a 72 °C por 5 minutos (Souto y Zingales, 1993).

El ensayo de PCR Miniexon, se realiz6 con los oligonucleotidos TC1 (especifico
para el grupo I), TC2 (especifico para el grupo II) y TC (comin para ambos grupos),
anclados en la region intergénica de los genes miniexon, el cual permiten la amplificacion
de un fragmento de 350 pb con el ADN del grupo TCI y un fragmento de 300 pb con el
ADN del grupo TCII (tabla 3). La mezcla de reaccidon estuvo compuesta por cada oligo a
una concentracion de 1 uM, 1.25 U de enzima Taq polimerasa (Invitrogen), 1x de tampon
de reaccion (Invitrogen), MgCl, 1.5 uM, dNTPs 200 uM, en un volumen de 25 pL Esta
reaccion se llevod a cabo bajo un programa de amplificacion se que inicid con un ciclo a 94
°C por 1 minuto, seguido de 27 ciclos a 94 °C, 55 °C y 72 °C, por 30 segundos para cada
temperatura, para finalizar con un ciclo a 72 °C por 10 minutos (Souto y col., 1996). Los
productos de esta reaccion fueron analizados por electroforesis en gel de poliacrilamida al

6%, TBE 1X.

La identificacion de las poblaciones de 7. ranmgeli en aquellas muestras que
resultaran positivas a la presencia de este parasito, seria realizada con el ensayo de PCR
EIR-Tr11/17 (Guevara, 2007), el cual amplifica fragmentos entre 300 pb y 350 pb (Tabla

3), el cual utiliza el programa de amplificacion que se inicia con un ciclo de
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desnaturalizaciéon por un minuto, 10 ciclos con tres pasos a 95 °C, 55 °C, 72 °C por 1
minuto para cada temperatura, luego 25 ciclos a 94 °C, 55 °C y 72 °C por 1 minuto a cada

temperatura, para finalizar con 5 minutos a 72 °C.
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Tabla 2: Secuencias de iniciadores y tamafio del producto de amplificacion del PCR para identificacion de T. rangeli y T. cruzi

Tamafio del producto

Organismo

Blanco Secuencia iniciadora Referencia
de PCR (pb) que identifica
R1: 5°-CGC GGC TCG CAC TGC ACC TC-3’ Vargas y col.,
P542 450 T. rangeli
R2: 5°-GGC GCA TCC ACC GAG CACTG-3’ 2000
F: 5°-GAT GCG CAT TTG TTA CGA-3’ Araya y col.,
Clon6 325 T. cruzi
R: 5’-CTG GCT GGC CTT GTA TCC-3’ 1997
TCZ1: 5°-CGA GCT CTT GCC ACA CGG GTG CT-3’ Moser y col.,
Sat 195 188 T. cruzi
TCZ2: 5°-CCT CCA AGC AGC GGC TAG TTC AGG-3’ 1989
330 (T. cruzi)
121: 5°-AAA TAA TGT ACG GG(T/G) GAG ATG CAT TA-3’ T . Espinola y
. cruzgi
760 \ (T rangeli)
122: 5'-GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA-3’ T y o col., 2003
. rangeli
300 a 450
ADNk
330 (T. cruzi)
S35:5’-AAA TAA TGT ACG GGA GAT GCA TGA-3’ T. cruzi Sturm y col.,
760 (T rangeli) y
S36: 5°-GGG TTC GAT TGG GGT TGG TGT-3’ T. rangeli 1989
300 a 450
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Tabla 3: Descripcion de ensayos de amplificacion para la determinacion de linajes de 7. cruzi y grupos de T. rangeli.

Tamafo del producto Organismo
Blanco Secuencia iniciadora Referencia
de PCR (pb) que identifica
ARNr a
. D71: 5-AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG-3’ 110 (linaje TCI) . Souto y
Sub-unidad T. cruzi
D72: 5°-TTT TCA GAA TGG CCG AAC AGT-3’ 125 (linaje TCII) Zingales, 1993
mayor
Mini TC1: 5°-GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC-3’ 350 (linaje TCI) T erued Souto y col,,
tiexon TC2: 5’-CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G-3’ 300 (linzje TCID) - CFUz 1006
TC: 5°-CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG-3’ naje
344 (Grupo A)
Trll: 5-CTC GAG AGA GCG GTG ATA ATG AGA C-3° 305 (Grupo B) T i
EIR . rangeli Guevara, 2007

Tr17: 5°-GTT GGA GAT GTG GAC GTG C-3°

313 (Grupo C)

350 (Grupo D)

25




4.4. Marcaje de la sonda de ADN

Las sondas de ADN que se utilizaron para la hibridacion de los productos de
amplificacion se obtuvieron mediante la incorporacion de UTP digoxigenina durante la
amplificacion por PCR del ADN gendmico de las cepas de referencia 7. rangeli Triatomino
y T. cruzi YBM, con los oligonucleotidos especificos de cada uno de los ensayos de

amplificacion que se realizaron (P542, Clon6, Sat195 y ADNKk).

4.5. Hibridacion molecular.

Los productos de amplificacion de cada ensayo de PCR fueron separados en geles
de agarosa al 2% y 3% (ver seccion 4.2 de materiales y métodos), para su posterior registro
fotografico y transferencia a membranas de Nylon (Amersham Biosciences, Hybond-N+)
mediante transferencia a membrana de Nylon al vacio, en el LKB 20016 VacuGene. El
procesamiento del gel se realizd agregando consecutivamente las siguientes soluciones:
solucion alcalina (NaOH 2%; NaCl 8,7%) durante 3 minutos, soluciéon amortiguadora (Tris-
HCI 12%; NaCl 8,7%) por 3 minutos, y por ultimo de solucion de transferencia 20X SSC

(NaCl 17,5%; Citatro de Sodio 8,8%) durante 45 minutos.

Una vez realizada la transferencia, la membrana se fijo durante 30 segundos con luz
UV (en un transiluminador) y fue secado a temperatura ambiente. La membrana fue
seguidamente incubada con solucién de hibridacion (50% de formamida; SSC 5x; SDS
0,2%; N-lauril sarcosina 0,1%; ADN de esperma de salmon 0,1mg/mL) (Sambrook y col.
1989), durante 3 horas a 37°C. La hibridacion se realiz6 con la sonda marcada, luego de su
desnaturalizacion a 90 °C por 10 min, con digoxigenina (ImL de solucion de hibridacion,

IuL de sonda) en una incubacion a 37°C por una noche. Los lavados secuenciales de la
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sonda se realizaron con solucion SSC 2X, 0,1% SDS a 37°C una vez, seguido de cuatro
lavados con solucion SSC 1X, 0,1% SDS a 60°C, y un lavado con solucion de lavado III

(SSC 0,2X, 0,1% SDS) a 65°C. En cada caso los lavados fueron de 15 minutos.

Para la deteccion de la sonda hibridada, la membrana fue enjuagada con tampodn de
acido maléico (pH 7,5) e incubada durante 3 horas en soluciéon bloqueante (Tampén Acido
maleico, Agente bloqueante) con agitacion a temperatura ambiente. Luego se incubo la
membrana con una dilucion 1/5000 del anticuerpo (Antidigoxigenina-AP conjugado) en
solucion de bloqueo por 30 minutos con agitacidon a temperatura ambiente, seguido de dos
lavados con tampdén de lavado (0,3% Tween20 en tampdn de 4cido maléico) por 15
minutos a temperatura ambiente y la posterior incubacion con tampoén de deteccion ( Tris-
HCI 0.1M, NaCl 0.1 M), seguidamente se afiadi6 el sustrato quimioluminiscente CSPD,
para luego incubar por 5 minutos a 37°C, las membranas fueron expuestas durante 30
minutos y tres horas a peliculas BIOMAX MS (Kodak), para luego revelar la imagen al

sumergirlas en solucion reveladora y solucion fijadora (Kodak).

4.6. Normalizacion de las condiciones de preservacion y recuperacion de
muestras y establecimiento de los niveles de sensibilidad de los ensayos

de amplificacion en filtros de papel FTA.

