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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, agente causal de la Tripanosomiasis Americana, ha sido reportado en 180
especies de mamiferos y 140 especies de triatominos del Neotropico. Es un hemoflagelado clonal
con comportamiento biolégico variable, asociado con la composicién genética del parasito y de sus
hospedadores. Para conocer el complejo ecopatogénico de esta zoonosis, fue propuesta la
caracterizacion bioldgica y genotipica de aislados de T. cruzi obtenidos de triatominos y mamiferos
en ecotopos domeésticos, peridomésticos y silvestres de las regiones Oriental y Centro-Occidental de
Venezuela. Se establecid la positividad a T. cruzi y mediante modelo murino de baja virulencia
fueron evaluados la cinética de infeccion y el parasitismo tisular de los aislados. Dichos aislados
fueron caracterizados genotipicamente mediante amplificacion por PCR del gen mini-exon, del
ADN codificante del ARNr 24Sao y 18S, y de secuencias polimorficas-RFLPs. Un total de 460
hospedadores fueron muestreados, de los cuales 205 correspondieron a triatominos y 255 a
mamiferos, el 49% de los aislados presentaron positividad para el parasito, siendo evaluados en
modelo murino 38 aislados obtenidos de los triatominos: Triatoma maculata, Rhodnius prolixus,
Panstrongylus geniculatus, Rhodnius pictipes, Psanmolestes arthuri y Eratyrus cuspidatus y 23
aislados obtenidos de los mamiferos:Didelphis marsupialis, Pecari tajacu, Odocoileus margaritae,
Rattus rattus, Cerdocyon thous, Equus asinus y Desmodus rotundus. En promedio los aislados de
triatominos tuvieron un periodo prepatente-PP de 14 dias, periodo de infeccién patente-PIP de 18
dias, maxima parasitemia-MP de 24,17x10%rip/ml sangre y 67% de mortalidad; mientras que para
los aislados de mamiferos el PP fue de 14 dias, PIP de 20 dias, MP de 7,0x10rip/ml sangre y 69%
de mortalidad, siendo los aislados de triatominos los mas virulentos. Un total de 9 tejidos tales
como bazo, cerebro, corazdn, higado, intestino delgado, muasculo esquelético, pancreas, pulmon y
rifdn, fueron invadidos por el parasito con intensidad variable, sin embargo la mayoria de los
aislados presentaron gran afinidad por los tejidosmuscular esquelético y cardiaco. Los aislados de T.
cruzi mostraron variabilidad en el comportamiento biol6gico tanto en la cinética de infeccion como
en el parasitismo tisular, con mayor similitud entre los aislados provenientes del mismo tipo de
fuente hospedadora independientemente de la region geografica o ecétopo, aun cuando
estadisticamente el Unico parametro que presentd diferencias significativas fue MP. El genotipo Tcl
predomind en la mayoria de los aislados, sin embargo, en los aislados de triatominos se evidencio
tambien el genotipo Tclll en infecciones Unicas y mixtas (Tcl+Tclll), al igual que el genotipo TclV
con infeccidn mixta (Tcl+TclV), lo cual podria abrir la posibilidad de que estos genotipos asociados
en nuestro estudio exclusivamente con los triatominos, dispersores que actlan como “jeringas
bioldgicas”, puedan estar relacionados con diferentes manifestaciones clinicas de la parasitosis. La
caracterizacion bioldgicay genotipica en forma simultanea de aislados de T. cruzi obtenidos de
hospedadores usualmente no considerados en otros estudios en Venezuela, permiten ampliar los
conocimientos del complejo ecopatogénico y la transmisibilidad del parasito. La heterogeneidad
biologica y genotipica en los aislados de T. cruzi demostré la complejidad de la parasitosis en estas
regiones, presentando como un reto su control y prevencion, ya que no fue posible establecer en
forma determinante una relacion entre comportamiento bioldgico, fuente del aislado, region
geografica y genotipo.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, cinética de infeccion, genotipo, heterogeneidad,
hospedadores.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi,causal agent of the American Tripanosomiasis, has been reported in 180 species
of mammals and 140 species of triatominos in the Neotropic. It is a clonal hemoflagellate with
variable biological behavior, associated with the genetic composition of parasite and its hosts. In
order to know the ecopathogenic complex of this zoonosis, it was proposed the biological and
genotypic characterization of isolates of T. cruzi obtained from triatomines and mammals in
domestic, peridomestic and wild ecotopes from Eastern and Central West regions of Venezuela. It
was established positivity to T. cruzi and evaluated the kinetics of infection and tissue parasitism of
the isolates in murine model of low virulence. These isolates were characterized genotipically by
PCR amplification of mini-exon gene, DNA encoding the 24So and 18S rRNA fractions and
polymorphic sequences-RFLPs. A total of 460 hosts were sampled, of which 205 were triatomines
and 255 mammals, 49% of the isolates were positive for the parasite, being evaluated in murine
model 38 isolates obtained from triatomines: Triatoma maculata, Rhodnius prolixus, Panstrongylus
geniculatus, Rhodnius pictipes, Psanmolestes arthuri and Eratyrus cuspidatus and 23 isolates
obtained from mammals Didelphis marsupialis, Pecari tajacu, Odocoileus margaritae, Rattus
rattus, Cerdocyon thous, Equus asinus and Desmodus rotundus. The triatomines isolates had mean
prepatent period-PP of 14 days, patent period infection-PIP of 18 days, maximum parasitemia-MP
24,17x10%rip/ml blood and 67% of mortality, while for isolated of mammalian PP was 14 days, 20
days PIP, MP of 7,0 x104 trip/ml blood and 69% mortality, being triatomine isolates the most
virulent. A total of 9 tissues, suchs as, as spleen, brain, heart, liver, thin intestine, skeletal muscle,
pancreas, lung and kidney, were colonized for the parasite with variable intensity; however most of
the isolates showed high affinity for heart and skeletal muscle.The isolates of T. cruzi showed
variability in the biological behavior, both the kinetics of infection and tissue parasitism, with
greater similarity between isolates from the same type of host source regardless of the geographic
region or ecotope, even though statistically the only parameter that was significantly different was
MP. Tcl genotype predominated in most of the isolates, however, in isolated of triatomine was also
evidenced thegenotype Tclll in single and mixed infection (Tcl+Tclll), and the TclV genotype with
mixed infection (Tcl+TclV) was also obtained, which could open the possibility that these
genotypes asociated in our study exclusively with the triatomine, dispersers that act as “biological
syringes”, can be associated with different clinical manifestations of the parasitosis.Simultaneous
biological and genotipic characterization of T. cruzi isolates from host has not usually considered in
other studies in Venezuela, in this study increase the knowledge of this ecopathogenic complex and
transmisibility of the parasite. The biological and genotipic heterogenecity found among the T. cruzi
isolatesdemonstrated the complexity of the parasitosis in these regions, a challenge to its control
and prevention since it has not been possible to establish a relationship between biological behavior,
isolated source, geographic region and genotype.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Kinetics of infection, genotype, heterogeneity, hosts.
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1. INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi (Eucarya, Kinetoplastea, Tripanosomatidae), agente causal de la
Tripanosomosis Americana (TA) 6 Enfermedad de Chagas (ECh), es un hemoflagelado
heteroxénico, de naturaleza clonal, constituido por subpoblaciones del parasito
responsables de la variabilidad en el curso de la infeccion, respuesta inmunoldgica y
parasitismo tisular y en la complejidad en el ciclo de transmisién, lo cual lleva a la
necesaria revision de la clasificacion del parasito, condicion necesaria para su estudio y

control (Guzman-Marin y col., 1999; Brener y col., 2000; Carrasco y col., 2012).

La transmision de T. cruzi en la naturaleza, es un proceso complejo y en ocasiones cada
nicho que ocupa el parésito y sus interrelaciones con los hospedadores son eventos Gnicos

en diferentes ambientes aun en los antropizados (Jansen y col., 1999; Brener y col., 2000).

El ciclo de vida del paréasito se desarrolla exclusivamente en mamiferos de hasta diez
Ordenes y en aproximadamente 140 de especies de insectos hematdfagos (Hemiptera,
Reduviidae, Triatominae), siendo las de mayor importancia epidemioldgica para Venezuela

las pertenecientes a los géneros Triatoma, Rhodniusy Panstrongylus (Herrera, 2010).

La TA 6 ECh, es una de las parasitosis mas importantes de América,constituyendo la
cuarta causa de morbilidad y mortalidad en el continente, con un rango de distribucién que
va desde el Centro-Sur de los Estados Unidos hasta Chile y Argentina. En las ultimas
décadas se ha observado una frecuencia creciente de casos en Canada, algunos paises
europeos y del Pacifico Occidental, lo cual podria ser explicado por las migraciones
humanas desde América Latina al resto del mundo. Se considera que la ECh afecta a 21
paises latinoamericanos, en los cuales 7 millones de personas estan infectadas y 25 millones

en riesgo de adquirir la infeccion (WHO 2016).

La alteracién de los focos enzooticos de la TA por el hombre, la incorporacion de
triatominos a las viviendas humanas, la domesticacién y manejo de mamiferos silvestres y
sinantrépicos unido a modificaciones en los sistemas de iluminacién, los cuales pueden
resultar atractivos a los triatominos, han favorecido el establecimiento de la zoonosis en

diferentes ambientes (Haydon y col., 2002; Herrera, 2010).



Las parasitosis, como la TA, pueden ser consideradas como un conjunto biologico
estable y localizado, influenciado por factores epidemioldgicos, bioecoldgicos vy
socioecondmicos de la poblacién humana y su interaccién con otros grupos de animales,
constituyendo asi un complejo ecopatogénico, que puede ser abordado desde el punto de
vista sistemico (Pickenhayn y col., 2008).

En este trabajo se propuso estudiar la heterogeneidad a nivel biolégico y genotipico de
aislados de T. cruzi obtenidos de triatominos y mamiferos, en localidades de las regiones
Oriental y Centro-Occidental de Venezuela en donde habian sido reportado previamente
casos de la parasitosis, teniendo en cuenta el contexto de cada ciclo de transmision,y asi
obtener conocimiento de los posibles complejos, lo cual contribuiria a evaluar condiciones

de riesgo y aportaria elementos para las estrategias de prevencion y control.
2. MARCO TEORICO

2.1. Trypanosoma cruzi

Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, surgié hace mas de 150 millones de afios en
América y probablemente su primer contacto con el hombre ocurrié 15.000 afios atras. Este
hemoflagelado estd constituido por un conjunto de subpoblaciones del parasito, con
diferentes caracteristicas biologicas, bioquimicas y moleculares, las cuales circulan en
ciclos domesticos, peridomésticos y silvestres en hospedadores mamiferos (incluyendo al

humano) y en insectos vectores (Souto y col., 1996).

El parasito en su ciclo de vida presenta varios estadios polimorficos: los amastigotes o
micromastigotes (con microflagelo evidente a nivel ultraestructural), con capacidad
replicativa intracelular en el hospadador mamifero; los epimastigotes, morfotipo no
infectivo, exclusivamente replicativo, presente en el lumen intestinal del vector y los
tripomastigotes (sanguicola o metaciclico), morfotipo infectivo para el mamifero, sin

capacidad replicativa.

Los tripomastigotes sanguicolas presentan variaciones hacia formas delgadas, anchas y
muy anchas (pleomorfismo) descrito en modelos murinos, cuya aparicion durante la

parasitemia permite reconocer la fase de la infeccidn. Asi, los tripomastigotes delgados son



los més abundantes al inicio, mientras que en la medida en que se avanza hacia lo que
pudiese ser andlogo a una fase aguda, aparecerian los tripomastigotes anchos propios de
una infeccion que esta entrando en fase crénica (Urdaneta-Morales, 1983; Brener y col,
2000; Rimoldi y col., 2012).

Cuando un triatomino infectado se alimenta sobre un hospedador mamifero, los
tripomastigotes metaciclicos en las heces u orina del vector son vertidos con el reflejo de
defecacion, ingresan al torrente sanguineo del mamifero a través de pequefias heridas o
mucosas intactas e invaden macrofagos o fibroblastos, en los cuales se diferencian hacia
amastigotes multiplicativos y posteriormente a tripomastigotes, estos Ultimos al ser
liberados al torrente sanguineo (tripomastigotes sanguicolas) o al espacio intercelular por
propia accion del parasito o por lisis mecanica de la célula hospedadora, pueden reinvadir
otras células y generar un dispersion a distancia del parasitismo o bien quedar circulando en
sangre, pudiendo ser tomados nuevamente por el mismo triatomino u otro que participe en

la trama trofica (Lenzi y col., 1996; de Sousa,1999; Figura 1).

Cuando el triatomino ingiere a los tripomastigotes sanguicolas, estos viajan hacia el
tracto digestivo del insecto, en el cual se diferencian en epimastigotes y migran hacia los
tubulos de Malpighi, en donde se diferencian en tripomastigotes metaciclicos (formas
infectantes para el mamifero) y son expulsados con las heces, cerrandose asi el ciclo de

transmision (Tyler y Engman, 2001).

Una variante particular es la que se da en las glandulas anales de mamiferos didelfideos
de antigua asociacion con el parasito, en las cuales se encuentran todos los estadios
polimdrficos, en condiciones metabdlicas y de temperatura similares a las presentadas en el
vector, lo cual ha favorecido un doble ciclo, el sistémico (en sangre) y el glandular, lo cual
ha permitido que los didelfideos actuen como vectores y reservorios al mismo tiempo
(Herrera y Urdaneta-Morales, 2001; Garcia-Mas y col., 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
Modificado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HT ML/TrypanosomiasisAmerican.htm

2.2. Hospedadores de Trypanosoma cruzi
2.2.1. Triatominos

T. cruzi es transmitido por insectos hemimetabolos, considerados hasta ahora
hematofagos estrictos (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae), de habitos vespertinos o
nocturnos, los cuales presentan siete estadios ontogénicos que van desde huevo, pasando
por cinco estadios ninfales hasta adulto (Brener y col., 2000; Cazorla-Perfetti y Nives-
Blanco, 2010).

Los triatominos se distribuyen casi exclusivamente en el continente americano, entre los
42° N y 46° S, con gran eclecticismo en el nicho ecolégico, lo cual les permite ocupar todos
los pisos térmicos, desde las llanuras hasta regiones montafiosas de 2.000 m.s.n.m
(predominantemente entre los 400 y 1200 m.s.n.m), con caracteristicas climaticas y de
vegetacion, propias del clima tropical y subtropical (Carcavallo y col., 1999; Brener y col.,

2000). Sin embargo, también se han reportado triatominos en el continente asiatico,

(3] Amastigotes multiplican
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representados por el género Triatoma (T. rufrofasciata) y especificamente en la India, por
especies del género Lyschcosteus (L. kali L. chota L. cofuus L. carife L. costalis; Dujardin y
col. 2002).

La mayoria de las especies de triatominos son silvestres y transmiten el parasito a
mamiferos hospedadores asociados con ec6topos silvestres, sin embargo, se ha planteado
que algunos vectores pueden colonizar ec6topos domésticos y peridomésticos; es por ello
que el desplazamiento de las especies silvestres a las viviendas humanas representa un
riesgo potencial de transmision (Carcavallo y col., 1999; Brener y col., 2000; Vallejo y col.,
2009).

A nivel mundial han sido reportadas 140 especies de triatominos, distribuidos en 8 tribus
y 15 géneros, sin embargo, las especies consideradas como vectores de T. cruzi para
América Latina son las pertenecientes a las tribus Triatomini y Rhodniini, entre las cuales
se encuentran: Rhodnius prolixus, Rhodnius pallescens, Rhodnius ecuadoriensis, Rhodnius
neglectus, Rhodniusstali, Rhodnius robustus, Rhodniuspictipes, Rhodnius brethesi,
Triatoma barberi, Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Triatoma
maculata, Triatoma nitida, Triatoma phylosoma, Triatoma venosa, Triatoma carrioni,
Triatoma sordida, Triatoma ryckmani, Panstrongylus herreri, Panstrongylus chinai,
Panstrongylus megistus,Panstrongylus geniculatus y Panstrongylus rufotuberculatus,
distribuidas desde México hasta Argentina y Chile; sin embargo, algunas de estas especies
silvestres también han sido reportadas desde el sur de Estados Unidos hasta la Patagonia-
Argentina (Schofield y Galvéo, 2009;Vallejo y col., 2009; Telleria y Tibayrenc, 2010).

En Venezuela se han reportado 22 especies de triatominos con capacidad vectorial para
T. cruzi, agrupados en 9 géneros Alberprosenia, Belminus, Cavernicola, Eratyrus,
Microtriatoma, Panstrongylus, Psammolestes, Rhodnius y Triatoma (Soto-Vivas, 2009;
Cazorla-Perfetti y Nieves-Blanco, 2010). No obstante, los géneros de mayor importancia
epidemiologica en Venezuela han sido Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus, los cuales
incluyen las especies Rhodnius prolixus, considerado hasta ahora, el principal vector en el
pais por su alta capacidad de domiciliacion y proliferacién; Triatoma maculata calificado
como vector ocasional del peridomicilio y Panstrongylus geniculatus considerado hasta

ahora como un vector preponderantemente silvestre. Es importante destacar que estas dos



ultimas especies, han incursionado recientemente en el domicilio en condiciones de
simpatria, reportandose la presencia de todos los estadios ontogénicos en las viviendas, lo
que podria estar indicando una posible domiciliacion (Reyes-Lugo y Rodriguez-Acosta,
2000; Feliciangeli y col., 2004;Morocoima y col., 2008; Morocoima y col., 2010a; Reyes-
Lugo, 2009; Garcia y col., 2011;Garcia-Alzate y col., 2014).

2.2.2. Mamiferos

T. cruzi es exclusivo de hospedadores mamiferos incluyendo al hombre, reportandose
infectadas 180 especies dentro de los &rdenes Arthiodactyla, Carnivora, Cingulata,
Chiroptera, Didelphidomorphia, Lagomorpha, Perisodactyla, Pilosa, Primates y Rodentia
(Herrera, 2010).

Vertebrados de habitos terrestres o semi acuaticos como aves Yy reptiles, pueden suplir
las necesidades alimenticias de los triatominos cuando estos se encuentran en condiciones
de estrés alimenticio. Ocasionalmente se han encontrado hemoflagelados compatibles
morfologicamente con T. cruzi, con infecciones parasitarias transitorias, sin culminacion
exitosa del ciclo, por lo que se les considera refractarios al parésito, con transito efimero
limitado por fluctuaciones de la temperatura sistémica, incompatibilidad antigénica o bien a
la ausencia de reconocimiento y sefializacion celular parésito-hospedador. Estas
interacciones abren la frontera hacia una biocenosis con potenciales procesos evolutivos
que no han sido considerados hasta el momento (Urdaneta-Morales y Mc Lure, 1981;
Herrera, 2010; Reyes-Lugo y col., 2011).

Uno de los reservorios de mayor importancia epidemiolégica, es Didelphis marsupialis,
por ser un hospedador muy antiguo y con amplia distribucidén geogréafica en el Neotrdpico.
Este mamifero posee un micro ambiente corporal adecuado (sus glandulas anales) para la
proliferaciébn del parasito en todos sus estadios, incluyendo los tripomastigotes
metaciclicos, haciendo prescindible la presencia de un insecto vector, lo cual explicaria la
existencia de la parasitosis en ecOtopos carentes de triatominos (Herrera y Urdaneta-
Morales, 2001).

El hombre como ultimo eslabon de la escala zooldgica, participa en el ciclo de

transmisién de T. cruzi como un hospedador accidental; el desequilibrio ecolégico que



genera la intervencion antropica, ha llevado a la domiciliacion de triatominos y mamiferos
infectados, aumentando asi el riesgo de la zoonosis (Herrera y Urdaneta-Morales, 2001;
Herrera, 2010).

2.3. Modalidades de los ciclos de transmision de Trypanosoma cruzi

La mayoria de las parasitosis, son descritas como enzootias restringidas a los animales
silvestres, sin embargo algunas de estas han pasado a ser zoonosis por la integracion del
hombre y animales domésticos o sinantropicos a la cadena de transmision (Brener y col.,
2000).

La TA ha sido considerada una zoonosis de naturaleza nidal, con focos naturales de
infeccion y caracteristicas de paisaje bien definidas, que podrian ser bioindicadores
potenciales de la parasitosis, condicionados por el clima, relieve, suelo, geomorfologia,
flora y fauna. Los ecdtopos pueden ser desde un foco pequefio y localizado (cuevas o
madrigueras de mamiferos y vectores) hasta uno extenso y difuso (bosque o llanura). Dicha
diversidad garantiza la transmision del parasito independientemente de la presencia del
hombre y animales domeésticos o domiciliados; es por ello que los cambios en los ecotopos
naturales de esta parasitosis, podrian explicar la ocurrencia de las “enfermedades

emergentes” (Pavlosvsky, 1966; Romafia y col., 1999; Herrera y col., 2007).

Algunos autores han planteado que la TA no sélo debe describirse como una zoonosis,
puesto que puede derivarse hacia una zooantroponosis 0 antroponosis estricta, dependiendo
de los elementos del ciclo de transmisién presentes y los mecanismos de transmision
actuantes (Zeleddn, 1974; Zingales y col., 1998; Bricefio- Leon, 2009; Herrera, 2014; Figura

2), los cuales son descritos de la siguiente manera:

» Ciclo silvestre: verdadera enzootia, en donde el parésito circula entre mamiferos silvestres
y vectores que comparten sus ecotopos, siendo poco frecuente o casi inexistente la presencia
del hombre. Rhodnius prolixus, Triatoma maculata y Panstrongylus geniculatus participan
en este ciclo en Venezuela.

» Ciclo Domeéstico: el parasito circula entre los hospedadores humanos y mamiferos
domésticos, peridomésticos o sinantropicos que estan en contacto directo con el vector

domiciliado en viviendas rurales o zonas periurbanas. R. prolixus es el vector mas frecuente



en este ciclo de transmision en Venezuela, sin embargo, P. geniculatus, P. rufotuberculatus,
T. maculata e inclusive especies del género Eratyrus estan colonizando cada vez més las
viviendas urbanas en el pais, por lo que ocasionalmente estan siendo parte de este ciclo
(Reyes-Lugo y Rodriguez-Acosta, 2000;Morocoima y col., 2010°, 2012; Garcia-Alzate y
col., 2014).

» Ciclo peridoméstico: se presenta en los anexos del domicilio, conectando el ciclo
silvestre y el domestico, con la participacion de mamiferos domesticos y triatominos en
proceso de domiciliacion que ingresan en las viviendas en busca de fuente sanguinea. Siendo
T. maculata y P. geniculatus las especies de triatominos que participan con mayor frecuencia
en este ciclo en Venezuela. Adicionalmente, algunos autores han reportado la presencia de

Psanmolestes arthuri en este ciclo (Cruz-Guzman y col., 2014).
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El estudio del comportamiento de los aislados de T. cruzi, obtenidos de diferentes
triatominos y mamiferos de varias regiones geogréficas en modelos de laboratorio, ha
permitido conocer la historia natural del parasito y ha revelado su variabilidad biolégica,
manifiesta en cambios en los valores de la parasitemia, mortalidad, parasitismo tisular y
susceptibilidad a drogas, tanto en humanos como en otros modelos animales. La
variabilidad determinada entre otros aspectos por la interaccion hospedador-parasito y
origen de los aislados ha llevado a una primera clasificacion de las subpoblaciones del
parésito en Biodemos (Buscaglia y Di Noia, 2003; Andrade y col., 2011).

La literatura refiere tres Biodemos: Biodemo I, con curso rapido de la infeccién, alta
virulencia, macrofagotropismo y mortalidad, con predominio de las formas pleomorficas

delgadas; Biodemo Il, con curso de rapido a medio de la infeccion, virulencia variable,

miotropismo y predominio de formas pleomorficas anchas y delgadas; Biodemo 111, con
curso de la infeccion tardio, miotropismo, virulencia y mortalidad baja, y predominio

tripomastigotes anchos (Andrade y Magalhées, 1997).

A su vez T. cruzi presenta una variabilidad genotipica producto esencialmente de su
propagacion clonal, que ha llevado a proponerlo como un conjunto de subpoblaciones del
parasito (Andrade y Magalhdes, 1997; Herrera, 2010; Zingales, 2011). Mediante
electroforesis de enzimas con propiedades cataliticas similares y distinta estructura
molecular (Isoenzimas), se ha detectado variabilidad en los perfiles isoenzimaticos de
aislados de T. cruzi de diferentes regiones geograficas, a estas subpoblaciones variables
resultantes de estos analisis se les ha denominado Zimodemos y a la técnica Multilocus
Enzyme Electrophoresis (MLEE; Miles y col., 1981).

