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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por el agente Trypanosoma
cruzi, el cual es transmitido por vectores triatominos de la familia Reduviidae. En
Guatemala los principales vectores son Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata, siendo
el habitat de R. prolixus estrictamente domiciliar y T. dimidiata domeéstico,
peridoméstico y selvatico. En Sur América, T cruzi I(TCI) y T. cruzi Il (TCII) se han
asociado a diferentes ciclos de transmisién, siendo TCII el principal grupo asociado a la
transmision doméstica mientras que el TCI se ha asociado tanto a transmision selvatica
como domestica. (Fernandes, et. al. 1998,1998a, 1999, 2001, Miles, et. al. 1977). En
México y Centro América se ha reportado que el TCI es el principal grupo asociado tanto
a la transmision doméstica como la selvatica (Ruiz-Sanchez, et. al. 2005).

En el presente estudio se caracterizd la tasa de infeccion con TCl y TCIl en T.
dimidiata y R. prolixus colectados en ambientes domésticos en Guatemala. Para ello se
utilizo una técnica molecular mediante el analisis del gen del mini-exén. En muestras de
heces de T. dimidiata se determind que se encuentra infectada en 33%(8/24) con TC I,
13%(3/24) con mezcla de TCI y II. R. prolixus esta infectado en 8%(7/89) con TCI,
2%(2/89) con mezcla de TCl y Il y un 39%(35/89) con T. rangeli. Se determin6 que no
existe diferencia significativa (p = 0.6299) entre los linajes de T. cruzi encontrados en R.
prolixus y T. dimidiata, lo cual puede indicar claramente un traslape entre los ciclos de
transmision domésticos y selvaticos. En cultivos de tracto digestivo de T. dimidiata se
encontrd 16%(7/44) de TCI y 84%(37/44) de mezcla TCl y Il. Se determind que existe
diferencia significativa (p=0.0005) entre los linajes de T. cruzi encontrados en heces y
cultivos de T. dimidiata. Se recomienda aumentar el nimero de muestras de T. dimidiata

para aumentar la significancia estadistica.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por el agente Trypanosoma
cruzi, el cual es transmitido por vectores triatominos de la familia Reduviidae. En
Guatemala los principales vectores son Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata, siendo
el habitat de R. prolixus estrictamente domiciliar y T. dimidiata doméstico,
peridoméstico y selvatico.

Analisis bioquimicos y moleculares de T. cruzi han demostrado que dicho parasito
presenta variabilidad genética, dividiéndose en subgrupos o linajes: T. cruzi I[(TCI), T.
cruzi I(TCII) y T. cruzi Z3(Z3). En Sur América, TCI y TCII han sido asociados a
diferentes ciclos de transmision: TCII asociado principalmente a la transmision
doméstica, mientras que TCI se ha asociado a la transmision selvatica como a la
doméstica (Fernandes, et. al. 1998,1998a, 1999, 2001, Miles, et. al. 1977). En México y
Centro América, TCI se ha asociado tanto a la transmision doméstica como a la selvatica.
(Ruiz-Sanchez, et. al. 2005)

Estudios evolutivos sugieren una asociacion entre el género Triatoma con el TCII y
Z3, y Rhodnius con el TCI (Gaunt & Miles, 2000). También se ha sugerido que el TCI
evolucion6 asociado a marsupiales en América del Sur y que el TCII evolucion6 asociado
a placentales en América del Norte (Kawashita, et. al. 2001).

Estudios en ratones y en humanos demuestran que el TCI presenta mayor resistencia
a farmacos que el TCII y que infecciones mezcladas de ambos grupos generan diferentes
perfiles de resistencia (Martins, et.al., 2007, Toledo, 2003, Coronado, 2006). Por ello, se
ha sugerido que se debe tomar en cuenta la diversidad genética de los pardsitos en la
mejora de la quimioterapia a nivel regional, enfocada a los linajes que se encuentren en
Guatemala.

Utilizando la técnica molecular de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
este estudio tiene como objetivo caracterizar la tasa de infeccion con TCl y TCII en T.

dimidiata y R. prolixus colectados en ambientes domésticos en Guatemala.



II. ANTECEDENTES

A. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una zoonosis producida
por el protozoario flagelado Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (T. cruzi), descrito por
primera vez en 1909 por Carlos Chagas, en Minas Gerais, Brasil. Es una enfermedad
crénica debilitante que afecta la salud, el bienestar y la productividad de un gran namero
de seres humanos y representa un problema da salud publica en América Latina
(Rodriguez, et. al. 2004).

Estudios serolégicos indican que la prevalencia global de la enfermedad de Chagas
ha sido reducida de los estimados de 1990 de 16-18 millones de personas infectadas a 9.8
millones, y puede esperarse una posterior declinacion debido a cambios demograficos y
como resultado de intervenciones de control. De los 100 millones de personas en riesgo
de la enfermedad de Chagas en 1990, ~60 millones de personas no comparten mas sus
hogares con los triatominos, ~40 millones de personas se encuentran en riesgo.
(Schofield, Jannin y Salvatella, 2006). Se estima que ocurren 200,000 nuevos casos por
ano en areas donde la enfermedad es endémica. (WHO, 2005). En Guatemala, el nimero
estimado de personas infectadas es 730,000 con una incidencia anual estimada de 30,000,
representando aproximadamente un 7.3% y 0.3% de la poblacion nacional
respectivamente (WHO, 2000).

La enfermedad de Chagas tiene dos fases: la fase aguda y la fase cronica. Ambas
fases pueden ser asintomaticas o ser potencialmente mortales (CDC, 2007). La fase
aguda tiene lugar las primeras semanas o meses de la infeccion. Generalmente pasa
desapercibida porque no muestra sintomas o exhibe sdlo signos y sintomas leves que no
son exclusivos de la enfermedad de Chagas. Los sintomas que nota el paciente pueden
incluir fiebre, fatiga, dolor en cuerpo, dolor de cabeza, sarpullido, pérdida de apetito,
diarrea y vomito. Los signos detectados en el examen fisico pueden incluir
agrandamiento leve del higado o el bazo, inflamacion de los ganglios e inflamacion local
(un chagoma), en el lugar donde el parasito ingres6 en el cuerpo. El marcador mas

reconocido de la enfermedad de Chagas aguda se conoce como signo de Romafia, que



incluye inflamacion del parpado en el lado del rostro cerca de la herida dejada por la
picadura, donde fueron depositadas las heces del insecto o se frotaron
accidentalmente en el ojo. Aun si los sintomas aparecen durante la fase aguda, por lo
general desaparecen por si solos, en unas cuantas semanas o meses. Aunque los sintomas
desaparecen, la infeccion persiste si no se le trata. En muy pocas ocasiones, los nifios
pequenios (<5%) mueren por inflamacion/infeccion grave del musculo cardiaco
(miocarditis) o del cerebro (meningoencefalitis). La fase aguda también puede ser grave
en las personas con sistemas inmunitarios debilitados (CDC, 2007).
Durante la fase cronica, la infeccion puede que permanezca asintomatica durante
décadas o incluso de por vida. Sin embargo, algunas personas presentan:
e Complicaciones cardiacas, las cuales pueden incluir agrandamiento del corazoén
(miocardiopatia), insuficiencia cardiaca, alteracion del ritmo o frecuencia cardiaca
y paro cardiaco (muerte subita); y/o
e Complicaciones intestinales, que pueden incluir un agrandamiento del eséfago
(megaesdfago) o del colon (megacolon) y pueden causar dificultades para comer o
defecar (CDC, 2007).
El riesgo promedio de presentar una o mas de estas complicaciones durante el
transcurso de la vida es de aproximadamente un 30% (CDC, 2007).
Se estima que un 25-30% de las personas progresan a una patologia cardiaca

irreversible, causando una considerable morbilidad y mortalidad (WHO, 2002).

B. Transmision

1. Forma primaria de transmision. La transmision ocurre principalmente por

el contacto de la piel o las mucosas de los seres humanos o de otros
mamiferos, con heces de insectos hemipteros hematdfagos de la subfamilia Triatominae
(Rhodnius, Triatoma y Pastrogylus) infectados con T. cruzi, debido a que estos insectos
defecan sobre la persona en el momento en que pican e ingieren sangre. Esta forma de

transmision representa del 80-90 % de transmision (Rodriguez, et. al. 2004).



2. Formas secundarias de transmision. Ademas de la via vectorial existen la
transmision transfusional (5-20 %) y la via congénita (0.5-8 %). Las otras vias de
transmision son excepcionales (accidental, transplante de oOrganos, otros vectores,
lactogénica, etc.) y no representan una importancia significativa en términos de salud

publica (Rodriguez, et. al. 2004).

a. Transmision transfusional. La emigracion de las zonas rurales a urbanas

si bien reduce el numero de personas expuestas al vector infectado, aumenta

la probabilidad de transmision por transfusion. En cuanto no se descarte la sangre de
donadores contaminados, existird la probabilidad de transmitir la enfermedad por esta
via, siendo los mas expuestos los individuos poli-transfundidos, tales como hemofilicos y
los que reciben didlisis. Afortunadamente, s6lo una parte (12 a 18-25%) de los que
reciben transfusion con sangre infectada, contraen la enfermedad. Por otro lado, la
infeccion transfusional, se ha convertido en un serio problema en los paises desarrollados
(donde no hay transmision vectorial) debido a las decenas de millones de latino-

americanos que emigra a estos paises (Rodriguez, et. al , 2004).

b. Transmision congénita. Constituye la tercera via mas importante de
transmision de la enfermedad de Chagas. Este tipo de transmision parece
depender de factores ligados al parasito y al hospedador. Ocurre cuando el T. cruzi, al

igual que atraviesa las mucosas, penetra el epitelio trofoblastico (Rodriguez, et. al. 2004).

C. Vectores

Los vectores de la enfermedad de Chagas son insectos hematdfagos del orden
Hemiptera, familia Reduviidae y subfamilia Triatominae. Actualmente se conocen mas
de 130 especies de triatominos; sin embargo solo tres géneros, i.e., Triatoma, Rhodnius y
Panstrongylus son vectores importantes de la enfermedad de Chagas (Monroy, 2003b).
Los cinco vectores mas importantes en América Latina son: T. infestans, T. dimidiata

(Latreille, 1811) T. brasiliensis, R. prolixus (Stal, 1859) y P. megistus.



1. Distribucion. Los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus estan
ampliamente distribuidos en las Américas, en habitats domésticos desde México
hasta Argentina y Chile. Los triatominos salvajes tienen una distribucion ain mas amplia,
desde USA hasta la Patagonia (Monroy, 2003b).

En Guatemala se han encontrado 3 especies de triatominos, estableciéndose su
presencia en 21 de los 22 departamentos del pais. Existen dos especies principales:
Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus (Marroquin y Mizuno, 2003; Dorn, et. al.
2003). Triatoma nitida (Usinger, 1939), se ha encontrado en los departamentos: Alta
Verapaz, Chiquimula, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa, Jutiapa, Quiché y Santa Rosa
T. nitida no tiene importancia epidemiologica para la enfermedad de Chagas en

Guatemala (Monroy, et. al. 2003).

2. Ecologia. En el caso de los humanos, la transmision del parasito se da a través de

las deyecciones de las chinches (OMS, 1991). La infeccién por Trypanosoma

cruzi existe en muchas areas como un ciclo entre el triatomino silvestre y los mamiferos

pequefios como roedores y marsupiales. Todos los triatominos son originarios del

ambiente natural, tornandose epidemioldgicamente importantes en la medida en que

estrechan su relacion con el hombre (Diotauiti, 2006). En muchos lugares no hay ningun

contacto humano con la chinche silvestre; la infeccion humana solo ocurre a través del

contacto accidental con ésta, o por iniciaciéon de un ciclo doméstico de transmision
cuando invaden y colonizan casas (Schofield, 1994; Schofield, 2000).

Las especies de mayor significacion epidemiologica son las que colonizan
facilmente las viviendas de los humanos, viviendo en las grietas y hendiduras de las casas
rurales, en las uniones entre los adobes y ladrillos, los espacios entre tablas de madera,
también los techos de hojas de palmeras. Estas permanecen inméviles durante el dia y
emergen de noche para alimentarse de los ocupantes humanos. Sin embargo, muchas de
las especies principalmente selvaticas invaden ocasionalmente las casas (por ejemplo
atraidas por la luz) y pueden contribuir a la transmision de T. cruzi a los humanos
(Schofield, 1994; Lent & Wygodzinsky, 1979). Otros factores que favorecen la
infestacion son el uso de telas como cortinas, el almacenamiento de los productos de las

cosechas, el depdsito de adobes y el apilamiento de maderas 'y



palos dentro de la casa, y, por ultimo, la presencia de animales domésticos en el interior
de las casas, como: cuyes, conejos, gallinas, pavos, perros, gatos, etc. (Caceres, 2005).

Los triatominos ocupan distintos ecotopos tales como madrigueras de mamiferos,
nidos de aves, cuevas de murciélagos, troncos, bromelias, pilas de rocas y palmeras.
Muchos se han vuelto peridomésticos y varias especies se han domesticado lo cual
significa que se han adaptado a la vivienda humana. (Lent & Wygodzinsky, 1979; Guhl,
2000; Schofield, 2000).

Las especies de triatominos con poblaciones silvestres y domiciliadas, representan
un potencial riesgo para los programas de control de la enfermedad de Chagas porque
pueden infestar facilmente las areas tratadas a partir de sus poblaciones silvestres
(Borgues, et. al. 1999; Angulo, 2006; Agudelo, 2006).

Al momento o después de alimentarse, el triatomino hace una deyeccion liquida
que tiene dos aspectos: uno de color amarillento que se seca rapidamente al contacto del
aire, y otro que se seca lentamente y es de color negro. Este comportamiento de picar y
defecar se deberia a la necesidad del triatomino de succionar mas sangre y almacenarla
desocupando su intestino (Céceres, 2005).

Los triatominos son insectos hematdfagos con cinco estadios de ninfa y con un
dimorfismo sexual en el estadio de adulto. Son insectos que viven bastante tiempo,
usualmente con una generaciéon en un afio. Algunas caracteristicas biologicas de los
triatominos domésticos los hacen vulnerables al control. Tiene una baja capacidad innata
de incrementarse, con un consecuente bajo rango de arreglo genético y disminucion de la
variabilidad de poblacion; se ha visto que son pobremente adaptados a responder a
inestabilidades ambientales como intervencion quimica o por insecticidas (Schofield,

2001).

3. Ciclo biologico. Los triatominos son insectos hemimetabolos. De huevo pasan
por cinco estadios ninfales, en los que son muy parecidos a los adultos pero de
menor tamafio y carecen de alas. La obtencion de sangre para los triatominos es muy
necesaria para la muda y continuacion de su desarrollo. El ciclo de vida de los

triatominos oscila entre 4 y 16 meses o mas. Muchas especies de triatominos



han sido adaptadas a condiciones de laboratorio con temperaturas que fluctuan entre 24
°C y 27 °C, y a una humedad relativa entre 70% y 75%, con la finalidad de conocer el
ciclo biologico de cada triatomino. Respecto de estos estudios se da a conocer lo

siguiente:(Céceres, 2005).

a. Huevo. Los huevosson colocados entre 10 y 15 dias después de la copula.
Algunas hembras no apareadas pueden poner algunos huevos, pero €éstos seran
infértiles. Las hembras fértiles generalmente ponen huevos una sola vez, pero en muchos
casos continiian poniendo huevos durante toda su vida. El nimero de huevos puestos por
hembra y la frecuencia de la ovipostura depende principalmente de la cantidad de sangre
ingerida. En la mayoria de los casos, cada hembra pondra entre 100 y 600 huevos durante
su vida. (Céceres, 2005).

Los triatominos son de habitos terrestres, generalmente colocan sus huevos
individualmente o en grupo, en cualquier lugar que encuentre la hembra. Pero las
especies que habitan en los arboles —como es el caso de la mayoria de especies de
Rhodnius— colocan sus huevos en grupos pequefios adheridos al sustrato. Los huevos son
de forma oval, mas o menos elipticos, presentan un opérculo en uno de sus extremos, por
el cual emerge la ninfa I. Al inicio, los huevos son de color blanco-perla o gris,
posteriormente cambian a rosado o rojizo a medida que el embrion desarrolla,
observandose por transparencia los ojos de la futura ninfa. El tiempo que transcurre desde
la puesta de los huevos hasta que eclosiona la primera ninfa varia para cada especie;
también varia para una misma especie cuando habitan en regiones diferentes. En algunas
especies el tiempo es de entre 10 y 30 dias. El corion presenta ornamentaciones que

varian segun las especies (Caceres, 2005).

b. Ninfa. Presenta cinco estadios ninfales. Transcurridos de dos a tres dias
después de emerger, las ninfas ya estan listas para alimentarse; de no conseguir
alimento pueden pasar varias semanas en ayunas. Todas las etapas de ninfas normalmente
se alimentan de la misma variedad de huéspedes que los adultos presentes en el mismo

habitat. Bajo buenas condiciones, las ninfas pueden ingerir sangre hasta nueve veces su



peso, mientras que los adultos, aproximadamente, de 2 a 4 veces. Generalmente, las
ninfas que estin en el quinto estadio son las que  absorben
la mayor cantidad de sangre, esto va algunas veces de 400 a 1000 por especie asociada al
ser humano. Todos los estadios de ninfa, asi como ambos sexos, pueden sobrevivir

durante periodos largos sin ingerir alimento, llegando en algunos casos hasta 11 meses

(Céceres, 2005).

c. Adulto. Los triatominos adultos se diferencian de la ninfa por sus alas
anteriores y posteriores bien desarrolladas y por ser sexualmente maduros, con
los genitales completamente desarrollados (Caceres, 2005).
La hembra copula s6lo una vez y después de ser fecundada comienza la postura,
antes de los 30 dias. En algunas especies pueden observarse hasta 40 posturas que
sobrepasan los 200 huevos. Los adultos tienen un par de ocelos sensibles a la luz en la

parte posterior de la cabeza, justo detras de los ojos. Las ninfas no tienen estos ocelos.

(Céceres, 2005).

4. Capacidad vectorial. Los vectores mas eficientes son aquellos que defecan
mientras se alimentan (Schofield y Dolling, 1993). EIl patrén de defecacion de
especies de triatominos es una determinante importante de la capacidad vectorial. Una
comparacion de tres especies demostré que R. prolixus tiene una marcada tendencia a
defecar més pronto y mas frecuentemente luego de la ingestion de sangre que T.
infestans. Estas dos especies son mas eficientes en estos parametros que T. dimidiata

(Zeledon y Rabinovich, 1981).

5. Indice de Dispersién de R. prolixus y T. dimididata. Nos permite conocer

el grado de concentracion y la distribucion del vector dentro de una determinada

area o lugar. Datos de la encuesta entomoldgica basal realizada en Guatemala durante
abril del afio 2000 hasta agosto del afio 2002, con un tamafio de muestras de 9,944 casas
en 737 aldeas, en cinco departamentos Jutiapa, Santa Rosa, Jalapa, Chiquimula, Baja
Verapaz y Zacapa (aprox. 20% de casas de area endémica) se encontré que Rhodnius

prolixus tienen una dispersion de 4.2%, mientras que Triatoma dimidiata



tiene una dispersion de 48.7%(Figura 1) (Cordon-Rosales, 2004).

Figura 1: Dispersion de Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata

Dispersion
R. prolixus
s T_dimidiata
= R prelixus + T, dimid|ata
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I Lages

(Tomado de Cordon-Rosales, 2004)

6. Rhodnius prolixus

a. Distribucién. Rhodnius prolixus (Stal, 1859) (Figura 2) es un triatomino
estrictamente hematofago del orden Hemiptera (Azambuja y Garcia, 2005),
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Es considerado el principal vector doméstico
de la enfermedad de Chagas en Guatemala (Monroy, et. al. 2003), Venezuela, Colombia,
El Salvador, Honduras y Nicaragua y es una de las siete especies de triatominos de mayor
importancia epidemiologica. También se le conoce en los estados de Chiapas y Oaxaca

de la Republica de México (Ponce y Ponce, sin aio).
Se ha reportado en 9 departamentos de Guatemala (Chiquimula, Zacapa,

Jalapa, Jutiapa, El Progreso, Santa Rosa, Baja Verapaz, Quiché y Huehuetenango),
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siendo mas abundante y con mayor niimero de infectados con T. cruzi en Chiquimula y
Zacapa (Monroy, et. al. 2003a, Monroy, 2003b, Cordon-Rosales, 2004).

R. prolixus es un vector mas eficiente en la transmision de T. cruzi que T.
dimidiata (Monroy, et. al. 2003). Aproximadamente un 57.6 % de R. prolixus capturados

en Guatemala estan infectadas con T. cruzi (Dorn, et. al. 1999).

b. Ecologia. En Centroamérica las poblaciones de R. prolixus son

genéticamente muy restringidas inhabiles de colonizar diferentes habitats,
muy susceptibles a los insecticidas de accion residual y a los cambios socioecondmicos
de las poblaciones rurales (OPS/OMS/MSPAS, 2003.) Las viviendas precarias
preferentemente con techos de material vegetal son su habitat preferido (Ponce y Ponce,
sin afio).