Partiendo de las condiciones para la purificacion de ADN a partir de papel de filtro
FTA establecidas por Guevara y colaboradores (2007), se evaluaron los parametros de
volumen de muestra, tiempo de secado, tiempo de incubacion en el reactivo de purificacion
(RP), y tamafio del papel, en cuanto a su rendimiento en los ensayos de amplificacion, los

cuales son registrados en la seccion de Resultados.
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Los ajustes en la metodologia para la normalizaciéon de las condiciones
experimentales y el establecimiento de la sensibilidad de los ensayos de amplificacion se
realizaron utilizando diluciones seriadas en solucion salina de epimastigotes de 7. rangeli
Triatomino y 7. cruzi YBM, en concentraciones estimadas por contaje en el hemocitometro
y partiendo desde 1x10° hasta 0,05 parasitos, que fueron colocados en discos de papel de
filtro FTA de 0,5 cm de diametro, los cueles se dejaron secar a temperatura ambiente (TA).
Estos discos fueron sometidos al protocolo de extraccion de ADN siguiendo las
instrucciones de la casa comercial con modificaciones (Guevara y col., 2007); brevemente,
se realizaron dos incubaciones de sucesivas de 30 min cada una con 200 pL de un RP (FTA
Purification Reagent, Whatman, WB120204), para posteriormente realizar un lavado con
200 pL de tampon TE (10 mM Tris-HCL, 0,1mM EDTA, pH 8), y un periodo final de

secado a TA durante una noche.

4.7. Evaluacion de muestras provenientes de vectores preservadas en papel

FTA para la presencia de 7. rangeliy T. cruzi.

Un bloque de muestras se obtuvo de triatominos capturados por particulares en sus
domicilios o peridomicilios, durante los meses de septiembre del afios 2005, abril de 2008 y
entre los meses de abril y mayo del afio 2009, en diferentes localidades del Distrito Capital,
de los estados aledafios Miranda y Vargas, y del estado Sucre (Figura 2). Los triatominos
fueron entregados en la Seccion de Entomologia Médica del Instituto de Medicina Tropical
de la Universidad Central de Venezuela (UCV) a cargo del Dr. Matias Reyes Lugo, o al
Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Biologia Experimental (LGM-IBE), de
la Facultad de Ciencias de la UCV a cargo de la Dra. Palmira Guevara. Los ejemplares

recibidos fueron identificados con la utilizacion de las claves de Ramirez-Pérez (1985) y
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Carcavallo y colaboradores (1998), y se llevd un registro con los datos de especie, sexo,

localidad donde fue capturado y hora de captura.

Las muestras de contenido intestinal y hemolinfa fueron obtenidas de los insectos
mediante la diseccion, cortando en la parte posterior del abdomen a nivel del ampula rectal
para exponer la cavidad abdominal. Utilizando una jeringa de 1 mL, se inyectaron por el
ampula rectal aproximadamente 200 pL de solucion salina (0.85%) (SS) que permitieron
diluir el contenido intestinal. El liquido recuperado de la cavidad abdominal fue colocado
sobre el papel FTA y secado a temperatura ambiente para realizar posteriormente los
analisis de PCR. Paralelamente se tomd una gota del contenido intestinal en SS para la

observacion de las muestras al microscopio de luz.

Un segundo bloque de muestras provenientes del municipio Andrés Eloy Blanco,
estado Lara (Figura 2), fue recolectado y proporcionado por la Dra. Evamarys Rodriguez
del Centro de Investigaciones en Salud Publica Jacinto Convit de la Universidad Central de
Venezuela. 68 de estas muestras consistieron en la hemolinfa recolectada a partir de
xenodiagnosticos realizados a mamiferos domésticos (perros y gatos) de domicilios
visitados en el municipio, utilizando ninfas sanas de la especie Rhodnious prolixus en
estadio II con 20 dias de ayuno. Las muestras fueron codificadas con un niimero de casa y
el nombre del animal (Tabla 4). Los triatominos fueron lavados en SS (0,8%), y las
muestras de hemolinfa fueron recuperadas luego de cortar los tres pares de patas del insecto
y colectadas en el disco de papel FTA. También fueron colectadas las muestras de
hemolinfa de tres triatominos capturados en tres de los domicilios visitados. En todos los

casos las muestras de heces de los triatominos del xenodiagndstico y los capturados fueron
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evaluadas al microscopio de luz en el Centro de Investigaciones en Salud Publica Jacinto

Convit.

Todas las muestras colocadas en los filtros FTA, fueron tratadas bajo el protocolo
de extraccion con el RP descrito en la seccion 4.3 de materiales y métodos, bajo las
condiciones establecidas en el proceso de normalizacion y determinacion de la sensibilidad

de la metodologia (ver seccion Resultados, Fig. 4)

Se realizaron los PCR P542 para la deteccion de 7. rangeli en algunas de las
muestras, y para evaluar la presencia de 7. cruzi en otro grupo se realiz6 el PCR Sat195, y
para la deteccion de ambas especies se realizo el PCR 121-122 (Tabla 2), determinando de

esta manera la existencia de infecciones simples y mixtas de estos parasitos en las muestras.
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Figura 2. Ubicacion de las localidades de procedencia de las muestras. Las estrellas ()
indican los municipios de cada entidad federal donde se recolectaron las muestras. Estado
Lara: Municipio Andrés Eloy Blanco; Estado Aragua: Municipios Girardot y Santos
Michelena; Estado Vargas: Municipio Vargas; Distrito Capital: Municipio Libertador;
Estado Miranda: Municipio Baruta, El Hatillo, Sucre, Independiente, Zamora vy

Guaicaipuro; Estado Sucre: Municipio Arismendi; Estado Yaracuy: Municipio San Felipe.

31



5. RESULTADOS

5.1. Normalizacion de las condiciones de preservacion y recuperacion de

muestras de vectores a partir de filtros FTA.

La conservacion y procesamiento de muestras de heces y hemolinfa se inicio
siguiendo el procedimiento disefiado por Guevara y colaboradores, 2007; sin embargo fue
necesario reevaluar los pardmetros relativos al grado de saturacion del filtro, tamafio del
disco a procesar, volumen del reactivo de purificacion y tiempo de incubacion durante el
procesamiento, hasta lograr una amplificacion en muestras control, consistentes en

cantidades conocidas de parasitos de cultivo.

El ensayo de varias combinaciones de estos pardmetros permitié establecer el
protocolo mostrado en la figura 4, bajo el cual fueron tratadas las muestras. En la figura 3
se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de el grado de saturacion del papel
FTA; en este ensayo se saturaron tres discos de papel FTA de 0,5 cm de didmetro con 100
pL, 50 pL y 25 pL respectivamente, de un cultivo de 7. rangeli Triatomino diluido hasta
5000 parasitos/mL. Secciones de 1 a 2 mm de didmetro de estos papeles cortadas con
sacabocados (marca Harris UNI-CORE™), fueron sometidas al protocolo de extraccion
con el reactivo de purificacion con dos incubaciones de 30 min. en volimenes de 200 pL a
temperatura ambiente, seguido de un lavado con tampén TE; como se indica en la figura 4.
Estos discos fueron utilizados para realizar el ensayo de PCR P542. En los carriles 5 y 6
correspondientes a papeles bafiados con 50 puL y 25 pL, se observo la banda de 450 pb
correspondiente al control positivo de ADN de 7. rangeli en el carril 3, mientras que para el

papel saturado con 100 pL no se observo la amplificacion de este fragmento.
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Figura 3. Normalizacion de los niveles de saturacion del disco de papel FTA.
Resultado del ensayo de PCR P542 usando como ADN templado secciones de 1,2 mm
tomados de discos de 0,5 cm. de diametro saturados con volimenes variables de una
dilucion de 5000 parésitos/mL de un cultivo de 7. rangeli. Gel de agarosa 2%, TAE 1X.
Carril 1. Marcador de peso molecular 100 pb.; carril 2. H,O; carril 3. ADN de T. rangeli
Triatomino; carril 4. 100 pL; carril 5. 50 pL; carril 6. 25 pL. La flecha indica el peso
molecular de la banda esperada.

La figura 4 muestra el esquema del protocolo normalizado para la preservacion de la
muestra en el papel FTA y el tratamiento a seguir para la purificacion del ADN a ser
amplificado. La toma y procesamiento de las muestras se realizo en discos de papel FTA de
0,5 cm de didmetro procurando impregnar con la muestra hasta la saturacion y permitiendo
que secara completamente a TA. Para el procesamiento de los filtros contentivos de las
muestras se cortaron hasta 5 secciones de 1 a 2 mm. de diametro, los cuales fueron
incubados con 200uL del RP a TA durante 30 minutos, para luego descartar el reactivo y
realizar una nueva incubacion por 30 minutos mas con la misma cantidad del RP, el cual
fue descartado para realizar un lavado con 200 pL de buffer TE (10 mM, Tris-HCI, 0,1 mM
EDTA, pH 8) y dejar secar a TA para luego usar una de las secciones como ADN molde en

la reaccion de PCR.
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1) Saturar del disco de 0,5 cm de diametro con el contenido intestinal
del triatomino.

!

2) Secar a temperatura ambiente por una noche.

!

3) Cortar secciones de 1 6 2 mm del disco de 0,5 cm.

!

4) Incubar las secciones en 200 puL del reactivo de RP FTA, por 30
min. a temperatura ambiente.