Asi, en relacion con las zonas endémicas y los hospedadores (triatomino y/o mamifero,
incluyendo el humano), se ha venido haciendo referencia a: Zimodemo 1 (Z1), obtenidos de
triatominos y mamiferos silvestres, con presencia ocasional en el humano y relacionado
principalmente al ciclo de transmisidn silvestre; Zimodemo 2 (Z2), generalmente aislados
de pacientes con ECh, y de mamiferos y triatominos del peridomicilio y domicilio,
relacionados clasicamente con el ciclo de transmisién doméstico; y Zimodemo 3 (Z3),

generalmente atribuido a aislados de armadillos y ocasionalmente de humanos con ECh,
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relacionados clasicamente con el ciclo silvestre (Miles y col., 1981; Andrade y Magalhaes,
1997, Morocoima y col., 2012).

El anélisis de MLEE sumado al analisis del polimorfismo de ADN amplificado
aleatoriamente (RAPD “Random Amplification of Polymorphic DNA”), han permitido
corroborar la naturaleza clonal de T. cruzi y establecer las relaciones evolutivas de aislados
del parasito, provenientes de diferentes fuentes y areas geogréficas. Algunos autores
plantean una posible seleccion de las subpoblaciones del parésito por sus hospedadores, lo
cual se refleja en el comportamiento de la parasitosis, esto junto a la reconstruccion de los
Zimodemos, llevd a una clasificacién de T. cruzi en linajes: Linaje 1 (equivalente a Z2)
asociado al ciclo doméstico y Linaje 2 (equivalente a Z1) relacionado con el ciclo de
transmision silvestre, cada uno con una considerable variabilidad genética (Tibayrenc,
1995; Barnabé y col., 2000).

Estudios basados en la amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) de
secuencias repetitivas y especificas de ADN, que codifican el espaciador no transcrito del
gen de mini-exon y los genes codificantes de la fraccion grande (24Sa) y pequeiia (18S) del
ADN ribosomal, han permitido establecer que las poblaciones de T. cruzi podian ser
clasificadas en dos grandes grupos, denominados T. cruzi | (equivalente a Z1, linaje 2) y T.
cruzi Il (equivalente a Z2, linaje 1) tradicionalmente asociados al ciclo de transmision
silvestre y domeéstico respectivamente (Souto y col., 1996; Zingales y col., 1999;

Anonymous, 1999; Brisse y col., 2001).

Asi mismo, con la amplificacién del gen del mini-exén y los genes codificantes del
ADN ribosomal (24Sa y 18S), fue posible establecer que el grupo Tcl, esta conformado por
cuatro genotipos Tcla, Tclb, Tclc y Tcld, asociados directamente con el ciclo de
transmision, mas no necesariamente, con la distribucion geogréafica de los hospedadores. En
mas detalle, el genotipo Tcla fue relacionado con el ciclo de transmision doméstico, Tclb
fue asociado con los ciclos de transmision doméstico y peridoméstico, mientras que el
genotipo Tclc se relaciond con el ciclo de transmisién peridoméstico y finalmente Tcld fue

asociado con el ciclo de transmision silvestre (Herrera y col., 2007; Falla y col., 2009).
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Respecto a los genotipos que conforman el grupo Tcll, mediante la aplicacion de MLEE,
RAPD y amplificacién de los genes codificantes del ADN ribosomal (24Sa y 18S), se
establecid que este grupo estaba conformado por cinco subgrupos: Tclla (equivalente a Z3),
Tcllb (equivalente a Z2), Tcllc (equivalente a Z3/Z1), Tclld y Tclle (hibridos de Tcllb y
Tcllc), los cuales presentan variabilidad tanto a nivel clinico-epidemiolégico como en su
distribucion geogréfica (Brisse y col., 2001, de Freitas y col., 2006).

Respecto a la clasificacion de T. cruzi, se ha planteado la existencia de las Unidades de
tipificacion discreta (DTUs “Discrete Typing Unit”), las cuales hacen referencia al conjunto
de clones del parasito que presentan algunos intercambios genéticos y eventos de
recombinacion e hibridacion, que pueden generar diversidad genética dentro del taxon y
servir como potenciales marcadores evolutivos, ya que revelan la accion de la evolucion
clonal sobre T. cruzi, y la relacién con su comportamiento bioldgico, mediante el analisis
de MLEE, y RAPD con generacion de dendrogramas. Asi las subpoblaciones de T. cruzi se
clasificaron mas recientemente en seis DTUs ¢ clusters:DTUL (Tcl), DTU2a (Tclla),
DTU2b (Tcllb), DTU2c (Tclic), DTU2d (Tclld) y DTU2e (Tclle) (Tibayrenc, 2003;
Zingales y col., 2009 y 2012).

En el 2009, se realizd un consenso con respecto a la nomenclatura de las subpoblaciones
de T. cruzi, planteando una nueva clasificacion, basada en las DTUs (Zingales y col., 2009)

quedando agrupados de la siguiente manera:

» T.cruzi | (Tcl, Z1 6 DTUL): grupo méas antiguo y homogéneo, asociado principalmente
aecotopos silvestres/sinantrépicos, didelfidos, roedores y triatominos, distribuido
principalmente al norte de la cuenca amazdnica, aunque con presencia en algunos paises del
sur,

> T.cruzi Il (Tcllb, Z2 6 DTU2b): subpoblacion heterogénea, asociada al ciclo doméstico
y silvestre, en particular a desdentados, roedores, carnivoros y primates; la distribucion esta
dada con preponderancia en el Cono Sur,

» T. cruzi Il (Tcllc, Z3/Z1 6 DTUZ2c): asociada principalmente con la transmision
enzodtica entre mamiferos terrestres y cavadores, presente en algunos casos de infeccion
humana;mayormente restringida al sur de la cuenca amazédnica y ocasionalmente presente

en el oriente de Venezuela y noroccidente de Brasil,
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> T.cruzi IV (Tclla, Z3 6 DTUZ2a): asociado a enzootias, con casos particulares en canidos
y primates silvestres y presenteocasionalmente en infecciones humanas. Reportada
principalmente al sur de la cuencia amazonica, y ocasionalmente en Colombia, Venezuela y
Canada,

» T. cruzi V (Tclld, Cepa Boliviana Z2, rDNA % 6 DTU2d): asociado a ciclos de
transmision domésticos, hospedadores humanos y triatominos,tradicionalmente restringido
al Cono Sur,

> T. cruzi VI (Tclld, Cepa Paraguaya Z2 6 DTUZ2e): asociado a los ciclos de transmisién
domestico,preponderantemente a humanos y triatominos domiciliados del Cono Sur.

Los seis DTUs se encuentran relacionados a especies de triatominos y mamiferos de
diferentes areas geogréficas, en los cuales se observa variabilidad en el comportamiento
biologico e histopatologico de la parasitosis (Telleria y Tibayrenc, 2010; Ferreira y col.,
2012; Carrasco y col., 2012; Morocoima y col., 2012; Cruz-Guzman y col., 2014; Figura
3).
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Figura 3. Distribucion geografica de los genotipos de Trypanosoma cruzi en las Américas.
(1) Tcl; (2) Tcll; (3) Tclll; (4) TclV; (5) TceV; (6) TV, la linea punteada indica la division de la
cuenca amazonica. Modificado de Patterson y Guhl, 2010.
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Algunos autores han planteado que la evolucién de los dos grandes grupos de T. cruzi (Tcl
y Tcll) ocurri6 aproximadamente 150 millones de afios atras, encontrandose asociado con el
periodo de aislamiento geografico entre Laurasia (hoy en dia Norte América) Yy
Gondwanaland (hoy en dia Sur América), lo que esta correlacionado con la separacién y
dispersion de los mamiferos primitivos, ademas ha sido evidenciado que algunos ancestros de
la fauna americana como los marsupiales, edentados y ungulados (originarios de Sur
América) y placentados carnivoros, placentados insectivoros y roedores (originarios de Norte
América y Africa), fueron reservorios de los tripanosomas ancestrales Tcl y Tcll
respectivamente (Briones y col., 1999; Zingales, 2011).

Otras hipotesis sobre la divergencia de los grupos de T. cruzi, plantea que roedores
caviomorfos y primates (reservorios de Tcll), se desplazaron de Africa hacia Norte América
y posteriormente ingresaron a Sur América (37 Ma), mucho antes de la formacion del istmo
de Panama, a través de una especie de saltos en islas y a su vez los marsupiales (reservorios
de Tcl) de Sur América, se desplazaron a lo largo de Norte America. Posteriormente, el
intercambio de mamiferos y genotipos del parasito, se masifico entre las Ameéricas con la
formacion del istmo de Panama (2 a 5Ma); asi pues Tcl puede estar principalmente
relacionado con el ciclo de transmision silvestre, por su asociacion originaria con los
marsupiales, mientras que Tcll se relaciona principalmente con el ciclo de transmision
doméstico, por estar asociado con primates y mamiferos placentados. Sin embargo la
asociacion entre genotipos y mastofauna americana sigue siendo un punto de debate que

requiere mayor estudio (Zingales, 2011).

Los genotipos de T. cruzi no son exclusivos de un &rea geografica restrictos a
determinados hospedadores/vectores ¢ asociados a un cuadro clinico histopatologico
determinado, ya que en mamiferos y vectores simpatricos pueden circular mas de un
genotipo, siendo que en un mismo ecotopo puedan encontrarse varios ciclos de transmision

independientes (Herrera, 2010).

La utilizacion de enzimas de restriccion para la identificacion de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs “Restriction Fragment Length
Polymorphism”), en los genes que codifican secuencias muy conservadas entre las

especies, tales como las proteinas de choque térmico HSP60, proteinas de membrana GPI y
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proteinas de soporte como las Histonas H1, entre otros, ha permitido corroborar la
heterogeneidad genética intraespecifica en aislados de T.cruzi, debido a las variaciones en
los patrones de restriccion, que confirman la presencia de las seis DTU del parasito en
Latinoamérica (Westenberger y col, 2005; Lewis y col., 2009).

Algunos autores han caracterizado aislados de T. cruzi, obtenidos de varios
hospedadores de diferentes zonas geogréaficas, a nivel biolégico y molecular, evaluando los
parametros parasitologicos, tropismo tisular y determinando los genotipos circulantes
mediante herramientas moleculares (PCR-24SarDNA, PCR-RFLPs entre otras),
confirmando en algunos casos heterogeneidad biolégica aun para el mismo genotipo (T.
cruzi IV por ejemplo) para aislados de diferentes hospedadores (Rimoldi y col., 2012).

En estudios de aislados de T. cruzi provenientes de varios hospedadores y diferentes
areas geogréaficas de Venezuela empleando PCR-RFLPs, se ha registrado variabilidad
genotipica evidenciada por la presencia de tres DTU (Tcl, Tclll y TclV) en diferentes areas
geogréficas particularmente con mayor variabilidad genotipica en los aislados obtenidos de
triatominos en relacion a los de mamiferos (Carrasco y col., 2012; Morocoima y col., 2012;

Cruz-Guzman y col., 2014).

2.5.Parasitismo tisular de Trypanosoma cruzi

Algunos autores han considerado que T. cruzi es un parasito que presenta un amplio
parasitismo tisular en el mamifero; esto quizas se deba a que el parasito puede circular entre
varios triatominos y mamiferos, ocurriendo un intercambio activo de clones del paréasito
que puede favorecer la seleccion multiclonal. Un aislado de T. cruzi puede estar constituido
por mas de un clon, seleccionado a favor o en contra en funcion de factores como estrés,
choques térmicos en el paso del mamifero al vector, sistema inmunolégico del hospedador,
entre otros, variando en su comportamiento bioldgico, clinico-epidemiolégico y
conformacion genética, como se discute en las teorias que soportan el modelo histotrépico
clonal (Lenzi y col., 1996; Macedo y col., 2002; Pizzi y col, 2005; Ferreira y col., 2012;
Figura 4).
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Figura 4. Modelo de histotropismo clonal de la Enfermedad de Chagas. La combinacién de
letras en las modalidades de infeccion y cepas, indica los posibles clones. (Modificado de Macedo y
col. 2002).

El modelo histotrépico clonal de T.cruzi ha sido evaluado por varios autores, los cuales
han confirmado la variabilidad en el parasitismo tisular independientemente del origen y
genotipo del aislado, siendo los tejidos musculares cardiaco y esquelético, los que
mayormente se ven afectados. Sin embargo, también se han evidenciado nidos de
amastigotes con menor grado de invasidn en higado, rifidn, bazo, tejido graso, cornea y

médula 6sea (Magalhdes-Santos y col., 2004; Herrera y col., 2005; Ferreira y col., 2012).

Herrera y col., (2005), demostraron que durante la colonizacion inicial del parasito en el

modelo murino y en lo que seria la fase aguda de la infeccion, el tejido graso es
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preferentemente invadido por T.cruzi, independientemente del origen y genotipo del
aislado, debido a que este tejido proporciona un hébitat energéticamente activo, ofreciendo
recursos esenciales para su proliferacion. Esto explicaria la presencia de tripomastigotes
metaciclicos en areas ricas en lipidos, como las glandulas anales de los didelfideos.

Algunos autores han planteado que hay parasitismo tisular selectivo en funcion de los
genotipos del parasito. Asi, los genotipos Tcl y TclV estarian mas relacionados con la
invasion de corazon y muasculo esquelético; en tanto el genotipo TclV al igual que los
genotipos Tcll, Tclll, TcV y TcVI, invadirian el tejido digestivo y el timo, presentandose
en los dos primeros casos los sindromes de megaes6fago y megacolon; Tcl ha sido
considerado por algunos autores como el genotipo menos patégeno y con bajas

parasitemias comparado con los demas genotipos.

La asociacion entre genotipo y el parasitismo tisular es mutifactorial; caracteristicas
como heterogeneidad del parasito, sistema inmunologico del hospedador, origen de los
aislados, carga parasitaria y aspectos ecopatogenicos pudiesen ser determinantes de la
historia natural de la parasitosis (Macedo y col., 2002; Calderdn-Arguedas y col, 2002; Di
Noia y col, 2002; Telleria y Tibayrenc, 2010; Zingales y col., 2012).

2.6. Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas.

En 1909 en Minas Gerais-Brasil, el doctor Carlos Chagas un insigne investigador
brasilefio, fue quien describié por primera vez a la enfermedad de Chagas (ECh) o
Tripanosomiasis Americana (TA), al descubrir un flagelado simultdneamente en el intestino
de insectos hematdfagos, en sangre de varios animales domésticos, en sangre de un humano
(la nifa Berenice) y en la de un primate. La especie fue nominada Trypanosoma
(Schizotrypanum) cruzi, en honor a su tutor, el Dr. Oswaldo Cruz (Araujo-Jorge y col.,
2010).

Esta parasitosis, es incluida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) dentro de
las “enfermedades desatendidas u olvidadas” (neglected diseases), es autoctona del
Neotropico y se extiende desde el Centro-Sur de los Estados Unidos hasta el sur de
Argentina y Chile, coincidiendo con la distribucion geografica de los hospedadores

(triatominos y mamiferos). En las Gltimas décadas han sido reportados casos en Canada,
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Europa y Australia, debido a los procesos de migracion tanto de mamiferos como
triatominos y/o las transfusiones sanguineas no controladas, la venta de érganos y fluidos,lo
que extiende la posibilidad de dispersion de la parasitosis (Brener y col., 2000; Schmunis,
2007; WHO, 2016; Figura 5).

I Zonas endémicas de la Tripanosomiasis

., Zonas no endémicas de la Tripanosomiasis

Figura 5. Distribucion geogréafica de la Tripanosomiasis Americana en el mundo.
Modificado de: http://www.dndi.org/diseases-projects/chagas (2016)

Aufderheide y col., (2004), plantearon la posibilidad de que la TA tenga un origen
remoto en la época precolombina, debido a los hallazgos del genoma de T.cruzi en momias
del Pacifico Americano (7.500 A.C. hasta 1.500 A.C).

La TA esta influenciada por factores epidemioldgicos, bioecoldgicos vy
socioecondmicos; recientemente se han presentado brotes de la parasitosis en la poblacion
humana a nivel urbano y rural en Venezuela, posiblemente por efectos antropicos que
acercan a los vectores a la vivienda (Bricefio-Ledn, 2009; Alarcon de Noya y col., 2009;
Afez y col., 2013).

Mas de cien afios después del descubrimiento de la TA, ésta sigue siendo considerada
como la enfermedad parasitaria mas importante de América en términos econémicos Yy

sociales, debido a su estrecha relacion con el subdesarrollo social y econdémico, puesto que


http://www.dndi.org/diseases-projects/chagas

18

genera un impacto en la productividad de los trabajadores al desencadenar discapacidad
prematura y muerte, provocando una pérdida de 670.000 afios de capacidad de vida util/afio
en la poblacién humana (Schofield y Dias, 1998; Tarleton y col., 2007; Guhl y Lazdins-
Helds, 2007).

2.7.Situacion de la Tripanosomiasis Americana en Venezuela.

La historia natural de esta parasitosis en Venezuela data de 1919, cuando Enrique
Tejera describié para Venezuela los primeros casos de la TA en los estados Zulia y Truijillo.
En 1933, José Torrealba describié la presencia y severidad de esta dolencia en los llanos del
Guérico, con viviendas rurales de alto riesgo y domiciliacion elevada de R.prolixus (Afiez y
col., 2003).

Benaim-Pinto (1949), report6 un indice de infeccion de 30% en R. prolixus y de 100%
en P. geniculatus, provenientes del interior de viviendas de la region de Petare, area rural
que seria luego parte de la Gran Caracas. En esos estudios también se reporté un 20% de

infeccién en humanos mediante pruebas de xenodiagndstico.

Entre los afios 1960 y 1973 se reportaron alrededor de 5.000 muertes por el
padecimiento de la ECh en el pais, a pesar de los programas de mejoramiento de la
vivienda rural y de control de la ECh, los cuales tenian como objetivo la interrupcion de la
transmision intradomiciliaria a través de la utilizacién de quimicos (insecticidas) para el
control de vectores intradomésticos. Entre 1962 y 1971 los valores de seroprevalencia
correspondieron 51,3% de la poblacién nacional; sin embargo en la década de los afios 80
la seropositividad de la parasitosis fue reducida significativamente como resultado de la

campafa anti-chagasica (Afiez y col., 2003).

Seis afios mas tarde, Pifano (1986) reportd un dossier de 15 afios de estudio en zonas
altamente urbanizadas del valle de Caracas, registrando a P.geniculatus con un 39% de
infecciébn para T.cruzi y 0,5% para T.rangeli; un indice de infeccion del 47% en
D.marsupialis y dos casos de infeccion natural en Calluromys phillander y Sciurus

granatensis (ardilla). El autor reporté un Unico caso positivo en un humano del sector
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Prados del Este (Caracas), por inoculacién accidental cuando la persona trituro al vector

sobre la zona de picadura.

Sampson-Ward y Urdaneta-Morales (1988), Herrera y Urdaneta-Morales (1997),
corroboraron la existencia de estos focos enzodticos de T. cruzi en la urbe Caraquefia, en

los cuales participaba P. geniculatus, D. marsupialis, y R. rattus.

Los programas de control y prevencién de la transmision de la parasitosis,
contribuyeron en la disminucion del indice de infestacion por R. prolixus en las viviendas,
pasando de un 80% (1958-1968) a un 4% (1990-1998); a su vez la seroprevalencia en
humanos disminuyo de un 45% a 8% respectivamente. A pesar de dicha disminucion, en
1999 ocurrio la aparicion de nuevos casos agudos de la parasitosis en el occidente del pais
(Estado Barinas), con una tasa de mortalidad del 12,5% (Afiez y col., 1999; Afez y col.,
2003).

Aché y Matos (2001), basados en la informacion recopilada durante 1958-1998 por el
sector oficial, reportaron una reduccion del area endémica de 750.000 Km?a 365.000 Km?,
estimandose que alrededor de 4 millones de habitantes vivian bajo condiciones de riesgo.
Dentro de los estados con incidencia de la parasitosis en Venezuela son sefialados Barinas,
Portuguesa, Lara, Trujillo, Cojedes, Yaracuy, Falcon, Carabobo, Guarico, Miranda, Distrito
Capital, Anzoategui, Monagas y Amazonas (Afiez y col., 2003; Moncayo, 2003; Afiez y
col., 2004; Alarcon de Noya y col., 2009; Noya-Alarcon y col., 2011; Figura 6).

Afez y col., (2007), plantearon la reemergencia de la EChen Venezuela debido a
lapresencia de 9 casos agudos, algunos de resolucion fatal en los estados Barinas y Trujillo.
Asi mismo, Morocoima y col. (2008) reportaron por primera vez para el estado Anzoategui
un caso agudo de ECh correspondiente al genotipo Tcl, zona no considerada endémica

hasta ese momento.

En el 2007 se presentd el brote agudo por infeccién oral mas numeroso de América
Latina, en maestros y nifios de una escuela del Municipio Chacao, estado Miranda (Alarcon

de Noya, 2008; Alarcén de Noya y col., 2009), produciéndose lo que se anunciaba como
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riesgo de una transmision activa de T. cruzi al ser humano en la gran Caracas (Pifano, 1986;

Herrera y Urdaneta-Morales, 1997).
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Figura 6. Distribucion geografica de la Tripanosomiasis Americana en Venezuela.Tomado y
actualizado de Aché y Matos 2001; Noya-Alarcon y col., 2011.

Rojas y col., (2008) reportaron prevalencias para la ECh entre el 11% y 16% en los
estados centro-occidentales y nor-orientales de Venezuela, al analizar pacientes referidos a
centros de salud con diagnostico presuntivo de ECh, y frecuencias de casos agudos entre

45% y 65% para los seropositivos.

Otros casos de infeccidn de T. cruzi por transmisién oral fueron reportados en el sector
de San José de Cotiza del municipio Libertador (Distrito Capital) en el afio 2008, en
Chichiriviche de la Costa, Estado Vargas (2009); en el sector de Antimano (Distrito
Capital) en 2010 y nuevos casos de infeccion en el mercado Municipal de Coche,
Municipio Libertador (Distrito Capital) en 2012, lo que mantiene la situacion de alarma
sobre el manejo sanitario de alimentos y de las condiciones ambientales de poblacion
vulnerable (Alarcén de Noya y col., 2010 y 2012). Asi mismo, Afiez y col., (2013)

reportaron un pequefio brote oral en una familia del area rural del estado Mérida.
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Factores como la migracion humana incontrolada procedente de &reas endemicas,
llevando hospedadores mamiferos domésticos y vectores infectados con T. cruzi, la
urbanizacién desorganizada, la deforestacion y la presenciade mamiferos silvestres y
sinantropicos infectados (marsupiales, murciélagos, roedores, desdentados, carnivoros y
primates), son elementos que se deben tener en cuenta para establecer con mayor precision
el riesgo de que la infeccidn con T. cruzi se derive de una enzootia a una zooantroponosis

(Guimaraes-Drumond y Marcopio, 2006).

3. HIPOTESIS DE TRABAJO

Con base a los antecedentes, se propuso estudiar aislados de Trypanosoma cruzi
obtenidos de triatominos y mamiferos de diferentes localidades de las regiones Oriental y
Centro-Occidental de Venezuela, evaluando su variabilidad genotipica y el comportamiento
biologico del parasito, para establecer si dicha variabilidad esta asociada con el complejo
ecopatogénico (area geogréafica, ecotopo, origen del parésito, biologia de la parasitosis) o

bien se deba exclusivamente a la naturaleza propia del paréasito.

4. JUSTIFICACION

La Tripanosomiasis Americana ha sido generalmente circunscrita al habitat rural, siendo
el proceso de domiciliacion de los triatominos y el comportamiento sinantrépico de los
mamiferos, los que condicionan el paso de la enzootia a la zoonosis. Son pocas las
investigaciones en Venezuela que combinan el estudio de las caracteristicas biologicas y
genotipicas del parasito, relacionadola con el origen de los aislados (sea de mamiferos o
triatominos), la distribucion geografica y los ecotopos de los componentes del ciclo de
transmisién, lo cual marcaria al contexto ecoldgico de la TA. Es por ello que este tipo de
estudios, permitiria tener una vision mas amplia y completa sobre los complejos
ecopatogénicos de la parasitosis y sus particularidades dentro de cada ecétopo.
Adicionalmente, conocer el comportamiento del parasito en sus hospedadores, permitira

proponer estrategias de control y vigilancia de la parasitosis.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Evaluar las caracteristicas biolégicas y genotipicas de aislados de Trypanosoma cruzi
provenientes de mamiferos y/o triatominos de diferentes complejos ecopatogénicos de la

Tripanosomiasis Americana en Venezuela.

5.2. Objetivos especificos

» Establecer la presencia de T. cruzi en triatominos y mamiferos de diferentes areas de

Venezuela.