R. prolixus es afectado por Trypanosoma rangeli no patogénico para el
humano (Azambuja y Garcia, 2005), cuando éste migra del intestino medio hacia la

hemolinfa y las glandulas salivares (Monroy y Koga 1997).

c¢. Infestacion. Segln datos de la encuesta entomologica de Guatemala (abril
2000-agosto 2003) la infestacion general de casas con R. prolixus es de 0.8%

en los departamentos Jutiapa, Santa Rosa, Jalapa, Chiquimula, Baja Verapaz y Zacapa.
Tres de 12(25%) de los municipios tenian una infestacion de 5-11% con una infeccion

con Tripanosoma de 19.6% (115/588) (Figura 3) (Cordon-Rosales, 2004).



11

Figura 3: Infestacion de Rhodnius prolixus en casas de areas endémicas.
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(Tomado de Cordon-Rosales, 2004)

7. Triatoma dimidiata
a. Distribucion. Triatoma dimidiata (Figura 4) es encontrado desde Sur
América (Colombia, Venezuela, Ecuador y Pertl) hasta América Central y
Meéxico. Es el vector mds ampliamente distribuido (21/22 departamentos, con excepcion
de Totonicapan) siendo mas abundante y con mayor niimero de infectados con T. cruzi en

Santa Rosa, Chiquimula y Jutiapa (Monroy, et. al. 2003).

b. Ecologia. Esta especie es capaz de colonizar viviendas humanas,
especialmente aquellas de adobe o bajareque, en las cuales se esconden en las
grietas de las paredes. Se cree que el transporte pasivo de lefia del campo a las viviendas
representa un medio importante para la entrada de T. dimidiata al ambiente humano; otro
medio es la atraccion por la luz artificial, ya que esta especie tiene gran capacidad de

vuelo (Monroy, 1992, Schofield 1994). Es decir, que esta especie autoctona de la region,
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ocupa en general ecotopos naturales y artificiales que pueden estar préximos a las casas,
asociados a reservorios silvestres y peridomiciliares, presentando diferentes grados de
antropofilia (Panzera, et. al. 2006).

De acuerdo con la clasificacion de Guhl (2000), Triatoma dimidiata se
encuentra dentro de las especies adaptadas de manera relativamente estable a la vivienda,
pero que también conservan importantes ecotopos silvestres (Schofield, 2000).

La amplia distribucion de T. dimidita y su presencia en ambientes domésticos,
peridomésticos y selvaticos hacen que sea dificil su erradicacion ya que los insectos
recolonizan las casas luego de la aplicacion de pesticidas piretroides (Dorn, et. al. 2003).
En Guatemala T. dimidiata parece estar asociada con niveles mas bajos de

seroprevalencia comparada con R. prolixus (Dorn, et. al. 1999).

Figura 4: Triatoma dimidiata

E
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c¢. Infestacion. Segun datos de la encuesta entomoldgica (abril 2000-agosto

2003) la infestacion general de casas con T. dimidiata es de 12.4% en los
departamentos Jutiapa, Santa Rosa, Jalapa, Chiquimula, Baja Verapaz y Zacapa.
Veintinueve de 59(49%) de los municipios tenian una infestacion de 12-45% con una

infeccion con Tripanosoma de 20.0% (865/4335) (Figura 5) (Corddn-Rosales, 2004).
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Figura 5: Infestacion de Triatoma dimidiata en casas de areas endémicas.
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(Tomado de Cordon-Rosales, 2004)

D. Tripanosomas

1. Trypanosoma cruzi

a. Morfologia. El Trypanosoma cruzi es un parasito unicelular que altera

su vida entre dos hospedadores multicelulares, uno invertebrado y uno

vertebrado, presentando un ciclo de vida digenético. En funcion de la forma general de

las células (esférica, piriforme o alargada), la posicion relativa entre el nucleo y el

cinetoplasto (anterior, lateral o posterior), la manera de salida del flagelo (central o

lateral), se definen las siguientes formas evolutivas para los tripanosomatideos:
(Rodriguez, et. al. 2004).

e Epimastigote: (20 - 40 x 2 pm) forma elongada en la que el flagelo se origina
proximo y por delante del nucleo, emerge por un costado del cuerpo arrastrando la
membrana citoplasmatica en un corto trayecto dando la imagen de una membrana
ondulante corta y se libera por el extremo anterior. Este estadio se desarrolla en el
vector y en cultivos axénicos y constituye una de las formas proliferativas del T.

cruzi. Es también la forma de mas facil cultivo “in vitro” (Rodriguez, et. al. 2004).
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e Amastigote: (2 - 4 um) forma esférica u ovalada que carece de flagelo libre;
estadio de localizacion intracelular y replicativo en el mamifero. (Rodriguez, et.

al. 2004).

e Tripomastigote: (20 x 25 um) forma elongada con el cinetoplasto situado por

detras del nucleo; el flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado del
cuerpo, se libera por el extremo anterior creando la imagen de una membrana
ondulante de importante extension; este estadio estd presente en la circulacion del
mamifero  tripomastigote circulante) y en la ampolla rectal del vector
(tripomastigote metaciclico), en cultivo de células y en el espacio intracelular del

hospedador vertebrado, carece de capacidad replicativa. (Rodriguez, et. al. 2004).

Figura 6. Estadios de desarrollo de T. cruzi

"

Trypomastigote Amastigote Epimastigote

(Tomado de de Souza, 1999)

También se puede encontrar una forma llamada esferoamastigote (en el
estbmago del insecto vector y en determinadas situaciones experimentales in Vvitro).

También se pueden observar una serie de formas intermedias (Rodriguez, et. al. 2004).

b. Ciclo de vida. Un triatomino infectado ingiere sangre y libera
tripomastigotes en las heces cerca del sitio de la picadura. Los
tripomastigotes entran al hospedero a través de una herida o a través de membranas

mucosas intactas como la conjuntiva @. Dentro del hospedero los tripomastigotes
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invaden las células cerca del sito de inoculacion, en donde se diferencian a amastigotes
intracelulares . Los amastigotes se multiplican por fisién binaria € y se diferencian a
tripomastigotes, y luego son liberados a la circulacién como tripomastigotes sanguineos
O. Los tripomastigotes infectan las células de una variedad de tejidos y se transforman
en amastigotes intracelulares en nuevos sitios de infeccion. Las manifestaciones clinicas
pueden resultar de este ciclo infectivo. Los tripomastigotes sanguineos no se replican. La
replicacion sucede solo cuando los parasitos entran a otra célula o cuando son ingeridos
por otro vector. Los triatominos se infectan cuando se alimenta de sangre humana o
animal que contienen parasitos circulantes €. Los tripomastigotes ingeridos se
transforman en epimastigotes en el intestino medio del vector @. Los parésitos se
multiplican y diferencian en el intestino medio @ y se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos infectivos en el intestino posterior @ (Figura 7) (CDC, 2007).

La distribucion geografica de los triatominos y los hospederos vertebrados
asociados con la preferencia de fuente de sangre del insecto define dos ciclos de
transmision de T. cruzi: un ciclo selvatico que envuelve diferentes especies de insectos
triatominos y animales salvajes; y el ciclo doméstico/peridoméstico en donde los

animales domésticos y el humano actian como reservorios (Macedo, et. al. 2004)

2. Trypanosoma rangeli. Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920) es un
tripanosoma no patogénico que afecta al hombre y otros vertebrados (Guhl y
Vallejo, 2003), sin embargo, ha sido comprobado como patdgeno para el insecto vector

Rhodnius prolixus (Palau, Montilla y Zafiga, 2001).

a. Morfologia. La forma de T. rangeli en la sangre es alargado, de 26-34 um
de largo, incluyendo el flagelo. Tiene un cinetoplasto pequeio, redondo,

subterminal; el nacleo estd cerca del medio del cuerpo y la membrana ondulante esta

bien desarrollada. (Guhly Vallejo, 2003).
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Figura 7: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
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Se pueden distinguir diferentes formas de T. rangeli en el hospedero
vertebrado y en el invertebrado. Los vectores triatominos se infectan cuando ingieren
sangre de animales con T. rangeli. En la hemolinfa se encuentran las formas
epimastigotes cortos, medianos y largos, y tripomastigotes metaciclicos; también se
observan formas en division longitudinal muy activa, formas esferomastigotes y
tripomastigotes; ademas, es frecuente encontrar la presencia de numerosos hemocitos. En
las glandulas salivares del insecto se encuentran la mayoria de las formas tripomastigotes
metaciclicos infectivas de T. rangeli; en el intestino s6lo hay formas largas de

epimastigotes (Palau, Montilla y Zudiga, 2001).
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Figura 8: Morfologia de Trypanosoma rangeli.

o

1-10: formas de T. rangeli aisladas a partir de cultivo, cepa SC58; 1: epimastigotes
pequetios; 2: formas aflageladas pequenas; 3-6: epimastigotes; 7-8: tripomastigotes; 9-10:
tripomastigotes metaciclicos; 11:formas metaciclicas de T. rangeli aisladas de glandulas

salivales de R. prolixus experimentalmente infectado (Adaptado de de Sousa 1999)

b. Ciclo de vida. Lainteraccion entre T.rangeli y sus hospederos

invertebrados inicia luego de la ingestion de formas tripomastigotes durante
la ingestion de sangre del triatomino. Seguido de la ingestion, los tripomastigotes se
diferencian a epimastigotes los cuales se multiplican en el intestino del insecto vector.
Luego de que llegan al lumen intestinal, los epimastigotes invaden el hemocelo, en el
cual permanecen para multiplicarse ya sea dentro o fuera del hemocelo y, luego, penetran
a través de las glandulas salivares, especialmente en especies de Rhodnius, donde ocurre
la metaciclogénesis, donde se forman los tripomastigotes metaciclicos. (D'Alessandro &
Hincapie 1986). Para completar su ciclo bioldgico en la naturaleza, T. rangeli es
transmitido a su hospedero vertebrado a través de la inyeccion de saliva durante la ingesta

de sangre. (Vallejo, et. al. 1988).

c¢. Reservorios. T.rangeli presenta una distribucion geografica que se
superpone con la de T. cruzi, compartiendo en muchos casos el mismo insecto

vector y también reservorios comunes de T. cruzi (Mejia, Palau y Zuiiga, 2004). T.
rangeli presenta una amplia gama de reservorios vertebrados distribuidos entre cinco

ordenes: Edentala, Marsupialia, Carnivora, Rodentia y Primates. Diferentes especies
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incluyendo ratas, ratones, hamsters, conejos, perros, gatos, cerdos de guinea, murciélagos
y primates han sido experimentalmente infectados con T. rangeli (Guhl y Vallejo, 2003).

Se ha observado que los triatominos (particularmente del género de Rhodnius)
son susceptibles a las cepas de T. rangeli teniendo el mismo origen geografico. Varias
cepas de T. rangeli han mostrado una sobrevivencia variable en diferentes especies de
Rhodnius (Guhl y Vallejo, 2003). Los efectos patologicos de T. rangeli en R. prolixus
fueron observados por primera vez por Grewal (1956, 1957). El autor observd un
aumento de hemolinfa y deformidades en el proceso de muda lo cual lleva a una alta
mortalidad.

A pesar de que T. rangeli no es patogénico para humanos, se ha demostrado
su presencia en infecciones humanas por examinacion directa, hemocultivo o
xenodiagndstico, dejando mas de 2,600 casos de infecciones registradas siendo 1,117 en
Guatemala (Guhl y Vallejo, 2003).

T. rangeli presenta similitudes con antigenos de superficie de T. cruzi, dando
asi diagnosticos incorrectos de la enfermedad de Chagas cuando se llevan a cabo estudios
serologicos. Sin embargo, considerando que T. rangeli es altamente pleomorfico, su
identificacion morfoldgica es dificil, siendo identificado incorrectamente como T. cruzi
en ensayos microscopicos(Urdaneta-Morales & Tejero 1992). No es facil
diferenciar T. cruzi de T. rangeli en las disecciones de los vectores, especialmente en las
formas de epimastigotes. Dorn et. al 1999 reportaron un mal diagndstico de T. rangeli,
comparando la diseccion tradicional con la técnica de PCR en R. prolixus en Guatemala
(Monroy, et. al. 2003). Esto lleva a la importancia de la identificacion de T. rangeli en

las muestras de los vectores.

E. Variabilidad genética de Trypanosoma cruzi

T. cruzi es una especie heterogénea que consiste en varias sub-poblaciones del
parasito circulando entre vertebrados domésticos y selvaticos e invertebrados. La
variacion intraespecifica entre T. cruzi se ha observado basado en:

e La sobrevivencia bioldgica de cepas en animales de laboratorio.

e Caracteristicas bioquimicas

e (aracteristicas moleculares (Devera, Fernandes y Rodriguez, 2003).
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e Estudios evolutivos

Figura 9 : Trypanosoma rangeli.

L

-

Se observan dos tripomastigotes y un epimastigote. Aislados de hemolinfa de Rhodnius prolixus

infectado experimentalmente. Giemsa, 100X. (Tomado de: Mejia, Palau y Zufiga, 2004)

Debido a que T. cruzi esta compuesto de poblaciones heterogéneas, el mismo
hospedero puede estar simultaneamente infectado por diferentes cepas (Devera,
Fernandes y Rodriguez, 2003). Una hipdtesis sugiere que la heterogeneidad y la
multiclonalidad de una cepa determina un tropismo de tejido, resultando en
variaciones en la presentacion clinica de la enfermedad (Andrade, 1999). Una
correlacion entre la diversidad genética de T. cruzi y su patogenicidad fue propuesta
como el modelo clonal histrotropico que esta basado en la heterogeidad y
multiclonalidad. (Macedo, et. al. 1992, Oliveira, et. al. 1998, 1999, Macedo & Pena
1998). Para caracterizar una cepa usando esta técnica es necesario aislar T. cruzi a través
de inoculacion de un animal de laboratorio, xenodiagnosis o cultivo in Vitro. Estos
analisis pueden llevar a la seleccion de subpoblaciones especificas del parésito que estaba
presente en el indculo original. Debido al distinto tropismo de varias cepas, los clones
circulantes y por lo mismo disponibles para hemocultivo pueden ser diferentes de
aquellos causantes de lesion de tejidos, apoyando asi el modelo clonal histotropico de la

enfermedad de Chagas (Macedo & Pena, 1998).



20

1. Caracterizacion bioquimica. La caracterizacion de las cepas de T. cruzi se
puede realizar por medio de métodos bioquimicos que permiten analizar los

productos de expresion génica utilizando isoenzimas.

a. Electroforesis enzimatica. La electroforesis de isoenzimas es uno de

los métodos empleados para detectar diferencias entre enzimas con propiedades
cataliticas similares, pero con distinta estructura molecular, lo que permite agrupar cepas
de acuerdo a sus perfiles isoenzimaticos.

Dos décadas atras Miles, et. al. (1977, 1978) propusieron, basado en perfiles
electroforéticos de las enzimas aspartato aminotrasnferasa(ASAT), alanina
aminotransferasa(ALAT), glucosa  6-fosfato  deshidrogenasa(G6PDH), malato
deshidrogenasa(MDH), glusafosfato isomerosa(GPI) y fosfoglucomutasa(PGM), que las
diferentes cepas de T. cruzi se podian dividir en tres zimodemos distintos: Z1, Z2 y Z3,
definiendo asi la diversidad dentro del taxén T. cruzi. Zimodemo 1 (ahora TCI) fue
descrito que pertenecia al ciclo selvatico, estando principalmente asociado con
zarigueyas. Los aislados de ambientes domésticos (triatominos, mamiferos y humanos),
en regiones donde los sintomas de la enfermedad de Chagas eran comunes, se agruparon
en zimodemo 2 (TCII). Zimodemo 3 fue definido como un grupo de poblacion especial
de areas selvaticas de la cuenca del Amazonas, asociado con el
parasitismo de armadillos y Panstrongylus geniculatus y muy pocas infecciones humanas
(Fernandes, et. al. 1999, 2001, Macedo, et. al. 2004).

Posteriormente se identificaron cuatro grupos isoenzimaticos (ZA, ZB, ZC y

ZD) analizando ocho enzimas (Carneiro, et. al. 1990).

2. Caracterizacion molecular. Los marcadores moleculares refuerzan la
heterogeneidad de la poblacion de T. cruzi, permiten la division de las cepas de
T. cruzi en dos grupos o linajes, uno que circula en el ciclo selvatico y otro en el ciclo
doméstico, dan evidencia de la diploidia e intercambio genético en T. cruzi y hasta cierto
punto pueden asociar la susceptibilidad a drogas de cierto fenotipo del parasito (Fonseca

y Romanha, 1999).
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a. Analisis de Esquizodemos. El Polimorfismo de longitud de fragmentos

de restriccion (RFLP por sus siglas en inglés) de genoma mitocondrial (ADN

del kinetoplasto-ADNKk) o anélisis de esquizodemos es una técnica no requiere un cultivo
previo de los parasitos. Los primeros estudios de polimorfismo de ADN en T. cruzi fue
publicado en 1980 por Morel et. al. quienes reportaron en RFLP de ADNk de
minicirculos. Esta técnica estd basada en la separacion electroforética de los fragmentos
de restriccion del ADNk Los poblaciones de parasitos demostraron patrones de
restriccion de ADNk del minicirculo iguales o muy similares los cuales se llamaron
esquizodemos La restriccion de ADNk demostré que las cepas de T. cruzi podrian

contener dos o mas clones distintos (Devera, Fernandez y Coura, 2003; Macedo, et. al.

2004).

b. Analisis RAPD. Desde su introduccion en 1990, esta técnica de ADN
polimérfico amplificado al azar (RAPD por sus siglas en inglés) ha sido

utilizada en taxonomia y en estudios de tipificaciéon de microorganismos. Es una técnica
mediada por PCR que usa cebadores cortos de secuencias al azar, los cuales pueden
amplificar fragmentos del ADN blanco, generando multiples patrones de bandas que
pueden ser especificas de cepa. Las ventajas de esta técnica es que requiere minima
cantidad de ADN blanco, acepta un niimero ilimitado de cebadores y no requiere el
conocimiento previo de la secuencia a amplificar. El analisis RAPD para T. cruzi es una
herramienta para obtener marcadores de ADN altamente variables que permiten
establecer relaciones genéticas entre aislados. Por esta técnica se observa
que T. cruzi como taxon esta dividido en dos grupos, los cuales corresponden a T. cruzi I

y T. cruzi II. (Devera, Fernandes y Coura, 2003).

c. Analisis de RFLP-ITS-ADNr. Los genes de ADN ribosomal (ADNTr)

son altamente conservados y presentan potencial para el analisis filogenético

de tripanosomas. En estos parasitos, el ADNr se encuentra en secuencias repetidas. Las
regiones codificantes de las subunidades grandes y pequefas estin separadas por
espaciadores transcritos internos (ITS por sus siglas en inglés) que flanquean el gen 5.8S

ARNr. Las ITS presentan gran variabilidad, son flanqueadas por segmentos altamente
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conservados lo cual permite disefiar cebadores de PCR que se hibridicen en estas
regiones (Cupolillo et. al 1995, Fernandes, et. al. 1999). Cupolillo et. al. estandarizaron
el RFLP del ADNr ITS de Leishmania, el cual fue llamado Tipificacion de Region
Intergénica(IRT), en los cuales los productos de amplificacion corresponden al gen ARNr
5.8S mas las dos regiones flanqueantes ITS( Cupolillo, et. al. 1995)

Variacion en la secuencia de ITS ADNr probd que la metodologia permite
distinguir entre especies de Leishmania. Esta método fue adaptado y aplicado para la
caracterizacion molecular de cepas de T. cruzi (Fernandes, et. al. 1999). Resultados
preliminares mostraron que el RFLP-ITS ADNr es poderoso para distinguir variabilidad
intra-especifica en T. cruzi. Esto también confirmd la division del taxon en dos grupos

principales. (Devera, Fernandes y Coura, 2003).

d. Microsatélites. Los microsatélites son una clase de ADN repetitivo arreglados
en tandem de 1-6 pb que estan dispersas en el genoma eucariota. Pueden ser
clasificados de acuerdo al nimero de bases y ser llamados entonces mononucleétidos,
dinucledtidos, trinucledtidos, tetranucleoétidos, pentanucledtidos y hexanucleotidos. El
numero de copias de la unidad repetitiva en un locus especifico polimérfico y la variacion
en el numero de repeticiones ocurren también entre los alelos. El rango de mutacion de
los microsatélites varia de 10°-102. Este rango varia de acuerdo al nimero de
repeticiones en el arreglo. Debido al polimorfismo, los microsatélites son considerados
marcadores de eleccion con grandes aplicaciones en dreas biomédicas, genética de
poblaciones y filogenia.  La estrategia principal empleada en el analisis de
polimorfismo de microsatélites es la amplificacion de PCR del locus, usando un par de
cebadores especificos que flanquean el segmento que contienen las repeticiones, seguido
de un andlisis de los tamafios de los segmentos generados (Devera, Fernandes y Coura,
2003).