!

5) Descartar el RP FTA.

!

6) Repetir los pasos 4y 5.

!

7) Lavar las secciones con 200 uL de tampon TE.

!

8) Secar a temperatura ambiente de 1 a 3 horas.

!

9) Colocar una seccion de 1 6 2 mm de didmetro conteniendo al ADN
molde en cada reaccion de PCR.

Figura 4. Esquema de tratamiento establecido para la extraccion de ADN de muestras
preservadas en papel FTA.
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5.2. Establecimiento de los niveles de sensibilidad de los ensayos de

amplificacion.

Una vez establecidas las condiciones de preservacion y extraccion de muestras en
papel FTA, se procedido a determinar la sensibilidad de la técnica de preservacion y
recuperacion de ADN en papel FTA, para detectar ADN de tripanosomas, mediante
pruebas moleculares utilizando diluciones seriadas de epimastigotes de cultivo de 7. rangeli
Triatomino, colocadas en discos de 0,5 cm de didmetro del papel FTA y tratados bajo el
protocolo descrito anteriormente en la figura 4. La evaluacion realizada permitié una
sensibilidad de deteccion desde 500 parésitos/pL hasta 0,5 parésitos/pL para el ensayo PCR

P542, y se reporta en la figura 5.

De acuerdo al esquema de trabajo disefiado, los filtros fueron impregnados con un
rango diluciones del cultivo de 7. rangeli desde 500 parasitos/puL hasta 0,005 parasitos/pL.
10 puL de cada una de estas diluciones fueron colocados en discos de 0,5 cm. colocando un
numero total de parasitos de 5000, 1000, 500, 100, 50, 10, 5, 1, y 0,5 parasitos por filtro
respectivamente. Secciones de 1 mm. de estos discos fueron tratadas bajo el protocolo
presentado en la figura 4 y usados como ADN templado en la determinacion de la
sensibilidad de la técnica. Los canales 4 al 10 de la figura 5 demuestran la amplificacion de
fragmento de 450 pb, determinando que a nivel del analisis en gel de agarosa, el ensayo es

capaz de detectar hasta 5 parasitos en 10 uL ¢ 0,5 p/uL en una muestra (carril 10).
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Figura 5. Evaluacion de los niveles de sensibilidad del ensayo de PCR P542 sobre
muestras preservadas en papel FTA. PCR P542 sobre diluciones seriadas de un cultivo de
epimastigotes de 7. rangeli preservadas y procesadas en discos de papel FTA de 0,5 cm. de
diametro. Gel de agarosa 2% TAE 1X. Carril 1. Marcador de peso molecular 100 pb.; carril
2. H,O; carril 3. ADN de T. rangeli Triatomino; carril 4. 500 p/uL; carril 5. 100 p/uL; carril
6. 50 p/uL; carril 7. 10 p/uL; carril 8. 5 p/uL; carril 9. 1 p/uL; carril 10. 0,5 p/uL; carril 11.
0,1 p/uL; carril 12. 0,05 p/uL; carril 13. 0,01 p/uL; carril 14. 0,005 p/uL. La flecha indica
el peso molecular de la banda esperada.

5.3. Evaluacion de muestras provenientes de vectores preservadas en papel

FTA para la presencia de T. rangeliy T. cruzi.

Los resultados de las evaluaciones moleculares con los ensayos P542, Satl95,
ADNKk para la determinacion de las infecciones sencillas y mixtas con 7. cruzi y T.
rangeli se reportan para el primer bloque de muestras (estados Sucre, Miranda, Vargas,
Yaracuy, Aragua y Distrito Capital) en las imagenes de las figuras 7 a 12, como
muestras representativas del total de los ensayos realizados que se resumen en las tablas
4 y 5, conjuntamente con los resultados de las evaluaciones al microscopio de las heces
de los triatominos. Las figuras 13 a 16 muestran los resultados del segundo bloque de

muestras (estado Lara), los cuales son resumidos en la tabla 6. En todos los geles se
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presentan los controles positivos y negativos, que demuestran la especificidad del
ensayo, el control del procesamiento y ensayo, descartando los falsos positivos con

productos esperados para todos los controles.

El primer grupo analizado estaba conformado por un total de 84 muestras, de las
cuales 6 correspondieron a hemolinfa, 18 a contenido intestinal y 60 a una mezcla de ambos
fluidos diluidos con solucion salina. Estas muestras fueron colectadas a partir de 76
triatominos capturados en doce municipios de seis estados de Venezuela. 40 triatominos del
estado Miranda (municipios Baruta, El Hatillo, Sucre, Independiente, Guaicaipuro y
Zamora), 11 del estado Sucre (municipio Arismendi), 7 del estado Vargas (municipio
Vargas), 4 del estado Aragua (municipios Santos Michelena y Girardot), 4 del estado
Yaracuy (municipio San Felipe) y 10 del Distrito Capital (municipio Libertador). De estos,
8 corresponden al Género Rhodnius, 65 al Género Panstrongylus, 1 al Género Triatoma, y
2 al Género Eratyrus (Tabla 4). El segundo grupo de muestras analizado estaba conformado
por 71 muestras de hemolinfa, de las cuales 3 correspondieron a muestras de triatominos
capturados intradomiciliariamente, y las restantes 68 a triatominos de xenodiagnostico de

los mamiferos domésticos que habitaban los 29 domicilios visitados.

5.3.1. Analisis de las muestras de triatominos por microscopia optica.

La evaluacion de las muestras frescas de los triatominos se realizd solo para las
muestras procesadas en el LGM-IBE y las provenientes del estado Sucre (tablas 4 y 5), para
el resto de los triatominos (seis del estado Miranda y tres del estado Lara) provenientes de
capturas y xenodiagnosticos no disponemos del resultado de la evaluacion por microscopia

optica.
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Las muestras de contenido intestinal y mezcla de hemolinfa-contenido intestinal de
71 de los triatominos fueron analizados al microscopios de luz. 15 de estas muestras
resultaron positivas al examen microscopio para la presencia de tripanosomas, observando

formas flageladas como las presentadas en la figura 6.

Figura 6. Diagnostico al microscopio (400X) de infecciones en muestras de heces de
triatominos. Los circulos sefialan los flagelados encontrados en la muestra extraida del
triatomino 25.

5.3.2. Evaluacion molecular para la deteccion de infecciones sencillas y

mixtas por 7. cruziy T. rangeli.

El primer bloque de muestras preservadas en papel FTA fue analizado inicialmente
con los ensayos de PCR Sat195 y Clon6 para la deteccion de 7. cruzi, P542 para deteccion
de T. rangeli y ADNKk utilizando los oligonucledtidos S35-S36, para la deteccion de
infecciones 7. cruzi 'y T. rangeli, A partir del resultado positivo obtenido con la utilizacion
del ensayo de PCR ADNk con los oligonucledtidos 121-122, se adoptaron estos indicadores

para los analisis subsecuentes.

Las muestras de diecisiete de los triatominos del primer bloque fueron evaluadas

con los ensayos PCR P542, Clon6 y Satl195, obteniendo como resultado ocho muestras
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positivas a la presencia de 7. cruzi por el ensayo PCR Satl95, correspondientes a los
triatominos identificados con los niimeros 1, 4, 5, 13, 14, 15, 16 y 17 en la tabla 4. Los
resultados del ensayo PCR Sat195 fueron confirmados por hibridacion en membrana de
Nylon con sonda marcada con digoxigenina. En la figura 7 (seccion A, carriles 3, 6 y 7) se
muestran los resultados positivos de las muestras de los triatominos 1, 4 y 5; en todas estas
se observa una banda de peso molecular de 188 pb similar al control positivo de 7. cruzi
YBM, lo que indica la infeccion por 7. cruzi, verificado en la hibridacién con la sonda

(seccion B, carriles 3, 6 y 7).
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Figura 7. Identificacion de 7. cruzi por PCR Sat195-Hibridaciéon en muestras de
triatominos preservadas en papel FTA, provenientes del municipio Arismendi del estado
Sucre. A) Corrida electroforética en gel de agarosa 2% TAE 1X de los productos de la PCR
Sat195. B) Hibridacion en membrana de nylon con sonda Sat195 marcada con digoxigenina
a los 30 min de exposicion. Carril 1. Marcador de peso molecular 100pb; carril 2. ADN de
T. cruzi YBM,; carril 3. Triatomino 1; carril 4. triatomino 2; carril 5. triatomino 3; carril 6.
triatomino 4; carril 7. triatomino 5; carril 8. triatomino 6; carril 9. triatomino 7; carril 10.
triatomino 8; carril 11. triatomino 9; carril 12. triatomino 11. La flecha indica el peso
molecular de la banda esperada.
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Considerando que el PCR ADNk permite la deteccion simultanea de ambas especies
de tripanosomas (ver figura 8), adoptamos este ensayo como prueba inicial en el esquema

de evaluacion.

