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FICHA RESUMEN

El parasito Trypanosoma cruzi es conocido como el agente causal de la enfermedad de Chagas. En
Bolivia, el vector principal de este parasito es el insecto Triatoma infestans (Triatominae, Reduviidae). En la
region de Lagunillas (Cordillera, Santa Cruz), en 8 comunidades (Curupaiti, E1 Tunal, Itaimi, Iviyeca, Tasete,
Tenta Piau, Yaiti y Yapumbia) se desarrollo el proyecto cientifico CHAGLAG que significa “Estudio de la
enfermedad de Chagas en la zona de Lagunillas”, donde se realiz6 el presente estudio que representa una linea
de base para colectar los datos necesarios para entender mejor las condiciones de transmision de la enfermedad

de Chagas en la zona y determinar la prevalencia de infeccion de Trypanosoma cruzi en Triatoma infestans.

Se muestrearon 195 viviendas entre las 8 comunidades del estudio, de estas, 48% resultaron infestadas
por Triatoma infestans, capturandose entre 1 y 153 ejemplares por casa mediante la técnica "busqueda activa”
que consiste en la revision de las instalaciones con linternas y pinzas. En total, se colectaron 1640 Triatoma
infestans (1142 ninfas y 498 adultos) tanto en el domicilio (dormitorios, cocinas, salas) como en el peri
domicilio (gallineros, trojes, depositos, corrales). Se seleccionaron al azar 883 de estos ejemplares, los cuales
fueron procesados por PCR analizando el tracto digestivo de los insectos en busqueda del parasito. La
prevalencia global fue de 4.99%, variando entre comunidades del 2% (en Iviyeca) al 10% (en El Tunal y

Curupaiti).

En cuanto a los DTUs (Discrete Typing Units) del parasito, la prevalencia global se dividi6 en 3% para
el DTU Tcl, 1.64% para el grupo [TcIl — TcV - TcVI] y 0.23% para el grupo [TcIll - TcIV], indicando que la

transmision era mas doméstica que silvestre.

La prevalencia de infeccion fue estadisticamente mas elevada en los triatominos capturados en el intra
domicilio (5,31%) que en el peri domicilio (1,98%), especialmente en los dormitorios, que fueron los ambientes

donde la prevalencia de infeccion fue la mas alta (4,71%).

En cuanto al estadio de desarrollo, los triatominos adultos resultaron mas infectados que las ninfas,
con 8,35% y 1,31% respectivamente. Sin embargo, en las 8 comunidades de estudio, la transmision de
Trypanosoma cruzi por Triatoma infestans obtuvo un nivel bajo, pero epidemiolégicamente significativo para
mantener una incidencia positiva. Se recomienda entonces iniciar un programa de control vectorial, tal como lo

presenta el proyecto CHAGLAG.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, también llamada Tripanosomiasis americana es una
antropozoonosis parasitaria histica y hematica cuyo agente etioldgico es Trypanosoma cruzi,
un protozoario flagelado hematofago que anida y se reproduce en tejidos (Szarfman, Urman
et al. 1975, Cardinal, Orozco et al. 2014). El parasito afecta a mamiferos incluyendo al
hombre, produciendo patologias terminales manifestindose con alteraciones cardiacas,
digestivas o neurologicas, que pueden conducir a la muerte (WHO 2002). Su area endémica
es limitado al continente americano que se extiende entre el paralelo 42° latitud Norte y el
paralelo 45° latitud Sur; actualmente constituye un problema de salud publica en
Latinoamérica donde 8 a 9 millones de personas en 21 paises son afectadas y 90 millones se

encuentran en riesgo de contraer la infeccion (WHO 2010).