Para T. cruzi el analisis de microsatélites ha usado para el estudio de genética de
poblaciones y reconstruccion filogenético y para definir la clonalidad de cierta cepa. La
metodologia fue originalmente desarrollada por Oliveria et. al. 1998 como una técnica
basada en PCR que amplifica loci polimorficos del microsatélite con repeticiones

citosina-adenina(CA) del genoma de T. cruzi. La metodologia fue luego incrementada
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con el uso de cebadores fluorescentes en el PCR y analisis de los fragmentos en un
secuenciador automatico para determinar el tamafo de los alelos. Este ensayo demostro
que las cepas de T. cruzi son diploides y multiclonales. Las cepas que muestran 1 6 2
picos son considerados monoclonales (1 6 2 alelos corresponden a diploidia). Cuando
aparecen mas de dos picos en loci diferentes, es indicativo que mas de una poblacion esta
presente (policlonalidad) (Devera, Fernandes y Coura, 2003).

En Guatemala, Rivera (2003) identifico locus correspondientes a microsatélites
polimorficos en el genoma del T. cruzi. Se disefiaron cebadores especificos para
amplificar 11 locus, de los cuales tres (MS3, MS5 y MS6) mostraron polimorfismo.
Luego estos tres se amplificaron usado aislados de T. cruzi provenientes de T. dimidiata,
R. prolixus y R. pallescens; asi como reservorios y humanos; éstos localizados en seis
departamentos endémicos de Guatemala, en una region cercana al canal de Panama en
Panama, en la provincia de Manabi de Ecuador y en dos estados del Brasil. Los
resultados, basados en mas de dos picos en electroferograma sugirieron una mezcla de
parasito o poliploidismo. Diferencias entre valores de heterocigosidad esperada y
observada revelaron un fuerte desequilibrio de Hardy Weinberg, lo cual puede apoyar a
Oliveira, et. al. 1998 indicando una reproduccion sexual escasa o ausente. Si embargo no
se puede descartar la idea de que los bajos valores de heterocigosidad observada se deban

a un alto niumero de alelos nulos (Rivera, 2003).

e. Gen del Mini-exon. El gen del mini-exon (ME) esta presente en el genoma
nuclear de los Kinetoplastida en cerca de 200 copias arregladas en secuencias

repetidas en tandem, que consisten en tres regiones distintas: exon, intrén y regiones
intergénicas. El exon es una secuencia de 300pb, altamente conservado entre los
componentes del Orden, siendo agregado post-transcripcionalmente a todos los ARN
mensajeros nucleares (ARNm). El intron es moderadamente conservado entre especies
del mismo género o sub-género y la regidon intergénica o espaciador no transcrito (NTS-
ME) es particularmente distinto entre especies. En relacion a T. cruzi en particular, un
sito hipervariable del NTS-ME puede ser amplificado por la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), haciendo posible clasificar distintos aislados en dos grupos

taxonémicos principales: T. cruzi I(TCI) y T. cruzi II(TCII). Ultimamente se ha
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propuesto un ensayo mas practico para tipificar las cepas de T. cruzi usando un PCR
multiplex basado en NTS-ME, permitiendo determinar si cierto aislado es TCI, TCII, T.
cruzi zimodemo 3(Z3) o si existe presencia de T. rangeli (Devera, Fernandes y
Rodriguez, 2003).

Segtin el analisis del ARNr 24Sa y Gen del Mini-Exon, las cepas de T. cruzi
indican un dimorfismo claro, y se clasifican en dos grupos mayores llamados T. cruzi I y
T. cruzi I1, que corresponden a Z1 y Z2 y a linaje 2 y linaje 1 respectivamente. El Z3 fue
definido como una forma distinta, pero mas relacionado con Z1 (Cuadro 1) (Fernades, et.
al. 1998).

Estudios realizados en muestras recolectadas de humanos y triatominos de areas
geograficas de Brasil, demostraron la presencia de los grupos, T. cruzi I y T. cruzi II, en
los cuales se sugiere que TCI tiene preferencia al ciclo selvatico, y mas adaptados a
marsupiales y triatominos selvéticos y es ocasionalmente aislado de humanos, mientras
que TC II es asociado a primates y usualmente encontrado en infecciones humanas.
(Fernandes, et. al. 1998,1998a, 1999, 2001).

Un estudio realizado en México y Guatemala en donde se analizaron 16
muestras aislados de casos humanos y 4 aislados de triatominos; 6 aislados provenientes
de Guatemala: 3 de pacientes con caso agudo, 1 de un paciente asintomatico y 2 de
triatominos, Los parasitos fueron cultivados en medio LIT enriquecido con 10% de suero
fetal bovino. Utilizando el gen del Mini-Ex6n se encontré que las 6 muestras de
Guatemala pertenecian a TC I, asi también como las 14 muestras de México. Estos
resultados sugieren que existen diferencias en la epidemiologia fuera de América del Sur
(Ruiz-Sanchez, 2005).

Otro estudio realizado en Panama con 71 muestras aisladas de R. pallescens, 67
colectadas en palmas en un ambiente selvatico y de palmas en éareas peridomésticas
encontrados al menos a 100m de casas, y 4 encontradas en casas, en donde los parasitos
fueron inoculados en ratones y luego cultivados en LIT, se encontrd que todos los
aislados pertenecen a TC I utilizando tanto con el gen del mini-ex6n y secuencias
teloméricas. También se encontré TC I en dos casos agudos de perros y una zarigiieya de
areas endémicas y en 26 muestras de hemocultivos de casos humanos. Esto sugiere que

en Panamd en principal genotipo circulante los ciclos selvaticos 'y
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doméstico/peridoméstico es TCI y el cual es responsable por la enfermedad en dicho pais.
Sin embargo en este estudio no se descarta la presencia de otros genotipos diferentes a
TCI ya que los reservorios pueden estar actuando como filtros naturales, seleccionando

sub-poblaciones de parasitos (Sousa, et. al. 2006, Samudio, et. al. 2007).

Cuadro 1: Diferentes clasificaciones propuestas para T. cruzi

T.cruzi I T. cruzi 11 Otros grupos Método de
clasificacion
z1* 72 73 MLEE"
Ribodemo I/III  Ribodemo I rRNA°®
Linaje 2 Linaje 1 Grupo 2 TRNA rRNA, Mini-exén
Riboclado 2 Riboclado 1 ~ Riboclado 3 y 4 rRNA, Mini-ex6n
Grupo II Grupo | rRNA, Mini-ex6n
DTU1¢ DTU2b,e DTU2a,cyd MLEE, RAPD®
Clado A Clado C Clado B ADN intergénico
T.cruzil T.cruzillb,e T.cruzilla,cyd Tamano
cromosoma

@ Zimodemo, ° electroforesis enzimatica de varios locus, * ARN ribosomal,  Unidad discreta de
tipificacion (DTU por sus siglas en inglés), * ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD por
sus siglas en inglés) (Tomado de Buscaglia y Di Noia, 2003).

En un estudio realizado en Venezuela utilizando marcadores ribosomales y el
gen de mini-exon se analizaron 23 muestras de pacientes chagésicos con caso agudo. Los
parésitos se cultivaron en medio LIT con 10% de suero fetal bovino. Los resultados
demostraron que 6 muestras (26%) fueron TCIl y 17 (74%) TCI, lo cual indica la

prevalencia de TCI en el ciclo doméstico (Anez, et. al. 2004).

1). Deteccion utilizando el gen del mini-ex6n.  Previamente se
desarrollo un PCR para diferenciar T. cruzi de T. rangeli. En dicho
estudio se disenaron dos cebadores para amplificar repeticiones del gen del mini-exon,

dichos cebadores contienen a una secuencia de 22 nucledtidos conservados encontrados
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dentro del gen del mini-ex6n (ME) de todos los Kinetoplastida (Figura 10 a). Dichos
cebadores se traslapan y permiten amplificar unidades repetitivas (y repeticiones
multiples) del gen del mini exén altamente repetitivo en tandem. Los tamafos esperados
de amplificacion son de 582pb (N) o 1164pb (2N) (Figura 10 b). (Murthy, Dibbern y
Campbell, 1992).

Posteriormente se desarrollo un PCR multiplex en el cual se utilizan tres
cebadores derivados de una region hipervariable de la repeticion del mini-exén de T.
cruzi (TC1: 5-ACA CTT TCT GTG GCG CTG ATC G, TC2: 5-TTG CTC GCA CAC
TCG GCT GCA T y TC3: 5-CCG CGA ACA ACC CCT AAT AAA
AAT G) y un cebador de una region especifica del espaciador no-transcrito de T. rangeli
(TR: 5'-CCT ATT GTG ATC CCC ATC TTC G) usados como cebadores 5°-3"(sentido).
Un cebador, que corresponde a secuencias presentes en la mayoria de regiones
conservadas del gen del mini exén (ME: 5 TAC CAA TAT AGT ACA GAA ACT G),
se us6 como cebador 3°-5" (antisentido) en la reaccion multiple (Figura 11). Los tamafios
esperados de amplificacion son 250bp para T. cruzi II, 200pb para T. cruzi I, 150pb para
T. cruzi Z3 y 100pb para T. rangeli (Fernandes, et. al. 2001).

Figura 10. Esquema de la amplificacion del gen del mini exén.

lal
cebador 1 5 -pppaagc
TTOECTOGTACTATATTOOTA
cehador 22 GT CAAAGACATGAT AT AAC

Rsal ttanagpa-5'

Resitn interaéni exon
ik Ieg:mnm ergenica / intrén

1 |
- =/
-—

2

j
-

T
o

! J
M= unidad de amplificacidn

L . 1
M = ditmero

a) Cebadores 1 y 2 indicando la simetria interna y el sitio de restriccion interno para Rsa

I. Las letras en maytscula indican la secuencia complementaria al gen del miniexon.
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Las letras en minuscula representan nucleotidos adicionales que confieren un sito de
restriccion para Hind dIII en el cebador 1 y para Eco R1 en el cebador 2.

b) Representacion del ME mostrando la region del exén (caja larga abierta), la region
del intrén(caja pequeia abierta) y la localizacion de los primes. La linea simple
representa la region intergénica. La unidad de amplificacion N varia en largo.

(Tomada y adaptada de: Murthy, Dibbern y Campbell, 1992).

F. Analisis evolutivo

Debido a la ausencia de registros fosiles de tripanosomas, el inico modo de estimar

los tiempos de divergencias es a través de datos moleculares.

1. Hipotesis evolutiva de Gaunt & Miles, 2000. Observaciones acerca de la
amazona en Brasil y en cualquier otro lugar proveen evidencia de que varias

especies de triatominos estdn adaptados a sus ecotopos naturales. Algunas especies de
triatominos como Rhodnius prolixus y Pastrongylus megistus son eclécticos en su
alimentacion, sin tener hospederos obligados, esto sugiere la adaptacion de especies de
triatominos a distintos nichos, lo cual implica una larga historia evolutiva, asi como una
reciente expansion de algunas pocas especies, eclécticas y domiciliares (Gaunt & Miles,

2000).

Figura 11. Esquema de PCR multiplex para deteccion de linajes de T. cruziy T.

rangeli

Tl =3 T.orangeli '
-
MER

Representacion del mini exén mostrando la region del exdn (cajas negras), intrones (cajas grises)

y el espaciador no transcrito (linea negra conectora) (Tomada y adaptada de: Macedo y Pena,

1998).
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Las especies de Rhodnius son principalmente asociadas con habitats en arboles de
palma (Lent & Wygodzinsky 1979, Miles 1979, Carcavallo, et. al. 1998). Rhodnius se
ha adaptado a vivir en las palmas, con 6rganos que les permiten escalar y asistir el
movimiento entre los troncos, los cuales son particularmente lisos en varias especies de
palmas. La distribucion de Rhodnius selvatico en América Latina ampliamente coincide
con la distribucion de las palmeras. EI género Rhodnius, tiene una historia de evolucion
en palmeras en América Latina (Gaunt & Miles, 2000).

Un estudio de los habitats de especies del género Triatoma (Miles, 1979) revelan
que al menos 20 especies de Triatoma estan asociadas con habitats terrestres rocosos o
madrigueras de roedores. [Esto sugiere que el genero Triatoma ha evolucionado
predominantemente en hdbitats terrestres rocosos. Gaunt & Miles concluyen que hay
una cercana pero no absoluta asociacion entre arboles de palma, especies de Rhodnius, T.
cruzi I y Didelphys. Asi también que hay una fuerte asociacion entre T. cruzi II,
Triatoma y roedores y habitat terrestre; y que Z3 puede ser primariamente asociado con
el habitat terrestre (Cuadro 2). La preferencia de Rhodnius y Triatoma estan reflejadas en
su distribucion dentro de casas infectadas. R. prolixus puede infestar grandemente los
techos de palmas (Gaunt & Miles, 2000), mientras que Triatoma tiende a estar en casas
de adobe o suelo de tierra.

Se ha sugerido un vinculo entre T. cruzi I y Didelphis y ente T. cruzi Il y
roedores y primates. Los primeros mamiferos que habitaron Sur América fueron los
marsupiales, y los mamiferos placentales edentados (armadillos, perezosos y o0sos
hormiguero) hace cerca de 65 millones de afos. Evidencia f6sil indica que los roedores,
primates y murci¢lagos llegaron 25 millones de afios después. Ademas los roedores y
primates probablemente llegaron a Sur América de Africa, mientras que los marsupiales
y edentados migraron hacia el sur desde Norte América. Evidencia molecular sugiere
que T. cruzi Iy T. cruzi II divergieron entre 88-37 millones de anos atras (Briones et al.
1999). Si T. cruzi II esta mas asociado con roedores y primates esto implica una historia
mas reciente de evolucion que la de T. cruzi I. Basado en esto Gaunt & Miles sugieren
lo siguiente para la historia evolutiva de T. cruzi I, T. cruzi Il y Z3:

e T. cruzi I ha evolucionado en arboles de palma con la tribu Rhodniini y también

con asociacion a la zarigueya Didelphis,



29

e ambos T. cruzi II y Z3 evolucionaron en un habitat terrestre en madrigueras y
lugares rocosos, con la tribu Triatomini, en asociacion con edentados y

posiblemente marsupiales. (Cuadro 3) (Gaunt & Miles, 2000)

Cuadro 2: Habitats de triatominos, hospederos y tripanosomas

Triatomino Ecotopo selvatico Trypanosoma Hospederos asociados
asociado
Especies de Rhodnius  Arboricola: palmas Trypanosoma cruzi I Marsupial (Didelphis)
(1)
T. rangeli Marsupial (Didelphys)
Triatoma Terrestre: rocas T. cruzi 11 (Z2) Edentados”
Roedores
Primates
Panstrongylus Arboricola: no T.cruziI(Z1) Didelphys
palmas
Panstrongylus Terrestre: T. cruzi Z3 Edentado(Dasypus)
madrigueras Marsupial (Monodelphis)

a: edentados propuestos como hospederos originales

(Adaptado de Gaunt & Miles, 2000)

Entonces los edentados pueden ser los hospederos principales de T. cruzi lly Z3 y
ambos son las principales subdivisiones que T. cruzi pudo tener en Sur América hace
mas de 65 millones de afios y ambos evolucionaron en Sur América. Si esta hipdtesis es
correcta, T. cruzi II llego a los roedores luego de compartir un ecétopo terrestre con
edentados, y los primates pueden representar un hospedero secundario. Una hipoétesis

alternativa es que no hay asociacion ente T. cruzi II y edentados y que todos las
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poblaciones de T. cruzi II son mas recientemente derivadas de T. cruzi I por transferencia

de hospederos entre roedores, edentados y primates. (Gaunt & Miles, 2000).

Cuadro 3: Habitats y asociaciones propuestas para las mayores subdivisiones de

Trypanosoma cruzi (I'y II)

T. cruzi I (Marsupial) Z1  Evolucioné con Didelphys
y Rhodnius en un ecétopo
arborigena (palmas)

T. cruzi 11 (Edentado) Z2  Ambos evolucionaron

Z3 inicialmente con edentados
y Triatoma en un ecétopo
terrestre

T. cruzi II 72  Alcanzo roedores  por
compartir ecotopo terrestre
con edentados

(Adaptado de Gaunt & Miles, 2000)

T. rangeli es exclusivamente asociado con triatominos Rhodnius, en los cuales T.
rangeli puede llegar a las glandulas salivales para ser transmitidos por una mordedura y
no por contaminacion fecal. Un hospedero comun de T. rangeli es Didelphis, y la
distribucion geografica de T. rangeli ampliamente corresponde con las de especies de
Rhodnius y Didelphis. Por lo mismo se propone que al igual que T.cruzi I, T. rangeli ha
evolucionado de arboles de palma con Rhodnius y con Didelphys (Gaunt & Miles, 2000)

La ocurrencia de T. cruzi infectivos (metaciclicos) en la glandula anal de la
zarigueya Didelphis sugiere que T. cruzi pudo haber sido transmitida directamente de
marsupial a marsupial sin un vector triatomino. En este caso, los triatominos podrian
haber adquirido la infeccion con T. cruzi solo luego de que T. cruzi haya evolucionado
como un parasito sanguineo de los marsupiales. Otra opcion es que evoluciond de

flagelados que viven en insectos, esta idea se fortalece con el hecho que algunos
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kinetoplastidos viven en insectos y no tienen un hospedero vertebrado (Gaunt & Miles,

2000).

2. Hipotesis evolutiva segiin Kawashita, et. al. 2001. Kawashita, et. al.
2001, estudiaron la evoluciéon de cepas de T. cruzi basados en un analisis
filogenético (“maximun-likelihood) de las secuencias de ADNr 18S y ADNr D7-24Sa
(D7-248S) de 20 cepas, e identificaron cuatro subgrupos los cuales nombraron Ribloclados
(Figura 12).

Los resultados de la figura 12A sugieren cuatro grupos, nombrados riboclados 1,
2, 3 y 4. Esto sugiere que T. cruzi tiene una dicotomia basal la cual separa el riboclado 1
de los riboclados 2, 3 y 4.  Los riboclados pertenecen a subgrupos caracterizados por
otros métodos moleculares, riboclado 1 (T. cruzi II) es predominante encontrada en el
ciclo doméstico, cepas del riboclado 2 (T. cruzi I) y Riboclado 4 (Zimodemo 3) se han
asociado con el ciclo selvatico del parasito y se han aislado principalmente de zarigueyas,
roedores salvajes y triatominos (Miles & Cibulskis 1986; Zingales, et. al. 1998;
Fernandez, et. al. 2001). Posiblemente la variabilidad encontrado entre los riboclados 2,
3 y 4 podria explicar la evolucion y distribucion de hospederos mamiferos especificos y
de los insectos vectores, triatominos, que evolucionaron en América del Sur durante el
Cenozoico (Marcilla, et. al. 2001). El grupo % caracterizado por Souto et. al. pertenece
al riboclado 3, este grupo ' pudo haberse originado de una transferencia eventual de
ADNr de cepas del grupo 2 al grupo 1, por transferencia horizontal o reproduccion
(Carrasco, et. al. 1996).

Kawashita et. al. proponen que los riboclados 2 (T. cruzi 1), 3 y 4(Z3)
evolucionaron en los marsupiales de América del Sur, aislados de placentales de América
del Norte, parasitados por riboclado 1(T. cruzi II), durante la mayoria del Cenozoico
(Figura 13).

El ancestro hipotético de los riboclados 1, 2, 3 y 4 se esparcido en Norte y Sur
América hace 84.4 millones de afos atras, durante el periodo cuando el aislamiento
geografico de América del Sur y el Viejo Mundo no eran una barrera para la migracion

de mamiferos.
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Figura 12. Filogenia de cepas de T. cruzi basado en analisis genético de secuencias

ADNr 18S y la region D7 de secuencias ADNr 24S a.
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(Tomado y adaptado de Kawashita, et. al. 2001)

Cuando América del Sur se separd en el Cenozoico, la fauna estaba compuesta de
marsupiales, edentados y ungulados. T. cruzi no infecto a los ungulados grandes, como
las vacas y caballos, lo cual posiblemente restringio a T. cruzi en América del Sur a
hospederos marsupiales y edentados. De acuerdo a esta hipdtesis, el riboclado 1 pudo
haber entrado de América del Sur durante el Oligoceno junto con roedores y primates
que migraban de isla a isla, o durante el gran intercambio de fauna durante el Plioceno-
Pleistoceno, cuando Sur y Norte América se conectaron por el istmo de Panama (Figura
12 B) (Kawashita et al, 2001). En América del Norte la asociacion entre el riboclado 1 y
los mamiferos placentales y riboclado 2 y marsupiales es fuerte y puede ser evidencia de
evolucion independiente de estos dos riboclados por un largo periodo de tiempo (Clark y
Pung, 1994). El marsupial Didelphys virginiana de América del Norte, es de origen de
América del Sur; posiblemente los ancestros de estos mamiferos introdujeron a T. cruzi

riboclado 2 en América del Norte durante el intercambio de fauna (Briones, et. al. 1999).
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Figura 13. Hipotesis de la evolucion de Riboclados de T. cruzi y mamiferos

A)El riboclado 1 de T. cruzi puedo haber evolucionado por separado durante 84 millones de
afios y luego de la reconexion de las Américas en el Pleistoceno-Plioceno, los mamiferos
placentales que invadieron América del sur introdujeron T. cruzi ribloclado 1.