En los andlisis realizados con la PCR ADNk empleando los oligonucleotidos S35 y
S36, fue confirmada la presencia de 7. cruzi en las muestras que corresponden a los
triatominos identificados con los niimeros 4 y 5 respectivamente; resultado que fue
confirmado por hibridacion con sonda marcada con digoxigenina y mostrado en la figura 8,
en la que se observan bandas similares en el gel y en la hibridacion con la sonda para las
muestras de los carriles 10 y 11 considerando el resultado del control positivo con ADN de

T. cruzi en el carril 2.

Los ensayos realizados con la PCR ADNKk utilizando los oligonucleotidos 121 y 122
arrojaron resultados que identificaron ADN de 7. cruzi para la mayoria de las muestras
analizadas; de un total de 63 muestras analizadas con estos iniciadores, 54 que

corresponden a 51 triatominos, resultaron positivas a la presencia de 7. cruzi (tabla 4).

De los 76 triatominos analizados, 58 (76%) resultaron positivos a la presencia de 7.

cruzi. La presencia de T. rangeli no fue detectada en ninguna de las muestras analizadas.
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Figura 8. Analisis por PCR ADNk-Hibridacion con los oligonucleotidos S35-S36 en
muestras de heces y hemolinfa de triatominos preservadas en papel FTA, provenientes
del municipio Arismendi del estado Sucre. A) Corrida electroforética en gel de agarosa
2% TAE 1X de los productos de la PCR ADNk. B) Hibridaciéon en membrana de nylon
con sonda marcada con digoxigenina a los 30 min. de exposicion. Carriles 1 y 18.
Marcador de peso molecular 100pb; carril 2. ADN de 7. cruzi Y; carril 3.ADN de T.
rangeli Triatomino; carril 4. H,O; carril 5. Triatomino 1 (hemolinfa); carril 6. Triatomino
1(contenido intestinal); carril 7. Triatomino 2 (hemolinfa); carril 8. Triatomino 2 (contenido
intestinal), carril 9. Triatomino 3 (contenido intestinal); carril 10. Triatomino 4 (contenido
intestinal); carril 11. Triatomino 5 (contenido intestinal); carril 12. Triatomino 6 (contenido
intestinal); carril 13. Triatomino 7 (contenido intestinal); carril 14. Triatomino 8 (contenido
intestinal); carril 15. Triatomino 9 (contenido intestinal); carril 16. Triatomino 10 (contenido
intestinal); carril 17. Triatomino 11 (contenido intestinal); carril 19. Triatomino 12
(hemolinfa). La flecha indica el peso molecular de la banda esperada.

5.3.3. Evaluacion molecular para determinacion de linajes

La determinacion de los linajes de 7. cruzi en las muestras que resultaron positivas a
la presencia de este parasito, se llevo a cabo evaluando el polimorfismo de la region del
ARNr 248 con el ensayo de PCR D71-72 en un grupo de estas muestras, y polimorfismos
de la region intergénica de los genes miniexon con el ensayo PCR Miniexon. En el primer

bloque de muestras analizado (Figura 9A), se observaron patrones de bandas en el gel entre
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las que se puede distinguir la banda de 110 pb correspondiente al linaje TCI de 7. cruzi,
presente en el control positivo para este linaje (figura 9, carril 12). Al realizar la hibridacion
con una sonda especifica para indicar el producto del linaje TCI, fue posible observar dos
muestras positivas con sefal de hibridacion correspondientes a 110 pb para las muestras de
los triatominos 4 y 17 en los carriles 4 y 9 de la figura 9B; adicionalmente se observo
hibridacion de la sonda especifica para el linaje TCI, con el producto de PCR del control de

linaje TCII, con ADN de la cepa T. cruzi CL Brener en el carril 11 de dicha Figura.
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Figura 9. Determinacion de los linajes de 7. cruzi mediante PCR D71-D72-Hibridacion
de muestras infectadas con 7. cruzi. A) Corrida electroforética en gel de agarrosa 3%
TAE 1X de los productos de la PCR D71-D72. B) Hibridacion en membrana de Nylon
con sondas de 7. cruzi YBM (Linaje TCI) marcadas con digoxigenina, después de 12
horas de exposicion. Carril 1. Marcador de pero molecular 100pb; Carril 2. Triatomino
1; Carril 3. Triatomino 3; Carril 4. Triatomino 4; Carril 5. Triatomino 13; Carril 6.
Triatomino 14; Carril 7.Triatomino 15; Carril 8. Triatomino 16; Carril 9. Triatomino
17; Carril 10. H,O; Carril 11. ADN de 7. cruzi CL brener; Carril 12. ADN de T. cruzi
YBM. Las flechas indican los tamafios del amplicon de 110 pb para el linaje TCI y 125
pb para el linaje TCII.
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Durante el desarrollo de los andlisis de las muestras con el ensayo PCR D71-D72, se
presentaron complicaciones para la obtencion de bandas definidas en los controles positivos
de ambos linajes, lo cual dificulté el andlisis de los resultados de amplificacion de las
muestras procesadas. Por tal motivo se adopto el ensayo de PCR Miniexon, que permite
igualmente diferenciar entre los linajes TCI y TCII con productos de amplificacion de 350
pb y 300 pb respectivamente, para evaluar el resto de las muestras y verificar los resultados
obtenidos con el ensayo PCR D71-D72. Los resultados obtenidos con el ensayo PCR
Miniexon se presentan en las figuras 10 y 11. De las 58 muestras positivas a la presencia de
T. cruzi, 42 corresponden al linaje TCI, que representa el 55% del total de triatominos
infectados, en estos resultados se confirmo el linaje de las muestras de lo triatominos 4 y
17, obtenido por el ensayo PCR D71-D72 (figura 9). 6 de las muestras de triatominos
infectadas contienen ADN de 7. cruzi correspondiente al linaje TCII, equivalentes al 8%
del total de muestras infectadas. No se observd amplificacion de fragmentos para ninguno

de los linajes en 10 de las muestras de triatominos analizadas con este ensayo.
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Figura 10. Determinacion de linajes de 7. cruzi mediante el ensayo PCR Miniexon de
las muestras de los triatominos 44, 45, 46, 48 y 49, positivas a la presencia de 7. cruzi.
Corrida electroforética en gel de poliacrilamida 6% TBE 1X de los productos de la PCR
Miniexon. Carril 1. Triatomino 44; Carril 2. Triatomino 45; Carril 3. Triatomino 46;
Carril 4. Triatomino 48; Carril 5. Triatomino 49; Carril 6. Marcador de peso molecular
de 50 pb; Carril 7. ADN de T. cruzi YBM; Carril 8. ADN de 7. cruzi CL brener; Carril
9. Vacio; Carril 10. H,O. Las flechas indican el tamafio de los amplicones para los
linajes TCI (350 pb) y TCII (300 pb).
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Figura 11. Determinacion de linajes de 7. cruzi mediante el ensayo PCR Miniexon de
las muestras de los triatominos 71, 72, 73, 74, 75 y 76, positivas a la presencia de 7.
cruzi. Corrida electroforética en gel de poliacrilamida 6% TBE 1X de los productos de
la PCR Miniexon. Carril 1. Triatomino 71; carril 2. Triatomino 72; carril 3. Triatomino
73; carril 4. Triatomino 74; carril 5. Triatomino 75; carril 6. Triatomino 76; carril 7.
Marcador de peso molecular de 50 pb; carril 8. ADN de 7. cruzi YBM; carril 9. ADN
de T. cruzi CL brener; carril 10. H,O. Las flechas indican el tamafio de los amplicones
para los linajes TCI (350 pb) y TCII (300 pb).
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Figura 12. Determinacion de linajes de 7. cruzi mediante el ensayo PCR Miniexon de
las muestras de los triatominos 66, 67, 68, 69, 70, positivas a la presencia de 7. cruzi.
Corrida electroforética en gel de poliacrilamida 6% TBE 1X de los productos de la PCR
Miniexon. Carril 1. Triatomino 66; carril 2. Triatomino 67; carril 3. Triatomino 68;
carril 4. Triatomino 69; carril 5. Triatomino 70; carril 6. Marcador de peso molecular de
50 pb; carril 7. ADN de 7. cruzi YBM; carril 8. ADN de T. cruzi CL brener; carril 9.
Vacio; carril 10. H,O. Las flechas indican el tamafio de los amplicones para los linajes
TCI (350 pb) y TCII (300 pb).
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Tabla 4. Resumen de resultados de las muestras de triatominos analizadas por microscopia
de luz y por PCR. (-): Negativo a la presencia de tripanosomas; (+): Positivo a la presencia de

tripanosomas; (+): Positivo a la presencia de 7. cruzi por PCR; Diag. Micro.: Diagnostico por
microscopia optica; Diag. PCR: Diagnostico por PCR; D.C.: Distrito Capital; S/D: Sin datos; NR:

No realizado.