La infeccion por el parasito procede de varias vias de contaminacion y en el hombre
la contaminacion a través de insectos vectores hematofagos de la subfamilia Triatominae es
responsable de aproximadamente 75% de los casos (Schofield 1985). La contaminacion por
via transfusional o por trasplante de 6rganos es la principal fuente fuera del area endémica
debido a migraciones de trabajadores a paises externos (Storino 1984, Tonn 1988). La
transmision congénita también puede tener un papel epidemioldgico importante (Howard,
Xiong et al. 2014), como en el sur de Bolivia donde la tasa de transmision puede llegar al
5.1% (Salas, Cot et al. 2007). Otras maneras de transmision menos frecuentes son los
accidentes de laboratorio (Herwaldt 2001), y el consumo de bebidas o alimentos
contaminados con las heces del triatomino en las cuales se encuentran los parasitos (Noya,
Diaz-Bello et al. 2010). En Bolivia por ejemplo se ha descrito un brote de transmision oral
en la region amazonica debido al consumo del jugo elaborado con el fruto de la palmera
Oenocarpus bataua, €l cual resulto estar contaminado con las heces de triatominos del género

Rhodnius (Duréan, Ali et al. 2012).

La infeccion guarda estrecha relacion con la ignorancia y la falta de higiene, la
Organizacion Mundial de la Salud la considera una enfermedad tropical desatendida y un
indicador de pobreza, que afecta a poblaciones con poca visibilidad y poca voz politica, causa

discriminacion y tiene impacto considerable sobre la mortalidad (WHO 2010, Ventura-
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Garcia, Roura et al. 2013). Tradicionalmente se limitd a zonas rurales pobres de Centro y
Sudamérica, donde se transmitia a través de vectores. En Bolivia los habitantes de viviendas
precarias infectadas estan expuestos continuamente a picaduras de vectores. Sin embargo, a
pesar de estos factores, la incidencia de infeccion por 7 cruzi en poblaciones humanas esta
entre 0,1% - 4% por afio en zonas hiperendémicas como el Chaco Boliviano (Feliciangeli,
Campbell-Lendrum et al. 2003, Samuels, Clark et al. 2013). La migracion interna reciente de
las zonas rurales a las urbanas, la transmision congénita y la donacion de sangre permitieron
que la enfermedad se propague a zonas no afectadas, principalmente las grandes zonas
urbanas (Bowman, Kawai et al. 2008), de esta manera la prevalencia de infeccion por 7. cruzi

en Bolivia llego a 6,1 casos por cada 100 habitantes (WHO 2015).

Aunque fue descubierta hace mas de 100 afios, continua ofreciendo desafios a los
investigadores para encontrar una cura a la infeccion que sigue siendo un problema relevante
social y econdmico en muchos paises de América Latina (Rassi Jr, Rassi et al. 2010), por ello
en la actualidad el control de los vectores es la principal forma de disminuir la proliferacion

de la enfermedad (Gainza 2011).

Existen varios métodos para la deteccion del parasito, como métodos de cultivo en
medios especificos, métodos directos de deteccion del Trypanosoma cruzi y métodos de
biologia molecular como la PCR, este ultimo ha sido una alternativa a las técnicas
convencionales ya que es capaz de detectar incluso fragmentos de parasito. Existen diferentes
PCR que utilizan diferentes dianas del parasito como el mini circulo del KADN y la secuencia
repetida del ADN satélite. Los diferentes protocolos de PCR permiten detectar el genoma de
un solo parasito e incluso cantidades inferiores, por lo que es una herramienta de gran utilidad

en los estudios de la enfermedad de Chagas (Riera 2013).

Dentro algunos factores que influyen en la persistencia de la enfermedad de Chagas
en nuestro entorno, tenemos la falta de informacion sobre esta enfermedad que llega a las
comunidades alejadas y la falta de percepcidn sobre la importancia del problema en la region,
por lo que existe la impostergable necesidad de fortalecer la ensefianza sobre el Chagas y
ademéds de otras patologias de impacto regional (Moretti 2012). También existen otros

factores que buscan ser analizados dentro este estudio para determinar si tienen alguna



influencia en la persistencia del parasito del Chagas a nivel de los triatominos, como el
estadio de desarrollo de estos insectos, su estado de nutricion, el lugar donde fueron

capturados dentro de las viviendas y entre las comunidades de estudio también.