B) Los riboclados de T. cruzi pudieron haber divergido dentro de América del Sur durante el
final del Cretaceo y el Cenozoico, posiblemente coevolucionando con insectos vectores,
placentales como también roedores y primates que se infectaron luego de la invasion de
América del Sur hace 37 millones de afios o durante el intercambio de fauna en el

Pleistoceno-Plioceno con América del Norte (Tomado de Kawashita, et. al. 2001).

Otra alternativa es asumir una razon de evolucién mas rapida (4% de divergencia
por 100 millones de afios) para el ADNr 18S en T. cruzi. Esto sugiere que la
divergencia de las cepas ocurrio recientemente (menos de 18 millones de afios) y que
puede ser resultado de la coevolucion con los insectos vectores o las barreras geograficas
dentro de América del Sur lo cual aislo a los marsupiales y placentales que llevaban T.

cruzi II (Kawashita, et. al. 2001).

G. Quimioterapia

El agente tripanocida ideal deberia ser: a) selectivo y potente, tanto contra los
amastigotes intracelulares como contra los tripomastigotes extracelulares; b) de accion
tripanocida rapida y completa; c) efectivo para impedir la evoluciéon de las formas
agudas e indeterminadas de la infeccion; d) inocuo para la persona tratada y no debe
producir efectos deletéreos, y €) no debe inducir resistencia del parasito al medicamento

(Stoppani, 1999).
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Su farmacodinamia debe alcanzar niveles efectivos tripanocidas de concentracion de
la droga en el plasma sanguineo, en fluidos bioldgicos y en tejidos. Su modo de accioén
debe ser estable y, de preferencia, efectivo por via de administracion oral. El tratamiento
de las infecciones producidas por T. cruzi es considerado como uno de los mas
insatisfactorios. Aunque ya se han descrito variaciones en cuanto a la susceptibilidad del
parasito al nifurtimox y al benznidazol en ratones infectados cronicamente con diferentes
cepas de T. cruzi, seria importante conocer la prevalencia de las distintas cepas y su
respuesta a los medicamentos disponibles (Stoppani, 1999).

Los farmacos ensayados como antichagasicos se pueden clasificar de la siguiente
manera: a) farmacos con utilidad clinica reconocida: Nifurtimox y Benznidazol;
b)farmacos efectivos en modelos experimentales in Vvivo, sin aplicacion clinica
generalizada: Ketoconazol, Itraconazol, Allopurinol, pirazol-pirimidinas, Anfotericina B;
c¢) farmacos efectivos en modelos experimentales con utilidad clinica previsible: péptidos

inhibidores de la cisteina-proteasa del T. cruzi (cruzipaina, cruceina) (Stoppani, 1999).

1. Nifurtimox y Benznidazol. El Nifurtimox (3-metil-N-[(5-nitro-2-furfuril)

metilene]-4-tiomorfolinoamina-1,1-dioxido; y el Benznidazol(2-nitro-N-
(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida; (Fig.14), reemplazaron a otros nitrofuranos como
la furadantina, la nitrofurazona y la furaltadona, menos activos como agentes
tripanocidas. Numerosos clinicos han utilizado al Nifurtimox y al Benznidazol desde su
introduccion en la terapéutica antichagasica hasta comienzos de la presente década. En
general, se acepta que el Nifurtimox y el Benznidazol son eficaces en la fase aguda de la
infeccion chagésica pero lo son menos en la fase cronica pues a menudo, no producen
cura parasicolédgica (Stoppani, 1999).

Los efectos terapéuticos del Nifurtimox y del Benznidazol en la infeccion
chagésica humana, presentan diferencias notables, lo que ha motivado controversias.
Esas diferencias se explicarian, en parte por la existencia de cepas de T. cruzi con distinta
susceptibilidad (o resistencia) a los fArmacos, lo que constituye un problema biolégico de
gran interés. Por ejemplo, las cepas Tulahuen, Y y P son susceptibles al Nifurtimox

mientras que las cepas Sonya y Colombiana no lo son. Las diferentes respuestas del T.
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cruzi a los farmacos sugieren la existencia de diferencias moleculares entre las varias
cepas del parasito. ( Stoppani, 1999).

Estudios demuestras que las cepas de TCI son mas resistentes al benznidazol que
las cepas del TCII. Por ello que la suceptibilidad/resistencia de la cepa infectante sea
investigada antes de iniciar la quimioterapia. Es necesaria la investigacion molecular de
las cepas infectantes en nuestro pais. Se debe agregar que poblaciones silvestres de T.
cruzi pueden contener formas susceptibles y resistentes a los quimioterapicos
antichagasicos, de manera que la destruccion de las formas susceptibles por los fAirmacos,
lleva a la produccion de formas resistentes. Los epimastigotes resistentes transmiten esa
propiedad a los amastigotes correspondientes. De esta manera, la resistencia al fArmaco
se hace extensiva a todos los parasitos infectantes ( Stoppani, 1999).

Tanto el Nifurtimox como el Benznidazol producen efectos adversos (“no
deseados”) en pacientes tratados con esos farmacos, mas con el primero que con el
segundo. Las manifestaciones toxicas pueden incluir temblores, nauseas, voOmitos,
pérdida de peso, polineupatias, eritema, etc., segin el farmaco utilizado. Esos efectos
conspiran contra la aceptacion de los nitrofarmacos por el paciente chagésico. La
toxicidad de esos farmacos se ha confirmado en modelos experimentales. Asi, se han
comprobado acciones genotoxicas en Salmonellas, que correlacionan con la actividad
tripanocida in vitro. Por otra parte, tanto el Nifurtimox como el Benznidazol producen

radicales o moléculas ( Stoppani, 1999).

Figura 14. Estructuras del benznidazol y nifurtimox
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2. Azoles. Los azoles constituyen un conjunto de farmacos caracterizados por
poseer un heterociclo nitrogenado (imidazol; triazol, etc) en su estructura (Fig.

15). Son fungistaticos, frecuentemente utilizados para el tratamiento de candidiasis y
otras micosis. En 1964 Abitbol y col obtuvieron resultados positivos con la Anfotericina
B en pacientes chagésicos de los cuales 4 negativizaron el xenodiagnodstico. Sin embargo,
el tratamiento de la enfermedad de Chagas con Anfotericina B no se repitid, posiblemente
por la toxicidad de ese micostatico. En 1981 Docampo y col. comprobaron que el
Miconazol y el Econazol inhiben el crecimiento del T. cruzi in vitro y modifican su
contenido en esteroles, en particular de ergosterol, un esterol vegetal cuya presencia en el
T. cruzi es notable. La asociacion del Ketoconazole con la Terbinafina o con la
lovastatina, inhibidores de la sintesis de esteroles, resultd eficaz in vivo obteniéndose
suma de efectos en un nimero importante de observaciones. Los azoles modifican el
metabolismo de los esteroles en el T. cruzi, inhibiendo la enzima C14 A24(25)-esterol
metil transferasa. Como consecuencia de esa inhibicion, no se forma ergosterol
lo que altera la permeabilidad de las membranas del tripanosoma. La Anfotericina B y la
sinefungina producen in vitro efectos similares. Contrariamente a los resultados
experimentales, el ensayo en pacientes chagasicos del Ketoconazol mas Lovastatina o del
Itraconazol mas Allopurinol, no dio resultados convincentes. Mas recientemente han
aparecido los bistriazoles antichagésicos, el ICI-195739 y su enantiomero D-
0870100,101. Como antichagasicos, estos firmacos son mas activos que la sinefungina,
pero sera necesario esperar los ensayos complementarios para establecer su utilidad
clinica. En resumen, si bien algunos azoles como el Econazol, el Ketoconazol y el
itraconazol, son parcialmente eficaces como antichagasicos, el éxito de la quimioterapia
de la enfermedad de Chagas con azoles estd supeditadoa los resultados que se obtengan

con los nuevos bistriazoles (Stoppani, 1999).

3. Allopurinol y pirazol pirimidinas. El T.cruzi esun organismo incapaz de
sintetizar purinas (adenina; guanina), pero es capaz de sintetizar pirimidinas
(timina; citosina y ciracilo). La importacion de bases puricas por el T. cruzi depende de
un transporte especifico en el que participan quinasas. Por lo tanto, para sintetizar los

nucleotidos que constituyen el DNA y el RNA, el T. cruzi debe utilizar purinas
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preformadas por el organismo huésped, de manera que, la sintesis de nucledsidos y
nucledtidos por el parasito es un buen blanco terapéutico. El T. cruzi utiliza la adenina,
y la hipoxantina para sintetizar acido adenilico (AMP) mientras que la guanina y la
xantina son utilizadas para sintetizar acido guanilico (GMP). La conversion de la xantina
y la hipoxantina en las bases aminadas depende de enzimas especificas que utilizan al
adenil succinato como dador del grupo anioén. Esas enzimas podrian también constituir

blancos terapéuticos (Stoppani, 1999).

Figura 15: Estructuras del miconazol y ketoconazol
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Por otra parte, la sintesis de los nucledtidos puricos es catalizada por la
hipoxantina-fosforibosil transferasa y enzimas similares que, pueden utilizar también
sustratos no-fisiologicos, por ejemplo, el Allopurinol (4-hidroxi-pirazol-(3,4d)-
pirimidina) y otras pirazol pirimidinas. Como consecuencia de esas reacciones se forman
nucleodsidos y nucleétidos no-fisioldgicos, que son toxicos para el pardsito pues inhiben la
sintesis de los nucledtidos fisiologicos y por consiguiente, la del DNA y el RNA. Esas
inhibiciones tienen consecuencias farmacoldgicas, que se expresan como inhibicion de la
multiplicacion in vitro, la reduccion de la parasitemia y la prolongacion de la sobrevida

de los ratones infectados segun el modelo murino (Stoppani, 1999).
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La administracion oral de los nucledtidos del Allopurinol o de las pirimidinas
analogas también disminuye la parasitemia de ratones infectados pero no produce cura
parasitoldgica. La accidn tripanocida varia segun la estructura de la base nitrogenada. La
sintesis de nucledsidos o nucleotidos artificiales con diferentes pirimidinas, entre ellos 3'-
azido-3'-deoxitimidina, (conocido como Zidovudina) produce nucledtidos con accioén
terapéutica antichagasica. El ensayo de 59 analogos de la purina como inhibidores de la
hipoxantina-ribosil transferasa permiti6 sintetizar 8 moléculas con gran afinidad por la
transferasa, estructuras caracterizadas por los grupos sustituyentes en las posiciones 6 y 8
de la purina. (Stoppani, 1999).

El Nifurtimox y el Benznidazol inhiben el transporte de purinas a través de las
membranas celulares, lo que puede contribuir a la accion terapéutica. El Allopurinol y
sus derivados han sido ensayados para el tratamiento de las diferentes formas clinicas de
la enfermedad de Chagas. Para obtener efectos notables se requieren dosis relativamente
altas de Allopurinol lo que puede producir intolerancia. El tratamiento reduce la
parasitemia en forma que puede ser total y también negativiza el
xenodiagndstico. Sin embargo, esos efectos suelen ser transitorios y al cabo de cierto
tiempo, la sintomatologia reaparece. Segiin Storino, el uso clinico de las purinas requiere
respuestas adecuadas a varios interrogantes, a saber: (1) ;son tripanocidas o
tripanostaticos?; (2) ;cual es la dosis eficaz y la duracion del tratamiento?; (3) jen qué
momentos del tratamiento se negativizan o se re-positivizan las reacciones seroldgicas?;
(4) (qué importancia tienen las cepas de T. cruzi resistentes al Allopurinol y analogos?
(Stoppani, 1999).

En resumen, el conocimiento del metabolismo de las purinas en T. cruzi ha
permitido proponer nuevos fairmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Sin
embargo, hasta ahora no se ha logrado una purina o pirimidina como farmaco eficaz para
la cura parasitolégica de la enfermedad. Nuevos estudios sobre los mecanismos

metabolicos del parasito parecen ser necesarios ( Stoppani, 1999).

4. Inhibidores de cisteina proteasas (cruzipaina, cruzaina). EI T.cruzi se
caracteriza por poseer una cisteinaproteasa, la cruzipaina (GP59/51) que

constituye una fraccion importante de las proteinas celulares. La enzima se asemeja a la
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papaina y tiene 35-45% de homologia con una catepsina I. La cruzipaina se encuentra en
todas las formas del parasito, tiene funciéon metabolica esencial y es necesaria para la
transformacion de amastigotes en tripomastigotes.

Ademas intervendria en la penetracion de los tripomastigotes en las células del
huésped. La estructura de la cruzipaina y de su gen la califican como blanco para posibles
quimioterapeuticos especialmente, por la reactividad del tiol de la cisteina, susceptible a
inhibidores especificos (diazometano y fluorometil acetona). Péptidos sintéticos o
pseudopéptidos ligados a grupos diazo o cetona forman una unidn estable con el tiol en el
centro activo de la enzima. Cuando la estructura peptidica del inhibidor satisface la
especificidad molecular del centro activo de la cruzipaina, se forma un compuesto
covalente cruzipaina-inhibidor, catalitica-mente inactivo. Estudios con varios péptidos
sintéticos han demostrado que los inhibidores mas potentes son aquellos que poseen
grupos hidrofébicos voluminosos en la posicion P1 (primer residuo vecino al
diazometano) y un residuo aromadtico proximo. Los parasitos afectados por esos
inhibidores muestran la membrana plasmatica rota, mitocondrias hinchadas y cromatina
desorganizada. Los efectos citotoxicos de los péptidos inhibidores de la cruzipaina en
amastigotes cultivados también se observan in vivo, en el modelo murino.
Pseudopéptidos constituidos por fenilalanina y homofe-nilalanina, ligados a
fluorometilacetona, previenen la muerte de ratones infectados con una dosis letal de T.
cruzi. Algunos ratones son curados parasitologicamente mientras que otros pasan al
Chagas cronico. Es llamativo que estos Ultimos ratones tratados nuevamente con el
pseudopéptido también curan. Amastigotes aislados del corazon de los ratones chagésicos
tratados con el pseudopéptido presentaron las mismas alteraciones estructurales que los
amastigotes aislados de T. cruzi in vitro. En cambio, los péptidos no producen patologias
en el huésped animal. Se puede ver que los péptidos inhibidores de la cruzipaina
perturban la capacidad del T. cruzi para invadir miofibras y bloquean la multiplicacion de
los amastigotes intracelulares (Stoppani, 1999).

En resumen, la obtencion de péptidos inhibidores de la cisteina-proteasa
constituye un avance significativo para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas por

la capacidad de esos péptidos (o pseudopéptidos) para curar el Chagas cronico y por su
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inocuidad para el organismo huésped. Esos péptidos podrian constituir el fairmaco de

eleccion para el tratamiento de todas las formas de la enfermedad (Stoppani, 1999).

H. Recursos disponibles para ésta tesis

1. Procedimiento para recoleccion de triatominos. El método que se utilizo

fue el de hora-hombre, es decir, sesenta minutos de inspeccion domiciliar si

trabaja una sola persona, treinta minutos si trabajan dos personas y asi sucesivamente (el

tiempo cambia correspondientemente con el nimero de persona que simultaneamente

trabajan en una vivienda). Para la recoleccion de triatominos en cada casa a muestrear se

sigue el siguiente protocolo:

a.

C.

Llene el encabezado del formulario respectivo (datos generales: lugar y fecha,
tipo de captura, técnico, hora de inicio y final de la colecta, tipo de vegetacion
circundante, animales domésticos, tipo de construccion, etc.)

Revise, dentro de la vivienda, todos los refugios posibles, empezando siempre
por el lado derecho y siguiendo el recorrido de las paredes hacia la izquierda.
Inspeccione las grietas en las paredes , detrds de los cuadros, imagenes o
fotografias colgadas en las paredes, ropa doblada, cajas de carton, muebles,
camas, cubiertas plasticas , cerca de donde duermen las personas u animales
domésticos, etc.

Revise si hay exubias, manchas de heces y orina de chinche en las paredes u
otros lugares. Anote esta observacion en el formulario respectivo.

Al encontrar un espécimen, recojalo cuidadosamente con una pinza, depositelo
dentro del frasco preparado para ello.

Para R. Prolixus, debe hacer énfasis en la busqueda en techos de paja o refugios
de material natural.

Observe si hay nidos de animales domésticos dentro de la vivienda. Anote esta
informacion en el formulario.

Recoja los especimenes muertos y andtelos en el formulario (en el espacio para
"observaciones"). Si no puede recoger un espécimen (porque se le escapd u

otro motivo), anote esta informacion.
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h. Al terminar la colecta, cuente los especimenes colectados. Etiquete el frasco
con toda la informacion pertinente (No. de casa, fecha, especie, estadios, total
colectado, técnico, jefe de familia, etc.)

i. Revise si hay Tarjeta de Visitas del Servicio Nacional de Erradicacion de la
malaria (SNEM), en el caso de no tener coloque una. Registre en ella el trabajo
realizado.

Asegurese que la informacion esté debidamente registrada en el formulario,

Qi
.

antes de visitar otro casa.

k. ES MUY IMPORTANTE que al realizar la colecta, lo haga con mucho
cuidado, utilizando el equipo adecuado y las precauciones necesarias, para
evitar posibles accidentes o contaminacion.

Los triatominos utilizados para este estudio se recolectaron en casas ubicadas en
los departamentos de Zacapa, Jalapa y Chiquimula en distintos municipios y localidades

seleccionados todos al azar (Ver cuadros 15,16 y 17 en apéndice).

2. Muestras

a. Heces. Los triatominos fueron disectados en el laboratorio de la Universidad

del Valle de Guatemala. Se realizo un corte transversal de aproximadamente

unos 2 mm desde el extremo rectal hacia la parte anterior. Se colocod este extremo
suavemente sobre un papel filtro y frotar suavemente (de ser posible) dejando que
aproximadamente lcm® se absorba el material. Se dejo secar unas gotas en dos tubos de
1,5mL y guardar a temperatura ambiente (heces preservadas en seco). El resto se colocod
en un tubo de 1,5mL presionando muy cuidadosamente para extraer el contenido
intestinal. Se diluy6 en PBS, se macer6 utilizando un pistilo estéril, y observo una gota al

microscopio. A las heces preservadas en urea se les agrego6 urea 8M.

b. Cultivos de tracto digestivo. La infeccion del triatomino se determino si

se observaron bajo el microscopio parasitos en las heces. Los triatominos

infectados fueron disectados bajo campana de flujo laminar La chinche fue empapada con
etanol al 70%, para posteriormente ser secada al aire dentro de la campana. Con tijeras y

estiletes estériles, se abrio el abdomen en forma anterior-posterior sagital. Los intestinos
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fueron removidos con pinzas y se colocaron en tubo eppendorf con 100ul de solucién
salina de fosfatos amortiguadora (PBS) a pH 7.4 (a concentracion final de 137mM NacCl,
2.7mM KCl, 7mM Na,HPO4+7H,0, y 1.4mM K,;HPOy). La suspension de intestinos fue
homogenizada con un pistilo estéril. Seguidamente, se agregé Iml de PBS a pH 7.4 con
penicilina/ estreptomicina a 3000 unidades/ml, y se incub6 toda la noche a 4° C. Luego,
500 pl del macerado se inocularon en 3ml del medio Infusion de Triptosa e higado (LIT
por sus siglas en inglés “Liver Infusion Tryptose”) y suero bovino fetal al 10%. Este
cultivo se observé por un mes, una vez por semana. Cuando el parésito en dicho cultivo
llegd a estadio epimastigote, se extrajo una alicuota de 1ml y se hizo extraccion total de
ADN del parésito por medio del método fenol/cloroformo citado por Ashall (1993). El
ADN extraido se almaceno a -20° C (Rivera, 2003).