Localidad i i
Triatﬁmino Especie Fecha Estado Municipio MDll(?l‘g(.). l;gl% Linaje

1 Rhodnius S/D Arismendi -) (+) | sp
2 Panstrongylus | sep-05 Arismendi ) ) NR
3 Panstrongylus | sep-05 Arismendi -) (+) | spb
4 Rhodnius sep-05 Arismendi ) (+) | TC1
5 Rhodnius sep-05 Arismendi ) ) NR
6 Rhodnius sep-05 | Sucre | Arismendi -) ) NR
7 Rhodnius sep-05 Arismendi ) ) NR
8 Rhodnius sep-05 Arismendi ) ) NR
9 Rhodnius sep-05 Arismendi ) ) NR
10 Rhodnius sep-05 Arismendi ) ) NR
11 Rhodnius sep-05 Arismendi ) ) NR
12 Panstrongylus | abr-08 Baruta NR | (+) | TCI
13 Panstrongylus | abr-08 Baruta NR | (+) | TCI
14 Panstrongylus | abr-08 |Miranda Baruta NR | (+) | SD
15 Panstrongylus | abr-08 Baruta NR | (+) | SD
16 Panstrongylus | abr-08 Baruta NR ) NR
17 P. geniculatus S/D Vargas ) (+) | TCI

- Vargas
18 P. geniculatus S/D Vargas +) | (+) | TCI
19 P. geniculatus | abr-09 Baruta ) (+) | TCI
20 P. geniculatus S/D ) Independiente | () (+) | TCI

- Miranda -
21 P. geniculatus S/D Independiente | (-) (+) | TC1
22 P. geniculatus | abr-09 El Hatillo ) (+) | TCI
23 P. geniculatus | abr-09 D.C Libertador ) (+) | TC1
24 P. geniculatus | abr-09 o Libertador -) (+) | TC1
25 P. geniculatus | abr-09 Baruta ) | (+) | TCI
26 P. geniculatus | abr-09 Baruta ) | (+) | TCI
27 P. geniculatus | abr-09 El Hatillo ) (+) | spb
28 P. geniculatus | abr-09 . Sucre ) | (+) | TCI

- Miranda -
29 P. geniculatus | abr-09 El Hatillo ) | () | TCI
30 P. geniculatus | may-09 Baruta ) (+) | spb
31 P. geniculatus | may-09 Sucre -) (+) | TCI
32 P. geniculatus | may-09 Guaicaipuro -) (+) | TCI
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33 P. geniculatus | may-09 El Hatillo ) (+) | TcI
34 P. geniculatus | may-09 Sucre ) (+) | TCI
35 P. geniculatus | may-09 Baruta ) () NR
36 P. geniculatus | may-09 El Hatillo ) ) NR
37 P. geniculatus | may-09 | D.C. Libertador ) (+) | TCI
38 P. geniculatus S/D Vargas +) (+) TCI
39 P. geniculatus S/D Vargas Vargas +) (+) | Ta
40 P. geniculatus | may-09 Vargas ) (+) | TCI
41 P. geniculatus | may-09 Baruta ) (+) | TCI
42 P. geniculatus | dic-08 Sucre ) (+) | TCI
43 P. geniculatus | may-09 . Sucre ) (+) | TCI
- Miranda

44 P. geniculatus | may-09 Baruta ) (+) | sp
45 P. geniculatus | may-09 Baruta ) (+) | TCI
46 P. geniculatus | jun-09 Sucre ) (+) | TCI
47 P. geniculatus | jun-09 | Vargas Vargas -) ) NR
48 P. geniculatus | jun-09 | D.C. Libertador -) ()

49 ;Z?Z;ZZ may-09 | Vargas Vargas -) (+) | TCI
50 P. geniculatus | jun-09 M?(:alrlle;[fesna ) (+) | TCI
. Aragua Santos
51 P. geniculatus | jun-09 Michelena ) (+) | sp
52 P. geniculatus | jun-09 . Sucre €] (+) | TCI

- - Miranda
53 P. geniculatus | jun-09 Baruta (+) (+) | TCI
54 P. geniculatus | nov-07 San Felipe ©) ) NR
55 P. geniculatus | nov-07 San Felipe ) ) NR
56 Lratrus | oy07 | Yaracuy | sanFelipe | () | () | MR
57 mi’;il?; r:;s nov-07 San Felipe ) ) NR
58 P. geniculatus | jun-09 | Aragua Miscalrll;fesna ) ) NR
59 P. geniculatus S/D Miranda Baruta (+) (+) | TCI
60 P. geniculatus | jun-09 Libertador ) (+) | TCI
61 P. geniculatus | jun-09 | D.C. Libertador ) (+) | TC1
62 P. geniculatus | jun-09 Libertador ) (+) | TCI
63 P. geniculatus S/D Miranda Sucre ) +) S/D
64 P. geniculatus S/D D.C. Libertador ) (+) | TCI
65 P. geniculatus | jul-09 |Miranda Baruta ) (+) | TCI
66 P. geniculatus S/D Aragua Girardot ) (+) | Tcu
67 P. geniculatus | jun-09 | Miranda Baruta ) (+) | TCI
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68 P. geniculatus | jul-09 Sucre ©) (+) | TCI
69 P. geniculatus | jul-09 Zamora () (+) | TC1
70 P. geniculatus | jul-09 D.C. Libertador ) (+) | TC1
71 P. geniculatus SO  |Miranda| El Hatillo ) (+) | TCl
72 P. geniculatus | may-09 | D.C. Libertador () (+) | TCII
73 P. geniculatus | jun-09 Baruta ) (+) | TC
74 P. geniculatus S/D _ Baruta ) (+) | TClI
- Miranda
75 P. geniculatus S/D Baruta ) (+) | spb
76 P. geniculatus S/D El Hatillo () (+) | TCII

Tabla 5. Resumen de los resultados del diagnostico molecular de las muestras de

triatominos de los estados Sucre, Miranda, Vargas, Distrito Capital, Aragua y Yaracuy.

Por Estado Por Municipio
Estado Triatominos P0s1t1vos. o Municipio Triatominos Pos1t1vo§
muestreados a 7. cruzi muestreados a T.cruzi
Estado 11 3 27 Arismendi 11 3
Sucre
Baruta 20 18
El Hatillo 7 6
Sucre 9 9
Estado 40 37 03 _
Miranda Independiente 2 2
Zamora 1 1
Guaicaipuro 1 1
LRLEL 4 0 S s 4 0
Yaracuy
Santos 3 1
istado 4 2 50  Michelena
ragua Girardot 1 1
Estado
 m— 7 6 86 Vargas 7 6
D.C. 10 10 100 Libertador 10 10
Total 76 58

()

27

90
86
100
100
100
100

33
100
86

100
76
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En el segundo bloque de muestras (71 muestras) provenientes del xenodiagnostico
de mamiferos domésticos y captura de triatominos del municipio Andrés Eloy Blanco del
estado Lara fue analizado con el ensayo de PCR ADNk (121-122).Con esta metodologia
fue posible detectar una doble banda en la muestra 2639a, sugiriendo la presencia de una
infeccion mixta por 7. cruzi y T. rangeli, ya que en el andlisis del producto de
amplificacion de la PCR de esta muestra se observa una banda correspondientes a la
observada para ADN de T. cruzi (330 pb) y otra para el ADN de T. rangeli (760 pb y grupo

de bandas entre 300 y 450 pb) (Figura 13 A, carril 4).