2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Bolivia es un pais altamente endémico en enfermedad de Chagas, que muestra los
niveles mas altos de infeccion por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) en la poblacion y los indices
mas altos de infestacion domiciliaria por el vector Triatoma infestans (T. infestans) por sobre
otras especies, lo que lo convierte en el vector principal del parasito en el pais (Martinez,
Chavez et al. 2007), motivo por el cual se escogid a esta especie para detectar a 7. cruzi, ya
que es un vector que rapidamente se ha domiciliado y proliferado con prontitud en ambientes

humanos.

Las comunidades comprendidas en este estudio no contaban con datos previos sobre
la prevalencia de la enfermedad de Chagas, pero si habian presentado cifras de infestacion
de triatominos, por lo que se escogieron a las comunidades de Curupaiti, El Tunal, Itaimi,
Iviyeca, Tasete, Tenta Piau, Yaiti y Yapumbia para conocer su situacion inicial sobre la
enfermedad, todas ellas pertenecen al Municipio Lagunillas, Provincia Cordillera,
departamento de Santa Cruz, en la region del Gran Chaco. Dentro de esta region, 7. infestans
persiste por razones que permanecen pobremente definidas, hecho que aumenta las
posibilidades de transmision de 7. cruzi (Glrtler, Kitron et al. 2007). En la provincia
Cordillera, la region de Lagunillas presenta un nivel de pobreza de 88,5%, considerandose
como hogares pobres aquellos que no pueden satisfacer sus necesidades basicas (PDM 2007-
2011). En estos hogares los triatominos encuentran un ambiente propicio para su estadia,
reproduccion y anidacion, por ende, las probabilidades de infeccion por 7. cruzi en humanos
y contraer la enfermedad de Chagas se vuelven elevadas, ya que las viviendas se encuentran
hacinadas, y por lo general las paredes de estas no se encuentran revocadas, lo que permite

que los insectos puedan encontrar lugares donde esconderse.

En la zona de estudio existen datos recientes de prevalencia de infeccion del parasito en

habitantes de las comunidades (33%) (Lardeux, Torrez et al. 2018) y en animales domésticos



(2,6%) (Coca Rivero 2019) lo que coadyuva en la cadena epidemiologica de transmision de
T. cruzi. Por lo que es menester determinar si existen resultados similares de prevalencia en
T. infestans infectados con 7. cruzi en este estudio, para poder estimar los impactos de
medidas de control de la transmision o implementar programas de vigilancia epidemiologica
en estas comunidades. Es por eso que LEMUMSS! desarrolla el proyecto CHAGLAG
“Estudio de la enfermedad de Chagas en la region de Lagunillas™ que pretende estudiar la
transmision de la enfermedad en comunidades guaranies de la zona de Lagunillas y proponer
métodos de control sostenibles que involucren la participacion de los comunarios para
prevenir la transmision de la enfermedad en sus hogares. La linea de base del proyecto
consiste en estimar la prevalencia de 7. infestans infectados con 7. cruzi entre otros
parametros que seran parte de este proceso por portar el conocimiento previo de la tasa de
infeccion por 7. cruzi en comunidades guaranies antes de la implementacion de los métodos

de control.

' LEMUMSS: Laboratorio de Entomologia Médica de la Universidad Mayor de San Simén



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la prevalencia de infeccion de Trypanosoma cruzi en Triatoma
infestans en las comunidades guaranies de Curupaiti, El Tunal, Itaimi, Iviyeca,
Tasete, Tenta Piau, Yaiti y Yapumbia de la regiéon de Lagunillas, Provincia

Cordillera, Departamento de Santa Cruz.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFiCOS

e Capturar 7. infestans en ambientes domésticos y peri domésticos de las 8
comunidades de estudio a través del método de busqueda activa;

e Detectar la presencia de 7. cruzi en los insectos mediante PCR;

e (Calcular los indices de infestacion, densidad y concentracion de triatominos a
nivel de las comunidades;

e Determinar si existen factores bio ecoldgicos que influyan en la probabilidad de

presencia de 7. cruzi en triatominos de la especie 7. infestans.