3. Extraccion de ADN de heces preservadas en seco y en urea (Kit
Isoquick “Nucleic Acid Extraction”(ORCA, USA). La extraccion de las
muestras de heces preservadas en seco se realizo en noviembre del 2005, mientras

que las heces preservadas en urea se extrajeron en marzo del 2004. Las muestras de heces
secas se resuspendieron en 40ul de PBS, se agitaron con vortex y se centrifugaron con
quick spin. A los 40 pl de heces resuspendidas se le agregd 40 ul de buffer de lisis 2x
con proteinasa K (ver seccion Preparacion de Reactivos). Se incubd toda la noche a 56°
C. La muestra se digiri6 hirviéndola 15 minutos (colocar seguro en las tapas de los
tubos). Se agreg6 50ul del reactivo No. 1 de Isoquick (60% tiocianato de guanidina),
seguido de 250pl del reactivo No. 2(mezclar bien el reactivo No. 2 antes de su uso). Se
agreg6 200ul del reactivo No. 3 (0.5% SDS, 0.5% NacCl), se mezclo con vortex 10
segundos y se incub6 a 65° C por 10 minutos. Se dejo reposar 5 minutos a temperatura
ambiente y luego se mezclo con vortex 10 seg. Se centrifugdé a 12,000 g por 10
minutos. La fase acuosa de la superficie se transfirié a un nuevo tubo y se agrego 250ul
del reactivo No.2, se mezcld con vortex 10 seg. y se centrifugé a 12,000 g por 5 min.
La nueva fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo y se estimo el volumen de la solucion.
Se agregd 0.1 volumen del reactivo No. 4(acetato de sodio) y se mezclo. Se agregd 1
volumen de isopropanol frio, se mezcld6 suavemente y se centrifugd a 12,000g por 10

minutos. El sobrenadante se descartd con pipeta y al precipitado se le agregd 500ul de
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etanol frio al 70%, se mezclo por inmersion suavemente y se centrifugéd a 12,000g por 5
min. Se removi6 el etanol con pipeta y se dejo secar inclindndolo en una servilleta de
papel Kim Wipe dentro de una desecadora. El precipitado se resuspendio 25ul de

reactivo No. 5(agua libre de ARNasas) a 4° C O/N. El ADN se almacen6 a -20° C.



I1l.  JUSTIFICACION

Trypanosoma cruzi es un parasito que presenta variabilidad genética, dividiéndose
en tres grandes subgrupos ecoldgica y biologicamente diferentes: T. cruzi | (TCI), T.
cruzi Il (TCII) y T. cruzi zimodemo 3 (Z3). En Sur América, TCI y TCII se han asociado
a diferentes ciclos de transmision, siendo TCII el principal grupo asociado a la
transmision en el humano mientras que el TCl se ha asociado tanto a transmision
selvatica como domeéstica. En México y Centro América se ha reportado que el TCl es el
principal grupo asociado tanto a la transmision domeéstica como la selvética. Estudios en
ratones y en humanos demuestran que el TCI presenta mayor resistencia a farmacos que
el TCIl y que infecciones mezcladas de ambos grupos generan diferentes perfiles de
resistencia. Por ello, se ha sugerido que se debe tomar en cuenta la diversidad genética de
los parésitos en la implementacion de la quimioterapia a nivel regional.

Existen dos hipoétesis sobre la evolucion del TCI'y TCII. Una sugiere que el TCII se
origino en placentales en Norte América y el TCI en marsupiales en Sur América y que,
durante el gran intercambio de fauna ambos se distribuyeron a lo largo del continente. La
otra sugiere que ambos se originaron en Sur Ameérica, el TCI en marsupiales arboricolas
y el TCII en edentados cavernicolas, seguido de la migracion de ambos hacia el norte
después de la union de los continentes. En ambos casos, se esperaria que ambos linajes
se encuentren en la region del istmo.

Debido a que el linaje de T. cruzi puede tener efectos en la respuesta
quimioterapéutica, es importante determinar la prevalencia de ambos linajes en los ciclos
domésticos. En Guatemala, el T. cruzi es transmitido principalmente por los vectores
Rhodnius prolixus, asociado con techos de palma y bajareque, y Triatoma dimidiata,
asociado con casas de adobe y cavernas en ambientes silvestres. Debido a la diferente
ecologia de estos vectores, se propone que ambos demuestren diferencias en la tasa de
infeccion con ambos linajes.

El presente estudio propone caracterizar la tasa de infeccion con TCly TCll en T.
dimidiata y R. prolixus colectados en ambientes domésticos en Guatemala. Para este
andlisis, se propone desarrollar una técnica molecular para la deteccion de TCI y TCII

directamente en muestras de heces derivadas de vectores recolectados durante encuestas

44



45

entomoldgicas previas al control por insecticidas. Se adaptara la técnica que se ha
utilizado en otros estudios en la regién para la amplificacion de la region intergénica del

gen del Mini-Exon de tal forma que se puedan detectar mezclas de TCly TCII.



IV. HIPOTESIS

e Existe diferencia entre el linaje de Trypanosoma cruzi aislado de heces de

Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata en condiciones simpatricas.

Ho: Los linajes de Trypanosoma cruzi encontrados en Rhodnius prolixus y

Triatoma dimidiata son iguales.
Ha: Los linajes de Trypanosoma cruzi encontrados en Rhodnius prolixus y

Triatoma dimidiata no son iguales.
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V. OBJETIVOS
A. GENERAL:

Determinar si existe diferencia en los linajes de Trypanosoma cruzi encontrados
en los vectores Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata simpatricos, mediante la
caracterizacion genética del parésito utilizando la regién intergénica del gen del mini-

exon.

B. ESPECIFICOS:

e Optimizar el PCR multiplex anidado que amplifica la region intergénica del gen
del mini-ex6n en cultivos de T. cruzi derivados de homogenizados intestinales de
triatominos.

o Amplificar la region intergénica del mini-exdén de ADN de T. cruzi de muestras de
heces y cultivos por medio de la reaccion externa de un PCR anidado, utilizando
los cebadores kMelF y kMe2R.

e Determinar si las muestras de ADN de T. cruzi en heces y cultivos presentan
amplificacion para T. cruzi 1 o T. cruzi zimodemo 3 utilizando los cebadores
TC1F, TC3F y MER por medio de la reaccion interna de un PCR mdltiplex
anidado.

e Determinar si las muestras de ADN de T. cruzi de heces y cultivos presentan
amplificacion para T. cruzi Il utilizando los cebadores TC2F y MER por medio de
la reaccion interna de un PCR anidado.

e Determinar si las muestras de ADN de heces y cultivos presentan amplificacion
para T. rangeli utilizando los cebadores TRF y MER por medio de la reaccion

interna de un PCR anidado.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. Muestras de ADN

Las muestras de ADN utilizadas fueron previamente extraidas de heces preservadas
en seco y en urea, las cuales provenian de los triatominos Rhodnius prolixus y Triatoma
dimidiata recolectados en ambientes domiciliares en los departamentos de Jalapa, Zacapa
y Chiquimula. Asi también muestras de ADN previamente extraidas de cultivos de tracto
digestivo de T. dimidiata provenientes de Jalapa, Zacapa, Jutiapa, Santa Rosa y
Chiquimula. (ver Apéndice: Muestras de heces utilizadas para ésta tesis y resultado
obtenido). EIl analisis mediante PCR de muestras de heces se realiz6 con ADN sin

dilucién, mientras que el de cultivos se realiz6 en dilucion 1:100.

B. Controles:

Se utilizaron los controles positivos para T. cruzi previamente extraidos: ADN de
spike de heces con T. cruzi cepa H7 (proveniente de Guatemala), cepa Tehuentepec
(proveniente de México) para T. cruzi I, cepa Tulahuen (proveniente de Chile) para T.
cruzi 1l, cepa Can Il (proveniente de Brazil) para T. cruzi Zimodemo 3; todos ellos se
utilizaron en dilucién 1: 100. Ademas se tuvo un control para determinar la presencia de

T. rangeli el cual se utilizé sin dilucion. Como control negativo se utiliz6 agua.

C. Extraccion de ADN de Control para T. rangeli

Se utilizé el Kit Isoquick “Nucleic Acid Extraction”(ORCA, USA). Se agregd
0.5ml del T. rangeli en DMSO en dos tubos; se centrifugaron a 12,000 rpm x 15 min. El
precipitado se resuspendio con 500 pl de Reactivo A (Sample Buffer). Se incubd por 15
min. a temperatura ambiente. Las células se lisaron con 500ul de reactivo 1 (solucion de
lisis). Las dos alicuotas se guardaron a -20° C por 1 dia. Se realizaron 9 alicuotas de
200ul de las células en solucion de lisis.

A cada alicuota se le agregd 500ul de reactivo 3 (buffer de extraccidn). Se incubo a
65° C en bafio de agua durante 10 min. Se agité con vortex y se centrifugd a 12,000rpm

por 5 min. La fase acuosa se transfiri6 a tubos nuevos. Y se le agregd
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500ul de reactivo 2(buffer de extraccion). Se agité con vortex 10 seg. Se centrifugé a
12,000 rpm por 5 min. La nueva fase acuosa se transfirié a nuevos tubos. Se estimo el
volumen de la fase acuosa y se le agregd 0.1 volumen de reactivo 4(acetato de sodio). Se
agreg6 un volumen igual de isopropanol a la fase acuosa. Se mezclo suavemente. Se
centrifug6 a 12,000rpm x 5 min. Se descartd el sobrenadante vy el precipitado se dejo
secar en desadora por 3 horas. El precipitado se disolvio en 25ul de reactivo 5 (agua libre

de ARNasas) y se almacen¢ a -20° C.

D. Amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa de la
region intergenica del gen del miniexdn(NTS-ME):
La region del gen del mini-exon se amplificé realizando un PCR anidado
maultiplex:
1. Optimizacion. Se realiz6 una optimizacién de las reacciones externa e
interna del PCR anidado, utilizando muestras de cultivos de tracto digestivo de
triatominos y controles positivos.
a. Reaccidn externa. Se hicieron variaciones en las condiciones de la
mezcla de reaccion: concentracion de dNTP’s y ADN.
b. Reaccion interna multiplex. Se hicieron variaciones en las
condiciones de la mezcla de reaccion: cambio del cebador antisentido,
concentracion y temperatura de hibridacion de los cebadores.

2. Andlisis de muestras. Se analizaron las muestras de ADN con las con las
condiciones de PCR optimizadas (ver apéndice Condiciones de PCR
optimizadas para andlisis de muestras). Los productos de amplificacion se analizaron en
geles de poliacrilamida al 10% (24:1) y se visualizaron con tincion con bromuro de

etidio. En cada pozo del gel se cargd 5ul de ADN mezclado con 1ul buffer de carga.
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E. Andlisis estadistico

Se realizd una prueba exacta de Fisher (Fisher exact’s test) comparando los linajes de
T. cruzi encontrados en las heces de los vectores R. prolixus y T. dimidiata y otra
comparando los linajes de T. cruzi encontrados en cultivos y heces de T.
dimidiata. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con
p<0.05. La prueba se llevé a cabo utilizando el programa de la pagina web:

http://langsrund.com/fisher.htm, el cual utiliza la siguiente formula para el calculo del

valor p.

_fa+b\[c+d n\  (a+bd)lc+d)at )b+ d)
P=1 4 ¢ atecl nlalblcld!

Se hizo un andlisis de valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo

(VPN) utilizando el programa estadistico SAS 6.0. Se consider6 como estadisticamente
significativa con p<0.05.

El ordenamiento de filas (Test) y columnas (Response) es muy importante en el
analisis estadistico utilizando el programa SAS. El VPP se define como la proporcion
de pruebas positivas (Test =1) que tienen una respuesta verdaderamente positiva
(Response=1), esto es la celda 1, 1 / total de la fila. El VPN se define como la
proporcién de pruebas negativas (Test =0) que tienen una respuesta verdaderamente
negativa (Response=0), esto es la celda 2, 2 / total de la fila.


http://langsrund.com/fisher.htm

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa de la

region intergénica del gen del miniexon (NTS-ME):

1. Optimizacion. Se realiz6 la optimizacion del protocolo molecular de PCR

anidado (Reaccion externa y reaccion interna) para la amplificacion de la region

intergénica del gen del mini exdn (NTS-ME). Para esta optimizacion, fueron utilizados
los controles positivos: H7, Tehuentepec, Can III, Tulahuen y T. rangeli, junto con 3
muestras de ADN extraido de cultivos de tracto digestivo de T. dimidiata. La cepa H7
fue aislada en Guatemala de humano, la cepa Tehuentepec en México de Triatominae, la
cepa Can III en Brazil de humano y la cepa Tulahuen fue aislada en Chile de humano.

Se partié6 de un protocolo base (Cuadro 5) desarrollado en el Laboratorio de
Chagas del Centro de Estudios en Salud, Universidad del Valle de Guatemala (datos no
publicados).

El protocolo previamente desarrollado para la reaccidon externa presentaba un
problema de especificidad, ya que los resultados de la amplificacion mostraban una serie
de bandas de ADN inespecificos, con diversos tamafos; asi también que no se
observaban los productos de amplificacion deseados de los diversos controles positivos.

Para la reaccion externa se utilizaron los cebadores kMelF (5'-TTCTGTACT
ATATTGGTA-3") y kMe2R (5'-CAATATAGTACAGAAACTG-3") los cuales fueron
desarrollados en el Laboratorio de Chagas del Centro de Estudios en Salud, Universidad
del Valle, basandose en los cebadores 1 (5'-gggaagcTTCTGTACTATATTGGTA-3")y 2
(5'-gggaattCAATATAGTACAGAAACTG-3") desarrollados por Murthy, Dibbern y
Campbell en 1992, los cuales contienen una secuencia de 22 nucledtidos que permiten
amplificar unidades repetitivas (y repeticiones multiples) del gen del mini exon.

En el cuadro 4 se pueden observar las condiciones para la formacién de
homodimeros y heterodimeros de los cebadores kMelF y kMe2R. Para la formacion de
homodimeros se observa que el AG se encuentra dentro del rango aceptable pero se
llegan a formar enlaces hasta de 4 bases (datos no mostrados), lo cual hace que los

cebadores no sean tan adecuados ara su uso. En cuanto a la formacion de
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heterodimeros el AG de -21.09 kcal/mol lleva a una formacién de 15 enlaces entre las
bases de los cebadores (datos no mostrados), esto hace que los cebadores no sean muy
adecuados para su uso. A pesar de lo anterior descrito los cebadores fueron utilizados ya

que si permitian la amplificacion del producto deseado.

Cuadro 4. Condiciones de cebadores del PCR externo

Cebador Tm Homodimeros Heterodimeros
°C) Rango AG Rango AG
kMelF 46 -3.91 - -0.96 kcal/mol -21.08 - -0.96kcal/mol
kMe2R 50 -3.91 - -0.96 kcal/mol

Se realizaron diversos cambios en la reaccion externa; se disminuyd la
concentracion de ADN, debido a que una alta concentracion de ADN puede llevar a un
aumento en la unién de los cebadores con otras moléculas de ADN, produciendo asi
productos inespecificos. También se llevd a cabo un cambio en la temperatura de
hibridacion de los cebadores, ya que los productos inespecificos se podian deber a que la
temperatura de hibridacion de los cebadores era muy baja. En el cuadro 5 se presenta el

protocolo final para la reaccion externa.

Cuadro 5. Protocolo base y final para PCR externo

Base Final

Reactivo Concentracion final Concentracion final
Buffer de
amonio(CLP) 1x 1x
MgCl, (CLP) 1.5mM 1.5mM
dNTP’s 0.15mM 0.15mM
kMelF 0.20uM 0.20uM
kMe2R 0.20uM 0.20uM
Taq polimerasa
(CLP) 0.04U/uL 0.04U/uL
ADN 1uL(dilucion 1:10) 1uL(dilucién 1:100)
Desnaturalizacion 94° C x 5 min 94° C x 5 min
Desnaturalizacion 94° Cx 30 s. 94° Cx 30 s.

30 ciclos Hibridacion 45°Cx30s 48° C x 30s
Extension 72° C x 30s 72° C x 30s

Extension final 72° C x 10 min. 72° C x 10 min.
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Se desarrolld la reaccion interna multiplex utilizando 1pl del producto de
amplificacion externo realizado bajo las condiciones descritas anteriormente; se parti6 del
protocolo base desarrollado en el Laboratorio de Chagas del Centro de Estudios en Salud,
Universidad del Valle de Guatemala (Cuadro 6). Para la reaccion interna multiplex se

utilizaron los cebadores desarrollados por Fernandes, et. al. 2001.

.Cuadro 6. Protocolo base y final para PCR interno multiplex

Base Final
Concentracion
Reactivo Concentracion final final
Buffer de amonio
(CLP) Ix Ix
MgCl, (CLP) 1.5mM 1.5mM
dNTP’s 0.15mM 0.15mM
TCIF 0.25uM 0.15uM
TC2F 0.25uM 0.15uM
TC3F 0.25uM 0.15uM
TRF 0.25uM 0.15uM
kMe2R / MER 0.25uM 0.15pM
Taq polimerasa
(CLP) 0.04U/uL 0.04U/uL
ADN 1Ll 1l
Desnaturalizacion 94° C x 5 min 94° C x 5 min
Desnaturalizacion 94° C x 30 s. 94° C x 30 s.
30 ciclos Hibridacion 64°Cx30s 55°C x 30s
Extension 72° C x 30s 72° C x 30s
Extension final 72° C x 10 min. 72° C x 10 min.

Se observo que bajo las condiciones base del PCR interno multiplex hubieron
productos inespecificos y no se observod el producto de amplificacion deseado para cada
control positivo de T. cruzi, asi también que no se observaba amplificacion para el control
T. rangeli. Dicho protocolo base se trataba de un PCR semi anidado, debido a que en la
reaccion interna se utilizaba el mismo cebador antisentido (kMe2R) utilizado en la
reaccion externa. Se cambi6 el cebador kMe2R por el cebador MER desarrollado por
Fernandes, 2001. Por lo anterior se realizé un cambio en la temperatura de hibridacion de
los cebadores. Fernandes et. al utilizaron 50° C para la hibridacion de todos los
cebadores en el PCR multiplex, por lo que probd dicha temperatura y las temperaturas
55° Cy 63° C. Se determind que la mejor temperatura fue 55° C a pesar de la gran

diferencia de temperatura con los cebadores TC1, TC2, TC3 y TR F (Cuadro 7) permitid
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asi la hibridacion de todos los cebadores con el templado de ADN y haciendo especifica
la amplificacion. Debido a que el control de T. rangeli presentaba una banda palida se
decidi6 hacer un disminucion en la concentracion de los cebadores, de 0.25uM a 0.15
pM. Con dichos cambios se observd que todas las bandas de los controles positivos son

del tamafo deseado (Figura 16).

Cuadro 7. Cebadores y sus respectivos Tm

Cebador Tm

TCI1F 68°C
TC2F 70°C
TC3 F 72°C
TR F 66° C
ME R 58°C
Mkl - Can Tula TEH H? < 2c 3¢ 4 Tr MM Tr

+—— 250ph Tula (TCID)
+— 200ph H7 TEH(TCT)

«— 150ph CanlI(Z3)

+— 100ph 7. rangel

Figura 16. Optimizacion PCR del NTS-ME visualizado en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con
plata. Pozo MM) marcador molecular 25bp (Promega, Madison, WI); C-) control negativo; 3c, 2¢ y 4c)
muestras provenientes de cultivo de tracto digestivo de T. dimidiata; H7) cepa H7 control positivo para T.
cruzi I; TEH) cepa Tehuentepec control positivo para T. cruzi I; Can) cepa Can III control positivo T. cruzi
Z3; Tula) cepa Tulahuen control positivo para T. cruzi II; Tr) control positivo para T. rangeli; -) pozo
vacio.
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Debido a que los controles positivos para T. cruzi I (200pb) presentaban también
una banda del mismo tamafio a la del control positivo Tulahuen para T. cruzi II (250pb)
se decidi6 separar la deteccion de T. cruzi Iy T. cruzi II por medio de dos PCR internos
para evitar asi falsos positivos (ver apéndice: condiciones de PCR optimizadas para
analisis de muestras). Esta banda no se ha observo en ningln otro estudio en donde se
utiliza el PCR multiplex del mini-ex6n, por lo que inicialmente se pensé que podia
deberse a proteinas, pero mediante tincion con bromuro de etidio se determin6 que dicha
banda no era causada por proteinas. Dicha banda se pudo deber a que los controles
positivos para T. cruzi I: H7 y TEH se encontraban contaminados con T. cruzi Il o que
son mezclas 6 hibridos, y a que las muestras 2c, 3¢ y 4c efectivamente se encontraban
infectados también con T. cruzi II.A continuacion se presentan los resultados obtenidos

(Figuras 17 y 18) utilizando los PCR internos separados:

MM Tr C- 34h353h 32h Slh50h &h 28h Z7h Can C- HY MM

«— 200ph (TCT)
+— 150ph (Z3)

a—100nh
T rangeli

Figura 17. Amplificacion con PCR multiplex del NTS-ME de muestras de heces secas visualizadas en un
gel de poliacrilamida al 10% tefiido con bromuro de etidio Pozo MM) marcador molecular 25bp (Promega,
Madison, WI); C-) control negativo; 27-34h) muestras; H7) cepa H7 control positivo para T. cruzi I; Can)
cepa Can III control positivo T. cruzi Z3; Tr) control positivo para T. rangeli
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- MM 35h 37h38h35h 34h 35h 3dh 515 0h 25h ©- Tula MM

«—— 230ph(TCID

Figura 18: Amplificacion con PCR para T. cruzi IT del NTS-ME de muestras de heces secas visualizadas
en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con bromuro de etidio Pozo MM, marcador molecular 25bp
(Promega, Madison, WI); C-) control negativo; 29-38h) muestras; Tula) cepa Tulahuen control positivo
para T. cruzi II; -) pozo vacio.