Este resultado fue verificado por hibridacion de los productos de PCR con sondas
marcadas con digoxigenina especificas para la deteccion del ADN de 7. cruzi, realizadas
con los oligonucleotidos 121-122. En este ensayo se observo la hibridacion de la banda
correspondiente al fragmento de 330 pb observado en el control positivo para el ADN de T.
cruzi (Figura 13, carril 11). La presencia de 7. rangeli en esta muestra fue descartada con el
resultado obtenido por el ensayo PCR-P542 realizado, presentado en la figura 14, en la que
se puede observar la ausencia del producto de amplificacion de 450 pb observado para la
presencia del ADN de T. rangeli, como es el caso del observado en el control positivo en el

carril 4 de dicha figura; descartando asi la presencia de infeccion mixta en esta muestra.
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Figura 13. Anélisis por PCR ADNk con los oligonucleotidos 121-122 e Hibridacion de
muestras de hemolinfa de triatominos de xenodiagnostico de mamiferos domésticos (perros
y gatos) del municipio Andrés Eloy Blanco del estado Lara, preservadas en papel FTA. A)
Corrida electroforética en gel de agarrosa 3% TAE 1X de los productos de la PCR ADNk
121-122 de las muestras 2635b a la 6477b. B) y C) Hibridaciéon en membrana de Nylon con
sondas de 7. cruzi YBM marcadas con digoxigenina, después de 30 min. y 3 horas de
exposicion respectivamente. Carril 1. Marcador de peso molecular 100pb; carril 2. Muestra
2635Db; carril 3. Muestra 2635c; carril 4. Muestra 2639a; carril 5. Muestra 2639b; carril 6.
Muestra 2639c; carril 7. Muestra 2639d; carril 8. Muestra 2640; carril 9. Muestra 6477b;
carril 10. HyO; carril 11. T. cruzi YBM; carril 12. T. rangeli Triatomino. Las flechas
indican el tamafio de los amplicones para 7. cruzi (330 pb) y T. rangeli (760 pb y grupo de
bandas entre 300 y 450 pb).
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Figura 14. Evaluacion de infeccion mixta en muestra de xenodiagnostico. Analisis por
PCR P542, de la muestra 2639a de hemolinfa de triatominos de xenodiagnostico del
municipio Andrés Eloy Blanco del estado Lara, preservadas en papel FTA, para deteccion
de ADN de T. rangeli. Carril 1. Marcador de peso molecular de 50 pb; carril 2. Muestra
2639a; carril 3. H,O; carril 4. T. rangeli Triatomino carril 5. 7'.cruzi YBM. La flecha indica
el tamafo del amplicon esperado para 7. rangeli.

En el andlisis en gel de agarosa de los productos de la PCR ADNk 121-122 de 11 de
las muestras de hemolinfa de xenodiagnostico del estado Lara, se observaron patrones de
banda que corresponden al observado con el ADN de 7. cruzi, sugiriendo una
contaminacion de estas muestras durante el proceso de toma. Entre estas, una (2601a)
corresponde a uno de los triatominos capturados intradomiciliariamente (Figura 15). Al
realizar los ensayos de hibridacion de estos productos de PCR, el numero de muestras en
las que se detecto ADN de 7. cruzi se incrementd como puede observarse en las imagenes

de las figuras 13, 15 y 16, B) y C) respectivamente.

Mientras que en andlisis por gel de agarosa se detectaron 11 muestras con ADN de

T. cruzi, la hibridacion permitié la deteccion de otras 34 muestras, para un total de 45
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muestras (63%) contaminadas por ADN de 7. cruzi. Entre estas se encuentra la muestra de

otro de los triatominos capturados intradomiciliariamente (muestra 2608b en la figura 16).

A) pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1500 !
=
=
= 760 pb
—_—
-—
500 -1 300-450 pb
-— 330 pb
_
100 -
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
B)
330 pb
C)
330 pb

Figura 15. Anélisis por PCR ADNk con los oligonucleotidos 121-122 e Hibridacion de
muestras de hemolinfa de triatominos de xenodiagnostico de mamiferos domésticos (perros
y gatos) del municipio Andrés Eloy Blanco del estado Lara, preservadas en papel FTA. A)
Corrida electroforética en gel de agarrosa 3% TAE 1X de los productos de la PCR ADNk
121-122 de las muestras 2601a a la 2606. B) y C) Hibridacion en membrana de Nylon con
sondas de T. cruzi YBM marcadas con digoxigenina, después de 30 min y 3 horas de
exposicion respectivamente. Carril 1. MPM 100pb; carril 2. Muestra 2601a; carril 3.
Muestra 2601b; carril 4. Muestra 2601c; carril 5. Muestra 2602; carril 6. Muestra 2605a;
carril 7. Muestra 2605b; carril 8. Muestra 2605c¢; carril 9. Muestra 2605d; carril 10. Muestra
2606; carril 11. H,O; carril 12. T .cruzi Y; carril 13. T. rangeli Triatomino. Las flechas

indican el tamano de los amplicones para 7. cruzi (330 pb) y T. rangeli (760 pb y grupo de
bandas entre 300 y 450 pb).
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Figura 16. Analisis por PCR ADNk con los oligonucleotidos 121-122 e Hibridacion, de
muestras de hemolinfa de triatominos de xenodiagnostico de mamiferos domésticos (perros
y gatos) del municipio Andrés Eloy Blanco del estado Lara, preservadas en papel FTA. A)
Corrida electroforética en gel de agarrosa 3% TAE 1X de los productos de la PCR ADNk
121-122 de las muestras 2606b a la 2608e. B) y C) Hibridacién en membrana de Nylon con
sondas de T. cruzi YBM marcadas con digoxigenina, después de 30 min y 3 horas de
exposicion respectivamente. Carril 1. Marcador de peso molecular 100pb; carril 2. Muestra
2606Db; carril 3. Muestra 2607a; carril 4. Muestra 2607b; carril 5. Muestra 2608a; carril 6.
Muestra 2608b; carril 7. Muestra 2608c; carril 8. Muestra 2608d; carril 9. Muestra 2608e¢;
carril 10. HyO; carril 11. 7. cruzi YBM; carril 12. T. rangeli Triatomino. Las flechas
indican el tamafio de los amplicones para 7. cruzi (330 pb) y T. rangeli (760 pb y grupo de
bandas entre 300 y 450 pb).
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Tabla 6. Resumen de resultados del analisis por PCR de las muestras de hemolinfa de
triatominos de xenodiagnostico y captura, procedentes del municipio Andrés Eloy Blanco
del Estado Lara. (-): Negativo a la presencia de tripanosomas; (+): Positivo a la presencia de

tripanosomas; XD: Xenodiagnostico.

C(’)digo. Qel Animal doméstico y Fecha Procedencia | Diagnostico Diagnqsticp por

domicilio nombre de la muestra por PCR Hibridacion
2601a . abr-08 Captura (t) T. cruzi () T. cruzi
2601b Perro Chipi oct-08 XD () T. cruzi () T. cruzi
2601c Perro Nevado abr-08 XD ) T. cruzi () T. cruzi
2602 Perra Princesa sep-08 XD () T. cruzi ) T. cruzi
2605a Perro Relampago sep-08 XD (t) T. cruzi ) T. cruzi
2605b Gato Pachite sep-08 XD ) T. cruzi (+) T. cruzi
2605¢ Perro Pinto sep-08 XD ) (+) T. cruzi
2605d Perro Soluto oct-08 XD (t) T. cruzi () T. cruzi
2606a Gata Pancha sep-08 XD (P T. cruzi ) T. cruzi
2606b Perra Canela sep-08 XD () () T. cruzi
2607a Perra Laica oct-08 XD (-) () T. cruzi
2607b Perra Canela sep-08 XD (t) T. cruzi () T. cruzi
2608a Perra Canela sep-08 XD () () T. cruzi
2608b jul-08 Captura ) (Y T. cruzi
2608c Perra Lapa sep-08 XD ) () T. cruzi
2608d Perra Cuatro 0jos sep-08 XD () T. cruzi () T. cruzi
2608e Gata Blanca sep-08 XD (H) T. cruzi () T. cruzi
2613a Perro Morocho oct-08 XD (-) ) T. cruzi
2613b Perro Centinela oct-08 XD () 1) T. cruzi
2613c¢ Perro Capitan oct-08 XD (-) ) T. cruzi
2614a Perra Canela sep-08 XD () () T. cruzi
2614b Perro Bobi sep-08 XD ) () T. cruzi
2614c Perra Turca sep-08 XD ) (+) T. cruzi
2614d Perro Nevado oct-08 XD -) (Y T. cruzi
2621 Perra Centinela jul-08 XD (-) () T. cruzi
2627a Perro Borracho jun-08 XD () ) T. cruzi
2627b Perra Parchita jun-08 XD ) ()
2627¢c Perra Carifiosa jun-08 XD ) ()
2628a Perro Coqui jun-08 XD ) )
2628b Gato Muiieco jun-08 XD ) )
2629 Perro Lobo jul-08 XD ) )
2632a Perra Anuta jul-08 XD ) )
2632b Gata Pancha jun-08 XD ®) )
2634a Perra Mia jun-08 XD ) )
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2634b Perro Pinto jun-08 XD () )
2634c Gata Pancha jul-08 XD ) )
2635a Perro Tarzan jun-08 XD (-) (-)
2635b Perra Princesa jul-08 XD ) )
2635c¢ Gata Jalela Jjul-09 XD ) (+) T. cruzi
2639a Perra Gaviota jun-08 XD (+) T. cruzi (+) T. cruzi
2639 Perra Mufieca jul-08 XD ) (+) T. cruzi
2639c | Perra Buenas noches | jul-08 XD ) )
2639d Perro Nevado jul-08 XD -) () T. cruzi
2640 Gato Jjun-08 XD ) (+) T. cruzi
6221a Perro amarillo abr-08 XD ) )
6221b Perro onza may-08 XD ) Q)
6223a Perro may-08 XD ) )
6223b Gato may-08 XD -) ()
6223c Perro Golito may-08 XD ) )
6228a Gata Vieja abr-08 XD ) )
6228b Perra Garrapata abr-08 XD -) -)
6228¢ Perro Pibul abr-08 XD ) () T. cruzi
6228d Gata Vieja abr-08 XD ) () T. cruzi
6231a Perra Pinta abr-08 XD (-) () T. cruzi
6231b Gata Catira abr-08 XD (-) (-)
6231c Perro Neco abr-08 XD (-) ) T. cruzi
6232 Gato Chilo abr-08 XD ) () T. cruzi
6475 Perro Caribe abr-08 XD (-) () T. cruzi
6477a abr-08 Captura ) -)
6477b Perro Locho sep-08 XD () ) T. cruzi
6477¢ Perra Linda sep-08 XD ) () T. cruzi
6477d Gato Muslo sep-08 XD -) () T. cruzi
6478a Perra Estrella jun-08 XD (-) (-)
6478b Perra Peluca jul-08 XD (-) () T. cruzi
6484a Perra Rubia jun-08 XD ) )
6484b Perro Pinto jun-08 XD () () T. cruzi
6485a Gata Pancha jun-08 XD () () T. cruzi
6485b Perra Estrella jul-08 XD () )
6485¢ Perra Yegale jul-08 XD () () T. cruzi
6516a Perro Canelo abr-08 XD ) () T. cruzi
6516b Perro Solito abr-08 XD () (-)
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