» Caracterizar biologica y genotipicamente los aislados de T. cruzi obtenidos en las

areas de estudio.

> Establecer la asociacion entre las caracteristicas bioldgicas y genotipicas del parasito
en relacion con hospedador de origen, area geografica y condiciones de transmision de

la Tripanosomiasis Americana en cada area estudiada.
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6. MARCO METODOLOGICO
6.1. Area de estudio

El estudio fue realizado en seis estados de Venezuela (Anzoategui, Sucre, Cojedes,
Portuguesa, Miranda y Distrito Capital) agrupados para este estudio en region Oriental y
region Centro-occidental (Figura 7), regiones en las cuales previamente habia sido
reportada la presencia de alguno de los elementos del ciclo de transmision de T. cruzi, tales
como incidencia del parasito, presencia de mamiferos infectados incluyendo al hombre y/o
presencia de triatominos (Morocoima y col., 2008, 2010 a-b; Alarcén de Noya y col., 2009;
Carrasco y col., 2012).

.,:i"-_‘
NELTA
AMacero

MAPA POLITICO

REPUBLICA BOLIVARIANA
VENEZUELA

Figura 7. Area de estudio. Regiones geogréficas. Ovalos verdes: region oriental (estados
Anzoétegui y Sucre); Ovalos azules: region Centro-Occidental (Distrito Capital, Estados Miranda,
Cojedes y Portuguesa). Mapa tomado y modificado de
http://gobiernoenlinea.gob.ve/home/venezuela.dot (22-6-2016).

La region Oriental estuvo comprendida por el estado Anzoategui con las localidades:El

Enial, Angostura, Naricual, La Ceiba, San José de las Margaritas del Llano, Puerto la Cruz,


http://gobiernoenlinea.gob.ve/home/venezuela.dot
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Altos de Guanta, Cambural, Bergantin, Los Olivos y Los Ranchos; regiones ubicadas entre
la region de los llanos orientales, y el sistema litoral montafioso del Estado, con clima
semidrido, temperatura promedio de 34°C+3°C y precipitaciones entre 787 y 900 mm,
constituyendo un bloque de vegetacién entre sabanas abiertas y matorrales boscosos
tropicales con éreas de interrupcion de sabana secundaria. En el Estado Sucre (Altos de
Sucre, El Maco, Yaguaracual, La Sabana, San Pedro) con clima tropical, temperatura media
anual es de 27°C+2°C, precipitacion de 360 mm, con variaciones importantes determinadas
por perturbaciones atmosféricas propias de la litoralidad, vegetacion de corteza gruesa y
espirales de zona costera, cobertura boscosa hacia las serranias de Paria y Turimiquire, y las
zonas de manglares en areas de desembocadura de rios a lo largo del litoral (Instituto
Nacional de Estadistica, 2013).

La region Centro-Occidental conformada por el Distrito Capital y los estados Miranda,
Cojedes y Portuguesa. Para el Distrito Capital se incluyeron las localidades: Caricuao,
Cotiza, EI Marques, La Pastora, Avenida Pantedn, La Vega y Valle Coche, caracterizadas
por presentar clima estacional, temperatura promedio de 25°C+3°C, precipitacion de 1011
mm, con relictos de bosque humedo premontano, vegetacion distribuida en parches con
especies autoctonas de arbustos y arboles de gran porte y parches de sabana secundaria y

relictos boscosos (Instituto Nacional de Estadistica, 2013).

El estado Miranda incluyendo las localidades: Colinas de Bello Monte, Chacao,
Macaracuay, EI Cafetal, Alto Prado, Los Palos Grandes, Terrazas del Club Hipico, Parque
Caiza, Petare, Araira, El Hatillo, Baruta, Hoyo de la Puerta, La Mariposa, Santa Teresa del
Tuy, San Francisco de Yare, Ocumare del Tuy, San Antonio de los Altos, y Cupira,
caracterizado por un clima célido en las zonas bajas, temperatura entre 20°C y 42°C, con
fluctuaciones entre 10°C y 23°C, relieve accidentado y abrupto, con altas pendientes y

estrechos valles intramontafiosos (Instituto Nacional de Estadistica, 2013).

En el estado Cojedes fueron muestrearon mamiferos y triatominos, bajo la coordinacién
del Dr. Cruz Manuel Aguilar en localidades como La Escopeta, Las Rosas y Nuevo Mundo.
Localidades que se caracterizan por presentar un clima de sabana, con temperatura media
anual de 26°C+1°C y precipitacién entre 1300-1600 mm, incrementandose entre 1900-2000

mm hacia las areas montafiosascon variantes entre bosque hiumedo premontano, himedo
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tropical y muy himedo tropical, la mayor parte del Estado se encuentra bajo la influencia
de la zona de vida de bosque seco tropical, a excepcion de la parte noroccidental (cuencas

altas de los rios San Carlos y Tucuragua).

En el Estado Portuguesa fueron visitadas las localidades Jabillal, Las Panelas y Ararure,
zonas de transicion entre las Ultimas estribaciones de la cordillera de los andes venezolanos
y las llanuras, caracterizadas por tierras planas, paisajes de montafia y piedemonte, con
temperatura entre 22°C y 26°C y precipitaciones persistentes (Instituto Nacional de
Estadistica, 2013). Algunas muestras de triatominos fueron suministradas por el Técnico
entomblogo Jose Alberto Lara de la division regional del Ministerio del poder popular de
salud (MPPS).

En cada area de estudio los muestreos de mamiferos y triatominos fueron realizados en
ecotopos domésticos (D), peridomésticos (PD) y silvestres(S) accediendo por via terrestre,
con un total de 2 a 3 entradas puntuales por localidad por afio desde 2009 a 2014, sin
seguimiento longitudinal. Los lugares de muestreo fueron georeferenciados a través de un
equipo de posicionamiento global Garmim Il GPS (Garmin International, Olathe, KS)
mediante los programas MapSourceSoftware y ArcGis 9.3 (Environmental Systems
Research Institute, Redlands, CA, USA; Tabla 1).



Tabla 1. Regiones geogréficas, localidades y coordenadas de las areas de estudio.

Regioén Estado Localidad Coordenadas
geografica N W
Anzoategui | Altos de Guanta 10°13 30.4" | 64°32'8.8"
Angostura 10° 4' 60" 64° 34' 60"
Bergantin 10°1'7.6" 64° 21' 45.8"
Cambural 9°51'00.7" | 64°50'0.1"
El Enial 10° 7' 32.6" | 64° 37'6.5"
La Ceiba 8° 50' 60" 63° 46' 60"
= Los Olivos 9047 442" | 63°13'55.3"
1S Los Ranchos 10°11' 08.0" | 64° 37'05.2"
2 Naricual 10° 4'41.5" | 64°37'11.8"
o Puerto la Cruz 10° 10' 29.5" | 64° 39' 02.0"
San Jose de las Margaritas del Llano | 9°28° 52.9" | 64° 37' 23.7"
Sucre Altos de Sucre 10°13 4.67" | 64° 32'59.4"
El Maco 10° 11' 60" 63° 49' 60"
La Sabana 10°13'4.9" 64°25°15.9"
San Pedro 10°13'6.9" 64°25°17.9"
Yagaracual 10° 18' 27.0" | 64° 20' 29.8"
Distrito Avenida Panteon 10°30°39.2" | 66°90°39.5"
Capital Caricuao 10° 25' 48.5" | 66° 58' 35.3"
Cotiza 10°31'3.2" | 66°54' 31.3"
El Marques 10°29'47.1" | 66° 48' 45.6"
La Pastora 10°30'44.9" | 66°55' 11.5"
La Vega 100 27' 37.3" | 66°56' 31.9"
Valle Coche 10028' 37.8" | 66° 53" 45.3"
Miranda Araira 100 27' 27.0" | 66° 29' 44.2"
Alto Prado 10° 26' 22.4" | 66° 53' 35.0"
Baruta 100 22' 43.5" | 66°51'7.8"
Chacao 10°29'37.9" | 66°51' 23.7"
Colinas Bello Monte 10° 28 53.8" | 66° 52' 36.0"
s Cupira 10°9'38.4" | 65°41'54.7"
S El Cafetal 10°28'10.7" | 66°49' 43.1"
2 El Hatillo 10° 25' 25.3" | 66°49' 31.1"
8 Hoyo de la Puerta 10°22' 29.0" | 66°53'8.2"
o La Mariposa 10023 6.7" | 66°55' 30.2"
*E Macaracuay 10° 27" 45.9" | 66°49' 7.0"
3 Terrazas Club Hipico 10°26°53.2" | 66° 52°26.9"
Ocumare del Tuy 10°8' 19.55" | 66° 52' 26.9"
Parque Caiza 10°28' 12,5" | 66° 45 0.26"
Petare 10°28' 13.6" | 66°47' 57.3"
San Antonio de los Altos. 10°22' 10.7" | 66° 57" 25.6"
San Francisco de Yare 10° 10 45.9" | 66° 43 29.4"
Santa Teresa del Tuy 10°16' 15.0" | 66° 42" 14.83"
Cojedes La Escopeta 9°65'9.89" [ 68°58' 8.9"
Las Rosas 90 76' 31" 68° 62' 62"
Nuevo Mundo 9°53'39.8" 68°33'15.8"
Portuguesa | Jabillal 9° 42’ 39" 69° 18° 36"
Las Panelas 8° 58°30" 69° 58°0.8"
Araure 9°34'31.6" 69°13'51.0"

26
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6.2. Muestreo de los hospedadores (Triatominos y Mamiferos)

El muestro de hospedadores fue de tipo no probabilistico a fin de obtener el mayor
namero de muestras posibles disponibles, debido a la variedad en cuanto a la presencia de
hospedadores en los ecétopos domésticos, peridomésticos y silvestres, con presencia de
mamiferos y ausencia de triatominos o visceversa segun la localidad. Se tuvo en cuenta una
muestra representativa no menor a 20 hospedadores para cada regién geogréafica. El cero
fue un valor de presencia o ausencia para este muestreo (Castillo, 2009; Morocoima y col,
2010% 2010%).

6.2.1. Muestreo de triatominos
Los triatominos muestreados fueron colectados mediante bdsqueda activa y pasiva:

» Busqueda activa: basada en visitas diurnas y vespertinas mediante busqueda manual
en las viviendas de los humanos (visita al ambiente domeéstico con previo consentimiento
informado, Anexo 1), revisando todos los cuartos de la vivienda (cocina, habitaciones, sala,
entre otros) y compartimientos como paredes, pisos, techos, colchones, muebles y enseres,
al igual que en la vegetacion de su entorno, especialmente en palmas y los anexos del

peridomicilio tales como: gallineros, establos, nidos de aves, cuevas de animales.

Se realiz6 la busqueda activa de diferentes estadios evolutivos de los triatominos, a
razon de 1 hora/hombre/vivienda para el domicilio. El protocolo de busqueda se realizd
explorando la vivienda desde el exterior hacia el interior, con el siguiente recorrido: techo
afuera (seccion del techo de la vivienda que sobresale al exterior), pared afuera (lado
externo de las paredes), acera afuera (la acera contigua), techo habitacion, pared habitacion,
piso habitacion, techo sala, pared sala, piso sala, techo cocina, pared cocina, piso cocina,

techo bafio, pared bafio y piso bafio (Reyes-Lugo, 2009).

La busqueda también fue realizada en el peridomicilio (PD), area considerada desde los
muros exteriores de la vivienda, hasta 30 m alrededor de la misma, en donde se analiz6 al
azar el 30% (dividiendo en 6 cuadrantes de 30m X 10m) buscando triatominos en las
paredes exteriores, acumulos de material (tejas, tabique, piedras, madera y otros),

gallineros, cercas, cuartos aledafios donde se guarda material de labranza, madera, lefia y
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hojas de maiz. A su vez se reviso el rea silvestre (S) que comprendi6 el espacio mas alla
de 30m del PD y hasta los sembradios cercanos (1000m) que rodeaban las localidades
(Bautista y col., 1999).

Muy ocasionalmente en pocos caserios de la regidn oriental, se realizo la captura de
triatominos con trampas con cebo vivo o “Trampas Noireau”, conformadas por frascos
plasticos de tamafio mediano, cerrados con una malla plasticay cubiertas con cinta adhesiva
doble cara en el borde para permitir la adherencia de triatominos. En el interior se colocaba
un ratén blanco (Cepa NMRI, comprobadamente sano) con una porcién de papa para su
hidratacion. Las trampas fueron colocadas en las viviendas al atardecer y retiradas a la
mafiana siguiente (Noireau y col., 1999). En los ecotopos PD y S se utilizaron trampas tipo
“Shannon” de fabricacion casera, las cuales consistieron en la colocacion de un lienzo
blanco (2m?) con una fuente de luz blanca incandescente por detras del lienzo, a fin de
atraer insectos fotofilicos. Las trampas fueron instaladas cerca de las 21:00 horas y
monitoreadas de 4 a 5 horas consecutivas y posteriormente retiradas. Los insectos
obtenidos se almacenaron en frascos de vidrio para posterior identificacion (Shannon, 1939;

Figura 8).

Los muestreos de triatominos se realizaron dos veces/afio en cada region, a razén de 3
dias por visita, con un esfuerzo de captura de 5 horas/hombre por dia 0 noche, cuidando de

cubrir periodos de lluvia y sequia, cuando fue posible determinarlo (Pinchiny col., 1981).
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Figura 8. Busqueda activa de triatominos. A) Busqueda manual en el Domicilio; B) Busqueda
manual en el peridomicilio y ec6topo silvestre. C). Captura de triatominos mediante Trampa
Noierau en el Domicilio; D) Captura de triatominos con trampa de luz tipo Shannon en
Peridomicilio y ecétopo Silvestre (Fotos: Lozano-Arias, D).

» Busqueda pasiva: consistio en entrenar a los habitantes de cada localidad para el
reconocimiento de triatominos y colecta segura de los ejemplares que visitaban las
viviendas atraidos por la luz, en horas y dias en los cuales no se realiz6 la busqueda directa
(Figura 9).
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Hallazgo casual Paso 1.- Colocacién de caja de foésforo con
de un triatébmino apertura hacia abajo sobre el triatbmino
" ¢ 1

Paso 3: Identificacion Paso 2: Cierre por deslizamiento de la caja de
de datos de colecta fosforo ante su recubrimiento rotulado

Figura 9. BUsqueda pasiva de triatominos. Captura de triatominos por la comunidad con el
método de la caja de fosforo rotulada. Foto Cortesia: Dr. Matias Reyes-Lugo. IMT-UCV.

Los triatominos colectados o suministrados por los habitantes, fueron almacenados en
frascos de vidrio; datos como lugar de colecta, hora y sexo del insecto, fueron registrados.
Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Biologia de Vectores y Parasitos del
IZET-UCV para su revision e identificacion mediante claves taxonomicas (Lent y
Wygodzinsky, 1979; Soto-Vivas, 2009).

6.2.2. Muestreo de mamiferos

La revisidn de los mamiferos domésticos, fue realizada con ayuda del Dr. Tony Chacon,
médico veterinario de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UCV, y pobladores con
experticia en el manejo de animales, previo consentimiento informado de los duefios de los

animales o habitantes responsables (Anexo 1).

Mamiferos silvestres y peridomésticos, fueron capturados utilizando trampas tipo
“National” (Tomahawk livetraps Co. Tomahawk, Wisconsin, U.S.A, Mod.201-
40,6x12,7x12,7 cm y Mod 204-50,8x17,9x17,9 cm) para animales de mediano y gran porte,

conjuntamente con trampas tipo “Sherman” (Tomahawklivetraps Co, Mod 101-
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25,4x7,6x7,6 cm), para roedores, calificadas como trampas que no causan dafio para los
animales, cebadas con una mezcla de harina de maiz, sardina, cambur, vainilla y frutas
(Figura 10).

B) Trampa tipo Sherman. Fotos: Lozano-Arias, D.

Las trampas fueron ubicadas en transectas de doble fila de 20 m de ancho, separadas
entre si por 10 m y ubicadas en un radio de 20 m desde las viviendas o en areas verdes y
montafiosas aledafias de las zonas referidas no més alla de los 50 m en diametro, dichas
trampas fueron instaladas desde las 6 pm hasta las 6 am del siguiente dia,con el propdsito
de conocer la prevalencia de mamiferos por la zona (Herrera y Urdaneta-Morales, 1992;
Herrera y col., 2005). Los animales capturados fueron registrados fotograficamente para su
identificacion con ayuda de expertos mastozo6logos y aplicacion de claves taxonémicas
(Eisenberg, 1989; Sanchez y Lew, 2010).

A todos los mamiferos capturados, se les determinaron parametros como edad, sexo,
talla, peso y los lugares de muestreo, los cuales fueron georeferenciados a través de un
equipo de posicionamiento global Garmim Il GPS (Garmin International, Olathe, KS
Global Positioning System). Los datos fueron registrados en una planilla de campo (Anexo
2).

A cada ejemplar capturado se le realiz6 un xenodiagnostico, el cual consistié en colocar
sobre el cuerpo del animal un frasco de vidrio con tapa de tul que contenia en su interior

entre 10 a 20 ninfas de 111 6 IV estadio de la especie R. prolixus, comprobadamente sanos y
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criados en el laboratorio de Biologia de Vectores y Parasitos (IZET-UCV), para su
completa ingurgitacion con sangre del mamifero y posterior seguimiento del desarrollo de
hemoflagelados en el tracto intestinal de los insectos por microscopia de luz (400x), hasta
seis meses posterior a la ingurgitacién (Gémez-Nufiez y Fernandez, 1963; Perlowagora-
Szumlewicz y Moreira, 1994; Herrera y col., 2005).

Los mamiferos capturados en ecotopos silvestres y peridomésticos, fueron sedados con
ketamina® intramuscular a razén de 10mg/Kg de peso para toma de muestra de sangre por
puncidn cardiaca y siembra esteril en medio de cultivo agar sangre difasico NNN (Novy,
Nicolle y McNeal) para posible aislamiento, mediante revision interdiaria de los cultivos
por hasta seis meses post siembra (Herrera y col., 2005). Cada ejemplar fue marcado y
liberado al pasar el efecto anestésico.

En particular a los didelfideos capturados ademéas de realizarles el procedimiento
descrito anteriormente, se les realizo la exploracion del contenido de las glandulas anales
por compresion manual; la muestra obtenida fue mezclada con solucion salina isotdnica
(0,85%) y observada al microscopio (400X) en basqueda de flagelados compatibles con T.

cruzi (Deane y col., 1986; Herrera y col., 2005).

Los muestreos de mamiferos fueron realizados dos veces/afio en cada region a razén de

3 dias por visita con un esfuerzo de captura de 4 horas/hombre/noche

Para comparacion de los resultados fueron utilizados aislados de T. cruzi obtenidos de
vectores y mamiferos de Venezuela, previamente identificados por ecétopos y regién
geogréfica, y mantenidos en el sistema vector-parasito-hemocultivo en el cepario de la
seccion de Biologia de Trypanosomatideos del laboratorio de Biologia de Vectores y
Paréasitos del IZET-UCV (Contreras, 1994).

6.3. Determinacion de infeccion y aislamiento de los parasitos.

La presencia, identificacion y aislamiento de los parasitos en los mamiferos vy
triatominos muestreados, fue realizado mediante los protocolos de Barretto (1979),
Contreras (1994); WHO (2001) y Ferrer y col, (2009).
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Los triatominos colectados en el &rea o entregados por los habitantes fueron destinados
para la revision interdiaria de las heces y del tracto digestivo, en solucion isotdnica estéril
(0,85%) para la busqueda de flagelados compatibles con morfotipos de T. cruzi
(microscopio 400X). Este procedimiento también fue realizado a los triatominos
experimentales del xenodiagndstico, a partir de los 7 dias post ingesta; todo el material fue
revisado por hasta 6 meses.

La hemolinfa y las glandulas salivales de los triatominos fueron revisadas para descartar
Trypanosoma rangeli, mediante extraccion de fluido hemolinfatico del tarso inferior de una
de las patas traseras, y estimulacion a la salivacién por contacto con calor sobre un raton de
laboratorio para su observacion de estos fluidos al microscopio Optico (400X).
Opcionalmente se realizd la diseccion de glandulas salivales sobre la cuarta parte de la
poblacion de triatominos analizada (D”Alessandro y Saravia, 1992).

6.4. Caracterizacion bioldgica de los aislados de Trypanosoma cruzi

Las muestras de heces de triatominos positivas a flagelados compatibles
morfologicamente con T. cruzi, fueron examinadas al microscopio (400X), los
tripomastigotes metaciclicos fueron cuantificados segin el método modificado de Brener
(1962), para ser inoculadas por via i.p. en ratones albinos Mus musculus machos de la cepa
NMRI de 10 gr, a razon de 200 metaciclicos/gr peso del ratén (in6culo de baja virulencia
segun protocolo de Herrera y col., 2004). Este protocolo fue realizado para el seguimiento
de la cinética de infeccion y determinacion del parasitismo tisular, en los aislados que
cumplian con el in6culo requerido. En mas detalle, la parasitemia fue medida en sangre
obtenida de la vena de la cola de los ratones infectados, siguiendo el método de Brener
(1962), a partir del tercer dia post-inoculacion y con toma de muestra interdiaria hasta la
cronicidad o mortalidad de los ratones, identificandose cuatro parametros de la cinética de

infeccion:

» Periodo prepatente (PP): tiempo medido en dias desde el dia de la inoculacién
hasta el primer dia de aparicion de parasitos en sangre por el método de Brener
(1962);
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» Periodo de infeccion patente (PIP): tiempo en dias entre el PP y la desaparicion
de parasitos en sangre por el método de Brener (1962);

» Maxima parasitemia (MP): valor maximo de parasitos cuantificados durante el
PIP. En base a este pardmetro fue evaluada la virulencia de los aislados,
entendiéndose como la capacidad que tiene un parasito de multiplicarse en un
hospedador, en este caso en el modelo murino, la cual puede ser alta, moderada o
baja dependiendo de la cantidad de parasitos cuantificados durante la infeccion en
los ratones,

» Mortalidad (%M): cantidad de ratones muertos producto de la infeccion vy

expresado en porcentaje.

En el punto de maxima parasitemia cuando se observo la sintomatologia externa en los
ratones (hirsutismo, distension por posible hepatoesplenomegalia, urinacion espontanea,
miembros posteriores parapléjicos), se realizO un xenodiagndstico a los ratones para la
recuperacion del aislado y cierre del ciclo del parasito (Brener, 1962; Herrera y col., 2004)
y.se extrajo de cada ejemplar, 0,5 ml de sangre por puncion cardiaca para ser sembrada
asépticamente en medio NNN “Medio de Novy, McNeal, Nicolle” (Agar sangre 14%,
tripticasa 0,5 %; agar base 0,5%, NaCl 0,6%, suplementado con Gentamicina 100 pug/ml) a
fin de cultivar los aislados para su posterior caracterizacién genotipica, con un maximo de 5
pasajes en el sistema de mantenimiento triatomino-raton-triatomino por cada aislado, para

evitar seleccidn de subpoblaciones del parasito (Deane y col., 1984).

Este protocolo fue realizado también en ratones NMRI inoculados con material de
medios de cultivos NNN de los aislados del cepario de la seccion de Biologia de
Trypanosomatideos del Laboratorio de Biologia de Vectores y Parasitos (IZET-UCV),

escogidos para comparacion.

6.5. Estudio del parasitismo tisular

Para establecer el parasitismo a nivel tisular de los aislados evaluados en el modelo

murino, fue sacrificado el raton que presentd la mayor parasitemia mediante dislocacion
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cervical, de acuerdo con las pautas sefialadas por el Codigo de Bioética del FONACIT
(CEBioBio, 2008).

De cada raton sacrificado se extrajeron muestras de corazén, musculo esquelético,
intestino delgado, rifién, bazo, higado, pulmén, pancreas y cerebro, las cuales fueron fijadas
en formol neutro amortiguado al 10%,posteriormente embebidas en parafina y cortadas en
microtomo a 3 um de espesor, para ser finalmente tefiidas con hematoxilina-eosina (H/E)
(Nai y col, 2004).