2. Analisis de muestras. Utilizando el gen del mini-exon, en Guatemala y
Meéxico se ha encontrado TCI tanto en vectores como en hemocultivos de
muestras humanas (ciclo doméstico y selvatico), y se cree que juega un papel importante
en infecciones humanas (Ruiz-Sanchez, et. al. 2005; Higo, et. al. 1997, Higo, et. al.
2000), asi también en Panamé el TCI se ha encontrado en hemocultivos de muestras
humanas y en el vector R. pallescens, siendo éste el principal genotipo en el ciclo
doméstico/peridoméstico y selvatico y el responsable de la enfermedad en éste pais
(Sousa, et. al. 2006, Samudio, et. al. 2007). Mientras que en Brazil TCII es
preferencialmente asociado con infecciones humanas y TCI es asociado principalmente
con ¢l ciclo selvatico, asi como el ciclo doméstico (Fernandes, et. al. 1998,1998a, 1999,
2001, Miles, et. al. 1977, O’Connor, et. al. 2007).

Existen varias hipotesis que explican que la evolucion de de los linajes de T. cruzi
se encuentra relacionado con la evolucion sus hospederos. Una de las hipotesis sugiere
que el TCII evolucion6 en América del Sur junto con los placentales, mientras que el TCI
evolucion6 en América del Norte junto con marsupiales y edentados, cuando ambos

continentes se encontraban separados. Se propone que no importando el origen de los



57

linajes, el gran intercambio de fauna durante la conexion de las Américas a través del
istmo de Panama debi6 permitir el movimiento del TCII y el TCI en Centro América.

En las muestras analizadas, recolectadas en ambientes domésticos se encontrd que
un 13%(3/24) de muestras provenientes de T. dimidiata y un 2%(2/89) de R. prolixus se
encontraban infectadas con ambos linajes, TCI y TCII; mientras que un 33%(8/24) de T.
dimidiata y 8%(7/89) de R. prolixus se encontraban infectados sélo con TCI. Un
39%(35/89) de las muestras de R. prolixus se encontraban infectadas inicamente con T.
rangeli, mientras que un 4%(4/89) se encontraban infectadas simultaneamente con TCI y

T. rangeli (Cuadro 8, Figura 19). No se encontr6 el TCII s6lo en ninguno de los vectores.

Cuadro 8. Resultados obtenidos para muestras de heces de triatominos

Resultado T.dimidiata® %  R.prolixus’ %
TCI 8 33 7 8
TClI 0 0 0 0
TCly I 3 13 2 2
TCIy T. rangeli 0 0 4 4
T. rangeli 0 0 35 39
No amplificd 13 54 41 46
Total 24 100 89 100

"Los nameros indican el numero de muestras positivas para cada linaje de T. cruzi: TCI (T. cruzi
I), TCII (T. cruzi IT), para T. rangeli y muestras que no amplificaron.

Figura 19: Resultados obtenidos (%) para muestras de heces de R. prolixusy T.

dimidiata
§ 60% 7 54%
El % - 46
: 50% 39% .
Soo 4% 3% —
< £ O T. dimidiata (n= 24)
SE 30% .
< 2 @ R. prolixus (n= 89)
S 10% - 0% 4% 0%
g 0% - [
TCI TClyll TClyT. T. rangeli No amplifico
rangeli

Resultado obtenido
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Asi también el analisis de muestras de cultivos de tracto digestivo de T. dimidiata
indico que un 84% (37/44) de las muestras estaban infectadas con ambos linajes;
mientras que un 16%(7/44) se encontraban infectadas con TCI (Cuadro 9, Figura 20). Al

igual que las muestras provenientes de heces, no se encontré el TCII sélo.

Cuadro 9. Resultados obtenidos para muestras de cultivos de tracto digestivo de T.
dimidita’

Resultado T.dimidiata®™ %

TCI 7 16
TCII 0 0

TCIyll 37 84
Total 44 100

*Los nimeros indican el numero de muestras positivas para cada linaje de T. cruzi: TCI (T cruzi
I), TCII (T. cruzi II).

Figura 20: Resultados obtenidos (%) para muestras de cultivos de tracto
digestivo de T. dimidiata

84%
90% T

80% -
70% A
60% A
50% A
40% -
30% A
20%
10% -
0%

OT. dimidiata (n= 44) |

16%

Porcentaje(%) de muestras positivas

TCI TCly Il

Linaje de T. cruzi

Estos resultados sefialan la presencia de cepas TCII en el ambito doméstico en la
region. Se observa que en Guatemala no existe una relacion unicamente del TCI con el
ciclo doméstico de transmision; sino que también del TCII.

En estudios anteriores realizados por Higo, et. al. 1997 y 2000, Ruiz-Sanchez, et.

al. 2005 se ha encontrado principalmente TCI, no se puede descartar que el TCI sea
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seleccionado cuando se inoculan los parasitos en ratén o cuando se cultivan las muestras
en medio LIT. Asi también, en el estudio de Ruiz-Sanchez se utilizaron unicamente 6
muestras, por lo que dicho estudio no tiene un nimero de muestras significativo y no se
puede descartar la presencia de TCII.

Una adecuada caracterizacion de T. cruzi es esencial para determinar el rol que
los diferentes linajes puedan jugar en la patogénesis, manifestaciones clinicas y diferencia
en la respuesta a la quimioterapia. Se conoce que T. cruzi I son mas resistentes a las
drogas (benznidazol e itraconazol) que T. cruzi II; asi también que una mezcla en linajes
de T. cruzi presenta una respuesta distinta al tratamiento con benznidazol que una
infeccion con un solo linaje. Asi también se cree que el TCII es mas patogénico, siendo
asociado a los mega sindromes; mientras que el TCI es menos patogénico y es asociado a
las manifestaciones cardiacas (Botero, et. al. 2007).

La presencia de ambos linajes de T. cruzi en las heces de los vectores puede
generar una epidemiologia mas completa ya que tanto vectores como hospederos podrian
estar infectados con ambos linajes, y en éstos ultimos, darse un tropismo diferencial a
tejidos ocasionando asi manifestaciones clinicas diversas. Por esto es importante conocer
el genotipo de T. cruzi causante de la enfermedad de Chagas en Guatemala ya que el
tratamiento(s) adecuado para pacientes depende de dicho genotipo; por lo mismo se
propone analizar muestras de humanos (hemocultivos, tejidos) con casos de enfermedad
Chagas.

Debido a que bajo el microscopio es dificil distinguir entre T. cruzi y T. rangeli
debido a la morfologia muy similar, en este estudio se utilizaron cebadores para detectar
la presencia de T. rangeli en heces de los triatominos. Se determind que un 39% (35/89)
de las muestras de R. prolixus se encontraban infectadas con T. rangeli; mientras que un
4%(4/89) se encontraba infectado con TCI y T. rangeli. El porcentaje de muestras
positivas para T. rangeli fue mayor a los valores reportados en un estudio anterior, en
donde 12/68 (18%) de las muestras fueron positivas, y en las cuales el 1.5% se encontrd
T. rangeli solo y un 16.7 % junto con T. cruzi (Dorn, et. al. 1999).

En este estudio no se observd una competencia entre la amplificacion para la
mezcla de T. cruzi y T. rangeli ya que las muestras positivas unicamente para T. rangeli

mediante el PCR multiplex se volvieron a analizar mediante PCR unicamente con el
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cebador para la deteccion de TCI, confirmdndose que la ausencia de TCI no fue debido a
la presencia de T. rangeli. Como era de esperarse en T. dimidiata no se encontro
presencia de T. rangeli.

La ausencia de amplificacién pudo deberse a una muy baja cantidad de ADN del
parésito para ser detectada por PCR o que el ADN de las muestras sin amplificacion
contenian algin compuesto que inhibi6 el PCR o que degradd el ADN; esto debido a que
dichas chinches fueron disectadas en diferentes periodos antes o después de alimentadas,
por lo tanto el proceso de digestion pudo haber liberado otros productos del metabolismo.
También se pudo deber al proceso de diseccion de dichas chinches, lo cual pudo causar
que las heces tuvieran contacto con otros compuestos inhibidores, como el grupo hemo
(Comunicacion personal, Pamela Pennington). Para evaluar la inhibicidon se podrian
realizar diluciones de las muestras, ya que en este proceso se diluyen los inhibidores
hasta cierto punto donde ya no perjudique la amplificacién del PCR. Sin embargo, no se
puede descartar infeccion de tripanosoma en estas muestras fecales que presentaron
inhibidores de PCR.

Para determinar si existe diferencia significativa en los linajes de T. cruzi entre

T. dimidiata y R. prolixus se realiz6 una prueba exacta de Fisher.

Cuadro 10. Distribucién de TCI y TC I/II en heces de T. dimidiata y R. prolixus

Linaje T.dimidiata  R. prolixus Total
TCI 8 11 19
TCly Il 3 2 5
Total 11 13 24

p = 0.629 por método de Fisher exacto

Se determind que no existe diferencia significativa entre los linajes de T. cruzi
encontrados en heces de T. dimidiata y R. prolixus.

En este estudio no se observo la relacion descrita por Gaunt & Miles, en el cual
proponen que las especies de Rhodnius estan asociadas con TCI y Triatoma con TCII.
La presencia de ambos linajes se puede deber al traslape que existe entre el ciclo
doméstico y selvatico, ya que los vectores selvaticos como T. dimidiata acarrean el

parasito de ecoOtopos silvestres (cuevas, selvas, madrigueras, palmeras, chultunes,
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camulos de piedra, troncos secos) a las viviendas humanas atraidos por la luz. Asi
también con la migracion de asentamientos humanos se han invadido zonas silvestres y
las viviendas se han construido cercanas a estos ecotopos en los que se encuentran las
chinches, las cuales pueden ser atraidas por la luz de las viviendas y llegar a estas (Menes
et. al. 2007). Los reservorios selvaticos como el tacuazin y roedores pueden invadir
temporalmente ecotopos peridomésticos y domésticos en busqueda de alimento o refugio
(Cordon-Rosales, Pennington, 2007).

Las muestras se deben analizar mediante otros métodos para descartar que las
mezclas de TCI y TCII encontradas sean hibridos, lo cual indicaria que en algin
momento hubo eventos de reproduccion sexual en T. cruzi (Higo, et. al. 2000) y que
posteriormente estos hibridos se propagaron clonalmente (Freitas, et. al. 2006). Esto es
de mucha importancia ya que aunque haya un bajo nivel de intercambio genético, esto
permitiria la recombinacién de cualquier atributo bioldgico o de marcadores genéticos
como la sensibilidad hacia drogas (Higo, et. al. 2000).

Utilizando el andlisis estadistico de valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo se determind que en las muestras de heces R. prolixus la presencia de TCI
predice que va a encontrar TCII en un 15.38% de las muestras (IC 95%: 1.92%-45.45%)
y que la ausencia de TCI predice la ausencia del TCII en un 100%(IC 95%: 90%-100%)
(Cuadro 11). Esto indica que si hay probabilidad de encontrar mezclas de TCI/TCII en
las muestras de heces R. prolixus Guatemala y que la probabilidad de encontrar
unicamente TCII es muy baja, como se demostro en este estudio, no se encontré TCII
solo.

Asi también se determind que la presencia de T. rangeli predice que se va a
encontrar T. cruzi en un 10.26% de las muestras (IC 2.87%-24.22%) y que la ausencia de
T. rangeli predice la ausencia de T. cruzi en un 100%(IC 66.37%-100%) (Cuadro 11).
Debido a que R. prolixus puede ser portador de ambos T. rangeli y T. cruzi, los datos
sefialan que si hay probabilidad de encontrar ambos parasitos en las heces de dicho vector

mediante la técnica de PCR descrita en este estudio.
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Cuadro 11. Asociacion de TCI con TCII y de T. rangeli con T. cruzi en
muestras de heces de cada individuo de R. prolixus

VPP VPN
R. prolixus Proporcion p Proporcion P
(n=48) (IC 95%") (IC 95%")
TCI predice 0.1538 0.0225 1.0000 5.821x10™"
TCII (0.0192-0.4545) (0.9000-1.0000)
T. rangeli 0.1026 3.353x107 1.0000 0.0039
predice T. (0.0287-0.2422) (0.6637-1.0000)

cruzi

" Intervalo de Confianza al 95%.
VPP = a/a + b; donde a= total de muestras positivas para ambos TCI y TCII 6 T. rangeli y T. cruzi, b= total
de muestras positivas para TCII pero negativas para TCI
VPN = d/c+d; donde d= total de muestras negativas para ambos TCI y TCII 6 T. rangeliy T. cruzi, c= total
de muestras positivas para TCII 6 T. cruzi pero negativas para TCI 6 T. rangeli
En la muestras de heces de T. dimidiata se encontrd que la presencia de TCI no es
significativo para que esté TCII presente (Cuadro 12). Esta no significancia se debe a
que el intervalo de confianza pasa por 0.50, lo cual significa que al azar, no existe una

relacion entre dichas variables.

Cuadro 12. Asociacion de TCI con TCII en muestras de heces de cada individuo de

de T. dimidiata
VPP VPN
T. dimidiata Proporcion p Proporcion P
(n=11) (IC 95%" (IC 95%")
TCI predice TCII 0.2727 0.2266* - -

(0.0602-0.6097)

* valores p no significativos, " Intervalo de Confianza al 95%.
VPP = a/a + b; donde a= niimero de muestras positivas para ambos TCI y TCII, b= niimero de muestras
positivas para TCII pero negativas para TCI
VPN = d/c+d; donde d= nimero de muestras negativas para ambos TCI y TCII , c= nlimero de muestras
positivas para TCII pero negativas para TCI

Tomando en cuenta las muestras de heces tanto de R. prolixus como T. dimidiata
se encontr6 que el TCI predice la presencia de TCII en una 20.83% de las muestras (IC
7.13%-42.15%) y que la ausencia de TCI predice la ausencia de TCII en un 100%(IC
90%-100%). También se determind que la presencia de TCII no es significativa para que
esté TCI, y que la ausencia de TCII predice la ausencia de TCI en 64.81% de las muestra

(IC 50.62%-77.32%) (Cuadro 13).
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Cuadro 13 Asociacion de TCI con TCII en muestras de heces de cada individuo de
R. prolixus y T. dimidiata

VPP VPN
R. prolixusy T. Proporcion P Proporcion p
dimidiata (IC 95%") (IC 95%")
(n=159)

TCI predice TCII 0.2083 0.0066 1.0000 5.821x107"
(0.0713-0.4215) (0.9000-1.0000)

TCII predice TCI 1.0000 0.0625* 0.6481 0.0402
(0.4782-1.0000) (0.5062-0.7732)

* valores p no significativos, " Intervalo de Confianza al 95%.
VPP = a/a + b; donde a= ntimero de muestras positivas para ambos TCI y TCII, b= nimero de muestras
positivas para TCII pero negativas para TCI ¢ viceversa.
VPN = d/c+d; donde d= numero de muestras negativas para ambos TCI y TCI, c= ntimero de muestras
positivas para TCII pero negativas para TCI 6 viceversa.

Debido a que se tenian los resultados del analisis de los linajes de T. cruzi de
cultivos de tracto digestivo de T. dimidiata se realiz6 una comparacion con los linajes

encontrados en las heces de dicho vector.

Cuadro 14. Distribucion de TCI y TCII en heces y cultivos intestinales de T.

dimidiata
Linaje Heces Cultivos’ Total
TCI 8 7 15
TCly 1l 3 37 40
Total 11 44 55

p=0.0005 por método Fisher exacto, " Cultivos intestinales

Por medio de la prueba Fisher exacta se encontr6 que existe diferencia
significativa en la distribucion de los linajes de T. cruzi encontrados en heces y cultivos
de tracto digestivo de T. dimidiata, con la mayoria de cultivos presentando una
infeccion mixta. Esto sugiere que el cultivo puede seleccionar cepas mixtas o que las
cepas mixtas son menos prevalentes como formas metaciclicas en el recto (Comunicacion
personal, Pamela Pennington).

Se recomienda realizar una analisis de muestras de heces y de cultivos de tracto
digestivo de la misma T. dimidiata, para observar si las heces contienen algin compuesto

que estén interfiriendo con la deteccion de ambos linajes; o para determinar si los linajes
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encontrados en el intestino se correlaciona con lo que se encuentra en las heces. Se
podrian buscar inhibidores del PCR realizando un spike de heces de muestra de cultivos.
En este estudio se determindé que la distribucion de los linajes de T. cruzi
encontrados en heces de R. prolixus y T. dimidiata son iguales. Y que existe una alta tasa
de infeccion con T. rangeli en R. prolixus en Guatemala. Asi también se confirmé que el
intercambio de fauna durante la conexion de las Américas a través del istmo de Panama

permiti6 el movimiento de TCII 'y TCI en Centro  América.



VIII. CONCLUSIONES

No se encontrd diferencia entre los linajes de T. cruzi en heces de R.
prolixus y T. dimidiata (p=0.6299)

No se encontr6 diferencia entre los linajes de T. cruzi en heces y cultivos
de T. dimidiata (p=0.0005), con la mayoria de cultivos presentando una

infeccidon mixta.

El istmo de Panamé proveo un ambiente que permitid la interaccion entre
hospederos que llevaban ambos linajes (TCI y TCII) durante el
intercambio de fauna, llevando asi a infecciones mixtas y/o a la formacion

de hibridos en especies de triatominos.

En Guatemala el TCI y TCII estan relacionados con el ciclo doméstico

tanto en R. prolixus como en T. dimidiata.

Las muestras de R. prolixus (43%) estan principalmente infectadas con T.

rangeli.
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IX. RECOMENDACIONES

Aumentar el nimero de muestras de T. dimidiata para incrementar la
significancia estadistica.

Realizar analisis de microsatélites para verificar si la presencia TCI y TCII
mediante andlisis de mini-exén se debe a cepas hibridas o mezclas de
cepas TCl y TCII.

Realizar la caracterizacion genética de los linajes de T. cruzi utilizando
muestras clonadas.

Realizar el mismo estudio con muestras provenientes de casos humanos y
vectores/reservorios del ciclo selvatico de transmision.

Utilizar un control interno para la amplificacion.
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X1. APENDICE

A. Condiciones de PCR optimizadas para analisis de muestras

1. Reaccion externa. La amplificacion se realiz6 utilizando un volumen final de
20 uL con 1 pL de ADN; 0.20 uM de cada cebador KMelF(5"-TTC TGT ACT
ATATTG GTA-3") y KMelg(5-CAA TAT AGT ACA GAA ACT G-3"); mix de dNTPs
0.15mM c/u; 1.5mM de MgCI,(CLP), 0.04U/uL de Taq Polimerasa (CLP) en Buffer de
Amonio 1X (CLP). Se agreg6 2 gotas de aceite mineral a cada tubo, con una pipeta de
1000 pl. El programa de amplificacion (Icycler Biorad, Hercules, CA) consistié en
desnaturalizacion inicial a 94° C por 5 min., seguido de 30 ciclos de: desnaturalizacion
30 seg a 94° C, hibridacién 30 seg a 48° C, extension 30 seg a 72° C. Por Gltimo una
extension final de 10 min a 72° C.

2. Reaccion interna multiplex. La reaccion interna se prepar6 con: 1 uL de ADN

de la reaccion externa , cebadores TC1g(5-ACA CTT TCT GTG GCG CTG

ATC G-37), TC3g(5"-CCG CGA ACA ACC CCT AAT AAA AAT G-3'), TRe(5"-CCT
ATT GTG ATC CCCATC TTC G-3'), MERr (5"-TAC CAA TAT AGT ACA GAA ACT
G-3) todos 0.15 pM; mix de dNTPs 0.15mM c/u; 1.5mM de MgCI,(CLP, San Diego,
CA); 0.04U/uL de Taq Polimerasa (CLP, San Diego, CA) en Buffer de Amonio 1x (CLP,
San Diego, CA). EIl programa de amplificacion (Icycler Biorad, Hercules, CA) consistio
en desnaturalizacion inicial a 94° C por 5 min., seguido de 30 ciclos de:
desnaturalizacion 30 seg a 94° C, hibridacion 30 seg a 55° C, extension 30 seg. a 72° C.
Por altimo una extension final de 10 min a 72° C.  Los productos de amplificacion son

de 200pb para T. cruzi I, 150pb para T. cruzi Zimodemo 3y 100 pb para T. rangeli.
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3. Reaccion interna para T.cruzi Il. Se utiliz6 el producto de la reaccion

externa del PCR anidado anterior para realizar el PCR interno. La reaccion

interna se prepard usando: 1 pL de ADN, cebadores TC2F (5°-TTG CTC GCA CAC

TCG GCT GCA T-3) y MEg a 0.15 pM c/u; dNTPs 0.15mM c/u; 1.5mM de

MgCI,(CLP, San Diego, CA); 0.04U/uL de Tag Polimerasa (CLP, San Diego, CA) en

Buffer de Amonio 1x (CLP, San Diego, CA). EI programa de amplificacion (lcycler

Biorad, Hercules, CA) consistio en desnaturalizacion inicial a 94° C por 5 min., seguido

de 30 ciclos de: desnaturalizacion 30 seg a 94° C, hibridacion 30 seg a 55° C, extension

30 seg a 72° C. Por ultimo una extensién final de 10 min a 72° C. El producto de
amplificacion es de 250 pb.