El estudio de las infecciones en las poblaciones naturales de triatominos requiere de
herramientas que permitan la recoleccion practica y rapida de las muestras a analizar
necesarias para la epidemiologia molecular. La metodologia aplicada en este trabajo,
con la implementacion del papel de filtro FTA como soporte para la muestra, ofrece
ventajas en cuanto a su manipulacion, por no requerir de estrictos niveles de cuidado
para el manejo del papel; al almacenamiento, ya que las muestras preservadas pueden
ser mantenidas a temperatura ambiente por largo tiempo, y al procesamiento,
considerando que la extracciéon del ADN se realiza de forma rapida y sencilla. Una
ventaja importante es que el ADN extraido por esta metodologia permite su
implementacion directa en la amplificacion con PCR, obteniendo resultados que
reflejan las caracteristicas originales de la poblacion de microorganismos presentes,

evitando la seleccion asociada al cultivo.

En este trabajo se evaluaron los parametros para el tratamiento de muestras de
triatominos preservadas en papel FTA, obteniendo como resultado el establecimiento de
un protocolo rapido y efectivo, que permite la recuperacion de ADN de tripanosomas
conservado hasta por dos afios en este soporte, permitiendo el estudio de las
poblaciones de estos parasitos de una forma directa, con resultados que reflejan sus
caracteristicas originales, sin procedimientos intermediarios que pueden promover la
seleccion de una poblacion particular al implementar metodologias que involucren el

cultivo in vitro, o el pase por mamiferos o insectos (Deane y col., 1984).
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Los resultados obtenidos forman parte de un levantamiento de datos actualizados
sobre las infecciones de parasitos 7. cruzi y T. rangeli presentes en triatominos de vida
silvestre en nuestro pais, asi como su aparicion en animales domésticos, que aportan
informacion valiosa en relacion a la epidemiologia de estos parasitos, necesaria en el

desarrollo de estrategias de control.

Los resultados obtenidos reflejan un alto porcentaje de triatominos infectados por
Trypanosoma cruzi (76%) en las zonas urbanas y zonas asociadas a bosques urbanos de
cinco entidades federales de Venezuela. Todos los triatominos capturados en el estado
Yaracuy resultaron negativos a la presencia de tripanosomas, tanto por examen
microscopio como por analisis por PCR; es importante considerar que los triatominos
capturados en este estado fueron preservados intactos a 4 °C durante dos afios, antes de
la extraccion de la muestra para su preservacion en papel FTA y posterior andlisis. Esto
pudo ocasionar que durante el tiempo de preservacion se degradara el contenido
microbioldgico del intestino del triatomino y su material genético, lo cual impide su

deteccion por técnicas moleculares.

Se encontrd un 55% de presencia de linaje TCI, y 8% de linaje TCII. Considerando
solo las poblaciones capturadas, la mayoria de los triatominos utilizados para este
estudio provenian de zonas peri o intradomiciliarias, y el 84% de estos pertenecian a la

especie Panstrongylus geniculatus.

Actualmente se sabe que las especies de este género se encuentran en un proceso de
domiciliacion (siendo capaces de colonizar exitosamente domicilios). Recientemente se

ha reportado la presencia de ninfas y huevos de estos insectos en zonas peri e
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intradomiciliarias en Venezuela (Reyes-Lugo y Rodriguez-Acosta, 2000; Reyes-Lugo,
2006) y en varias regiones de Colombia y Brasil (Patterson y col., 2009). Esta
domiciliacion puede presentarse de forma mixta con individuos de la especie R.
prolixus (Feliciangeli y col., 2004); siendo R. prolixus catalogado frecuentemente como
uno de los principales vectores de 7. cruzi en Venezuela (Vallejo y col, 2008). En
nuestro trabajo, esta simpatria se evidencié en el muestreo realizado en el municipio
Arismendi del estado Sucre, en el cual fueron capturados individuos de los dos géneros,
tanto en el sector peridomiciliario como intradomiciliario, en un ambiente de bosque
hiimedo y una casa rural. En contraste, los triatominos capturados en los estados
Miranda, Vargas, Aragua y Distrito Capital (todos del la especie P. geniculatus, con
excepcion de uno de la especie Triatoma maculata) fueron encontrados en su mayoria
en edificaciones bien acabadas de zonas urbanas o periurbanas que rodean la region
capital (Gran Caracas) y se encuentran rodeadas por zonas boscosas. Estos resultados
concuerdan con las observaciones que indican que estos triatominos son capaces de
colonizar cualquier construccion contemporanea, independientemente del tipo o la

calidad de la construccion (Reyes Lugo y Irauzquin, 1997).

Los resultados presentados en este trabajo con la presencia mayoritaria de P.
geniculatus en domicilios del area metropolitana y sus alrededores, una positividad de
76% para T. cruzi y la prevalencia del linaje TCI, concuerdan con los reportes de
Carrasco y col. (2005), quienes encuentran este linaje circulando en poblaciones de
triatominos de la especie P. gemiculatus del 4rea metropolitana, con evidencia de
alimentacion en humanos y animales que circulan en el ambiente peri e

intradomiciliario como perros, ratas, cerdos, vacas; siendo esta especie de triatomino un
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factor de riesgo de enfermedad de Chagas en esta region, mientras que en otras regiones
de América, como Brasil, este linaje (TCI) es considerado caracteristico del ciclo
selvatico; las muestras en las que se detecto la presencia del linaje TCII corresponden a
triatominos capturados en domicilios de zonas urbanas, pero muy ligadas a ambientes
boscosos (bosque urbano), lo cual ubica a este grupo de insectos dentro de un ciclo de
transmision en el que estan involucrados mamiferos silvestres de dicho bosque urbano y

mamiferos que circulan en el entorno peri e intradomiciliario.

Entre los factores que pueden predisponer a una especie de triatomino a ser un
vector potencial de 7. cruzi y/o T. rangeli se encuentran: primero la susceptibilidad del
triatomino a la infeccion por 7. cruzi y/o T. rangeli, en relacion a la capacidad que
tienen algunos triatominos de “seleccionar” la sub-poblacion de 7. cruzi o T .rangeli
que se establece; nuestro trabajo refleja la susceptibilidad de P. geniculatus a las
infecciones por 7. cruzi del linaje TCI, mientras que el desarrollo de la especie T.
rangeli en este insecto, parece verse desfavorecido, por la ausencia de infecciones por
este parasito en las muestras evaluadas. Segundo, la eficiencia en la transmision del
parasito durante la alimentacion (para la transmision de 7. rangeli), y el tiempo de
defecacion del insecto durante este proceso, lo cual puede facilitar la deposicion del
parasito (7. cruzi) sobre o cerca del hospedador. Se ha demostrado que P. geniculatus
defeca durante la alimentacion (Wolff y Castillo, 2000). Estas caracteristicas, unidas al
hallazgo de infecciones sencillas por 7. cruzi de este y otros trabajos (Carrasco y col.,
2005; Reyes-Lugo, 2006) y mixtas por 7. cruzi y T. rangeli (Reyes-Lugo, 2006),
confirman que las especies del género Panstrongylus cumplen con los requerimientos

para ser un vector competente de ambos parasitos.
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El alto porcentaje de infecciones por 7. cruzi encontrado en este trabajo, sugiere la
proximidad de los triatominos que se desarrollan en ambientes urbanos, a reservorios
silvestres (marsupiales, primates, coaties, murciélagos) o a reservorios semiantropicos
(marsupiales, armadillos, perezas, perros, gatos, roedores), a partir de los cuales pueden
adquirir las infecciones con este parasito, y mantener su circulacion entre diferentes
organismos. Por otra parte, el establecimiento de estos insectos de forma
intradomiciliaria en conjunto con los altos porcentajes de infeccion en las especies del
género Panstrongylus, incrementan el riesgo de transmision de estos parasitos al
humano, no solo por la picadura del insecto y el contacto con sus heces, sino también
por el riesgo de posibles eventos de transmision oral, como los que se han presentado

recientemente en Venezuela (Patterson y col., 2009).