Los cortes histologicos fueron examinados al microscopio (400X y 1000X) para
determinar la presencia de nidos o pseudoquistes de parasitos; el grado de histotropismo fue
establecido de 0 a 4, teniendo en cuenta el nimero de nidos o pseudoquistes/50 campos
visual a 400X siguiendo el siguiente criterio (Watkins 1966):

» Parasitismo intracelular ausente (-);grado 0

» Parasitismo intracelular escaso (+)con 1-10 nidos de parasitos/50 campos; grado 1
» Parasitismo intracelular moderado (++) con 11-30 nidos/50 campos; grado 2

» Parasitismo intracelular abundante (+++)con 30-60 nidos/50 campos; grado 3

» Parasitismo intracelular intenso (++++)con >60 nidos/50 campos; grado 4

6.6. Caracterizacion genotipica de los aislados de Trypanosoma cruzi
6.6.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los aislados de T. cruzi fue realizada mediante el kit de
purificacion Wizard Genomic® de Promega, siguiendo las instrucciones de la casa
comercial. En un tubo eppendorf de 1,5 ml fueron colocados 200 ul de la muestra problema
(heces de triatominos en solucién salina o medio de cultivo de parasitos), se adiciond 400
pl de solucién de lisis celular invirtiendo de 5 a 6 veces; luego se centrifugd a 13000 rpm
por 1 minuto y se descartd el sobrenadante. Seguidamente se agregaron 400 pl de solucién
de lisis nuclear y se incub6 a 37°C de 15 a 30 minutos, posteriormente se adicionaron 100
ul de Acetato de Amonio 7,5 M para precipitacion de proteinas, mezclando por inversion
durante 10 a 20 segundos; la muestra fue colocada en hielo por 5 minutos y centrifugada a

13000 rpm durante 4 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirié a un
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nuevo tubo de 1,5 ml y se adicioné 600 pl de isopropanol, para posterior mezcla por

inversion y centrifugacioén a 13000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente.

El sobrenadante fue descartado cuidadosamente, dejando una pequefia cantidad en el
fondo; posteriormente se adicion6 600 pl de etanol al 70% (preferiblemente frio),
mezclando suavemente por inversién para lavar el ADN; seguidamente la muestra fue
centrifugada a 13000 rpm por 1 minuto y el etanol fue totalmente descartado. El tubo se
dejaba secar para la total evaporacion del etanol restante y el material era resuspendido en
50 pl de solucién de rehidratacion o tampon TE. Finalmente el ADN fue refrigerado (2 a
8°C) para su posterior evaluacion de integridad, cuantificacion y analisis.

6.6.2. Evaluacion de integridad y cuantificacion del ADN

El ADN extraido fue cuantificado en el espectrofotometro NanoDrop 2000-
ThecnoScientific, por medicion de la absorbancia a 260 nm (Azeo) Y 280 nm (Azs0) en una
dilucion 1/10 en agua Milli-Q. Las conversiones utilizadas fueron las siguientes: 1 unidad

de DO es equivalente a 50 pg de ADN/ml de solucion, empleando la siguiente formula:

[ADN]= (Az60) x D x 50 ug/ml D: Factor de dilucion

El grado de pureza fue calculado estableciendo la relacion de las absorbancias de las
unidades de densidad optica (DO) 260/280 nm, considerando como aceptables los valores
entre 1,8y 2,0.

La integridad del ADN fue corroborada mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,8% a 80V, en buffer TAE 1X (0,04 M Trisma Acido acético, 0,001 M EDTA) durante 45
minutos. El gel fue tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y el ADN fue visualizado con

luz ultravioleta mediante el sistema Gel Doc 1000 de BioRad.
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6.6.3. Diagnostico molecular

Las muestras del parésito obtenidas tanto de mamiferos como de triatominos, positivas o
no mediante las pruebas parasitologicas, fueron evaluadas para confirmar la presencia de
ADN de T. cruzi; basado en la amplificacion de la secuencia del ADN de los mini circulos
del kinetoplasto (KDNA), empleando los cebadores 121
(5’ AAATAATGTACGGG(T/G) GAGATGCATGA3’) y 122
(5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA3’). La reaccion de amplificacion fue
realizada con un volumen final de 25 pl, utilizando buffer GoTaq Flexi (Promega) (Tris
HCI 50 mM, pH 9,0; NaCl, 50 mM), MgCl,2mM, Oligos 121 y 122 (0,4 uM), dNTPs 0,2
mM, ADN polimerasa GoTaq Flexi (Promega) 1U y ADN molde 10 pl (=20 ng),
amplificado en un termociclador (C1000 BioRad) con desnaturalizacion inicial a 94°C por
10 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, hibridacion a 63°C por 1
minuto, extension 72°C por 1 minuto y extension final a 72°C por 10 minutos. Los
productos de amplificacion de 330 pb indicaron la presencia de ADN de T. cruzi (Britto y
col., 1993; Wincker y col., 1994).

6.6.4. Marcadores moleculares de variabilidad genética.

Las muestras que presentaron amplificacion de ADN de T. cruzi por PCR (kDNA),
fueron evaluadas para determinar la presencia de variabilidad genética, mediante la
amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los siguientes
marcadores: 1). Regiones del espaciador no transcrito del gen del mini-exdn, para tener una
aproximacion sobre los principales genotipos (Tcl, Tclll y TclV) segun lo planteado por
Fernandes y col., (2001); 2). Regiones codificantes para las subunidades grande (24Sa.
rDNA) y pequefia (18S rDNA) del ADN ribosomal, a fin de establecer diferencias entre los
genotipos Tcl y TclV, segun el algoritmo de Brisse y col., 2001 (Tabla 2).
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Tabla 2. Marcadores moleculares de variabilidad genética. Marcadores utilizados para identificar
los genotipos de los aislados de Trypanosoma cruzi obtenidos de triatominos y mamiferos de
diferentes complejos ecopatogénicos de la Tripanosomiasis Americana en Venezuela.

Mini-exén
Fernandes y col.; (2001)

Cebadores:

ME (5°-TAC CAA TAT AGT ACA GAA ACTG-3")

TC1 (5-ACACTT TCT GTG GCG CTG ATCG-3")

TC2 (5"-TTG CTC GCA CAC TCG GCT GCAT-3")

TC3 (5"-CCG CGW ACA ACC CCT MAT AAA AATG-3).

Reaccion de amplificacion:

Volumen final 25 pl: BufferGoTaq Flexi (Promega) (Tris HCI 50mM, pH 9 NaCl,
50mM), MgCl, 2mM, Oligos MC, TC1, TC2, TC3 (0,4 uM), dNTPs 0,2 mM,
ADN polimerasa GoTaq Flexi (Promega) 1U y ADN molde 10 pl (=20ng).

Programa:
Desnaturalizacion inicial: 94°C, 5 min. 35 ciclos: desnaturalizaciéon 94°C, 30
sec; hibridacion 50°C, 30sec; Extension 72°C, 30sec; Extension final 72°C, 5min.

Productos (genotipos):
Banda 250 pb (TclV); Banda 200 pb (Tcl); Banda 150 pb (Tclll)

24Sa rDNA

Souto y col., (1996)
Brisse y col., (2001)

Cebadores:
D71 (5"-AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG 3")
D72 (5-TTT TCA GAA TGG CCG AAC AGT-3").

Reaccion de amplificacion:

Volumen final 25 pl: BufferGoTaqg Flexi (Promega) (Tris HCI 50mM, pH 9NaCl
50mM), MgCl, 2mM, Oligos D71, D72 (0,4 uM), dNTPs 0,2 mM, ADN
polimerasa GoTaq Flexi (Promega) 1U y ADN molde 10 ul (=20 ng).

Programa:
Desnaturalizacion inicial: 94°C, 5 min. 30 ciclos: desnaturalizacion 94°C, 1 min;
hibridacion 60°C, 1 min; Extension 72°C, 1 min; Extension final 72°C, 5min.

Productos (genotipos):
Banda de 110 pb (Tcl, Tclll y TcV), 125 pb (Tcll, TclV y TcVI).

18SrDNA

Souto y col.,(1996)
Brisse y col., (2001)

Cebadores:
V1 (5"-CAA GCG GCT GGG TGG TTATTC CA-3")
V2 (5°-TTG AGG GAA GGC ATG ACA CAT GT-3")

Reaccion de amplificacion:

Volumen final 25 pl:BufferGoTagFlexi (Promega) (Tris HCI 50mM, pH 9; NaCl
50mM), MgCl, 2mM, Oligos V1y V2 (0,4 uM), dNTPs 0,2 mM, ADN polimerasa
GoTagFlexi (Promega) 1U y ADN molde 10 pl (=20 ng).

Programa:

Desnaturalizacion inicial: 94°C, 5 min. 30 ciclos: desnaturalizacién 94°C, 1 min;
hibridacién 50°C, 1 min; Extensién 72°C, 1 min; Extension final 72°C, 5min.
Productos (genotipos):

Banda de 175 pb (Tcl) , 165 pb (Tcll, Tclll y TcV), 155 pb (TclV)
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Para confirmar los genotipos Tcl, Tcll, Tclll y TclV de los aislados obtenidos y conocer
las diferencias intraespecificas, se procedio a hacer el andlisis de los polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLPs), mediante la utilizacion de enzimas
de restriccion, empleando la metodologia planteada por Westenberger y col, (2005) y Lewis
y col, (2009). Para ello se utilizaron los cebadores HSP60_For
(5°CGCCGTTTTTCTCAGACACA3)y HSP60_Rev(5 TTCTCGTTCACCTCCACCTC

3), GPI_For(5-GGCATGTGAAGCTTTGAGGCCTTTTTCAG-
3')YGPI_Rev(5 TGTAAGGGCCCAGTGAGAGCGTTGGTTTGAATAGC-3), H1_For
(5 TGAAGAAGGC GCCGAAGAAG3) y H1_Rev(5 GCCTTCTTGG

GCGGAACGGC3"). La reaccion de amplificacion fue realizada con un volumen final de
50 pl utilizando Buffer GoTaq Flexi (Promega) (Tris HClI 50mM, pH 9; NaCl 50mM),
MgCl, 2mM, dNTPs 0,4 mM, ADN polimerasa GoTaq Flexi (Promega) 1U, ADN muestra
10 pl (=20 ng) y los Oligos respectivos para cada reaccion: HSP60_For, HSP60_Rev,
GPI_For, GPI_Rev, H1 _For y H1 Rev (0,2 uM). El protocolo de amplificacion se realizo
en un termociclador (C1000 BioRad) y consistio en una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 3 minutos, seguida de 4 ciclos (94°C por 30 segundos, 64°C por 30 segundos y
72°C por 1 minuto), continuando con 28 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 30 segundos,
hibridacion 60°Cpor 30 segundos, extension 72°C por 1 minuto y extension final 72°C por

10 minutos.

Seguidamente a los productos obtenidos de la amplificacion anterior, se les realizo la
digestion con las enzimas de restriccién para cada marcador EcoRV (HSP60), Hhal (GPI) y
Aatll (H1). La mezcla de reaccién enzimatica estuvo constituida por 10 pl del producto de
PCR (1 ng aproximadamente), 0,25U de la enzima de restriccion segun el caso, 100 ng/ul
BSA, la cantidad buffer 1X de la enzima correspondiente y agua destilada hasta obtener un
volumen final de 20 pl. La reaccién de digestion fue incubada durante 4 horas a 37°C. Los

productos esperados son descritos en la Tabla 3.
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Tabla 3.Patron de bandas en pares de bases de los genotipos de Trypanosoma cruzi
establecidos mediante ensayos de PCR-RFLP (Lewis y col, 2009).

Marcador/Enzima (pb)

Genotipos HSP60/EcoRV HistonaH1/Aatl| GPI/Hhal
Tcl 432-462 486 1.264
(T. cruzi 1) (432/462) (364 + 122) (817 + 447)
Tclla 432-462 486 1.264
(T. cruzi IV) (432/462) (364 +122) (490 + 447 + 253)
Tcllb 432-462 486 (486) 1.264
(T. cruzi I1) (432/462) (490 + 447 + 253)
Tcllc 432-462 486 1.264
(T.cruzi ll) | (314 + 148/314+118) (364 + 122) (817 + 447)
Tclld 432-462 486 1.264
(T. cruzi V) (314 +148/314+118) (364 +122) (817 + 490 + 447 + 253)
Tclle 432-462 486 1.264
(T. cruzi VI) (314 + 148/314+118) (364 + 122) (817 + 490 + 447 + 253)

6.6.5. Verificacion de los productos de PCR.

La electroforesis en geles de agarosa se llevo a cabo segun el procedimiento descrito por
Sambrook y Russell (2001), para evidenciar los productos de las PCRs. La electroforesis
fue realizada en geles de agarosa (Agarose Ultra pure Sigma®)al 2% para todos los casos
(KDNA, mini-ex6n, 24Sa, 18S rDNA y RFLPs, utilizando TAE (Tampon Tris Acetato 40
mM, EDTA 0,5 M pH 8,0) en camara para electroforesis horizontal y en condiciones de

corrida de 80-100V. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

Las bandas de ADN fueron visualizadas con luz ultravioleta mediante el sistema Gel
Doc 1000 de BioRad. EI tamafio de los productos de las PCRs fue estimado mediante
comparacion del patron de bandas delmarcador de tamafio molecular 100 pb (Promega®) o
100 pb Hypperladder IV (Axygen®).
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6.7. Analisis estadistico.

Para estudiar las diferencias e igualdad de distribucion en los pardmetros de la cinética
de infeccion (PP, PIP, MP y %M) de los aislados de T. cruzi, obtenidos de triatominos y
mamiferos en ambas regiones geograficas, fueron aplicados los test de igualdad de medias
(T-test), igualdad de varianzas (F-test), igualdad de distribuciones (Kolmogorov-Somirnov)
y diagramas de caja (Blox plot), usando el Softwareestadistico PAST version 3.12.

Mediante analisis de componentes principales (ACP) con MVSP version 3.0, fueron

evaluadas las prevalencias de las variables del comportamiento biolégico de los aislados.
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7. Resultados

7.1. Estudio de hospedadores y su positividad a Trypanosoma cruzi
7.1.1. Triatominos

De los diferentes muestreos fueron obtenidos 205 triatominos, de los cuales 133 se
colectaron en la regién Oriental (69 Machos, 61 Hembras, 3 Ninfas V) y 72 individuos para
la region Centro-Occidental (23 Machos y 49 Hembras). Las especies de triatominos
colectadas fueron identificadas de acuerdo a Lent & Wigodzinsky (1979) como Triatoma
maculata, Rhodnius prolixus, Panstrongylus geniculatus, Rhodnius pictipes, Psanmolestes
arthuri y Eratyrus cuspidatus (Tabla 4; Figura 11).

La especie de triatominos que presentd el mayor porcentaje de individuos colectados fue
P. geniculatus (49,8%), seguida de T. maculata (40,9%), R. prolixus (5,8%), R. picitipes y
Ps. arthuri (1,5% c/u) y finalmente E. cupidatus (0,5%), siendo la region Oriental quien
presento el mayor nUmero de triatominos muestreados; sin embargo, P. geniculatus fue la
especie predominante para la region Centro-Occidental y T. maculata para la region
Oriental (Tabla 4).

En general, la prevalencia de triatominos positivos a T. cruzi fue de 62,4% para la region
Oriental y de 70,8% para la region Centro-Occidental, sin embargo la revision de las
muestras mediante la combinacion de dos meétodos (Heces+PCR) fue la que permitid
establecer el mayor porcentaje de positividad (70,1%) en los triatominos,
independientemente de su especie y region geografica. De la totalidad de triatominos
positivos para T. cruzi, el 28.4% fue empleado para la caracterizacion bioldgica de los

ailsados en modelo murino (Tabla 4).



Tabla 4. Diversidad de especies de triatominos muestreados en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela y su

positividad para Trypanosoma cruzi.

Especie deTriatomino N° de Region Geografica Positivos Diagnostico NJ|° de
muestras Morfobioldgico INC
/Molecular
CO ORT CO ORT 1MT 2 MT
Eratyrus cuspidatus 1 (0,5%) 0 1 (1H) 0/0 11 0/1 11 11
Panstrongylus geniculatus =~ 102 (49,8%) 67 (20M/47H) 35 (18M/17H) 49/67 23/35 7172 65/72 25/72
Psanmolestes arthuri 3 (1,5%) 0 3(3H) 0/0 2/3 1/2 1/2 1/2
Rhodnius prolixus 12 (5,8%) 2 (IM/1H) 10 (4M/6H) 2/2 8/10 0/10 10/10 8/10
Rhodnius pictipes 3 (1,5%) 0 3 (2M/1H) 0/0 3/3 213 1/3 1/3
Triatoma maculata 84 (40,9%) 3 (2M/1H) 81 (45M/33H/3N) 0/0 46/81 30/46 16/46 2 /46
Total 205 72 133 51/72 83/133 40/134 94/134 38/134
(35,1%) (64,9%) (70,8%) = (62,4%) (29,9%) (70,1%) (28,4%)

CO: Centro-Occidental; ORT: Oriental; 1 MT: 1 método (PCR); 2 MT: 2 métodos (Heces-contenido intestinal de triatominos de campo o de

xenodiagnéstico y PCR).INC: Inoculados

Figura 11. Fotografias de las especies de triatominos encontrados en las regiones Oriental y Centro-
Occidental de Venezuela.A) Rhodnius prolixus; B) Rhodnius pictipes; C) Triatoma maculata; D) Panstrongylus
geniculatus; E) Psanmolestes arthuri; F) Eratyrus cuspidatus. Fotos: Lozano-Arias D.

43
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7.1.2. Mamiferos

En relacién al proceso de muestreo de mamiferos, se obtuvo un total de 255 ejemplares,
de los cuales 83 individuos se obtuvieron en la region Oriental (48 machos y 35 hembras) y
172 en la region Centro-Occidental (84 machos y 88 hembras). En ambas regiones
geogréficas fueron encontrados individuos de diferentes edades, desde cachorros (15
individuos), juveniles (57 individuos) hasta adultos (183 individuos). Todos los mamiferos
fueron identificados en lo posible hasta la categoria de especie mediante las claves
taxondmicas de Eisenberg (1989), Sanchez y Lew (2010) y con el apoyo del médico
veterinario Dr. Tony Chacon (Catedra de Semiologia Facultad de Ciencias Veterinarias
UCV).

La especies encontradas fueron: Canis familiaris (52,16%), Didelphis marsupialis
(18,04%), Equus asinus (9,41%), Rattus rattus (5,49%), Bos taurus (3,53%), Equus aisnus
X Equus caballus (3,14%), Equus caballus (1,96%), Riphidomys couesi (1,18%),
Cerdocyon thous y Cuniculus paca (0,78%), Dasypus novencinuts, Desmodus rotundus,
Odocoileus margaritae, Odocoileus virginianus, Sus scrofa y Tamandua tetradactyla
(0,39% cl/u); siendo C. familiaris y D. marsupialis las especies mas representativas en

ambas regiones geogréaficas (Tabla 5; Figura 12).

Asi mismo, la positividad de estos mamiferos a T. cruzi fue de 43,4% en la region
Oriental y el 29,6% en la region Centro-Occidental, la cual fue establecida por métodos
parasitologicos y moleculares (PCR-kDNA). La caracterizacion biolégica fue realizada
Unicamente al 26,4% de los aislados positivos (23/87), los cuales cumplian con el nimero

de metaciclicos requeridos (200 met/gr de peso) por indculo (Tabla 5).
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Tabla 5. Diversidad de las especies de mamiferosmuestreados en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela y su positividad para
Trypanosoma cruzi.

Especie hospedador N° de Region Geografica Positivos Diagnoéstico N° de
muestras Morfobioldgico/Molecular INC
CO ORT CO ORT 1 MT 2 MT 3 MT 4 MT
Bos taurus (Toro-Vaca) 9(3,5%) 0 9 (3M/6H) 0/0 3/9 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Canis familiaris(Perro doméstico) 133(52,2%) 110(49M/61H) 23 (16M/7H) 24/110 10/23 34/34 0/34 0/34 0/34 0/34
Cerdocyon thous (Zorro de monte) 2 (0,8%) 0 2 (2m) 0/0 1/2 0/1 0/1 0/1 1/1 1/1
Cuniculus paca (Lapa) 2 (0,8%) 0 2 (2H) 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Dasypus novemcinctus (Armadillo) 1 (0,4%) 0 1 (1H) 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Desmodus rotundus 1 (0,4%) 0 1(1M) 0/0 1/1 0/1 0/1 0/1 11 11
(Murcielago/VVampiro)
Didelphis marsupialis (Rabipelado) 46 (18,0%) 26 (12M/14H) 20 (8M/12H) 12 /26 11/20 6/23 11/23 4/23 2/23 16/23
Equus asinus (Burro) 24 (9,4%) 18 (13M/5H) 6 (5M/1H) 10/18 4/6 13/14 1/14 0/14 0/14 1/14
Equus caballus (Caballo) 5 (2,0%) 0 5 (4M/1H) 0/0 1/5 11 0/1 0/1 0/1 0/1
Equus asinus x Equus caballus (Mula) 8 (3,1%) 8 (3M/5H) 0 2/8 0/0 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Odocoileus margaritae 1 (0,4%) 0 1(1H) 0/0 11 0/1 0/1 0/1 1/1 1/1
(Venado enano de margarita)
Odocoileus virginianus 1 (0,4%) 0 1 (1H) 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
(Venado enano de Margarita)
Pecari tajacu (Baquiro-Cerdo de monte)) 3 (1,2%) 0 3 (IM/2H) 0/0 1/3 0/1 0/1 0/1 11 171
Rattus rattus (Rata comun) 14(5,5%) 10 (7TM/3H) 4 (4M) 3/10 2/4 3/5 1/5 1/5 0/5 2/5
Riphidomys couesi (Rata escaladora) 3 (1,2%) 0 3 (2M/1H) 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Sus scrofa (Cerdo) 1 (0,4%) 0 1 (1M) 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Tamandua tetradactyla (Oso melero) 1 (0,4%) 0 1(1M) 0/0 11 11 0/1 0/1 0/1 0/1
Total 255 172 83 51/172 36/83 64/87 13/87 7/87 3/87 23/87
(67,4%) (32,6%) (29,6%)  (43,4%)  (73,6%) (14,9%) (8,0%) = (3,5%) @ (26,4%)

CO: Centro-Occidental; ORT: Oriental; 1IMT: 1 método (PCR); 2MT: 2 métodos (Heces-contenido intestinal de triatominos de campo o de xenodiagndstico y
PCR/Hemocultivo y PCR); 3MT: 3 métodos (sangre fresca+heces-contenido intestinal triatominos de xenodiagndstico+PCR/ heces-contenido intestinal triatominos de
xenodiagnostico+Glandulas anales+PCR); 4 métodos: (sangre fresca+heces-contenido intestinal triatominos de xenodiagnéstico+hemocultivo+PCR). INC: NUmero de
aislados incoulados inoculados



Figura 12. Fotografias de algunas especies de mamiferos encontrados en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.
A). Equus asinus; B). Equus caballus; C). Canis familiaris; D). Bos taurus, E). Desmodus rotundus; F). Pecari tajacu, G) Didelphis
marsupialis, H) Dasypus novemcinctus. Fotos: Lozano-Avrias, D.
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7.2. Caracterizacion bioldgica de los aislados de Trypanosoma cruzi.

El seguimiento de la dinamica de la infeccion por T. cruzi en el modelo murino, permitio
evidenciar heterogeneidad respecto a los pardmetros de la cinética de infeccion tales como
periodo prepatente (PP), periodo de infeccion patente (PIP), maxima parasitemia (MP) y
porcentaje de mortalidad (%M) para los diferentes aislados evaluados provenientes de
varias especies de triatominos y mamiferos en ambas regiones geograficas (Oriental y
Centro-Occidental), independientemente del ec6topo donde fueron recolectados (D:
Domicilio, PD: Peridomicilio, S: Silvestre).

7.2.1. Aislados de Triatominos.

Para la caracterizacion biologica en el modelo murino de los aislados de T. cruzi
obtenidos de triatominos, fueron seleccionadas 14 muestras de la region Oriental(D: 1, PD:
11y S:2) y 24 muestras de la regidon Centro-Occidental (D:2 y PD: 22, no hubo muestras de

S), teniendo en cuenta los criterios de seleccidn planteados en la metodologia.

El analisis de los parametros de la cinética de infeccion, reveld que los valores de PP
oscilaron entre7 y 31 dias con un promedio de 15 dias (6,6 SD) para la regién Oriental y
entre 4 a 21 dias con un promedio de 13 dias (4,0 SD) para los aislados de la region
Centro-Occidental, sin diferencias estadisticamente significativas entre regiones
geogréficas ni entre ecotopos (p>0,05), a pesar de observarse variacionen el tiempo de
inicio de la infeccidn, siendo menor el intervalo en los aislados de la region Centro-
Occidental (Tabla 6, Anexos 3 y 4).

Independientemente de la regidén geogréafica los valores de PP variaron segun la especie
de triatomino: E. cuspidatus (18 dias), R. prolixus (15 dias), P. geniculatus y T. maculata
(14 dias), R. pictipes y P. arthuri (10 dias).