4. MARCO TEORICO

4.1. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La Tripanosomiasis americana o también conocida como la Enfermedad de Chagas
s una parasitosis, cuyo agente causal es Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoario flagelado
de la familia Trypanosomatidae. Actualmente se sabe que los parasitos infectantes se hallan
en las deyecciones de un vector denominado Triatomino, las cuales salen y se introducen a
un organismo a través del orificio de la picadura, heridas o excoriaciones de la piel o
atravesando directamente la mucosa ocular, nasal o bucal. Los triatominos se describen como
insectos hematofagos pertenecientes a la subfamilia Triatominae, cominmente conocidos en
Bolivia como vinchucas, estos insectos solo existen en el continente americano, por lo que la
enfermedad es considerada endémica de Latinoamérica y abarca desde los estados fronterizos
del Sur de Estados Unidos hasta la Region del sur de Argentina y Chile (Pereira and Navarro
2013, WHO 2015).

Esta enfermedad se ha convertido en un problema de salud publica incluso en
regiones no endémicas debido a que existen otras vias de infeccion del parasito, como el
riesgo de infeccidn congénita y transmision por transfusion sanguinea de individuos
infectados; y esto es favorecido por la constante migracion de personas de Centro y Sur

América hacia paises desarrollados (Noya, Diaz-Bello et al. 2015).

La importancia de la parasitosis radica en su elevada prevalencia, grandes pérdidas
econdmicas por incapacidad laboral y la muerte repentina de personas aparentemente sanas

(Carrada-Bravo 2004).
4.1.1. Epidemiologia

Se estima que 10 millones de personas estan infectadas en todo el mundo, sobre todo
en América Latina, donde la enfermedad de Chagas es endémica. Més de 25 millones de
personas estan en riesgo de contraer la enfermedad y el ano 2008, se estimé que la
enfermedad de Chagas causo6 la muerte a mas de 10,000 personas. Aunque esta enfermedad

se distribuye principalmente en América Latina, en las ultimas décadas se ha observado en



Europa y algunos paises como Estados Unidos de América y Canada, los cuales presentan
casos asociados a esta enfermedad. Esto se debe principalmente a la movilidad de la

poblacion entre América Latina y el resto del mundo (WHO 2010).

La enfermedad se caracteriza clinicamente por la existencia de dos fases: aguda y
cronica; cada una de ellas con caracteristicas clinicas, criterios diagnosticos y terapéuticos
diferentes. En el caso particular de la transmision vectorial, la fase aguda se inicia con la
infeccion y generalmente pasa desapercibida debido a que no hay sintomas o son muy leves
y poco caracteristicos, en este momento es donde se encuentran circulando por el torrente
sanguineo una gran cantidad de parasitos. En la fase cronica de la enfermedad, se puede
producir miocarditis severa y menos frecuentemente agrandamiento de las visceras huecas,
tales como colon, estomago y otras visceras manifestindose con alteraciones cardiacas,
digestivas o neuroldgicas, que puede conducir a la muerte (Machado, Dutra et al. 2012,

Gonzélez Blanco, Pérez Fuentes et al. 2014).

4.1.2. Vias de infeccion

Hablando detalladamente de las vias de infeccion por el pardsito, la ya mencionada
transmision vectorial afecta principalmente al hombre, a especies de animales domésticos
(perros, gatos, cobayos, etc.) y mamiferos silvestres (roedores, marsupiales, armadillos, etc.)
(Rassi Jr, Rassi et al. 2010). La enfermedad también puede ser transmitida al hombre por
otros mecanismos, tales como la transfusion sanguinea, la transmision transplacentaria (de
madre a hijo), por la ingestion de alimentos y liquidos contaminados con 7. cruzi, y por
accidentes de laboratorio que estan relacionados con el manejo de parésitos (Noya, Diaz-

Bello et al. 2015).