En relacién a la metodologia aplicada en este trabajo se evidencio la diferencia
sustancial en relacion a los niveles de sensibilidad entre la evaluacion de las muestras
de fluidos de triatominos por microscopio de luz y la metodologias de PCR, para la
deteccion efectiva de tripanosomas. De las 71 muestras evaluadas al microscopio, 15
resultaron positivas a la presencia de tripanosomas (21%), mientras que por las
metodologias de PCR implementadas, 54 de estas mismas muestras resultaron positivas
a la presencia de 7. cruzi (76%), lo cual representa un 55% (39 muestras) de triatominos
infectados que no pudieron ser detectados por microscopia de luz. Este resultado
justifica la incorporacion de metodologias de diagnostico molecular, a los protocolos de
rutina de vigilancia y control epidemioldgico que permitan la obtencion de resultados

mas confiables, y una evaluacion mas precisa del porcentaje de infeccion en vectores.
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En las muestras obtenidas por xenodiagnostico resalta el hallazgo de infecciones
simples por 7. cruzi en 45 de las 71 muestras (63%). En el analisis por PCR de una de
estas muestras (xenodiagnoéstico realizado a un perro de la casa con el codigo 2639) se
observd un patron de bandas que sugeria la presencia de una infeccion mixtas por 7.
cruzi 'y T .rangeli; la presencia de T. rangeli fue descartada con un posterior analisis de
PCR especifico para esta especie, mientras que la presencia de 7. cruzi fue confirmada
por el analisis de PCR-hibridacion especie-especifico. El alto nimero de positividad a 7
.cruzi detectado es evidencia de una contaminacion de las muestras de hemolinfa
colocadas en el papel FTA durante su extraccion. Los triatominos utilizados para este
estudio provenian de frascos de xenodiagnostico, los cuales previo a la toma de la
muestras fueron lavados en SS; ocasionando que parasitos (7. cruzi) o su ADN que se
encontraba en la region del recto antes del lavado, quedara en la region de las patas de
donde se tomo6 la muestra una vez hecho el lavado, entrando en contacto con la
hemolinfa y quedando en el papel de muestreo. Técnicas de laboratorio como las
implementadas en este trabajo (PCR-Hibridacion) requieren de una manipulacion
cuidadosa durante la toma y procesamiento de las muestras, ya que los altos niveles de
sensibilidad de estas técnicas las hacen propensas a detectar pequefias cantidades de
contaminacion en dichas muestras, lo cual representa un problema serio en labores de

diagnostico.

El estudio del desarrollo de T. cruzi y T. rangeli en el interior del vector triatomino,
ha llevado al analisis de las interacciones entre estos parasitos y su vector a varios
niveles, desde los modos de asociacion a nivel estructural y el comportamiento de los

parasitos en el interior del triatomino con estudios de microscopia 6ptica (Lacombe,
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1980; Kollien y col. 1997; Oliveira y Souza 2001), la relacion entre los polimorfismos
en las poblaciones de estos parasitos y los triatominos que infectan (Miles y col., 1977;
Nunes y col., 1997; D alessandro, 1976; Grisard y col. 1999; Vallejo y col. 2002), hasta
los cambios que ocurren durante la respuesta del sistema del vector triatomino durante
la infeccion (Whitten y col., 2001; Azambuja y col. 2005). En este sentido, Lacombe
(1980) en observaciones al microscopio, reporta formas de 7. cruzi invadiendo el
hemocele; sin embargo en andlisis de intestinos de triatominos infectados por 7. cruzi
realizados por microscopia electronica, Kollien y colaboradores en 1997, reportan
formas de 7. cruzi interactuando con células de la capa de membrana extracelular y el
microbili del intestino de triatominos, pero sin penetrar este epitelio hasta el hemocele.
Adicionalmente se sabe que entre los cambios inducidos durante la respuesta a la
infecciébn por ambos parasitos en el insecto triatomino, los niveles de actividad de
nitrato varian, pero durante una infeccioén por 7. cruzi son particularmente elevados; lo
que podria explicar que este parasito no sea capaz de penetrar el tejido intestinal hasta
el hemocele (Azambuja y col. 2005). De esta forma se refuerza el hecho de que las
infecciones detectadas en la hemolinfa del 63% de los triatominos de xenodiagndstico
corresponde a una contaminaciéon durante la toma de las muestras, mas que a la

presencia de 7. cruzi en el hemocele de los insectos muestreados.

A la fecha desconocemos los resultados del xenodiagndstico de las muestras
del estado Lara, sin embargo el haber detectado la presencia de 7. cruzi en estos
triatominos nos permite evidenciar que 7. cruzi se encuentra circulando no solamente
entre poblaciones de triatominos y en mamiferos silvestres, sino en aquellos mamiferos

que se desenvuelven en un entorno peri e intradomiciliario (perros y gatos).
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7. CONCLUSIONES

El desarrollo de técnicas moleculares que faciliten la toma preservacion y
procesamiento de muestras, sigue siendo un requerimiento importante tanto para el
diagnostico, como para el estudio de polimorfismos a nivel genético en las especies 7. cruzi
y T. rangeli. En este trabajo se plante6 la utilizacion de una técnica practica y de rapida
aplicacion, que ofrece la ventaja de preservar por largo tiempo antes de su procesamiento.
La técnica facilita el analisis directo de las muestras tomadas del triatomino, permitiendo
evaluar la estructura de las poblaciones naturales, obviando procedimientos de mayor
dificultad metodoldgica previos al analisis (infecciones de triatominos, pases por raton o

cultivo in vitro) que seleccionan las subpoblaciones.

La informacion obtenida en este trabajo forma parte del aporte al conocimiento
sobre la epidemiologia de 7. cruzi y T. rangeli en los triatominos, en relacion a la
distribucién geografica de estos parasitos y su relacion con los insectos vectores en

Venezuela.

El anélisis de nuestros resultados permite concluir que:

e Se logré normalizar y establecer un protocolo para la toma, preservacion y
tratamiento de muestras de triatominos, usando como soporte el papel de
filtro FTA, para la evaluacion por ensayos de amplificacion de ADN
dirigidos a la deteccion de 7. cruzi y T. rangeli y la caracterizacion de los

linajes y grupos de estas especies.
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El protocolo de trabajo establecido utilizando el papel de filtro FTA permitio
una sensibilidad de deteccion para 7. rangeli de 5 parasitos, y analizarlo

bajo el ensayo de PCR P542.

Se detect6 la presencia de infecciones por 7. cruzi en el 76% de las muestras
de triatominos de captura evaluadas en seis entidades federales de la
Republica Bolivariana de Venezuela (estado Sucre 27%, estado Miranda
93%, estado Yaracuy 0%, estado Aragua 50%, estado Vargas 86% y Distrito

Capital 100%).

Se evidencio la predominancia del linaje TCI de 7. cruzi en las muestras de

triatominos evaluadas, indiferentemente de la distribucion geografica.

En los triatominos muestreados, P. geniculatus fue la especie predominante,

con individuos capturados en su mayoria en zonas intradomiciliaria.

En las muestras de xenodiagnostico de perros y gatos domésticos del estado
Lara, se detecto la presencia de 7. cruzi en el 63% de las muestras, lo cual
sugiere una contaminacion con este pardsito durante el proceso de toma y

aplicacion de las mismas en el papel de filtro FTA.

En ninguna de las muestras evaluadas se detectaron infecciones sencillas por
T. rangeli o mixtas por T. cruzi y T. rangeli, sugiriendo una interaccion con
la especie de triatominos predominante (P. geniculatus) desfavorable para 7.

rangeli.
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