Tabla 6. Parametros de la cinética de infeccién evaluados en modelo murino (NMRI) de los aislados de Trypanosoma cruzi,

obtenidos de triatominos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.

Aislado Hospedador Localidad EC SX PP PIP MP % M
(Dias) (Dias) (Flag/mix10%)
REGION ORIENTAL
TPRX/VE/2006/VP64* R. prolixus El Enial PD ¢ 31 10 0,43 33
TPRX/VE/2007/VP78* R. prolixus Angostura S 3 11 7 25,60 100
TPRX/VE/2009/VP81 R. prolixus El Enial PD ¢ 13 7 4,69 100
TECUP/VE/2012/VvP145 E. cuspidatus El Enial PD Q 18 11 0,64 33
TPRX/VE/2012/\V/P150 R. prolixus Naricual PD 9 17 16 3,20 100
TGEN/VE/2012/VvP151 P. geniculatus El Maco PD 3 7 9 66,13 100
TGEN/VE/2012/VP152 P. geniculatus El Maco PD 9 7 9 111,80 100
TMAC/VE/2012/VP154 T. maculata Altos de Sucre PD Q 10 18 84,80 33
TMAC/VE/2012/VP158 T. maculata El Enial PD & 19 14 0,64 33
TPRX/VE/2009/VP159 R. prolixus La Ceiba S Q 15 5 1,49 0
TGEN/VE/2011/VP164 P. geniculatus Yaguaracual D ) 22 42 7,36 33
TPICT/VE/2012/VP168 R. pictipes San José de las Margaritas Llano ~ PD 3 10 40 29,76 33
TART/VE/2012/VP169 Ps. arthuri San José de las Margaritas Llano  PD Q 10 26 67,52 100
TPRX/VE/2009/VP182 R. prolixus Puerto la Cruz PD Q 17 28 2,56 33
REGION CENTRO-OCCIDENTAL

TGEN/VE/1996/VP29* P. geniculatus Colinas Bello Monte D Q 12 31 18,00 67
TGEN/VE/1997/VP31* P. geniculatus Colinas Bello Monte D ) 21 39 4,48 33
TGEN/VE/2009/VP80 P. geniculatus Colinas Bello Monte D Q 12 23 10,67 100
TGEN/VE/2009/VP82 P. geniculatus Hoyo de la Puerta D Q 12 7 1,07 33
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TGEN/VE/2009/VP85 P. geniculatus Petare D Q 18 33 15,00 100
TGEN/VE/2009/VP86 P. geniculatus Los Palos Grandes D ) 9 13 19,20 100
TGEN/VE/2009/VP87 P. geniculatus La Mariposa D Q 16 4 25,17 100
TGEN/VE/2009/VP90 P. geniculatus Petare D Q 10 15 2,65 100
TGEN/VE/2010/VP95 P. geniculatus Terrazas Club Hipico D Q 9 9 1,28 33
TGEN/VE/2010/VP97 P. geniculatus Avraira D Q 12 5 5,76 100
TGEN/VE/2010/VP98 P. geniculatus Petare D Q 19 12 2,35 100
TGEN/VE/2010/VP99 P. geniculatus El Hatillo D Q 14 5 4,48 100
TGEN/VE/2010/VP100 P. geniculatus Caricuao D Q 14 5 4,48 100
TGEN/VE/2010/VP110 P. geniculatus Cotiza D ) 13 18 0,64 100
TGEN/VE/2011/VvP121 P. geniculatus Caricuao D 3 17 15 5,12 67
TGEN/VE/2010/VP122 P. geniculatus Petare D 3 14 11 1,10 33
TPRX/VE/2010/VP129 R. prolixus Jabillal Abajo PD 3 4 38 11,10 33
TGEN/VE/2010/VP134 P. geniculatus La Pastora D Q 18 5 117,12 100
TGEN/VE/2012/VP146 P. geniculatus Colinas Bello Monte D 3 14 13 12,0 67
TPRX/VE/2010/VVP148 R. prolixus Jabillal Abajo PD Q 12 21 3,20 33
TGEN/VE/2012/VP155 P. geniculatus El Cafetal D Q 10 9 123,5 100
TGEN/VE/2014/VP171 P. geniculatus Colinas bello monte D Q 13 56 1,49 33
TGEN/VE/2014/VP176 P. geniculatus Macaracuay D 3 9 27 67,20 100
TGEN/VE/2014/VP186 P. geniculatus Avenida Panteon D ) 20 42 6,08 33
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EC: ecdtopo (D: doméstico, PD: Peridoméstico, S: silvestre); SX: sexo (&': macho; @: hembra);PP: Periodo prepatente; PIP: Periodo de infeccion
patente; MP: maxima parasitemia; %M: porcentaje de mortalidad. * Aislados de referencia caracterizados anteriormente en el laboratorio de
Biologia de tripanosomatideos-UCV.



50

Los valores de PIP para los aislados de la region Oriental oscilaron entre 5 a 42 dias con
promedio 17 dias (£12,2 SD) y entre 4 a 56 dias con promedio de 19 dias (14,2 SD) para
los de la regién Centro-Occidental, lo que reflejé un mayor tiempo de circulacion de los
parésitos en los aislados de la region Centro-Occidental, aunque no significativa en relacion
a la region Oriental (p>0,05). La infecciones producidas fueron menores a sesenta dias,
bien sea por la mortalidad causada por el aislado o bien por el deterioro conducente a
mortalidad que conllevo a decidir la eutanasia (Tabla 6, Anexo 3y 4).

En orden descendente los valores de PIP segun la especie de triatomino fue R. pictipes
(40 dias), P. arthuri (26 dias), P. geniculatus y T. maculata (18 dias), R. prolixus (17 dias),
E. cuspidatus (11 dias).

Respecto a la MP para los aislados de triatominos de la regién Oriental los valores
fueron de 0,43 a 111,80 x 10° flag/ml de sangre con promedio de 29,04 x 10* (+37,7 SD) y
para la region Centro-Occidental dicho valor oscilo entre 0,64 y 123,5 x 10* flag/ml de
sangre con promedio de 19,30 x 10* (34,0 SD), lo que reflejo una mayor virulencia en
promedio para los aislados de la region Oriental, sin emabargo, dicha variacién no fue
estadisticamente significativa en relacion a los aislados de la regién Centro-O occidental y

tampoco entre aislados de una misma regién (p > 0,05).

Segun la especie de triatomino los valores promedio de la MP en orden descendente
fueron P. arthuri (67,52x10* flag/mlsangre), R. pictipes (29,76x10* flag/ml sangre), P.
geniculatus (25,37x10* flag/ml sangre), T. maculata (15,95x10* flag/ml sangre), R.
prolixus (6,53x10* flag/ml sangre) y E. cuspidatus (0,64x10” flag/ml sangre).

Los valores de % M en la region Oriental oscilaron entre 0 a 100% con un promedio de
60% (37,4 SD), siendo el aislado VP159 el Gnico que no presentd mortalidad, mientras
que en la regidon Centro-Occidental se observo una variacion entre 33 a 100% con promedio
de 74% (+31,1) reflejandose mayor patogenicidad de los aislados para esta region, adn
cuando no hubo diferencias significativas entre las regiones geograficas (p > 0,05) (Tabla 6,

Anexos 3y 4).
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De acuerdo con los valores promedio, los aislados del parasito que causaron mayor
mortalidad siendo mas patégenos en modelo murino, fueron P. arthuri (100%), P.
geniculatus (77%), T. maculata (66%), R. prolixus (54%), R. pictipes y E. cuspidatus
(33%).

Es importante destacar que a medida que avanzaba el curso de la infeccion, los ratones
iban presentando desordenes en la marcha, urinacion, perdida de motilidad en miembros
inferiores, hirsutismo, alopecia y distension abdominal, reflejando hepatoesplenomegalia.

Al comparar todos los parametros de la cinética de infeccion para los aislados de
triatominos de ambas regiones geograficas, mediante el anélisis de box plot, se observé que
el pardmetro de maxima parasitemia fue el que presentd mayor dispersion en los datos,
indicando una variacion en la virulencia especialmente en los aislados de la region Oriental
(Figura 13).
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Figura 13. Evaluacion de los parametros de infeccién mediante diagrama de cajas (box plot) de los
aislados de Trypanosoma cruzi obtenidos de triatominos en las regiones Oriental y Centro-Occidental
de Venezuela. PP: periodo prepatente; PIP: periodo de infeccién patente; MP: maxima parasitemia; T:
triatominos; OR: regién Oriental; CO: region Centro-Occidental (PAST 3.12).
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7.2.2. Aislados de Mamiferos

Para la caracterizacion biol6gica en modelo murino de los aislados de T. cruzi obtenidos
de mamiferos, fueron seleccionadas 13 muestras (PD: 5; S: 8) de la region Oriental y 10
muestras (PD: 6; S: 4) de la regién Centro-Occidental, segun los criterios planteados en la
metodologia (Tabla 7).

La cinética de infeccion revel6 valores de PP entre 6 a 26 dias, con promedio de 14 dias
(£5,9SD) para los aislados de la region Oriental; parasitemia de 8 a 23 dias, con promedio
de 15 dias (+4,9SD) para la region Centro-Occidental, sin diferencias significativas entre
las regiones geograficas (p > 0,05) (Tabla 7, Anexos 3y 4).

Los valores de PIP para estos aislados en la region Oriental fluctuaron entre 4 a 34 dias
con un promedio de 21dias (£9,4 SD) y entre 5 a 46 dias con un promedio de 19 dias
(12,2 SD) para la region Centro-Occidental, con heterogeneidad respecto al tiempo de
infeccion entre los aislados, méas sin diferencias significativas para ambas regiones
geogréficas (p > 0,05). Asi mismo, dependiendo la especie de mamifero, los dias de
duracion de la infeccion en el modelo murino variaron de la siguiente manera: P. tajacu (34
dias), E. asinus (28 dias), R. rattus (26 dias), D. marsupialis y O. margaritae (19 dias, c/u),
C. thous (17 dias)y D. rotundus (12 dias).

Respecto a los valores de MP para los aislados de la region Oriental estuvieron entre
1,70 y 30,08 x10* flag/ml de sangre con promedio de 9,39 x10* (+8,5 SD), mientras que
para la regién Centro-Occidental los valores variaron entre 1,00 y 15,57 x10* flag/ml de
sangre con promedio de 4,61x10* (+4,5 SD); sin diferencias significativas para ambas

regiones geogréaficas (p > 0,05).



Tabla 7. Parametros de la cinética de infeccion evaluados en modelo murino NMRI de los aislados de Trypanosoma. cruzi,

obtenidos de mamiferos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.

Aislado Hospedador Localidad PP PIP MP %
EC SX (Dias) (Dias) (Flag/mix10®) M
REGION ORIENTAL
MEAS/VE/2009/CD112 E. asinus Altos de guanta PD & 8 28 10,45 33
MDID/VE/2012/CD113 D. marsupialis Cambural PD Q 18 13 13,00 33
MDID/VE/2009/CD116 D. marsupialis Puerto la Cruz PD Q 10 32 2,35 100
MDID/VE/2009/CD118 D. marsupialis Bergantin PD & 13 18 5,97 100
MDID/VE/2009/CD120 D. marsupialis Altos de Guanta PD Q 13 22 2,35 100
MDID/VE/2009/CD160 D. marsupialis El Maco S 3 6 33 10,24 100
MDID/VE/2012/CD162 D. marsupialis Altos de Sucre S Q 18 14 30,08 100
MDID/VE/2013/CD164 D. marsupialis Altos de Sucre S 3 26 4 3,20 67
MDID/VE/2013/CD165 D. marsupialis Los Olivos S 38 20 29 1,70 0
MCTH/VE/2012/CD168 C. thous San José de las Margaritas Llano = S 3 18 17 12,16 100
MDES/VE/2012/CD170 D. rotundus El Enial S ) 13 12 21,12 100
MODM/VE/2012/CD171 O. margaritae  San José de las Margaritas Llano = S Q 13 19 7,68 100
MPEC/VE/2012/CD173 P. tajacu San José de las Margaritas Llano S ) 6 34 1,71 33
REGION CENTRO-OCCIDENTAL

MDID/VE/2009/CO16* D. marsupialis Colinas de Bello Monte PD 3 16 12 9,00 100
MRAT/VE/1993/CO22* R. rattus Colinas de Bello Monte PD 3 15 5 5,00 100
MDID/VE/1995/CO75* D. marsupialis Parque del Este S 3 8 8 1,00 100
MDID/VE/1995/CO79* D. marsupialis Parque del Este S Q 8 18 1,00 100
MRAT/VE/2012/CO84** R. rattus Colinas de Bello Monte PD ) 13 46 15,57 67
MDID/VE/2009/CD123 D. marsupialis La Escopeta PD Q 21 14 4,69 33
MDID/VE/2009/CD125 D. marsupialis La Escopeta S Q 13 16 2,88 100

MDID/VE/2009/CD135 D. marsupialis La Escopeta PD a8 18 26 1,92 0
MDID/VE/2012/CD136 D. marsupialis Jabillal Abajo S Q 23 14 2,13 0
MDID/VE/2011/CD172 D. marsupialis Jabillal Abajo PD a8 14 31 2,86 33

EC: ecdtopo (PD: Peridoméstico, S: silvestre); SX: sexo (&': macho; Q: hembra); PP: Periodo prepatente; PIP: Periodo de infeccién patente;
MP: méxima parasitemia; %M: porcentaje de mortalidad. *Aislados de referencia caracterizados anteriormente en el laboratorio de Biologia
de tripanosomatideos-UCV; **Aislado de referencia del laboratorio re-evaluado en esta investigacion.
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Los valores promedio de PP para los aislados obtenidos de las esepcies de mamiferos,
independientemente de la region geogrégica, fueron C. thous (18 dias), D. marsupialis (15
dias), R. rattus (14 dias), D. rotundus y O. margaritae (13 dias), E. asinus (8 dias) y P.

tajacu (6 dias).

La virulencia consierada como alta capacidad de multiplicacion del parasito, medida en
los valores méximos de parasitemia, para los aislados provenientes de mamiferos,
independientemente de la region geogréfica y discriminada por especie fue liderada por D.
rotundus (21,12 x 10* flag/ml de sangre), seguida de C. thous (12,16 x 10" flag/ml de
sangre),E. asinus (10,45 x 10* flag/ml de sangre),R. rattus (10,29 x 10* flag/ml de sangre),
O. margaritae (7,68 x 10* flag/ml de sangre), D. marsupialis (5,90 x 10* flag/ml de sangre)
y P. tajacu (1,71 x 10 flag/ml de sangre).

En relacion al %M los valores fueron similares para los aislados en ambas regiones, con
un promedio de 69% (£39,7SD), sin diferencias significativas (p > 0,05) (Anexos 3 y 4).
Los aislados mas patdgenos correspondieron a los obtenidos de D. rotundus, C. thous y O.
margaritae con 100% de mortalidad; los obtenidos de D. marsupialis y R. rattus con 67%

y los de P. tajacu y E. asinus con 33% cada uno.

En cuanto a la sintomatologia externa, para todos los casos a medida que avanzo el curso
de la infeccion, los ratones manifestaron desorden en la marcha, urinacién espontanea,
perdida de motilidad en miembros inferiores, hirsutismo, alopecia y distensién abdominal,

reflejando externamente una apariencia de hepatoesplenomegalia.

Al comparar todos los parametros de la cinética de infeccion de los aislados de
mamiferos entre regiones geograficas mediante el analisis de box plot, se evidencio que el
PIP mostr6 mayor amplitud en los valores para ambas regiones, indicando mayor
variabilidad (Figura 14).
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Figura 14. Evaluacion de los parametros de infeccion mediante diagrama de cajas (box plot)
de los aislados de Trypanosoma cruzi obtenidos de mamiferos en las regiones Oriental y
Centro-Occidental de Venezuela. PP: periodo prepatente; PIP: periodo de infeccidn patente; MP:
maxima parasitemia; M: Mamiferos; OR: region Oriental; CO: region Centro-Occidental. (PAST
3.12).

Generalizando los resultados antes expuestos, se observd heterogeneidad en los
parametros de la cinética de infeccion para los aislados de T. cruzi obtenidos de triatominos
y mamiferos independientemente de la region geografica, con los valores de maxima
parasitemia lo estadisticamente variables (p < 0,05, F-test), siendo mas elevados para los

aislados de triatominos, en relacién con los aislados de mamiferos (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacion comparativa de los pardmetros de infeccidn mediante diagrama de cajas
(box plot) de los aislados de Trypanosoma cruzi obtenidos de triatominos y mamiferos en las
regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela. PP: periodo prepatente; PIP: periodo de
infeccion patente; MP: maxima parasitemia; T: triatominos; M: mamiferos; OR: region Oriental; CO:
region Centro-Occidental (PAST 3.12).

7.3. Parasitismo tisular.

El parasitismo tisular fue evaluado en el 64% de los aislados caracterizados
parasitologicamente , 20 provenientes de la region Oriental (8 aislados de triatominos y 12
de mamiferos) y 19 aislados de la regién Centro-Occidental (13 aislados de triatominos 'y 7
de mamiferos) evidenciandose paninfectividad, la cual se corroboro por la invasion en
tejidos derivados del ectodermo (cerebro), mesodermo (musculo esquelético, corazon) y
endodermo (higado, péancreas, pulmon, rifiones, intestino delgado, bazo) con diferente

intensidad.

En mas detalle, los tejidos mas parasitados fueron el muscular cardiaco (97%) y
muscular esquelético (74%), seguidos en proporcion por pulmén (36%), pancreas (33%),

higado e intestino delgado (31%), cerebro y rifion (23%) y bazo (8%).

La intensidad de la invasién parasitaria para cada tejido, discriminada por aislado, fuente

de origen y region geogréafica es descrita en la Tabla 8.
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Tabla 8. Parasitismo tisular e intensidad de invasion causada por los aislados de Trypanosoma cruzi en ratones NMRI infectados
experimentalmente.

Centro-Occidental

Organos
Corazén Musculo Pulmén Intestino Pancreas | Higado | Rifién | Cerebro | Bazo
esquelético delgado

TPRX/VE/2006/VVP64* ++ + = I - B + - +
TMAC/VE/2012/VP150 +4+++ +++ - - - + - - -
TGEN/VE/2012/VP151 ++ ++ = ND = - - - -
TGEN/VE/2012/VP152 ++ ++ - - - - - - -
TMAC/VE/2012/VP154 ++ SR - + + o - - -
TPIC/VE/2012/VP168 + + - - + - - - -
TPART/VE/2012/VP169 +++ +4++ + - +++ + = - -
TPRX/VE/2009/VP182 ++ ++ - - - - - - -
TGEN/VE/2009/VVP90 ++ + + + - + + + -
TGEN/VE/2010/VP95 ++ - + - + + + - -
TGEN/VE/2010/VVP97 ++ ++ = ND - - _ R Z
TGEN/VE/2010/VP98 ++++ - + + + - - + +
TGEN/VE/2010/VP99 ++++ ++++ + - B N R T ND
TGEN/VE/2010/VP100 ++ ++ + - + + + ND -
TGEN/VE/2010/VP110 ++ ++ + + - B B + -
TGEN/VE/2011/VP121 ++++ ++ + + - - + + -
TGEN/VE/2010/VVP122 ++ ++ + + + ND + + ND
TPRX/VE/2010/VP148 ++ - - + - + + + +
TGEN/VE/2012/VP155 + B + : : : 5 ND -
TGEN/VE/2014/VP171 ++ - - - - + - + -




Organos
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Corazon Musculo Pulmon Intestino Pancreas | Higado | Rifion | Cerebro | Bazo
esquelético delgado

MEAS/VE/2009/CD112 A - = o - - - - -
MDID/VE/2012/CD113 ++++ ++++ +++ - - - - - -
MDID/VE/2009/CD118 ++ - ND - - = B - _
MDID/VE/2009/CD120 ++ - ND - ND - - - -
MDID/VE/2009/CD160 - ++ - - B B - - _
MDID/VE/2012/CD162 +H++ +++ - - + + + - -
MDID/VE/2013/CD164 e+t +++ - - = - B - -
MDID/VE/2013/CD165 ++ +++ - - - - - - -
MCTH/VE/2012/CD168 ++ - + = + + B - -
MDES/VE/2012/CD170 +++ ++ ++ ++ - - - - N
MODM/VE/2012/CD171 ++ = = - B + - ¥ _
MPEC/VE/2012/CD173 + + - - - + - - -
MDID/VE/1992/CO16* ++++ ++++ - + - - -

s MRAT/VE/1993/CO22* ++ +++ + - + - -
£§ [MRATIVER20IZCOBs™ | ++er ¥ - . - : X : -
8} g | MDID/VE/2009/CD123 + n n - ND - . - -
MDID/VE/2012/CD136 ++ ++ = - - B B - _

Grado de histotropismo

N° Pseudoquistes/50 campos visual microscopico a 400X

- = Parasitismo ausente -
+ = Parasitismo escaso +
++ = Parasitismo moderado ++  =10-30 (grado2)
+++ = Parasitismo abundante +++ =30-60(grado 3)
++++ = Parasitismo intenso ++++ = >60 (grado 4)

ND: no determinado * Aislado de laboratorio para comparacion. ** Aislado de referencia del laboratorio.

=0 (grado 0)
=1-10(grado 1)
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Los resultados revelaron intenso cardiotropismo (invasion grado 4), abundantes
pseudoquistes del parasito en los espacios entre las fibras musculares, con infiltrado
inflamatorio y alteracion de la arquitectura de las fibras cardiacas para los aislados VP150,
CD113, CD162 y CD164 de la region Oriental y VP98, VP99, VP121, CO16, CO79 y
C084 de la region Centro-Occidental. Sin embargo, el aislado CD160 obtenido de un D.
marsuplialis en un ecétopo silvestre de la region Oriental, no evidencio invasion en corazon
(Tabla 8; Figura 16).

El parasitismo hacia muasculo esquelético fue variable en intensidad, mostrando desde
escasos nidos de amastigotes dentro de la fibra muscular hasta abundantes pseudoquistes de
amastigotes e infiltrados. Ejemplos de ello fueron observados en el aislado CD113 de la
region Oriental y en el aislado VP99 de la region Centro-Occidental, resultados
comparables a los encontrados en los aislados de referencia del laboratorio de biologia de
tripanosomatideos, CO16 y CO79 con parasitismo intenso, provenientes también de la

region Centro-Occidental (Tabla 8, Figura 16).

En el pulmén se observo invasion a nivel del estroma y en la musculatura lisa de los
alveolos, siendo los aislados de la region Oriental CD170 (proveniente del murciélago D.
rotundus) y CD113 (proveniente de D. marsupialis) los que presentaron parasitismo desde
moderado a abundante respectivamente, en tanto los aislados VP169 (proveniente de Ps.

arthuri) y CD168 (proveniente de C. thous) presentaron parasitismo escaso.

Los aislados de la region Centro-Occidental VP90, VP95, VP98, VP99, VP100, VP110,
VP121, VP122, VP155 todos provenientes de P. geniculatus, presentaron escaso
parasitismo tisular hacia el pulmén al igual que el aislado de referencia CO22, obtenido de
R. rattus provenientede la misma region Centro-Occidental, especificamente del Valle de

Caracas (Figura 16).
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Figura 16. Microfotografias de secciones histologicas de ratones NMRI infectados experimentalmente
con aislados de Trypanosoma cruzi obtenidos de triatominos y mamiferos en las regiones Oriental y
Centro-Occidental de Venezuela. Tincidon con hematoxilina-eosina y visualizados a 1000X. A) Tejido
muscular cardiaco; B) Tejido muscular esquelético; C) Tejido muscular liso de Pulmén;D) Tejido
pancreatico; E) Tejido hepatico; F)Tejido muscular liso de Intestino delgado; G) Corteza Cerebral; H) Nido
en glandula suprarrenal. Las flechas indican la presencia de nidos; 1 cm: 15 um
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En el pancreas se observo escasa invasion de los acinos pancreéticos y alteraciones de la
arquitectura tisular, en 13 aislados de los cuales, 5 correspondieron a la regién Oriental
(VP168, VP169, VP154, CD162 y CD168) y los 8 restantes a la region Centro-occidental
todos provenientes de triatominos de la especie P. geniculatus (VP29, VP95, VP98, VP100
y VP122). Los aislados de referencia de la misma regién usados para comparacion (CO16 y
CO79) provenientes de D. marsupialis y CO22 de R. rattus, mostraron el mismo patrén de
invasion pancreatica. El aislado VP169 obtenido de Ps. arthuri de la region Oriental fue el
Unico que mostro un parasitismo abundante (grado 3) (Tabla 8, Figura 16).