B. Datos de los cebadores utilizados para esta tesis

Cuadrol5: Datos de los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR

Cebador Secuencia (52 3") Tm
BUEIE TTCTGTACTATATIGGTA 46° C
kMe2R  CAA TAT AGT ACAGAAACT G 50° C
TC1F ACA CTT TCT GTG GCG CTG ATC G 68°C
TC2F TTG CTC GCACAC TCG GCTGCAT 70°C
TC3F CCG CGA ACA ACC CCT AATAAAAATG T72°C
TRF CCT ATT GTG ATC CCCATCTTCG 66° C
MER TAC CAA TAT AGT ACA GAAACT G 580 C

* Los colores se utilizan para indicar la posicion de los cebadores en las alineaciones del
ADN de T. cruzi

C. Alineacion de los cebadores utilizados en ésta tesis

Figura 21. Alineacién para producto externo utilizando los cebadores kMelF y

kMe2R
>gi|10627]|emb|X00632.1] Trypanosome cruzi mini-exon repeat
AACGCTATTATTGATACAGT, CGCGAAGCTTCCAAATCCGCGAGTCGCGGCTA
TGTTTGGTCAATTTCTTTTGACCGGGGTCCACGAACCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTITTITTTA

TATATATATGGTGCCCTCCCATACATATATATATATATACACACCTGCAGGCACACGTGTGTGTGTGTAT
GTATGTGTGTGTGCCCCACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCGCAAG
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CACGGTGTCCTGTCGTGTCCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGC

CTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGCTTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCGTGCACACA

CCGCTCCGCACGCATTAGTCGCGTGTGTTCCGCCCCCCGACACTTTCTGTGGCGCTGATCGGGGGCGACT

TCCCGGCCCGGGGACACCCAGTGTGGCCTGGGAGGGGGGAGTTTTGTACACGGGCCCTGTATCGCAAAAA

AAACCCTCATCTAACTCGAAAACGGTGTGGGGACGCAACCTTTTCAACTAACGCTATTATTGATACAGTH
CG

Figura 22. Alineacién para producto interno T. cruzi Z3

>AF050523 T. cruzi MT41le67 Z3
atatgtgttctctccatgcttacatgcatatatatgtgtgtgtgccctgcaccctecgtgcageccgeccecegeca
gttttcccctceccagtgttgcactgtceccccacgttecegtgteggecctgegetgtttcattecttgttgegece
ggctttctttgtttgcgceccttgttgecttecegtgtttteccegtetegtteeccectgttectecgegecteeceg
cgttttececggtgecttttgtgttttttttctectttettgecttecgcacgegectecgeccgecatttgegetecac
gctcgcecggttgegtccactgecggecccecgacgcececgtecegtggegetgagececgggggcggcatecececggacce
gcgacccctecceccagtgtggectggggggggaggggggacttttgtacacageccececggtggecgegtacaac
ccctaataaaaatggggtttttgtacacggtcccgggtgccgegaaaaacccctcatcaaatttgaaagegg
gtgtggcgcaacaccactttcaactaacgctattattgatacagtttctgtactatattggtacgcgacgtt
ccaacccgcctctggegttatgtttggtcaatttecttttgaccecgggtccacggaccetttttttttttttt
tt

Figura 23. Alineacion para producto interno T. cruzi |

>X62674 T. cruzi Sylvio
Atggtggcgccctcccatacatatatatacacacacctgcaggcacacgtgtgtgtgtgtatgtgtgeccca
cgcacccccggetecttcatgtttgtgtcgtcactgeccttgtetgecgcaagcacggtgttetgtettgtec
gtctcgctgctttgtgttctcgcactccaccgegegttttacgecgttgeccgegecttttggegettttctge
ttttttcccgtettttggectecctecgcactgaaccgeccgcatacaccgtecgecacgcattagtegegegtgt
tccgeccccccagiGaeittetgtggegetgatedooggcgacttcccggeccggggacceccagtgtggect
gggagggggggaattttgtacacgggcccagcatcgcaaaaaaacccctcatcaaatttgaaageggtecgg
gcccgaactttttcaactaacgctattattgatacagtttctgtactatattggtacgcgaagcttccaaat
ccgcgagtcgeggttatgtttggtcaatttcttttgaccggggtccacggaccetttttttttttttttttt
Tttt

Figura 24. Alineacion para hibrido (T. cruzi 1 y Il) cepa CL Brener

>gi1]163881462| ref|NZ_AAHK01003512.1] Trypanosoma cruzi strain CL Brener
tcruzi_1047053504713, whole genome shotgun sequence
CATCACGAATGCGTACGATATGATAGTGGCGGACACTCTGGCGGCCATGCTGCGTGGAAACGTGCACGTG
TTCAACGCAGCATGCGGCCGCGTGGGGCCGGGGTAAACACCCCGGGTAGGCGAGTACCCGGGCAACCCCT
TGGGTAGCTGAGAGGCAATGAACACACAGAGGAAAGGGAAAATGCAGAAACAGAAACTCACACATAAGGA
AACTCGCCACCACAGAAAGCAGCAGGAAAACATCCACGGAACGGAGAGAATGCAGAGGTAATCAACGGCA
CGGCAGGGTCAATTGCCCGAATGCGGAGAGCAGTTTTGTTATAATACCACGGTCGCCGTACCAAAGCCAA
AGGATTCAAGAGGGGCTTCTTCTATACTTGTGGAATATGACGCCCAAGAGGGTACAGGATGACTGTTTTT
TCTCTTCCTTATCCCTCCCGCCCGGGTTGGTTCGGATCATTGTTTTGCTTTTGCTTTTACTTGTTTGGCG
GGCAGGGTACGTTTTTACAATGGGTATGGGGGTTAATAACTTTTTGGGGAGTGTGGTGGGGGTGTGGTGT
GGAAATGGAGGCCATGTAGTTGGTCACAGAATCGGTGCGATCAGGTCGGGGCACCATTCACGGTCGTGGG
ACGACCTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTGGT
ACGCGAAGCTTCCAACCCGCCTCTGGCGGTTATGTTTGGTCAATTTCTTTTGACCGGGGTCTACGGACCC
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CTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTGGGTCTGTCCGCCATATATACATATACCCCTATATATATATACCCAT
ATATATATAGCCCCGTACCCCCTCGTGCGGCTGCCCCCCCCCCCCCCCACATTGCGTGTCCGCCACCTCC
TTCGGGCCCCCTCATTTTCGCTTCATGGCTGCTATTGCCTGCATCTTTGTTTTGTTTTGTGTTTTCTCTC
TCCCGTTCCTTTTATTCCCCTTTTCTCCGCGTATGCCGCGCTTCTTCCTGTGTTTTCCGGTGTTTTTGCT

TTGCTGTTCCACACTCCCCATGTGCGTCTTTTCCGCCCCCTGACGCCG
TCCACGGCGCTATCCCGGGGCCGACATCCCGGACCCTGACCCCTCCCCAGTGTGGCCTGGGAGGGGGGGEG
GGGGGGTTTTGTACACGGTCCCAAGTGCCGCGAAGGACCCCTCATCAAAATTGAAAACCGTTGTGGAACA
CAACTCCTTTCAACTAACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTTTCAAATCCTGTTCGTGATAATTATTTAC
ACAGGTTCTGTTTCAAAACCTGTTCGTGATAAACTTTTCCAATTTTGTCTTAGCCATTTTTTTGATTTAT
TTTTTAGGTTTCAAGAAAGACGTCGGAAAACCTTTAACCTATAAGCCGGTGCTGATCCGACGCCGTTTCG
AAACCTACTTGAGCAAAACTTTTTTTTTGTCTTAGTCATTTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAATTTTTTTTTTTTGTCATTTGACTAGTGTTATTTTGACGCGAGTGCAAAACCTACTGGGCAAAAGAA
ATTTTTTTGACTTTATCATCGTTTTCAAAAAATCTGAAAAATCTGAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAATAA
TAATAAAAATATTCATATATATCTATATATATAGTGATTGGTTTTATTTTTGACGCTGTATCAACCTACT
TGATAACAATTTTTGTGGTCGGACTCTAAATACGTAATATAAAAGGATACAAGAGCTCCTTTTACTCAGC
TGAGATCGGCGTACGTGTTTGGTGCTTGACAATAAAACTATTGTAAATAAGAAAAAAAGAAAAAGGAAAA
ACAAAATCAACAGAGGCAAAATTAGCAGAACTAACATACAGTTCATTAGGCACAAAGAGATACTCATAGC
GGTAAAACGGATCAATTTGGTAGAAAAATTAATACTTTGTCGAGCTCTTTGAATACTCTTATAATAAGAT
TTAGGGAAAAGAACTACCCTCTTTTCGTAGTTCACACCAACAAGAAGAAATAGGCAGTGACGAGTATTGG
TTGTCGGAGATCGTTGTTGGTAATCAATAAACAATCGAAGAGGTTGAGTTAAATACCTGTTTTGGAAAAT
AAAAATTTTTGAGGGTCTATCTGTGACCAGGTTTCTCGTATTTTTAAGGAAAGAAAATATCATTGTGGAT
ATTAAAAGATATTGTACAGAGAGGGCATCGATACTCATCGGATTTGGGAGATCGATATTATTTGGTAAAC
AATTTCAGATCGCGTGAGTCACCGGAAAAGTACCCCTTCTGGAAAAATAAAACTTTTTGAGGGTCTATCT
GTGACCAGTTTCTAGAGTGTTGATAAGAATATTATTAATTATTGGGAACAAGAGAGAGAACAGAAAGGAT
ATTGACGATTATTGTTTGTTGGAGATCGTTGTTAATAATCAGCGAAGAATCGAAGAAGTAATAAAGAAGA
GAATTGACGACTGCGTCATTTGGCAGAACACGGATATTGGACAGCGTATTGGATAGGGAGTGAAGGGTCT
TTGGGTTCGATCCATTGACGCTGCTCGTTATACGTTGTTGCACGGACAATTACTATATCCAGGATACTAA
CTATCACGGCCTGGCAAACCAGGACTCGGCAGATACATCTTTACGTTGGTAAGTATTATGGCCTACTCCA
AGCGAGGAATGCCAATGCCTTTTGACTTTCGCAACGGGAGGATGGACAATGACTGGACGACAGGTGGGAG
GCGGCAACAACCACCACGGTATATGACACGGTCAGCGGCTGCGTCAAGAATTCCGTTTATCCACCGAGAC
AACGTGGATCCATCTCAGCTTCAGGATATCATTACTGCGGCAACGACAGAGGCTATCAAACTGCTCACGT
CCCCTACTAAGGGGCGATACACGGAGAACAATGGGAATCGCAGCTGGAGGTCAAGGAGTTGGCGGCCGAA
CAGAAGAGACGCAGA

gi]163909770] refNZ_AAHKO01028911.1] Trypanosoma cruzi strain CL Brener
tcruzi_1047053450709, whole genome shotgun sequence
ACGGCGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGCTTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGC
GTGCATACACCGCTCCGCACGCATTAGTCGCGTGTGTTCCGCCCCCCC
BGGGGCGACTTCCCGGCCCGGGGACCCCCAGTGTGGCCTGGGAGGGGGGGAATTTTGTACACGGGCCCGG
CATCGCAAAAAAACCCCTCATCAAATTTGAAAGCGGTCCGGGCCCGGAACTTTTTCAACTAACGCTATTA
TTGATACAGTTTCTGTACTATATTGGTACGCGAAGCTTCCAAATCCGCGAGTCGCGGTTATGTTTGGTCA
ATTTCTTTTGACCGGGGTCCACGGACCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTITTTITTTITTTTTTTTATGGT
GGCGCCCTCCCATACATATATATATACACACCTGCAGGCACACGTGTGTGTGTGTATGTGTGCCCCACGC
ACCCCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCACTGCCCTTGTCTGCGCAAGCACGGTGTTCTGTCTTGTCCG
TCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGCGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTC
TGCTTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCATACACCGCTCCGCACGCATTAGTCGC
GTGGTC
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D. Preparacion de Reactivos
1. Buffer de lisis 2X, para extraccion de ADN:

Concentracion final

Tris1M pH 7.4 0.2 mL 20mM
NP-40 (IPEGAL) 0.1 mL 1%
Tween 20 0.1 mL 1%
Agua destilada 9.6 mL

TOTAL 10 mL

Filtrar con un filtro de 0.22um, almacenar a temperatura ambiente

2. Buffer de lisis con proteinasa K:
1 ml buffer de lisis 2x
5.5ul de proteinasa K(36.66mg/ml).
Se prepara fresco, antes de cada uso

3. Buffer TBE 10X:
Para un volumen final de 250 mL:

108gTrisBase

250mITBE(
1000mITBE

) = 27gTrisBase

55gAcidoBorico

250mITBE (
1000mITBE

) =13.75gAcidoBoérico

250mI(POMIEDTAOSM ) _ 46 ieDTA0.5M
1000mITBE
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Se disuelven las sales en aproximadamente 150 mL de H,O dd y luego se agrega
el EDTA, dejar mezclando de 2 a 3 horas para que no se precipite facilmente. Por

ultimo aforar a 250mL.

4. Solucion stock de acrilamida: Bis
Preparacion de 50 ml de stock al 30% proporcion 24:1 (24% + 1%=25%)

24%acrilamida
25%stock

30%stock ( ) = 28.8%acrilamida

1%bisacrilamida

) =1.2%bisacrilamida
25%stock

30%stock (

28.8% + 1.2% = 30%

5. Gramos de reactivo necesario segun proporcion:

28.8gacrilamida
100mlstock

50mlstock ( ) =14.4gacrilamida

1.2gbisacrilamida

) = 0.6gbisacrilamida
100mlstock

50mlstock (

Usar guantes, mascarilla, bata y lentes. Trabajar bajo campana de extraccion. En
tibiar agua dd y disolver 14.4 g de acrilamida + 0.6 g de bisacrilamida, aforar a
50mL. Envolver el recipiente que contiene la solucion con papel aluminio, a modo

de mantenerlo oscuro. Almacenar a 4°C.

6. Preparacion de APS al 25 %
Mezclar 0.125g de APS + 500 uL de agua dd. Alicuotar y guardar a —20°C.
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E. Procedimiento electroforesis en geles de poliacrilamida

1. Preparacion de las placas:

a.
b.

Seleccionar las placas, una grande y una pequefia

Lavar las placas de ambos lados con una solucién alconox al 1%, usando una
esponja que se utilice Gnicamente para placas. Quitar el jabdn con agua dd y
secar con parfiuelos desechables pequefios (kimwipes) a modo que no quede
mota. Junto con las placas lavar los peines.

Agregarles etanol al 95% lavando con agua dd, no frotar, secar con pafiuelos
desechables.

Montar las placas segun instrucciones del fabricante.

Por altimo, usando una pipeta verter la solucion del gel entre las placas. Dejar
polimerizar teniendo como control la solucion que quedo en beaker donde fue

preparado, alrededor de 30 minutos.

2. Preparacion del gel:

a.

Mezclar las cantidades necesarias de agua, acrilamida al 30% (toxico) y TBE
10X.

Desgasificar de 20 a 30 minutos usando el filtro y la bomba de vacio. Verter
cuidadosamente la solucion dentro del filtro para evitar hacer burbujas. El
filtro puede usarse alrededor de 5 veces, se recomienda colocar la fecha de
cada uso para llevar un control del mismo.

Vaciar el contenido del filtro dentro del mismo beaker en donde fue preparada
la solucion, cuidando de que resbale por las paredes para que la degasificacion
sea efectiva. Agregar de Temed y APS 25%. Mezclar suavemente y con una
pipeta introducirlo entre las placas de vidrio, colocar el peine, dejar
polimerizar. Si no se va usar inmediatamente entonces guardarlo a 4° C y

colocarle en la superficie buffer TBE 0.5X para que no se deshidrate.



F. Muestras de heces utilizadas para ésta tesis y resultado obtenido

Cuadro 16: Muestras de heces preservadas en seco de Jalapay Zacapa

Ubicacion Infeccion * | Linaje 1 | Linaje 2

Ndmero 1D Departamento Municipio Localidad Vector gland. rec. TCll TCI T. rangeli
1h 21-001-1-D-6 Jalapa San Pedro Pinula | Aldea Pie de la Cuesta | T. dimidiata + -
2h 21-002-8-D-1 Jalapa San Pedro Pinula | Aldea Pie de la Cuesta | T. dimidiata + -
3h 21-027-04-D-18 Jalapa San Pedro Pinula Caserio Las Olivas T. dimidiata + - - -
4h 21-027-04-D-32 Jalapa San Pedro Pinula Caserio Las Olivas T. dimidiata + - - -
6h 21-113-4-D-3 Jalapa Monjas Caserio Las Lomas T. dimidiata ++ - - -
7h 21-113-4-D-4 Jalapa Monjas Caserio Las Lomas T. dimidiata +/2 - - -
8h 21-113-4-D-5 Jalapa Monjas Caserio Las Lomas T. dimidiata ++ - - -
9h 21-113-4-D-6 Jalapa Monjas Caserio Las Lomas T. dimidiata ++ - - -
10h 21-113-6-D-3 Jalapa Monjas Caserio Las Lomas T. dimidiata ++ - -
11h 21-118-14-D-2 Jalapa Monjas Aldea Llano Grande | T. dimidiata +/2 - -
12h 21-017-146-R-23 Jalapa San Pedro Pinula Aldea La Ceiba R. prolixus + - - -
13h 21-122-15-D-1 Jalapa Monjas Aldea San Antonio T. dimidiata +++ - - -
14h 21-017-146-R-24 Jalapa San Pedro Pinula Aldea La Ceiba R. prolixus ++ - - + (palida)
15h 19-231-66-R6 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus - - + (pélida)
16h 19-231-72-R9 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus - - -
17h 19-231-72-R32 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus ++ - - -
18h 19-231-72-R39 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus +++ - - + (pélida)
19h 21-162-4-D-1 Jalapa Mataquescuintla Caserio Agua Tibia | T. dimidiata +/2 - -
20h 21-122-17-D-1 Jalapa Monjas Aldea San Antonio T. dimidiata +/2 - -
21h 19-231-66-R3 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus + - - +
22h 19-231-66-R1 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus +/2 - - +
23h 19-231-49-R11 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus +/2 - - +
24h 19-231-49-R10 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus +2 - - +
25h 19-231-49-R7 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus +2 - - +
26h 19-149-38-D1 Zacapa Zacapa Aldea Cimarrén T. dimidiata +/2 - - -
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Continuacién cuadro 16

Ubicacion Infeccion * | Linaje 1 | Linaje 2
Numero 1D Departamento | Municipio Localidad Vector gland. rec. TCll TCI T. rangeli
27h 19-132-5-R9 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - + -
28h 19-133-33-R5 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - - +
29h 19-230-25-R1 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus + - - +
30h 19-231-49-R3 Zacapa Usumatlan Aldea el Chico R. prolixus + - - +
31h 19-133-33 R20 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - + -
32h 19-151-20 D1 Zacapa Zacapa Aldea Cimarrén T. dimidiata +/2 - - -
33h 19-001-39 R6 Zacapa La Unién Aldea Pefia Blanca R. prolixus +/2 - - +
34h 19-001-39 R7 Zacapa La Unién Aldea Pefia Blanca R. prolixus + - +(pélida) +
35h 19-001-39 R11 Zacapa La Union Aldea Pefia Blanca R. prolixus +/2 - - +
36h 19-001-39 R14 Zacapa La Union Aldea Pefia Blanca R. prolixus + - - +
37h 19-001-39 R17 Zacapa La Unién Aldea Pefia Blanca R. prolixus + - - +
38h 19-001-39 R19 Zacapa La Union Aldea Pefia Blanca R. prolixus +/2 - +(palida) +
39 19-001-39 R20 Zacapa La Union Aldea Pefia Blanca R. prolixus +/2 - - +
40h 19-001-39 R24 Zacapa La Union Aldea Pefia Blanca R. prolixus + - +
41h 19-131-24-R1 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - +
42h 19-131-24-R2 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - - +
43h 19-131-24-R4 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus + - - +
44h 19-131-24-R7 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - -
45h 19-131-20-R4 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 + + -
46h 19-131-20-R5 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - - -
47h 19-132-5-R2 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus ++ + + -
48h 19-132-5-R3 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus + - + -
49h 19-132-5-R5 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - + -
50h 19-132-5-R7 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - + -
51h 19-132-5-R8 Zacapa Zacapa Aldea Cerro Grande R. prolixus +/2 - + -
52h 19-171-47-D1 Zacapa Rio Hondo | Aldea Santa Rosalia Marmol | T. dimidiata +/2 - - -
53h 19-188-7-D1 Zacapa Rio Hondo Cenegal T. dimidiata +/2 - + -
54h 19-188-7-D5 Zacapa Rio Hondo Cenegal T. dimidiata + - - -
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Continuacién cuadro 16