El higado present6 pérdida de la arquitectura normal del tejido e infiltrado inflamatorio,
con parasitismo escaso en 12 de los aislados evaluados, de los cuales 6 aislados eran de la
region Oriental (VP150, VP169, CD162, CD168, CD171 y CD173) y los restantes de la
region Centro-Occidental representado por los aislados VP90, VP95,VP100, VP148,
VP171 y CO16, este ultimo como aislado de referencia en el laboratorio (Tabla 8, Figura
16).

En el intestino delgado fueron evidenciados pocos nidos de amastigotes en 12/39
aislados, de los cuales 3 fueron de la region Oriental y los 9 restantes de la region Centro-
Occidental, siendo el aislado CD170, obtenido de un murciélago en un ecétopo silvestre de

la region oriental, el Gnico que presentd parasitismo moderado en este tejido (Tabla 8).

El tropismo hacia el tejido nervioso fue escaso y se observd principalmente en aislados
de la regién Centro-Occidental, especificamente en los obtenidos de triatominos (VP90,
VP98, VP99, VP110, VP121, VP122, VP148 y VP171), sin embargo, para la region
Oriental un solo aislado presento este tropismo y correspondio al aislado CD171 obtenido
de un venado (O. margaritae ). Ninguno de los aislados de referencia del laboratorio,

presentaron invasion en este tejido (Tabla 8).

El histotropismo en el rifion fue escaso, observandose infiltrados celulares y pocos
nidos; dos aislados en la region Oriental presentaron este tropismo (VP64 y CD162),
mientras que en la region Centro-occidental siete aislados (VP90, VP95, VP100, VP121,
VP122, VP148 y CO22) la mayoria provenientes presentaron este patron de invasion
(Tabla 8, Figura 16).
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En el bazo fueron observados pequefios infiltrados con dafio leve, el parasitismo fue
escaso (gradol) y s6lo se observd en tres aislados de triatominos, dos obtenidos de R.
proxilus en ecotopos peridomésticos (VP64 y VP148) y uno de P. geniculatus de ecétopo
domeéstico (VP98; Tabla 8).

El parasitismo tisular de los aislados de referencia del laboratorio fue coincidente con los
aislados provenientes de las mismas regiones, en cuanto a invasion en los tejidos muscular
cardiaco y muscular esquelético con variacion en los grados de histotropismo,
independientemente de la fuente de indculo, siendo el tejido cerebral el Unico que no

presentd invasion en los aislados de referencia.

7.4. Analisis integrado del comportamiento bioldgico de los aislados de Trypanosoma

cruzi

Los parametros que se emplearon para estudiar el comportamiento biolégico respecto a
la cinética de infeccion (PP, PIP, MP, %M) y el parasitismo tisular de los aislados de T.
cruzi obtenidos de triatominos (Tr) y mamiferos (Ma) en las regiones Oriental (O) y
Centro-Occidental (CO) de Venezuela, fueron analizados mediante un andlisis de
componentes principales (ACP), realizando una matriz de covarianza en la cual se
agruparon los elementos vectoriales generados de cada par de coordenadas mediante
andlisis canonico de todos los parametros estudiados, en donde el primer componente
principal (CP1) estuvo determinado principalmente por la Mortalidad (%M), seguido del
CP2 asociado con parasitismo tisular y finalmente el CP3 estuvo determinado por una
aproximacion entre el parasitismo tisular (PT) y el periodo de infeccion patente (PIP)
(Tabla 9).
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Tabla 9. Valores de Covarianza para el andlisis integrado de los parédmetros del
comportamiento bioldgico de los aislados de Trypanosoma cruzi obtenidos de triatominos y
mamiferos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
(Eje 1) (Eje 2) (Eje 3) (Eje 4) (Eje 5)
Autovalores 1,68 1,26 0,92 0,67 0,47
Porcentaje 33,63 25,21 18,36 13,38 9,43
Porcentaje Acumulado 33,63 58,83 77,19 90,57 100
Parametros biol6gicos
PP -0,431 0,480 -0,517 -0,129 0,548
PIP -0,393 -0.567 0,433 -0.137 0,563
MP 0,491 -0,310 -0,369 -0,712 0,412
%M 0,626 0,066 0,043 0.500 0,592
PT 0,160 0,590 0,639 -0.456 0,104

CP = Componente principal de variacién; PP: periédo prepatente; PIP: periodo de infeccién patente; MP:
méaxima parasitemia; % M: mortalidad expresada en porcentaje; PT: parasitismo tisular. Los valores en
negrita hacen referencia a los parametros biolégicos con mayor aporte en el anélisis para cada
componente.

El ACP evaluando los componentes CP1 y CP2, indicd una agrupacion del 59% de la
variabilidad del sistema, cuyo parametro de importancia fuela mortalidad en el CP1, sin
embargo, mediante la grafica bidimensional de estos dos componentes no se evidencio
discriminacion de los grupos segun los pardmetros evaluados a pesar de que se resalta
mayor heterogeneidad en los triatominos en contraste con los mamiferos (Figura 17-A), no
obstante, mediante la grafica tridimensional evaluando CP1, CP2 y CP3, los cuales agrupan
el 77% de la variabilidad, fue posible establecer la segregacidn de los aislados, generandose
una nube para los aislados provenientes de triatominos (Azul) y otra para los de mamiferos

(roja) independientemente de la region geogréafica (Figura 17-B).
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los paradmetros del
comportamiento biol6gico de los aislados de Trypanosoma cruzi provenientes de triatominos y

mamiferos de Venezuela. A) Gréfica bidimensional CP1 y CP2. B) Grafica tridimensional con CP1,
CP2 y CP3.PP: periodo prepatente; PIP: periodo de infeccion patente; MP: méxima parasitemia; %M:
porcentaje de mortalidad; PT: parasitismo tisular; OTr: Triatominos region Oreintal; COTr: Triatominos
region Centro-Occidental; OMa: Mamiferos regién Oriental; COMa: Mamiferos region Centro-
Occidental. Axis 1: Componente principal 1; Axis 2: Componente principal 2; Axis 3: Componente
principal 3.
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El analisis ACP variando la asociacion entre CP1-CP3 y CP2-CP3, indic6 una
separacion méas evidente entre los aislados de triatominos y mamiferos independientemente
de la region geogréfica, confirmando que existe variabiliad entre los pardmetros evaluados
pero que los mismos no son estadisticamente significativos a pesar de observarse mayor

dispersion en la data proveniente de los aislados de triatominos (Figura 18-A y B).
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Figura 18. Anélisis de componentes principales (ACP) evaluando los parametros del comportamiento
bioldgico de los aislados de Trypanosoma cruzi combinando CP1, CP2 y CP3. A) Gréfica bidimensional de
CP1y CP3. B) Gréfica bidimensional de CP2 y CP3.PP: periodo prepatente; PIP: periodo de infeccion patente;
MP: méaxima parasitemia; %M: porcentaje de mortalidad; Histotropismo: tropismo tisular; OTr: Triatominos
region Oriental; COTr: Triatominos regién Centro-Occidental; OMa: Mamiferosregion Oriental; COMa:
Mamiferos region Centro-Occidental. Axis 1: Componente principal 1; Axis 2: Componente principal 2; Axis
3: Componente principal 3.
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Asi mismo, mediante un andlisis de conglomerados (UPGMA) se confirm6 que exite
una mayor similitud respecto al comportamiento bioldgico entre los grupos provenientes de
los mismos hospedadores, siendo los aislados de mamiferos mas similares entre si que con

los triatominos, independientemente de la region geogréfica (Figura 19).

COMa
OMa
COTr
OTr

48 40 32 24 16 8 0
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Figura 19. Andlisis de conglomerado (UPGMA) de los parametros del comportamiento
biol6gico de los aislados de Trypanosoma cruzi en Venezuela. COMa: Mamiferos de Centro-
Occidente; OMa: Mamiferos de Oriente; COTr: Triatominos de Centro-Occidente; OTR: triatominos
de Oriente.

7.5. Caracterizacion genotipica de los aislados de Trypanosoma cruzi obtenidos de

triatominos y mamiferos.
7.5.1. Extraccion y cuantificacion del ADN

El ADN extraido tanto del contenido intestinal de triatominos naturalmente infectados,
como de triatominos de xenodiagndstico sobre mamiferos y de cultivos de los 61 aislados
del parasito caracterizados a nivel biolégico, fue cuantificado mediante espectrofotometria
y su integridad se evidenci6 mediante separacion electroforética de bandas de tamafio

caracteristico del ADN gendmico segun la metodologia (ver item 6.6.2; Figura 20).
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Figura 20. Gel de integridad del ADN genémico de los aislados de Trypanosoma cruzi.
Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en TAE 1X, tefiido con bromuro de etidio. La banda superior,
mayor de 30 kb, representa el DNA gendmico de T. cruzi obtenido de triatominos y mamiferos en las
regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela. (M) Marcador de tamafio molecular 1 kb
(Promega). De izquierda a derecha (1-6) Region Oriental; (1-3) Triatominos (VP150, VP151,
VP152); (4-6) Mamiferos (CD160, CD162, CD168); (7-12) Region Centro-Occidental: (7-9)
Triatominos (VP100, VP129, VP148), (10-12) Mamiferos (CD123, CD136, CD172).

7.5.2. Diagnostico molecular

La positividad para T. cruzi fue corroborada molecularmente mediante la amplificacion
del ADN del kinetoplasto (kDNA) observandose una banda de 330pb en 134/205 muestras
provenientes de triatominos (65%) y en 87/255 muestras provenientes de mamiferos (34%),
incluyendo los 61 aislados caracterizados bioldgicamente (23 de mamiferos y 38 de
triatominos) mantenidos en medio de cultivos (Figura 21).
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Figura 21. Amplificacion del ADN del kinetoplasto (kDNA) de los aislados de Trypanosoma cruzi
obtenidos de triatominos y mamiferos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de
Venezuela.Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE, tefiido con bromuro de etidio, se observa una
banda de 330 pbproducto de amplificacion por PCR del DNA de kinetoplasto de T. cruzi (Britto y col.,
1993; Wincker y col., 1994).(A) Triatominos: (M) Marcador de tamafio molecular 100 pb (Promega);
(1) Control positivo (Cepa EP*); (2-6) Region Oriental:VVP150, VP151, VP152, VP154, VP169;(7-11)
Region Centro-Occidental: VP100, VP129, VP148, VP171, VP176; (12) Control negativo. (B)
Mamiferos: (M) Marcador de tamafio molecular 100 pb (Promega); (1) Control positivo (Cepa EP*); (2-
5) Region Oriental:CD160, CD162, CD168; CD170; (6-9) Region Centro-Occidental: CD123,
CD135,CD136, CD172. (10) Control negativo. *Cepa Elpidio Padrén, aislada de un paciente en fase
aguda de la Enfermedad de Chagas.

7.5.3. Estudio de la variabilidad genética.

Para establecer la presencia de posibles haplotipos del parasito circulantes en los 61
aislados de T. cruzi caracterizados biolégicamente, fueron empelados diferentes marcadores

moleculares de variabilidad genética, cuyos resultados se describen a continuacion:
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7.5.3.1. Amplificacion del espaciador no transcrito del gen del mini-exén:

En la region Oriental de Venezuela el 71,43% (10/14) de los aislados del parasito
provenientes de triatominos, amplificaron para una banda de 200 pb correspondiente al
patron del haplotipo Tcl; el 21,43% (3/14) amplificé una banda de 150 pb asociado con el
haplotipo Tclll y el 7,14% (1/14) amplificd para dos bandas, una de 200 pb y otra de 150
pb asociadas con el haplotipo Tcl y Tclll respectivamente, indicando una infeccion mixta
(Tabla 10;Figura 22-A).

En la region Centro-Occidental, el 95,83% (23/24) de los aislados provenientes de
triatominos amplificaron para una banda de 200 pb, asociada con el patrén del haplotipo
Tcl y el 4,17% (1/24) restante, amplifico para dos bandas una de 200 pb y otra de 250 pb
asociadas con los haplotipos Tcl y TclV respectivamente, indicando una infeccion mixta
(Tabla 10; Figura 22-A).

Los aislados provenientes de mamiferos no presentaron variabilidad en los haplotipos
del parésito con este marcador molecular, ya que el 100% de las muestras de la region
Oriental y la Centro-Occidental, revelaron una banda de 200 pb, la cual esta asociada con
el haplotipo Tcl (Tabla 11; Figura 22-B).
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Tabla 10. Caracterizacion genotipica de los aislados de Trypanosoma cruzi circulantes en
triatominos de las regiones Oriental y Centro- Occidental de Venezuela.

Marcador Molecular/Tamafio molecular de bandas (pb)

Aislado KDNA® ME @ 245® 185 @ Haplotipo/DTU
REGION ORIENTAL
TPRX/VE/2006/VP64* 330 200 110 175 TCI
TPRX/VE/2007/VP78* 330 200 110 175 TCI
TPRX/VE/2009/VP81 330 200 110 175 TCI
TCUS/VE/2012/VP145 330 200 110 175 TCI
TPRX /VE/2012/VVP150 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2012/VP151 330 150 110 165 TCIII
TGEN/VE/2012/VP152 330 150 110 165 TCIlI
TMAC/VE/2012/VP154 330 1504200 110 165+175 TCIHI+TCI=TCV
TMAC/VE/2012/VP158 330 200 110 175 TCI
TPRX/VE/2009/VP159 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2011/VP164 330 200 110 175 TCI
TPIC/VE/2012/VP168 330 200 110 175 TCI
TART/VE/2012/VP169 330 150 110 165 TCIlI
TPRX/VE/2009/VP182 330 200 110 175 TCI
REGION CENTRO-OCCIDENTAL
TGEN/VE/1996/VP29* 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/1997/VP31* 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2009/VP80 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2009/VP82 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2009/VP85 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2009/VP86 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2009/VP87 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2009/VP90 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP95 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP97 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP98 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP99 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP100 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP110 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2011/VP121 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP122 330 200 110 175 TCI
TPRX/VE/2010/VP129 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2010/VP134 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2012/VP146 330 200 110 175 TCI
TPRX/VE/2010/VP148 330 200+250 110+125 175+155 TCI+TCIV=TCV
TGEN/VE/2012/VP155 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2014/VP171 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2014/VP176 330 200 110 175 TCI
TGEN/VE/2014/VP186 330 200 110 175 TCI

kDNA: ADN del kinetoplasto; (1): Britto y col, 1993; Winker y col, 19994; ME: Mini-exon; (2) Fernandes y
col, 2001; 24Sa y 18S: regiones ribosomales; (3) Souto y col., 1996; Brisse y col., 2001. * Aislado de laboratorio
para comparacion. ** Aislado de referencia re-evaluado.
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Figura 22.Amplificacién del espaciador no transcrito del gen del mini-exén de los aislados de
Trypanosoma cruziobtenidos de triatominos y mamiferos en las regiones Oriental y Centro-
Occidental de Venezuela. Electroforesis en gel de Agarosa al 2% en TAE 1X tefiido con bromuro de
etidio, se observaron bandas de 200pb (Tcl), 250pb (TclV) y 150pb (Tclll) producto de amplificacion
por PCR del gen mini-exén de T. cruzi (Fernandes y col., 2001). (A)Triatominos: (M) Marcador de
tamafio molecular 100 pb (Promega); (1) Control positivo (Tcl)*; (2) Control positivo (TclV)**; (3)
Control positivo (Tclll)***; (4-8) Region Oriental:\VVP150 (Tcl), VP151 (Tclll), VP152 (Tclll),VP169
(Tclll), VP154 (Tcl+Tclll); (9-13) Regiéon Centro-occidental: VP100 (Tcl), VP129 (Tcl), VP148
(Tcl+TclV), VP171 (Tcl),VP176 (Tcl); (14) Control negativo. (B) Mamiferos: (M) Marcador de
tamafio molecular 100 pb (Promega); (1) Control positivo (Tcl)*; (2) Control positivo (TclV)**; (3)
Control positivo (Tclll)***; (4-8) Region Oriental: CD160 (Tcl), CD162 (Tcl), CD168 (Tcl), CD170
(Tcl); CD171 (Tcl); (9-12) Region Centro-Occidental: CD123, CD135,CD136, CD172. (13) Control
negativo. *Cepa Elpidio Padrdn, aislada de un paciente en fase aguda de la enfermedad de Chagas.
**Cepa MA286XC, aislado de Dasypus novemcintus en Paraguay. *** Cepa Cachil, aislado de
Dasypus novemcintus del estado Anzoategui-Venezuela.
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Tabla 11. Caracterizacién genotipica de los aislados de Trypanosoma cruzi circulantes en
mamiferos de las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.

Aislado Marcador Molecular/Tamafio molecular de bandas (pb) Haplotipo/DTU
kDNAY ME @ 245 © 185®
REGION ORIENTAL
MEAS/VE/2009/CD112 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2012/CD113 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2009/CD116 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2009/CD118 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2009/CD120 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2009/CD160 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2012/CD162 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2013/CD164 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2013/CD165 330 200 110 175 TCI
MCTH/VE/2012/CD168 330 200 110 175 TCI
MDES/VE/2012/CD170 330 200 110 175 TCI
MODM/VE/2012/CD171 330 200 110 175 TCI
MPEC/VE/2012/CD173 330 200 110 175 TCI
REGION CENTRO-OCCIDENTAL
MDID/VE/1992/CO16* 330 200 110 175 TCI
MRAT/VE/1993/CO22* 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/1995/CO75* 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/1995/CO79* 330 200 110 175 TCI
MRAT/VE/2012/CO84** 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2009/CD123 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2009/CD125 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2009/CD135 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2012/CD136 330 200 110 175 TCI
MDID/VE/2011/CD172 330 200 110 175 TCI

kDNA: ADN del kinetoplasto; (1): Britto y col, 1993; Winker y col, 19994; ME: Mini-exon; (2) Fernandes y
col, 2001; 24Sa y 18S: regiones ribosomales; (3) Souto y col., 1996; Brisse y col., 2001; * Aislado de
laboratorio para comparacion. ** Aislado de referencia re-evaluado.

7.5.3.2. Amplificacion de las regiones codificantes para la subunidad grande (24Sa

rDNA) del ADN ribosomal:

En la regidn Oriental no fue posible establecer variabilidad en los haplotipos del paréasito
mediante este marcador para los aislados provenientes de triatominos, debido a que estos
Unicamente amplificaron una banda de 110 pb que podria corresponder a los haplotipos Tcl

6 Tclll sin discriminacion(Tabla 10; Figura 23-A).

En los aislados de triatominos para la regién Centro-Occidental, el 4% (1/24) de las
muestras presentd variabilidad con este marcador, observandose una banda de 110 pb y otra

de 125 pb, las cuales estan asociadas con los haplotipos Tcl y TclV respectivamente,
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correspondiendo a una infeccion mixta. El 96% (23/24) restante, amplifico6 una banda de
110 pb asociada con el haplotipo Tcl (Tabla 10; Figura 23-A).

Los aislados provenientes de mamiferos de ambas regiones geogréficas, en un 100%
fueron homogéneos en el patron de amplificacion de los haplotipos, encontrandose sélo la
presencia de una banda de 110 pb asociada con Tcl (Tabla 11; Figura 23-B).
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Figura 23. Amplificacion de la subunidad 24Se del ADN ribosomal en los aislados de Trypanosoma cruzi
obtenidos de triatominos y mamiferos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.
Electroforesis en gel de Agarosa al 2% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio. Productos de amplificacion de
la PCR para la deteccion de ADN de la subunidad 24Sa del ribosoma de T. cruzi, banda de 110 pb (Tcl/Tclll)
y 125 pb (TclV) (Souto y col., 1996; Brisse y col., 2001). (A).Triatominos: (M) Marcador de tamafio
molecular 100 pb (Promega); (1) Control positivo (Tcl)*; (2) Control positivo (TclV)**; (3) Control positivo
(Tcll)***; (4-8) Region Oriental:VVP150 (Tcl/Tclll), VP151 (Tcl/Tclll), VP152 (Tcl/Tclll), VP169
(Tcl/Tclll), VP154 (Tcl/Tclll); (9-12) Region Centro-occidental: VP100 (Tcl/Tclll), VP129 (Tcl/Tclll),
VP148 (Tcl+TclV), VP171 (Tcl/Tclll); (13) Control negativo. (B) Mamiferos: (M) Marcador de tamafio
molecular 100 pb (Promega); (1) Control positivo (Tcl)*; (2) Control positivo (TclV)**; (3) Control positivo
(Tcll)***; (4-8) Region Oriental:CD160 (Tcl/Tclll), CD162 (Tcl/Tclll), CD168 (Tcl/Tclll), CD170
(Tcl/Tclll), CD171 (Tcl/Tclll); (9-12) Regién Centro-Occidental: CD123 (Tcl/Tclll), CD135 (Tcl/Tclll),
CD136 (Tcl/Tclll), CD172 (Tcl/Tclll); (13) Control negativo. *Cepa Elpidio Padrén, aislado de un paciente en
fase aguda de la enfermedad de Chagas. **Cepa MA286XC, aislado de Dasypus novemcintus en Paraguay. ***
Cepa Cachil, aislado de Dasypus novemcintus del estado Anzoategui-Venezuela.
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7.5.3.3. Amplificacion de las regiones codificantes para la subunidad pequefia (18S
rDNA) del ADN ribosomal:

Los aislados provenientes de triatominos en la region Oriental para este marcador
reportaron la presencia de 2 haplotipos de 7. cruzi, el primero correspondiente a Tcl en
donde el 72% (10/14) de los aislados amplific6 una banda de 175 pb y el segundo haplotipo
encontrado fue TclIl con una banda de 165 pb observada en el 21% (3/14) de los aislados;
adicionalmente el 7% (1/14) restante amplificé para los dos patrones TcI+TcIII (Tabla 10;
Figura 24-A).

En la region Centro-Occidental un 96% (23/24) de los aislados de triatominos
amplificaron para el haplotipo Tcl observandose una banda de 175 pb, y el 4% (1/24)
restante amplifico para los haplotipos Tcl (175 pb) y TclV (155 pb), coincidiendo con los
resultados obtenidos para el gen de mini-exon y el 24Sa, donde se indico infeccion mixta
(Tabla 10; Figura 24-A).

Tanto en la region Oriental como en la Centro-Occidental los aislados provenientes de
mamiferos no presentaron variabilidad en los haplotipos del parésito, puesto que todos

amplificaron una banda de 175 pb asociada con el haplotipo Tcl (Tabla 11; Figura 24-B).
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Figura 24. Amplificacion de la subunidad 18S del ADN ribosomal de los aislados de Trypanosoma cruzi
obtenidos de triatominos y mamiferos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.
Electroforesis en gel de Agarosa al 2% enTAE 1X tefiido con bromuro de etidio. Productos de amplificacion
de la PCR para la deteccion de ADN de la subunidad 18S del ribosoma de T. cruzi, bandas de 175 pb (Tcl),
165 pb (Tclll) y 155 pb (TclV) (Souto y col., 1996; Brisse y col., 2001). (A).Triatominos: (M) Marcador de
tamafio molecular 100 pb (Promega); (1) Control positivo (Tcl)*; (2) Control positivo (TclV)**; (3) Control
positivo (Tcll)***; (4-8) Regién Oriental:Triatominos: VP150 (Tcl), VP151 (Tclll), VP152 (Tclll), VP169
(Tcll), VP154 (Tcl+Tclll); (9-13) Regién Centro-Occidental: VP100 (Tcl), VP129 (Tcl), VP148
(Tcl+TclV), VP171 (Tcl), VP176 (Tcl); (14) Control negativo; (15) Marcador de tamafio molecular
Hyperladder VV (Novagen). (B) Mamiferos: (M) Marcador de tamafio molecular 100 pb (Promega); (1)
Control positivo (Tcl)*; (2) Control positivo (TclV)**; (3) Control positivo (Tcll)***; (4-8) Regién
Oriental:CD160 (Tcl), CD162 (Tcl), CD168 (Tcl), CD170 (Tcl), CD171 (Tcl); (9-12) Region Centro-
Occidental: CD123 (Tcl), CD135; CD136 (Tcl), CD172 (Tcl); (13) Control negativo; (14) Marcador de
tamafio molecular Hyperladder VV (Novagen). *Cepa Elpidio Padrén, aislado de un paciente en fase aguda de
la enfermedad de Chagas. **Cepa MA286XC, aislado de Dasypus novemcintus en Paraguay. ***Cepa
Cachil, aislado de Dasypus novemcintus del estado Anzoategui-Venezuela.
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7.5.3.4. Anélisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién
(RFLPs)

Los aislados de T. cruzi provenientes de triatominos y mamiferos de las regiones
Oriental y Centro-Occidental de Venezuela, genéticamente variables cuando se estudiaron
los marcadores moleculares ME, 24Sa y 18S, fueron analizados por PCR-RFLPs para
corroborar dicha variabilidad mediante la amplificacion de los genes GPI, HSP60 e H1 con
sus enzimas de restriccion Hhal, EcoRVy Aatll respectivamente, como se describe a

continuacion:
A. Aislados de Triatominos

Los aislados de T. cruzi obtenidos de triatominos en la region Oriental fueron
heterogeneos respecto a los haplotipos del parésito circulante, observandose que el 72%
(10/14) de los aislados amplifico para el haplotipo Tcl, seguido del 21% (3/14) para el
haplotipo Tclll, de los cuales dos aislados fueron obtenidos de P. geniculatus y el tercero
de Ps. arthuri; el 7% (1/14) restante mostrd una infeccion mixta con la presencia de los

haplotipos Tcl y Tclll, aislado obtenido de T. maculata (Tabla 12;Figura 25).

Respecto a los aislados de la region Centro-Occidental, se observo que el 96% (23/24)
amplifico para el haplotipo Tcl y el 4% (1/24) revel6 una infeccion mixta con la presencia
de los haplotipos Tcl y TclV (Tabla 12; Figura 25).

En general, los resultados obtenidos con los analisis de RFLPs para los haplotipos del
parasito circulantes en diferentes especies de triatominos en Venezuela, coinciden con lo

observado anteriormente mediante los marcadores ME, 24Sa y 18S.
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Tabla 12. Haplotipos de Trypanosoma cruzi circulantes en triatominos delas regiones
Oriental y Centro-Occidental de Venezuela, establecidos mediante ensayos de PCR-RFLP.

Marcador Molecular/ Tamafio molecular de bandas

Aislado (pb) Haplotipo/DTU
HSP60(EcoRV) GPI(Hhal) H1(Aatll)
REGION ORIENTAL
TPRX/VE/2006/VP64* 462 817+447 364+122 TCI
TPRX/VE/2007/VP78* 462 817+447 364+122 TCI
TPRX/VE/2009/VP81 462 817+447 364+122 TCI
TCUS/VE/2012/VP145 462 817+447 364+122 TCI
TPRX /VE/2012/VP150 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2012/VVP151 314+148 817+447 364+122 TCIII
TGEN/VE/2012/VP152 314+148 817+447 364+122 TCHI
TMAC/VE/2012/\VVP154 462+314+148 817+447 364+122 TCIHI+TCI=TCV
TMAC/VE/2012/VvP158 462 817+447 364+122 TCI
TPRX/VE/2009/VP159 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2011/VP164 462 817+447 364+122 TCI
TPIC/VE/2012/VP168 462 817+447 364+122 TCI
TART/VE/2012/VP169 314+148 817+447 364+122 TCHI
TPRX/VE/2009/VP182 462 817+447 364+122 TCI
REGION CENTRO-OCCIDENTAL

TGEN/VE/1996/VP29* 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/1997/VP31* 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2009/\VVP80 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2009/VP82 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2009/VP85 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2009/VP86 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2009/VP87 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2009/VP90 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP95 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP97 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP98 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP99 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP100 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP110 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2011/VP121 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP122 462 817+447 364+122 TCI
TPRX/VE/2010/VP129 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2010/VP134 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2012/\VVP146 462 817+447 364+122 TCI
TPRX/VE/2010/VP148 462 817+490+447+253 = 486+364+122  TCI+TCIV=TCV
TGEN/VE/2012/\VVP155 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2014/VP171 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2014/VP176 462 817+447 364+122 TCI
TGEN/VE/2014/VP186 462 817+447 364+122 TCI

HSP60: Proteina de choque térmico; GPI: proteina de superficie; H1: Proteina nuclear; EcoRV, Hhal, Aatll:
enzimas de restriccion. Lewis y col, 2009.* Aislado de laboratorio para comparacion. ** Aislado de
referencia del laboratorio.
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Figura 25. Perfiles de los haplotipos obtenidos mediante el analisis de los polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLPs) de los aislados de Trypanosoma cruzi
provenientes de triatominos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.
Electroforesis en gel de Agarosa al 2% en TAE 1X, tefiido con bromuro de etidio. Cada par de lineas
corresponde a los productos de PCR sin digerir (SD), seguido por los productos digeridos (D) para:
HSP60/EcoRV (A), GPI/Hhal (B), H1/Aatll (C). De izquierda a derecha (M) Marcador de tamafio
molecular 100 pb (Promega); (1-5) Region Oriental:\VVP150 (Tcl), VP151 (Tclll), VP152 (Tclll),
VP169 (Tclll), VP154 (Tcl+Tclll); (6-10) Region Centro-Occidental: VVP100 (Tcl), VP129 (Tcl),
VP171 (Tcl); VP176 (Tcl); VP148 (Tcl+TclV).
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B. Aislados de Mamiferos

El anélisis mediante RFLPs en los aislados de T. cruzi obtenidos de mamiferos en las
regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela, indic6 homogeneidad respecto a los
haplotipos del parésito, puesto que todos los aisladosamplificaron para Tcl (Tabla 13;
Figura 26). Dichos resultados confirman lo obtenido con ME, 24Sa y 18S.

Tabla 13. Haplotipos de Trypanosoma cruzi circulantes en mamiferos delas regiones Oriental
y Centro-Occidental de Venezuela, establecidos mediante ensayos de PCR-RFLP.

Marcador Molecular/ Tamafio molecular de bandas (pb)

Aislado HSP60 GPI H1 Haplotipo/DTU
(EcoRV) (Hhal) (Aatll)
REGION ORIENTAL
MEAS/VE/2009/CD112 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2012/CD113 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2009/CD116 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2009/CD118 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2009/CD120 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2009/CD160 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2012/CD162 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2013/CD164 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2013/CD165 462 817+447 364+122 TCI
MCTH/VE/2012/CD168 462 817+447 364+122 TCI
MDES/VE/2012/CD170 462 817+447 364+122 TCI
MODM/VE/2012/CD171 462 817+447 364+122 TCI
MPEC/VE/2012/CD173 462 817+447 364+122 TCI
REGION CENTRO-OCCIDENTAL
MDID/VE/1992/CO16* 462 817+447 364+122 TCI
MRAT/VE/1993/CO22* 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/1995/CO75* 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/1995/CO79* 462 817+447 364+122 TCI
MRAT/VE/2012/CO84** 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2009/CD123 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2009/CD125 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2009/CD135 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2012/CD136 462 817+447 364+122 TCI
MDID/VE/2011/CD172 462 817+447 364+122 TCI

HSP60: Proteina de choque térmico; GPI: proteina de superficie; H1: Proteina nuclear; EcoRV, Hhal, Aatll:
enzimas de restriccion. Lewis y col, (2009).* Aislado de laboratorio para comparacion. ** Aislado de
referencia del laboratorio.
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Figura 26. Perfiles de los haplotipos obtenidos mediante el analisis de los polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLPs) de los aislados de Trypanosoma cruzi
provenientes de mamiferos en las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.
Electroforesis en gel de Agarosa al 2% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio. Cada par de lineas
corresponde a los productos de PCR sin digerir (SD), seguido por los productos digeridos (D) para
HSP60/EcoRV (A),GPI/Hhal (B), H1/Aatll (C). De izquierda a derecha: (M) Marcador de tamafio
molecular 100 pb (Promega); (1-4) Region Oriental:CD160 (Tcl), CD162 (Tcl), CD168 (Tcl), CD170
(Tcl); (5-8) Regidn Centro-Occidental: CD123 (Tcl), CD135 (Tcl); CD136 (Tcl), CD172 (Tcl).
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7.6. Distribucion geogréafica delos componentes del complejo ecopatogénico de

Trypanosoma cruzi en Venezuela

El complejo ecopatogénico de la parasitosis en nuestro estudio estuvo formado por la
triada epidemioldgica constituida por triatominos (seis especies), mamiferos (diesiciete
especies) y el parasito (tres genotipos), todos englobados dentro de un gran ecosistema con
tres ecotopos (D, PD y S) en dos regiones geogréficas de Venezuela (Oriental y Centro-
Occidental).

La cantidad de individuos colectados por hospedador y su postividad al T. cruzi fluctud
para cada region geografica. A nivel genotipico los aislados que presentaron
heterogeneidad en los haplotipos, fueron los obtenidos de triatominos (Figura 27).
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Figura 27. Distribucion geogréfica de los componentes del complejo ecopatogénico de la
Tripanosomiasis Americana en Venezuela. A). Triatominos. B) Mamiferos. Diagrama: Lozano-Arias D,
comunicacioén personal.
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8. DISCUSION

La Tripanosomiasis Americana (TA) o Enfermedad de Chagas (ECh), es una parasitosis
compleja que se manifiesta desde una enzootia a una antroponosis, dependiendo de la red
tréfica en la que se circunscriba y en la cual pueden participar varios grupos de triatominos
y mamiferos, incluyendo al ser humano, siendo ésta determinada por una serie de
caracteristicas bioldgicas, socioculturales, politicas y econdmicas. Recientemente se ha
considerado como una parasitosis remergente condicionada por los cambios en los habitats
silvestres y urbanos generados por el hombre (Herrera, 2014; Diaz-Bello y col, 2016;
WHO, 20186).

La TA en Venezuela ha sido tradicionalmente asociada al pie de monte Andino, al pie de
monte Centro-Oriental y a las elevaciones de los llanos Centro-Occidentales (Rivera y col.,
2000). Recientes estudios han revelado un aumento de la incidencia en zonas costeras y otras
regiones del oriente y sur del pais como son los estados Anzoategui, Nueva Esparta y la
Amazonia venezolana (Morocoima y col., 2008; Noya-Alarcon y col, 2011; Morocoima y
col., 2012; Berrizbeitzia y col., 2014).

Los vectores en el ciclo de transmision

En Venezuela, un 60% de los casos confirmados de ECh han sido reportados en
Anzoategui, Aragua, Barinas, Carabobo, Cojedes, Portuguesa, Trujillo y Yaracuy, siendo la
mayoria de éstos asociados a la presencia de R. prolixus en el intradomicilio, por lo que esta
especie ha sido considerada como un vector primario para un buen numero de estados y su
presencia un factor de riesgo (Afiez y col., 1999; Afiez y col., 2004; Feliciangeli y col., 2004;
Morocoima y col., 2010a, 2010b).

Los registros de triatominos en la region Centro-Occidental del pais, ya sea por la visita
ocasional o la colonizacién en la vivienda humana, ocurre principalmente por las especies
tradicionalmente asociadas al peridomicilio como T. maculata y al habitat silvestre como P.
geniculatus, lo cual podria indicar un desplazamiento de estos insectos atraidos por la luz
desde nichos silvestres cercanos, o bien por la disminucion de los vertebrados como fuente
de alimentacion debido a la accién antrépica (Carrasco y col., 2005; Alarcon de Noya y col.,
2010; Reyes-Lugo, 2011).
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Los resultados acé expuestos, si bien son un estudio de entrada puntual en algunas de
estas areas mencionadas, revelaron una amplia diversidad de la triatominofauna,
caracterizada por la presencia de ejemplares reportados previamente en la literatura tales
como P. geniculatus, T. maculata, R. prolixus, Ps. arthuri, E. cuspidatus y R. pictipes
(Gamboa, 1974; Otero, 1975; Aché, 1993; Cermefio J., 2013; Garcia-Jordan y col., 2015).

La presencia de T. cruzi mediante métodos parasitoldgicos y moleculares en estas
especies de triatominos (algunas de escaso registro en Venezuela), ratifican su potencial
papel como vectores en el ciclo de transmisién doméstico, peridoméstico y silvestre (Reyes-
Lugo 2009; Afiez y col., 2009; Morocoima y col., 2010b; Cazorla-Perfetti y Nieves-blanco,
2010; Morocoima y col., 2011; Carrasco y col., 2012; Cruz-Guzman y col., 2014; Garcia-
Jordan y col., 2015).

Los aislados de T. cruzi obtenidos de R. prolixus, P. geniculatus y T. maculata,
presentaron variabilidad en los parametros de la cinética de infeccion en modelo murino, con
amplios periodos de infeccion, parasitemias bajas para un buen numero de aislados y
variabilidad en la mortalidad , coincidiendo con lo reportado para estas especies vectoras por
autores tanto de Venezuela como de Brasil (Vergel y Urdaneta-Morales., 2007; Monteiro y
col.,, 2012).

En los triatominos estudiados se identificaron mas de un genotipo de T. cruzi, con una
mayor preponderancia del genotipo Tcl, ocasionalmente Tclll en infecciones uUnicas y
Tcl+TclV o Tcl+Tclll en infecciones mixtas, revelando el papel de estos vectores como
dispersadores del parésito. La asociacion parasito-vector es mucho mas antigua que la de
parasito-mamiferos hospedadores, originada cuando estos insectos eran primariamente
predadores con incorporacion secundaria de la hematofagia, lo cual favorecio su accion
como verdaderas “jeringas biologicas” propagadoras de mas de un genotipodel parasito

(Gaunt y Miles, 2000; Noireau y col., 2009)

Debido a que algunas especies silvestres como Ps. arthuri han sido reportadas en los
estados Anzoategui, Cojedes y Portuguesa con infeccion natural por el parasito, podrian
considerarse como vectores cripticos que deberian vigilarse, debido al aumento de su

frecuencia en los ecotopos peridomésticos, especificamente en nidos de aves, ubicados a
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menos de cinco metros de la vivienda humana, en los cuales interactian con otras especies
de triatominos y algunos mamiferos. Estos triatominos podrian en cualquier momento migrar
a las viviendas y estar en contacto con humanos y animales peridomésticos o domésticos,
constituyendo un factor de riesgo (Cazorla-Perfetti y Nieves-Blanco, 2010; Cruz-Guzman y
col., 2014).

Especificamente el aislado proveniente de Ps. arthuri identificado en este trabajo, como
genotipo Tclll, present6 un amplio periodo de infeccion con elevados valores de parasitemia
y mortalidad correspondiente a un patron de alta transmisibilidad, como lo es una carga
parasitaria elevada y continua, lo cual ha coincidido con el comportamiento de otros aislados
de Ps. arthuri en el Oriente del pais (Cruz-Guzmén y col., 2014). El genotipo Tclll hallado
en este triatomino y presente en algunos casos de ECh en latinoamerica, comienza a ser una
subpoblacion cuyo registro va en aumento en el pais y puede ir adquiriendo importancia
epidemiologica en la medida en que se le ha considerado propia de corredores biologicos
entre el ambiente silvestre y el peridoméstico (Morocoima y col., 2012; Carrasco y col.,
2012; Cruz-Guzman y col., 2014; Martins y col., 2015).

La especie E. cuspidatus, reportada en Venezuela por Tejera (1919), considerada
potencial vector y asociada principalmente a ecétopos domesticos y peridomeésticos, ha sido
poco estudiada. Durante este estudio fue posible obtener de esta especie de triatomino un
aislado de T. cruzi, el cual fue caracterizado genotipicamente como Tcl, con periodo de
infeccién corto y baja virulencia reflejada en baja parasitemia y poca mortalidad en el
modelo murino. Estos resultados son la primera tipificacion para un aislado de T. cruzi
proveniente de E. cuspidatus en Venezuela. Resultados anteriores revelaron la presencia del
genotipo Tcl en triatominos del género Eratyrus, especificamente en la especie E.
mucronatus la cual fue encontrada en zonas muy cercanas a las del presente muestreo, dicha
especie ha sido considerada de mas reciente especiacion (Cazorla-Perfetti y Nieves-blanco,
2010; Morocoima y col., 2010b).

La especie R. pictipes, ha sido considerada desde 1975 una especie vectora en el ciclo
silvestre de T. cruzi, asociada con palmas, bromelias, cuevas de mamiferos y arboles secos,
teniendo como fuente de alimentacién aves, murciélagos, marsupiales y roedores. Esta

especie, con pocos registros en el pais, ha presentado infecciéon mixta con T. cruzi y T.
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rangeli. Su alto grado de adaptacion a ambientes sinantrépicos ha favorecido su presencia en
ambientes domésticos y peridomésticos, en los cuales contacta con animales domésticos y
con el hombre (Carcavallo y col, 1999; Cazorla-Perfetti y Nieves-Blanco, 2010).

Los resultados expuestos, mostraron la presencia de R. pictipes asociado a ecétopos
peridomésticos, con 100% de positividad para T. cruzi y 0% para T. rangeli,con infecciones
de virulencia media evidenciada en un periodo de infeccion prolongado, moderada
parasitemia y bajo porcentaje de mortalidad en el modelo murino, dicho aislado fue
identificado como Tcl. Nuestros resultados son el primer estudio en el cual se caracteriza
bioldgica y genotipicamente aislados de T. cruzi obtenidos de esta especie de triatomino en

Venezuela.

El potencial papel epidemiolégico estaria definido en orden de importancia para P.
geniculatus, seguido de T. maculata y R. prolixus todos evidenciando un potencial proceso
de domiciliacion, por su presencia en la vivienda humana y en algunos casos con existencia
de estadios ninfales (especificamente para T. maculata). Estos hallazgos coinciden con lo
planteado por otros autores para algunas localidades de Venezuela, quienes han sefialado a
estas tres especies como las de mayor importancia epidemioldgica por su reciente incursion
en el domicilio, en muchas ocasiones en condiciones de simpatria (Reyes-Lugo y Rodriguez-
Acosta, 2000; Feliciangeli y col., 2004; Morocoima y col., 2008; Morocoima y col., 2010a;
Reyes-Lugo, 2009; Garcia y col., 2011; Garcia-Alzate y col., 2014).

El mamifero en el ciclo de transmision

En el presente trabajo se estudio una gran diversidad de especies de mamiferos actuando
como potenciales reservorios para T. cruzi, especificamente para el genotipo Tcl, con
capacidad de interactuar con triatominos vectores y con el hombre, pudiendo conformar
complejos ecopatogénicos (Rivera y col., 2000; Crisante y col., 2006; Afiez y col., 2009;
Herrera, 2010; Carrasco y col., 2012; Morocoima y col., 2012; Berrizbeitia y col., 2013;
Acosta y Lopez, 2013; Herrera, 2014).

La participacion activa de estos mamiferos (la mayoria juveniles) en el ciclo de

transmisién doméstico y/o peridoméstico, con parasitemias cripticas estaria indicando su
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papel como reservorios que mantienen una circulacion del parasito por mas tiempo y por
ende garantizan su transmisibilidad, aumentando el riesgo de infeccion en nuevos

hospedadores.

La positividad a T. cruzi de animales domésticos empleados para la ganaderia y pecuaria
en los resultados expuestos, es de importancia epidemioldgica ya que en situaciones criticas
en la préctica agropecuaria, se concentraria la poblacién de estos animales en areas reducidas
conllevando al hacinamiento, para ahorro de alimento, agua y mano de obra para el manejo.
Esta agregacion facilitaria la atraccion de vectores, forzando un cuello de botella, y creando
mayor riesgo de transmisibilidad, en ciclos de transmision artificialmente favorecidos (Levy
y col., 2015).

Otro aspecto de importancia en lo anteriormente expuesto, es la posibilidad de
transmision de T. cruzi a los seres humanos implicados en el manejo pecuario, a sus
familiares, o bien en una ruta de comercializacion pecuaria, mediante la manipulacion de
carne cruda y/o consumo de carne poco cocida con estadios sanguicolas circulantes del

parasito como ha sido registrado por otros autores (Botto- Mahan y col., 2008)

En los resultados expuestos, la positividad a T. cruzi en perros domésticos, constituye un
aporte importante a los pocos estudios realizados en Venezuela, en relacion al papel del perro
en el ciclo de transmisidn; haciéndose necesario dilucidar su importancia como reservorio o
bien como hospedador incidental. EI perro deberia estar considerado en los programas de
vigilancia, por su papel como centinela de la TA en areas con re-emergencia post control
quimico de vectores o post tratamiento de la poblaciébn humana, asi como en &reas no
endémicas en las cuales pudiese actuar como indicador del surgimiento de la zoonosis (Fujita
y col, 1994; Crisante y col., 2006; Berrizbetzia y col., 2013; Castillo-Neyra y col, 2015; Levy
y col., 2015; Gurtler y Cardinal., 2015; Yauri y col., 2016).

Mamiferos del género Didelphis, han sido considerados en algunos ecosistemas como
reservorios sinantropicos primarios, con amplia distribucién geografica, habitos omnivoros,
y nichos eclécticos, incluyendo las viviendas humanas en las cuales se presenta con alta
frecuencia. Estos marsupiales, propios de los corredores entre ambientes silvestres y

domésticos, poseen altas tasas de infeccion y pueden eliminar formas infectantes en la orina
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y en el contenido de sus glandulas anales, contaminando eventualmente los alimentos y
enseres en el peridomicilio y domicilio, sin eventos de transmision relacionados con la
carnivoria (Deane y col., 1986; Herrera y Urdaneta-Morales, 1992; Urdaneta-Morales y
Nironi, 1996; Schweigmann y col.,1999; Ramsey y col., 2012; Diaz-Bello y col., 2016).

En este estudio D. marsupialis fue la especie de mamiferos silvestres o peridomésticos,
con mayor prevalencia, de los cuales la mitad fueron portadores de T. cruzi (exclusivamente
Tcl) pudiendo ser considerados como potenciales reservorios del parésito. Los aislados del
parésito obtenidos de estos mamiferos revelaron en el modelo murino la capacidad de tener
largos periodos de infeccion con carga parasitaria continua, valores bajos de parasitemia y
porcentaje de mortalidad variable, lo cual garantizaria continua transmisibilidad,

independientemente del area geografica.

Algunos mamiferos silvestres componentes de la fauna cinegética tales como T.
tetradactyla, O. margaritae, D. novencintus, P. tajacu, C. paca, C. thous entre otros, han
sido registrados pocas veces como positivos a T. cruzi en Venezuela y en otras areas de
América, estas especies podrian actuar como reservorios Yy dispersar la parasitosis,
especialmente cuando son utilizados en la cadena alimenticia del humano, no obstante es
necesario profundizar en el estudio para establecer su dinamica poblacional dentro del ciclo
de transmision (Herrera, 2010). En nuestro estudio los aislados de T. cruzi obtenidos de estos
mamiferos, presentaron en el modelo murino un comportamiento biolégico similar al de los
didelfidos, con largos periodos de infeccion, baja carga parasitaria, mas con 100% de
mortalidad, siendo patdgenos, con excepcion del aislado de P. tajacu el cual produjo baja

mortalidad.

Algunos autores también han reportado la presencia de T. cruzi (especificamente Tcl) en
mamiferos de los géneros Odocoileus y Tayassu (Carrasco y col, 2012); sin embargo,
nuestros resultados constituyen el primer abordaje que compila la caracterizacién biolégica y

genotipica de aislados del parasito provenientes de estos géneros.

Igualmente, en estudios previos en ejemplares de D. rotundus y C. thous en Venezuela, no

encontraron positividad al parasito (Acosta y Lopez, 2013), contrario a lo aca reportado
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donde se establecio la presencia de T. cruzi en dichas especies de mamiferos, lo cual es un

aporte para los registros en Venezuela.

La participacion de estos mamiferos en los ciclos de transmision del parasito, permitiria
inferir que el nicho que ocupan favorece el encuentro hospedador-parésito, favoreciendo el
establecimiento de la parasitosis (Herrera, 2014; Jansen y col., 2015).

De los resultados se deriva la importancia de conocer las parasitosis que circulan en la
fauna silvestre y doméstica, especialmente en los animales que juegan un papel fundamental
en la economia de cada regién y pais, lo cual favoreceria la deteccion temprana de una

amplia gama de zoonosis y parasitosis emergentes, Utiles en las medidas de control.

Comportamiento bioldgico del parasito en el modelo murino

El modelo murino ha sido cominmente utilizado para simular el desarrollo de la TA o
ECh, puesto que permite reproducir las fases de la parasitosis y el parasitismo tisular, lo cual
podria ser analogo a la infeccion en humanos, incluyendo mecanismos patogénicos,
electrocardiograficos, evolucion de la respuesta inmunoldgica y ensayos quimioterapéuticos
(Rivera y col., 2000; Moreno y col., 2002; Vergel y Urdaneta-Morales, 2007).

En el presente trabajo se utiliz6 un modelo murino con un inoculo de baja virulencia
simulando lo que pudiese estar ocurriendo en la naturaleza, al darse la transmision de forma
vectorial. EI comportamiento parasitologico observado fue variable, con un amplio rango de
infeccién patente, desde valores pequefios hasta casi dos meses para la circulacion y
disponibilidad del parasito para la transmisibilidad, al igual que la fluctuacion en la
mortalidad, especialmente en los aislados obtenidos de triatominos independientemente de la
especie y region geografica. Esta heterogeneidad bioldgica de los aislados, ain cuando no
fuese significativa al comparar todas las variables a la vez, podria estar asociada con la
capacidad de adhesion, invasion y proliferacion del paréasito en el hospedador, controladas
por la respuesta inmunoldgica, virulencia, patogenicidad y mortalidad de los aislados como
ha sido planteado por algunos autores (Vergel y Urdaneta-Morales., 2007; Suarez y col,
2009, Andrade y col., 2011).