Ubicacion Infeccion * | Linaje 1 | Linaje 2
Numero 1D Departamento | Municipio Localidad Vector gland. rec. TCll TCI T. rangeli
55h 19-230-32-R1 Zacapa Usumatlan Aldea EI Chico R. prolixus + - - -
56h 19-230-32-R11 Zacapa Usumatlan Aldea EI Chico R. prolixus +/2 - - -
57h 19-230-32-R14 Zacapa Usumatlan Aldea EI Chico R. prolixus +/2 - - -

+y -) muestras positivas y negativas respectivamente mediante PCR del mini exdn. * Infeccidn glandula rectal: nimero de
parasitos/ml en cada muestra: (+/2) 1.9 x 10°-3.1x 10°, (+) 3.1x 10°— 1.25 x 10°, (++) 1.25 x 10° — 2.5 x 10°, (+++) mayor a 2.5 x

10°gen del

Cuadro 17: Muestras de heces preservadas en urea de Chiquimula

Ubicacion Infeccion * | Linaje 1 | Linaje 2
Numero ID Departamento | Municipio Localidad Vector gland. rect. TCII TCI T.rangeli
11 20-046-39-R-2 Chiguimula Camotén Aldea El Anicillo R. prolixus ++ - - -
15 20-030-3-R-51 Chiquimula Camotan Caserio El Limar R. prolixus + - - -
16 20-030-5-R-9 Chiquimula Camotan Caserio El Limar R. prolixus + - -
17 20-046-39-R-6 Chiquimula Camotan Aldea El Anicillo R. prolixus + - - -
18 20-048-28-R-1 Chiguimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus + - - +
20 20-048-28-R-22 Chiguimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus + - - +
21 20-004-47-R-1 Chiguimula Olopa Aldea El Carrizal R. prolixus +++ - - +
23 20-021-8-R-5 Chiguimula Camotan Caserio El Quebracho | R. prolixus ++ - - +
26 20-001-19-R-2 Chiquimula Olopa Aldea El Carrizal R. prolixus - - +
27 20-021-8-R-2 Chiquimula Camotan Caserio El Quebracho | R. prolixus - - + (palida)
28 20-048-28-R-25 Chiguimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus - - -
29 20-049-102-R-18 Chiquimula Camotéan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - + (pélida)
30 20-076-93-R-11 Chiguimula Jocotén Aldea Orégano R. prolixus + - - -
31 20-004-47-R-3 Chiquimula Olopa Aldea El Carrizal R. prolixus +/2 - - -
32 20-129-5-R-4 Chiguimula Olopa Aldea La Prensa R. prolixus +/2 - - '
33 20-130-10-R-3 Chiguimula Olopa Aldea La Prensa R. prolixus +/2 - - +
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Continuacién cuadro 17

Ubicacion Infeccion * | Linajel | Linaje?2
Numero 1D Departamento | Municipio Localidad Vector gland. rect. TCII TCI T.rangeli
34 20-030-3-R-3 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - +
35 20-030-3-R-5 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - + (palida)
36 20-030-3-R-6 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - +
37 20-030-3-R-11 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - +
38 20-030-3-R-18 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - +
40 20-030-3-R-25 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
41 20-030-3-R-31 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
42 20-030-3-R-37 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
43 20-030-3-R-38 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - +
44 20-030-3-R-44 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
45 20-030-3-R-48 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
46 20-030-3-R-52 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
47 20-030-3-R-59 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - +
48 20-030-3-R-62 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
49 20-030-3-R-64 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
50 20-030-6-R-3 Chiquimula Camotan Caserio El Limar | R. prolixus +/2 - - -
51 20-035-10-R-4 Chiquimula Camotan Aldea El Tular R. prolixus +/2 - - -
52 20-046-54-R-1 Chiquimula Camotan Aldea El Anicillo | R. prolixus +/2 - - -
53 20-046-54-R-3 Chiquimula Camotéan Aldea El Anicillo | R. prolixus +/2 - - -
55 20-046-39-R-1 Chiquimula Camotan Aldea El Anicillo | R. prolixus +/2 - - -
56 20-046-39-R-10 Chiquimula Camotan Aldea El Anicillo | R. prolixus +/2 - - -
58 20-048-28-R-5 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - +
59 20-048-28-R-6 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
60 20-048-28-R-8 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
61 20-048-28-R-23 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
62 20-048-28-R-24 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
64 20-048-28-R-24 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - .
65 20-048-28-R-30 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
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Continuacién cuadro 17

Ubicacién Infeccion * | Linaje 1 | Linaje 2
Numero 1D Departamento | Municipio Localidad Vector | gland. rect. | TCII TCI1 | T.rangeli
67 20-049-102-R-2 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus + - - -
68 20-049-102-R-11 Chiquimula Camotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
70 20-076-92-R-12 Chiquimula Jocotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
74 20-076-93-R-8 Chiquimula Jocotan Dos Quebradas R. prolixus +/2 - - -
76 20-182-7-R-42 Chiquimula | Chiguimula | Caserio El Rincdn de Santa Barbara | R. prolixus +/2 - - -
99 20-027-6 R2 Chiquimula Camotan R. prolixus + - - +
100 | 20-021-6 R5 Chiquimula Camotan R. prolixus ++ - - -

+y -)muestras positivas y negativas respectivamente mediante PCR del gen del mini exén. * Infeccion glandula rectal: nimero de parasitos/ml en cada
muestra: (+/2) 1.9 x 10°-3.1x 10°, (+) 3.1x 10°— 1.25 x 10°, (++) 1.25 x 10° — 2.5 x 10%, (+++) mayor a 2.5 x 10°

Cuadro 18: Muestras de cultivos de tracto digestivo de T. dimidiata

Ubicacion Linaje 1 | Linaje 2
Numero ID Departamento Municipio Localidad Vector TCll TClI T. rangeli
2c 22-015-5 D1 Jutiapa El adelanto Las trojas T. dimidiata + + -
3c 22-013-4 D7 Jutiapa El adelanto Rio Chiquito T. dimidiata + + -
4c 22-012-8 D1 Jutiapa El adelanto Cerro de Piedra T. dimidiata + + -
6¢ 22-009-37 D1 Jutiapa El adelanto El Zar6n T. dimidiata - + -
8c 22-011-6A D1 Jutiapa El adelanto Cerro de Piedra T. dimidiata + + -
9c 22-011-6A D3 Jutiapa El adelanto Cerro de Piedra T. dimidiata + + -
10c 19-111-10 D1 Zacapa Huité San Miguel T. dimidiata + + -
15¢ Bote 9 D2 Jutiapa Acatempa T. dimidiata + + -
18c 20-095-16 D1 Chiquimula San Juan Ermita Encuentros T. dimidiata - + -
20c 22-027-15 D2 Jutiapa Yupiltepeque El Sauce T. dimidiata - + -
23c 6-015-12 D1 Santa Rosa Cuilapa El pinito T. dimidiata - + -
25¢ 6-001-4 D3 Santa Rosa Barberena Bijaques T. dimidiata + + )
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Continuacién cuadro 18

Ubicacion Linaje 1 | Linaje 2
Ndmero 1D Departamento Municipio Localidad Vector TCII TCI T. rangeli
26¢ 6-026-5 D3 Santa Rosa Cuilapa Laguna Seca T. dimidiata + + -
27¢ 6-024-9 D2 Santa Rosa Cuilapa San Juan Arana T. dimidiata + + -
29c 6-030-6 D1 Santa Rosa Santa Rosa de Lima Rinconcito T. dimidiata + + -
30c 6-060-8 D14 Santa Rosa San Rafael las Flores Estanzuela T. dimidiata - + -
33c 6-067-5 D16 Santa Rosa Casillas Llano Grande T. dimidiata + -
34c 6-067-5 D18 Santa Rosa Casillas Llano Grande T. dimidiata + + -
35¢ 6-079-1 D3 Santa Rosa San Juan Tecuaco El coyolito T. dimidiata - + -
36¢ 20-159-10 D2 Chiquimula Quetzaltepeque El Limon T. dimidiata + + -
39¢c 20-220-4 D1 Chiquimula Concepcién Las Minas Jicaro T. dimidiata + + -
42¢ 22-090-80 D1 Jutiapa Jutiapa El coyol T. dimidiata + + -
43c 22-071-2 D2 Jutiapa Zapotitlan Canoas T. dimidiata + + -
44c 6-086-24 D8 Santa Rosa San Juan Tecuaco La Basa T. dimidiata + + -
45¢ 22-127-38 D2 Jutiapa Comapa Madre Cacao T. dimidiata + + -
46¢ 6-144-32 D4 Santa Rosa Santa Cruz El Naranjo Agua Blanca T. dimidiata + + -
48c 22-055-7 D1 Jutiapa Zapotitlan Zapotitlancito T. dimidiata + + -
49c 6-121-9 D2 Santa Rosa Santa Maria Ixhuatan Media Legua T. dimidiata + + -
50c 22-154-139 D1 Jutiapa El Progreso Morén T. dimidiata + + -
51¢c 22-184-7 D1 Jutiapa Agua Blanca Calderas T. dimidiata + + -
52¢c 22-183-3 D1 Jutiapa Agua Blanca Calderas T. dimidiata + + -
53c 6-295-1 D2 Santa Rosa Oratorio El Amatillo T. dimidiata + + -
54¢ 6-303-1 D1 Santa Rosa Oratorio Los talpetates T. dimidiata - + -
55¢ 22-218-83 D2 Jutiapa Asucion Mita Lomas de Chavarria T. dimidiata + + -
56¢ 22-218-76 D1 Jutiapa Asucion Mita Lomas de Chavarria T. dimidiata + + -
57¢ 22-360-2 D1 Jutiapa Quezada Los Ranchos T. dimidiata + + -
58¢c 22-381-22 D2 Jutiapa San José Acatempa Tunillas T. dimidiata + + -
59¢ 21-045-12 D1 Jalapa San Luis Jilotepeque San Felipe T. dimidiata + + )
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Continuacién cuadro 18

Ubicacion Linaje 1 | Linaje 2
Ndmero 1D Departamento Municipio Localidad Vector TCII TCI T. rangeli
60c 22-310-7 D3 Jutiapa Jerez El Rescate T. dimidiata + + -
61c 22-324-292 D5 Jutiapa Atescatempa Contepeque T. dimidiata + + -
62¢c 22-327-69 D6 Jutiapa Atescatempa Contepeque T. dimidiata + + -
63c 22-327-69 D4 Jutiapa Atescatempa Contepeque T. dimidiata + + -
64c 6-356-6 D1 Santa Rosa Nueva Santa Rosa Anonillo T. dimidiata + + -
65¢ 6-352-10 D1 Santa Rosa Nueva Santa Rosa Concepcién Zacuapa T. dimidiata + + -
Metaciclicos

+y -)muestras positivas y negativas respectivamente mediante PCR del gen del mini exén
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G. Codigo SAS: Valores predictivos para tablas de contingencia.

1. Rhodnius prolixus

data TClpredTCI1;

input Test Response Count;
datalines;

0 0 35

1 0
0 11
1 2

PR RO

proc sort data=TClpredTCII;

by descending Test descending Response;
run;

proc freq data= TClpredTCll order=data;
weight Count;

tables Test*Response;

run;

proc freq data=TClpredTCll order=data;
where Response=1;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Sensitivity”;

run;

proc freq data=TClpredTCII;

where Response=0;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Specificity”;

run;

proc freq data=TClpredTCll order=data;
where Test=1;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Positive predictive value®;
run;

proc freq data=TClpredTCII;

where Test=0;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Negative predictive value®;
run;
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2. Triatoma dimidiata

data TClpredTCI1;
input Test Response Count;
datalines;

00 O
01 O
10 8
11 3

proc sort data=TClpredTClI;

by descending Test descending Response;
run;

proc freq data= TClpredTCIll order=data;
weight Count;

tables Test*Response;

run;

proc freq data=TClpredTCll order=data;
where Response=1;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Sensitivity”";

run;

proc freq data=TClpredTClI;

where Response=0;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Specificity”;

run;

proc freq data=TClpredTClIl order=data;
where Test=1;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Positive predictive value®;
run;

proc freq data=TClpredTClI;

where Test=0;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Negative predictive value-®;
run;
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3. Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata

data TClpredTCI1;
input Test Response Count;
datalines;

proc sort data=TClpredTClI;

by descending Test descending Response;
run;

proc freq data= TClpredTCIll order=data;
weight Count;

tables Test*Response;

run;

proc freq data=TClpredTCll order=data;
where Response=1;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Sensitivity”";

run;

proc freq data=TClpredTClI;

where Response=0;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Specificity”;

run;

proc freq data=TClpredTClIl order=data;
where Test=1;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Positive predictive value®;
run;

proc freq data=TClpredTClI;

where Test=0;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Negative predictive value-®;
run;
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4. Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata

data TCllpredTCl;

input Test Response Count;
datalines;

00 35

01 19

0 0

1 5

PR

proc sort data=TCllpredTClI;

by descending Test descending Response;
run;

proc freq data= TCllpredTCl order=data;
weight Count;

tables Test*Response;

run;

proc freq data=TClpredTCl order=data;
where Response=1;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Sensitivity”";

run;

proc freq data=TCllpredTCl;

where Response=0;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Specificity”;

run;

proc freq data=TCllpredTCl order=data;
where Test=1;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Positive predictive value®;
run;

proc freq data=TCllpredTClI;

where Test=0;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Negative predictive value-®;
run;
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5. Rhodnius prolixus

data TrpredTc;

input Test Response Count;
datalines;

0 0

3

R, R OO
=
NGO

proc sort data=TrpredTc;

by descending Test descending Response;
run;

proc freq data=TrpredTc order=data;
weight Count;

tables Test*Response;

run;

proc freq data=TrpredTc order=data;
where Response=1;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Sensitivity”";

run;

proc freq data=TrpredTc;

where Response=0;

weight Count;

tables Test;

exact binomial;

title "Specificity”;

run;

proc freq data=TrpredTc order=data;
where Test=1;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Positive predictive value®;
run;

proc freq data=TrpredTc;

where Test=0;

weight Count;

tables Response;

exact binomial;

title "Negative predictive value-®;
run;
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H. Resultados SAS: Analisis de valor predictivo

1. Rhodnius prolixus (TCI predice TCII)

Valor predictivo positivo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative

Response Frequency Percent Frequency Percent
1 2 15.38 2 15.38
0 11 84.62 13 100.00

Binomial Proportion
for Response = 1

Proportion (P) 0.1538
ASE 0.1001
95% Lower Conf Limit 0.0000
95% Upper Conf Limit 0.3500
Exact Conf Limits

95% Lower Conf Limit 0.0192
95% Upper Conf Limit 0.4545

Test of HO: Proportion = 0.5

ASE under HO 0.1387
Z -2.4962
One-sided Pr < Z 0.0063
Two-sided Pr > |Z] 0.0126
Exact Test

One-sided Pr <= P 0.0112

Two-sided = 2 * One-sided 0.0225

Sample Size = 13
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Valor Predictivo Negativo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative
Response Frequency Percent Frequency Percent
0 35 100.00 35 100.00
Binomial Proportion
for Response = 0
Proportion (P) 1.0000
ASE 0.0000
95% Lower Conf Limit 1.0000
95% Upper Conf Limit 1.0000
Exact Conf Limits
95% Lower Conf Limit 0.9000
95% Upper Conf Limit 1.0000
Test of HO: Proportion = 0.5
ASE under HO 0.0845
Z 5.9161
One-sided Pr > Z <.0001
Two-sided Pr > |Z] <.0001
Exact Test
One-sided Pr >= P 2.910E-11

Two-sided = 2 * One-sided 5.821E-11

Sample Size = 35



2. Rhodnius prolixus (T. rangeli predice T. Cruzi)

Valor Predictivo Positivo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative

Response Frequency Percent Frequency Percent
1 4 10.26 4 10.26
0 35 89.74 39 100.00

Binomial Proportion

for Response = 1

Proportion (P) 0.1026
ASE 0.0486
95% Lower Conf Limit 0.0073
95% Upper Conf Limit 0.1978
Exact Conf Limits

95% Lower Conf Limit 0.0287
95% Upper Conf Limit 0.2422

Test of HO: Proportion = 0.5

ASE under HO 0.0801
Z 4.9640
One-sided Pr < Z <.0001
Two-sided Pr > |Z] <.0001
Exact Test

One-sided Pr <= P 1.677E-07
Two-sided = 2 * One-sided 3.353E-07

Sample Size = 39
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Valor Predictivo Negativo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative
Response Frequency Percent Frequency Percent
1 9 100.00 9 100.00

Binomial Proportion
for Response = 1

Proportion (P)

ASE

95% Lower Conf Limit
95% Upper Conf Limit

Exact Conf Limits
95% Lower Conf Limit
95% Upper Conf Limit

Test of HO: Proportion =

ASE under HO

Z

One-sided Pr > Z
Two-sided Pr > |Z]

Exact Test
One-sided Pr >= P
Two-sided = 2 * One-sided

Sample Size = 9

RROR

O

0.5

oOOoOwo

o

.0000
-0000
.0000
.0000

.6637
-0000

.1667
.0000
.0013
.0027

.0020

0.0039
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3. Triatoma dimidiata (TCI predice TCII)

Valor Predictivo Positivo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative

Response Frequency Percent Frequency Percent
1 3 27.27 3 27.27
0 8 72.73 11 100.00

Binomial Proportion
for Response = 1

Proportion (P) 0.2727
ASE 0.1343
95% Lower Conf Limit 0.0095
95% Upper Conf Limit 0.5359
Exact Conf Limits

95% Lower Conf Limit 0.0602
95% Upper Conf Limit 0.6097

Test of HO: Proportion = 0.5

ASE under HO 0.1508
z -1.5076
One-sided Pr < Z 0.0658
Two-sided Pr > |Z] 0.1317
Exact Test

One-sided Pr <= P 0.1133

Two-sided = 2 * One-sided 0.2266

Sample Size = 11
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4. Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata (TCI predice TCII)

Valor Predictivo Positivo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative

Response Frequency Percent Frequency Percent
1 5 20.83 5 20.83
0 19 79.17 24 100.00

Binomial Proportion
for Response = 1

Proportion (P) 0.2083
ASE 0.0829
95% Lower Conf Limit 0.0459
95% Upper Conf Limit 0.3708
Exact Conf Limits

95% Lower Conf Limit 0.0713
95% Upper Conf Limit 0.4215

Test of HO: Proportion = 0.5

ASE under HO 0.1021
z -2.8577
One-sided Pr < Z 0.0021
Two-sided Pr > |Z] 0.0043
Exact Test

One-sided Pr <= P 0.0033

Two-sided = 2 * One-sided 0.0066

Sample Size = 24



Valor Predictivo Negativo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative
Response Frequency Percent Frequency Percent
0 35 100.00 35 100.00

Binomial Proportion
for Response = 0

Proportion (P) 1.0000
ASE 0.0000
95% Lower Conf Limit 1.0000
95% Upper Conf Limit 1.0000
Exact Conf Limits

95% Lower Conf Limit 0.9000
95% Upper Conf Limit 1.0000

Test of HO: Proportion = 0.5

ASE under HO 0.0845
z 5.9161
One-sided Pr > Z <.0001
Two-sided Pr > |Z] <.0001
Exact Test

One-sided Pr >= P 2.910E-11

Two-sided = 2 * One-sided 5.821E-11
Sample Size = 3
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5. Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata (TCII predice TCI)

Valor Predictivo Positivo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative
Response Frequency Percent Frequency Percent
1 5 100.00 5 100.00

Binomial Proportion
for Response = 1

Proportion (P) 1.0000
ASE 0.0000
95% Lower Conf Limit 1.0000
95% Upper Conf Limit 1.0000
Exact Conf Limits

95% Lower Conf Limit 0.4782
95% Upper Conf Limit 1.0000

Test of HO: Proportion = 0.5

ASE under HO 0.2236
Z 2.2361
One-sided Pr > Z 0.0127
Two-sided Pr > |Z] 0.0253
Exact Test

One-sided Pr >= P 0.0313
Two-sided = 2 * One-sided 0.0625

Sample Size = 5



Valor Predictivo Negativo

The FREQ Procedure

Cumulative Cumulative

Response Frequency Percent Frequency Percent
0 35 64.81 35 64.81
1 19 35.19 54 100.00

Binomial Proportion
for Response = 0

Proportion (P)

ASE

95% Lower Conf Limit
95% Upper Conf Limit

Exact Conf Limits
95% Lower Conf Limit
95% Upper Conf Limit
Test of HO: Proportion =
ASE under HO
Z

One-sided Pr > Z
Two-sided Pr > |Z]

Exact Test
One-sided Pr >= P
Two-sided = 2 * One-sided

Sample Size = 54

0.6481
0.0650
0.5208
0.7755

0.5062
0.7732

0.5

0.0680
2.1773
0.0147
0.0295

0.0201
0.0402
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