90

Datos estadisticamente significativos, no siempre dan informacion de todos los
interrogantes, ya que hay data que puede ser relevante desde el punto de vista conceptual ain
cuan no sea significativa (Pértega y Pita, 2001).

Los valores de méxima parasitemia acd observados, resultaron estadisticamente
significativos para los aislados de triatominos en comparacion con los de mamiferos, con
mayor carga parasitemica para los primeros, lo cual hace al parasito siempre disponible para
la transmisibilidad. Los aislados de T. cruzi mostraron diferencias en la cinética de infeccidn,
virulencia y patogenicidad en funcién de la fuente de origen (triatominos y mamiferos), tal

como lo han citado otros autores (Macedo y Pena., 1998; Guzman-Marin y col., 1999).

El eclecticismo en el parasitismo tisular de los aislados estudiados, se vio representado
en la diversidad e intensidad de tejidos invadidos, con preponderancia del miotropismo
chagasico experimental, mas con invasion de tejidos tales como cerebro, bazo, higado, rifion,
pulmdn y pancreas, en los cuales no se superé el parasitismo escaso o moderado, reflejando
macrofago tropismo y paninfectividad (Rivera y col, 2000; Herrera y col., 2005; Cruz-

Guzman y col, 2014).

El parasitismo tisular en cerebro y pulmon, con presencia de pseudoquistes, parasitismo
leve e inflamacion para aislados de T. cruzi obtenidos de triatominos y mamiferos en
Venezuela, México y Brasil es un hecho ya citado (de Scorza y col., 1996; Melnikov y col.,
2005; Vergel y Urdaneta-Morales, 2007; Morocoima y col, 2008; Cruz-Guzman y col., 2014;
Urdaneta-Morales, 2014). Este tipo de parasitismo en tejidos poco frecuentes, puede indicar
un potencial riesgo de infeccidn, especialmente en practicas como el transplante de érganos y
otros manejos que impliquen contacto con fluidos corporales, lo cual abre puerta a nuevos

mecanismos de transmision (Urdaneta-Morales, 2014).

Andrade y col. (2011), plantearon que el aumento de la afectacién histopatolégica, podria
deberse a la persistencia del parasito en el tejido, siendo que la parasitemia en T. cruzi es
producto del parasitismo celular. En el presente estudio esta relacion fue notada en el 2,56%
de los aislados, en los cuales el periodo de infeccidén patente fue mayor a 15 dias, con alta
parasitemia y una amplia cantidad de tejidos invadidos por el parasito, confirmando su alto

grado de complejidad.
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Los aislados de la region Centro-Occidental independientemente de la fuente de origen
del parasito, presentaron un mayor espectro histotrépico comparado con los aislados de la
region Oriental.

La comparacion de los parametros del comportamiento bioldgico entre triatominos y
mamiferos mediante ACP, revel6 una segregacion de los aislados segln la fuente de origen,
siendo que los aislados de triatominos fueron méas similares entre si, al igual que los
mamiferos entre si, siendo la mortalidad y el parasitismo tisular los parametros que
contribuyeron mas a esta segregacion, principalemente en los aislados de triatominos La
cantidad y localizacién de los parasitos en los tejidos en el modelo experimental de infeccion
con T. cruzi, presento variaciones en el tropismo tisular, mas en la mayoria de los casos no
fue posible establecer una fuerte correlacion entre parasitemia, lesion tisular, fuente y origen
geogréfico del aislado; algunos autores han planteado que elevadas parasitemias y mortalidad
no siempre significan una alta tasa de invasion tisular (Cover y col., 1978; Guzman-Marin y
col., 1999).

Genotipos del parasito

En este estudio el diagndstico molecular del parasito en hospedadores (triatominos y
mamiferos) parasitologicamente negativos, podria indicar que para el momento del
diagnostico morfobiologico los tripomastigotes estaban circulando en baja cantidad y pudo
no haberse detectado su presencia por examen directo o xenodiagnostico. Esto ratifica la
importancia de la implementacion de estas herramientas en el diagndstico certero del parasito

en los diferentes hospedadores, para prevenir el reporte de un resultado dudoso o erréneo.

De acuerdo con la caracterizacion genotipica de los aislados en la presente investigacion,
se encontr6 homogeneidad en los aislados de T. cruzi obtenidos de mamiferos con 100% de
amplificacion para Tcl, independientemente de la especie mamifero, ecotopo y region
geodgrafica. Para los aislados obtenidos de triatominos se observd un comportamiento
diferente caracterizado por heterogeneidad en los genotipos, siendo Tcl el de mayor
prevalencia, seguido del genotipo Tclll y una pequefia representacion de genotipos mixtos
Tcl+Tclll y Tel+Tcl V.
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La presencia del genotipo Tcl en los tres ecotopos de ambas regiones geogréficas
indicaria su transmision entre los hospedadores independientemente del ecétopo en el que
circulen, rompiendo la clasica concepcién de asociar un genotipo con un ciclo de transmision
especifico (Teixeira y col., 2006; Zingales y col., 2012). La amplia gama de especies de
hospedadores poco asociados con este genotipo tales como: E. cuspidatus, R. pictipes,O.
margaritae, D. rotundus, P. tajacu y C. thous, son un resultado novedoso que explicaria
porque este genotipo es de amplia dispersion en el pais (Tcl ampliamente distribuido por
encima de la cuenca amazonica) quizas condicionado por el nicho que ocupacada especie de
mamifero o vector y su papel en el ciclo de transmision (Miles y col., 2003; Feliciangeli y
col., 2003; Afez y col., 2009; Carrasco y col., 2005; Carrasco y col., 2012; Rivera y col.,
2015).

El genotipo Tclll hasta ahora considerado mas comun en los paises al sur de la cuenca
amazoénica y asociado al ciclo silvestre con P. geniculatus como vector principal, viene
apareciendo en Venezuela como un genotipo menos frecuente que Tcl, tradicionalmente
asociado con D. novemcintus, D. marsupialis, P. geniculatus y Ps. arthuri, tal y como fue
verificado en los resultados aca expuestos (Miles y col., 2003; Carrasco y col., 2012;
Zingales y col., 2012; Cruz-Guzman y col., 2014; Rivera y col., 2015). Los datos no
permiten establecer una asociacion estricta entre un genotipo y un hospedador especifico,
pero contribuyen a conocer aun mas la participacion de P. geniculatus como vehiculador de

Tclll en la regién Oriental (Carrasco y col., 2012).

La circulacion de mas de un genotipo del parasito en triatominos de ec6topos
peridomésticos estaria asociada con los habitos alimenticios eclécticos de estos vectores, en
los cuales no se ha encontrado una asociacion exclusiva con algun tipo de mamifero,

actuando como “jeringas naturales” del parasito.

Los registros de infecciones mixtas dada por las combinaciones entre los haplotipos Tcl
con TclV y Tclll, son escasos en Venezuela donde la mayoria de los genotipos se
manifiestan como infecciones Unicas en diferentes hospedadores para una misma region

geogréafica (Afiez y col., 2009; Lisboa y col., 2009; Lewis y col., 2009; Carrasco y col.,
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2012; Rivera y col., 2015). Es por ello que nuestros hallazgos de infecciones mixtas,

constituyen un aporte en el conocimiento del complejo ecopatogénico de la parasitosis.

Segun la nueva clasificacion de Zingales y col., (2009) y Lewis y col, (2009), podria
existir la presencia del genotipo TcV 6 TcVI en los aislados de T. cruzi aca descritos,
genotipos éstos de circulacion restringida al cono sur. Sin embargo con los marcadores
moleculares empleados, no fue posible establecer diferencias en los patrones de bandas que
permitieran determinar definitivamente si estos haplotipos se estan presentando como mixtos
0 como un genotipo circulante no reportado en el pais, por lo que se hace necesario emplear
otros marcadores moleculares, la secuenciacion o bien el diagndstico molecular con ADN
obtenido de tejidos parasitados de animales de experimentacion, lo que pudiese vislumbrar

procesos de seleccion de clones del paréasito en las subpoblaciones que circulan en el pais

Algunos autores han planteado que algunos aislados de T. cruzi pueden ser mixtos
presentando mas de un genotipo del parasito y que esta variabilidad puede hacerse mas
homogénea a medida que trascurre el tiempo de infeccion, ya que algunos genotipos pueden
ser eliminados probablemente como resultado de factores inmunologicos del hospedador que
pudiesen definir incapacidad de mantenerse en los mismos (Macedo y Pena., 1998; Andrade
y Magalhes, 1997). Sin embargo, en nuestros resultados los genotipos mixtos se
mantuvieron en el tiempo a traves de pases por triatominos, mamiferos (modelo murino) y

medios de cultivo.

Los resultados mostrados no permitieron establecer una relacion entre la cinética de
infeccidn, el parasitismo tisular, las subpoblaciones circulantes del parasito, el ecétopo vy el
origen de los aislados, a diferencia de otras investigaciones en las cuales se ha encontrado
una asociacién del genotipo Tcl con parasitemias mas bajas o bien otros estudios en los
cuales se plantean que el polimorfismo genético de las subpoblaciones de T. cruzi podria
influenciar el parasitismo (Andrade y Magalhes, 1997; de Lana y col., 2000; Macedo Y col.,
2002; Botero y col., 2007).

Estado del Arte
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Trypanosoma cruzi es un hemoflagelado constituido por un complejo de subpoblaciones
heterogéneas, sobre las cuales se ejercen presiones artificiales y naturales, tales como la
extension incontrolada de las urbes hacia bosques y sabanas, deforestacion, migracién de los
hospedadores especialmente mamiferos (incluyendo al humano) desde los paisajes silvestres
y rurales a los suburbanos y urbanos conduciendo a la seleccién de tales subpoblaciones.

La relacién paréasito-hospedador en las parasitosis, constituye parte de un sistema mayor,
representado por comunidades y ecosistemas en los cuales se encuentran todos los elementos

de la asociacion.

El fendbmeno de las enfermedades emergentes, olvidadas o remergentes, sOlo es
comprendido teniendo en cuenta la perspectiva de lo complejo, puesto que dichas
enfermedades implican mecanismos ecoldgicos y evolutivos que participan en el paso de los

ambientes silvestres a los domésticos y viceversa (Horwitz y Wilcox, 2005).

Los estudios relacionados con reservorios son de importancia para los estamentos
encargados de la elaboracion de estrategias de control y de vigilancia epidemioldgica, porque
permiten evaluar la dinamica de transmision del agente causal de la Enfermedad de Chagas
en zonas endémicas y el riesgo que implicaria la presencia de estos reservorios en areas
cercanas a las viviendas humanas, asociado con ciertas costumbres, como la caza y el

consumo de animales silvestres.

No obstante con una entrada puntual como la expuesta se hace dificil definir el papel de
determinada especie de mamifero como reservorio, puesto que los ensayos no permiten
establecer longitudinalmente si las poblaciones de los parasitos estan circulando por largo
tiempo en cada grupo de esta mastofauna y si en todos los casos hay una carga parasitaria
que garantice la transmisibilidad. De acuerdo con lo anterior, se requeriria un mayor
conocimiento sobre la densidad poblacional de cada mamifero en las diferentes areas de
muestreo y un estudio que permitiese aclarar su papel como reservorios ya sean primarios o
secundarios y precisar ain mas los elementos del complejo ecopatogencio que estamos
estudiando (Herrera, 2010; Herrera, 2014).
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Asi mismo, es necesario ampliar la investigacion a nivel entomoldgico y epidemiologico
sobre triatominos y mamiferos, especialmente en los géneros poco estudiados que permitan
esclarecer su incidencia en el ciclo de transmision de la parasitosis en las areas estudiadas y

establecer posibles medidas de control.

Las investigaciones sobre la TA en Venezuela han sido enfocadas generalmente en el
comportamiento clinico y epidemioldgico, ocasionalmente algunos investigadores han
analizado el comportamiento bioldgico de la parasitosis pero en forma separada y no como
un conjunto. Asi han resultado escasos los estudios de aislados de T. cruzi obtenidos de
diferentes triatominos y mamiferos, que involucren tanto los aspectos biolégicos como
genotipicos al mismo tiempo permitiendo esclarecer aspectos del complejo ecopatogénico
que brinden un un aporte en la modelacion del comportamiento de la parasitosis en la

naturaleza.

Teniendo en cuenta la heterogeneidad en el comportamiento bioldgico, histotropico y
genotipico observada en los aislados del parasito obtenidos en el presente estudio, se ha

confirmado la existencia del complejo ecopatogénico de la Trypanosomiasis Americana.

Con el modelo murino de baja virulencia, no fue posible esclarecer patrones de infeccidn
asociados al genotipo, mas si fue posible modelar el comportamiento biologico del parésito,
permitiendo conocer las interacciones con el hospedador para aislados de diferentes ecotopos
y regiones geograficas, informacion que contribuye para orientar estrategias de control de la

parasitosis en el territorio Nacional.

Es necesario continuar con el desarrollo de investigaciones multidisciplinarias que
involucren &mbitos bioldgicos, bioquimicos, moleculares, zooldgicos y epidemioldgicos que
contribuyan con la comprensién holistica no solo de la TA, sino también de los demas

sistemas parasitarios que tanto afectan a las poblaciones humanas y animales en el planeta
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9. CONCLUSIONES

> La gama de especies de triatominos y mamiferos muestreados, positivos a T. cruzi,
permitié actualizar su distribucion, prevalencia de infeccion y la importancia de las mismas

en la transmision de la parasitosis.

> La caracterizacién bioldgica de los aislados de T. cruzi estudiados, revel6 variabilidad

asociada principalmente a la fuente del parasito.

» La caracterizacion genotipica reveld6 homogeneidad para los aislados obtenidos de
mamiferos (Tcl) y heterogeneidad para los de triatominos con infecciones mixtas (Tcl, Tclll;
Tcl+Tclll; Tcl+TclV), siendo necesario ampliar en la basqueda de nuevos haplotipos.

» La caracterizacion biologica y genotipica en forma simultanea de los aislados
estudiados, en especial la de hospedadores poco frecuentes como R. pictipes, Ps. arthuri, E.
cuspidatus, O. margaritae, C. thous, D. rotundus y P. tajacu, constituye un abordaje

precursor sobre el analisis del complejo ecopatogeénico.
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10. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio longitudinal a fin de poder establecer con mayor exactitud el
posible papel de las especies de mamiferos y triatominos, como hospedadores del

parasito.

Ampliar el seguimiento de la parasitosis en el modelo murino en cada una de sus
fases, favoreciendo el conocimiento de mas elementos para establecer una
asociacion del comportamiento del parasito seguin la fuente de origen, ec6topo o
region geograéfica.

Realizar la caracterizacion molecular sobre los 6rganos evaluados en el modelo y
contrastar con los haplotipos obtenidos en medios de cultivo, y asi esclarecer

posibles fendbmenos de eliminacion o seleccion de haplotipos.

Para conocer aun mas la variabilidad de los haplotipos de T. cruzi, se podrian
implementar otros estudios tales como analisis de microsatélites, variabilidad

estudiada in silico, secuenciacién, entre otros.
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12. ANEXOS

Anexo 1.

Proyecto Estratégico: Evaluacién y mejoramiento de la viviendas rurales y suburbanas con
participacion comunitaria para el control y la prevencion de la enfermedad de Chagas en
Venezuela UCV-UC-UDO FONACIT N° 2011000470

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Informacion para jefes(as) de familia y familias participantes:

El ministerio del Poder Popular para la ciencia y tecnologia y las Universidades Central de
Venezuela, de Carabobo y de Oriente, estamos trabajando en un estudio sobre chipos, jipitos o
pitos, insectos transmisores de la Enfermedad de Chagas. Dicho trabajo es sin fines de lucro ni
compromisos econémicos.

Queremos solicitarle su participacién como jefe de familia, por lo que es importante que usted
lea la siguiente informacidn, para que comprenda las razones de dicho estudio.

La Enfermedad de Chagas es producida por un parasito microscopico llamado Trypanosoma
cruzi, que entra al cuerpo por las heces de los chipos que se alimentan de sangre y que entran en
contacto con la piel, la boca, alimentos expuestos a la intemperie o contaminados con dichas heces.
Cuando las personas son infectadaspueden presentar picadas con enrojecimiento e hinchazon, y se
pueden enfermar presentando fiebre alta por varios dias, dolor de huesos, 0jos o cara hinchadas,
piernas o cuerpo hinchados, malestar general, vomitos, dolor abdominal.

Este chipo puede vivir en cuevas o grietas, en camas, catres y hamacas en las casas 0 en sus
alrededores, y salen de noche atraidos por la luz y el calor de las personas y animales para picar y
alimentarse de sangre. Nuestro trabajo es encontrarlos dentro de las viviendas y sus alrededores,
usando a veces un aspirador eléctrico para capturarlos.

Por todo ello solicitamos respetuosamente su permiso Yy colaboracién para:-hacerle un
cuestionario de preguntas acerca de usted, su familia, su vivienda, y otras que tienen que ver con el
chipo y la Enfermedad de Chagas, - realizar una busqueda del chipo dentro y alrededor de su
vivienda, llevando un aspirador eléctrico, mangueras, bolsas y demas implementos necesarios para
la realizacion del trabajo, - tomar fotografias o videos si es necesario.

Siempre el jefe de familia o quien él decida nos acompafiara par la visita, para mover muebles,
enceres u otros objetos, los cuales seran ordenados nuevamente, se recolectaran en bolsas el
material aspirado y se analizara en laboratorio buscando al chipo o restos de estos. Si se encuentran
estos insectos y estuviesen positivos al parasito serd informado a la brevedad que permitan las
pruebas y se realizaran posteriormente actividades de ordenamiento de la vivienda control de
insectos y de animales reservorios en las cuales y aspiramos Ud. se integre al equipo de trabajo
durante la planificacion e implementacion de las mismas, de manera que pueda protegerse.
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El beneficio que usted y su familia obtendra es el conocimiento acerca de la enfermedad y en
caso de sintomas sospechosos serd referido para examenes diagnésticos en la Universidad de
Oriente y/o La universidad de Carabobo, y se haran las diligencias para conducirlo al tratamiento
adecuado. Su participacion y el de su familia sera completamente voluntaria sin pago alguno y usted
puede retirarse en cualquier momento si asi lo decide, sin que esto afecte alguna atencién de Ud. en
laboratorio alguno de entes de salud publica o de las Universidades participantes, cuando lo
necesite.

Los resultados de los estudios de laboratorio son estrictamente confidenciales seran
resguardados por el responsable del Proyecto y sus investigadores corresponsables, y seran
presentados a Ud. oportunamente y su posterior uso sera estrictamente parte de los informes y
productos remitidos al FONACIT, Ministerio del Poder Popular para La Salud y a los Consejos
Comunales a los que Ud. pertenezca.

Leido y escuchado la informacién sobre el estudio que los investigadores estan realizando, y
confirmo que comprendo de qué se trata, que entiendo que es un estudio sobre los Chipos que
transmite el parasito que produce la Enfermedad de Chagas, que entiendo buscara al chipo dentro o
fuera de mi domicilio por revisién de la vivienda, utilizacion de aspiradoras y que a estos insectos
se le realizaran pruebas de laboratorio para ver si tienen el parasito que produce el “Mal de
Chagas”.

Entiendo que este estudio seré en beneficio de mi persona y de mis familiares, que conoceremos
mejor como se presenta la enfermedad y como se transmite, sabremos como prevenirla como se
haran las mejoras de la vivienda y la aplicacién de insecticida en mi hogar si encuentran chipos o
restos de estos.

Participo en este estudio por voluntad propia y autorizo a realizar la bdsqueda de chipos en mi
vivienda y sus alrededores por los métodos explicados previamente. Asi mismo entiendo que tengo
el derecho, con o sin razén expresa, de retirarme del estudio en cualquier momento sin que esto
afecte, 0 me niegue el acceso a servicios de salud.

NOMBRE Nombre de testigo

Huella:

En a los dias del mes de de 201 _
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Anexo 2.
DATOS DE CAPTURA DE MAMIFERQOS

FECHA:
ESTADO: MUNICIPIO:
SECTOR: PARROQUIA:
COORDENADAS:
N° de registro: Longitud: Latitud:
Altura sobre el nivel del mar: Hora:
Trampa N°: Método de Captura:

Cebo utilizado:

Tipo de trampeo utilizado en la captura:

Espécimen capturado: Género: Especie:
Sexo: Estado de desarrollo: Juvenil: Adulto:
Condicion corporal: Peso:

Medidas corporales (cm):

Cabeza-Base cola (Icc): Longitud cola (Ic): Oreja (lo):
Pata Delantera (Derecha): Pata Trasera (Derecha):
Patas con garras: Si No: Peso: Fotografia N°:

Cdédigo o0 namero de Marcaje:

Analisis Realizados:

Xenodiagnostico: Suero papel filtro: Puncion cardiaca:

Gota fresca: Si: No: Resultado: Parasitos circulantes: No: Si:
Cantidad de parasitos: Hora de liberacion:
Espécimen sobrevivid: Si No: Hora de muerte:

Nombre del Investigador que procesa al espécimen:

Observaciones:
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Anexo 3. Valores promedio y desviacion estdndar de los parametros de cinética de infeccion evaluados
en modelo murino NMRI de los aislados de Trypanosoma cruziobtenidos de triatominos y mamiferos
de las regiones Oriental y Centro-Occidental de Venezuela.

Hospedador RG N° M N+ | %+ | N°IN ( dpizs) (EI,LF;) (F ag)l\(/ln:x104) %M
ORT | 133 | 83 | 62 14 | 15 + 66| 17 $12,2129,04 + 37,7 | 60 +37,4
Triatominos| CO 72 51 | 71 24 | 13 + 40| 19 +142(19,30 + 340 | 74 311
Total | 205 | 134 | 67 38 | 14 + 53] 18 +13,2(2417 + 359 | 67 34,3
ORT 83 36 | 43 13 | 14 * 50| 21 494 | 939 + 85 | 74 +364
Mamiferost— -~ 172 51 | 30 10 | 15 + 49| 19 2122| 461 * 45 | 63 429
Total | 255 | 87 | 37 34 | 15 + 54| 20 +10,8| 7,00 £ 65 | 69 £39,7
ORT | 216 | 119 | 55 27 | 15 + 6,3]19 + 10,8(19,22 + 23,1 | 67 * 36,9
Total Cco 244 | 102 | 42 34 | 14 + 45]19 + 13,2|11,06 + 19,3 | 69 37,0
Total | 460 | 221 | 49 61 | 15 + 54|19 + 12,0{1559 + 21,2 | 68 + 36,9

RG: regién geografica; ORT: oriental; CO: Centro-occidental; N°M: nimero de hospedadores muestreados; N+: nimero
de hospedadores positivos para T. cruzi; N° IN: nimero de aislados inoculados; %+: porcentaje de positividad al
parasito; PP: periodo prepatente; PIP: periodo infeccién patente; MP: maxima parasitemia; %M: porcentaje de
mortalidad.

Anexo 4. Comparacion estadistica de los parametros de la cinética de infeccién de los aislados de
Trypanosoma cruzi obtenidos de triatominos y mamiferos en las regiones Oriental y Centro-Occidental
de Venezuela.

Triatominos Mamiferos Triatominos- Triatominos-
Oriental/Centro- Oriental/Centro- Mamiferos Mamiferos

Parametros Occidental Occidental Oriental Centro-Occidental
T-test | F-test K-S | T-test | F-test K-S | T-test | F-test K-S | T-test | F-test K-S

p p p p p p p p p p p p
PP 0,406 0,040 0,788 0,699 0,604 0,924 0,724 0,696 0,993 0,309 0,473 0,488
PIP 0,730 0,535 0,788 0,637 0,388 0,638 0,366 0,380 0,131 0,850 0,627 0,992
MP 0,418 0,648 0,327 0,121 0,069 0,214 0,078 8,23E-6 0,303 0,054 446E-7 0,173
%M 0,218 0,421 0,263 0,512 0,584 0,881 0,306 0,931 0,665 0,294 0,162 0,256

PP: periodo prepatente; PIP: Periodo de infeccion patente; MP: maxima parasitemia; %M: porcentaje de mortalidad; T-
test: Test de igualdad de medias; F-test: Test de igualdad de varianza; K-S: Test de igualdad de distribuciones de
Kolmogorov-Somirnov. p> 0.05: diferencias no significativas; p<0,005: diferencias significativas.