4.1.3. Los insectos vectores

Los vectores de 7. cruzi son insectos hemipteros hematéfagos de la subfamilia
Triatominae que se desarrollan en 5 estadios ninfales (N1, N2, N3, N4 y N5) antes de llegar
a su etapa adulta. Los vectores mas importantes son Triatoma infestans (T. infestans) en
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Peru; Rhodnius prolixus en

Colombia, Venezuela y Centroamérica; Triatoma dimidiata en Ecuador y América Central;



y Rhodnius pallescens en Panama (OPS 2021). En general se conocen aproximadamente 141
especies adaptadas a varios entornos ecoldgicos, artificiales o naturales en asociacion

estrecha con sus huéspedes vertebrados (Telleria and Tibayrenc 2017).

Las especies de Triatominae de gran importancia epidemioldgica en cuanto a la
transmision al hombre, son aquellas que se encuentran en el entorno proximo a los humanos,
colonizando las habitaciones, viviendo en las grietas de las paredes y saliendo de noche para
alimentarse de la sangre de las personas dormidas, momento donde cominmente ocurre la
infeccion (Lent and Wygodzinsky 1979). La transmision ocurre por contacto de mucosas o
de piel herida con las heces del vector infectado que contiene al parasito en su tracto
digestivo. De hecho, al alimentarse, los triatominos se llenan de sangre, provocando la
excrecion y asi la liberacion de los parasitos en el medio exterior. Asi, un vector eficaz para
los humanos es un triatomino viviendo en el entorno cercano a la gente, capaz de defecar
rapidamente al momento de la picadura sobre la piel de su huésped. De las especies de
triatominos hoy reconocidas, solamente seis responderian a esta definicion: Triatoma
infestans, T. brasiliensis, T. dimidiata, T. sordida, Rhodnius prolixus y Panstrongylus

megistus (Schofield 1994).

En Bolivia se conocen 17 especies de triatominos (Martinez, Chavez et al. 2007), de
las cuales, Triatoma infestans (Figura 1) es el principal responsable por la transmision
domiciliar de la infeccion de 7. cruzi representando mas del 80% de todos los casos de
transmision de la enfermedad en los paises del Cono sur (Cassab, Noireau et al. 1999).
Triatoma infestans es una especie “domiciliada”, es decir que desarrolla todo su ciclo
bioldgico dentro de las viviendas (y en el peri domicilio), por tanto, cerca al hombre. Ademas,
esta especie tiene una tasa de reproduccion alta que permite la formacion de colonias grandes

en las viviendas y sus alrededores (Noireau 1999).



Figura 1.- Triatoma infestans

4.1.4. El parasito: Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un protista perteneciente a la clase Kinetoplastida, orden Trypanosomatida,
familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum, seccion
Stercoraria. Todos los miembros de la clase Kinetopldstida estdn caracterizados por la
presencia de un organelo peculiar que los define, llamado cinetoplasto que contiene una red
fibrosa de DNA, incluye también protozoos flagelados unicelulares que pasan por diferentes
etapas morfologicas (epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes). El género Trypanosoma
se caracteriza por utilizar dos huéspedes, uno vertebrado y otro invertebrado, para completar
su ciclo de vida y el subgénero Schizotrypanum retine los tripanosomas que se multiplican
en los vertebrados por via intracelular, de ahi que el nombre taxonémico completo es
Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi. La seccidon Stercoraria conforma a los tripanosomas
que se desarrollan hacia la forma infectante en el tracto digestivo del vector y contaminan el

mamifero por las deyecciones de éste. (Cassab, Noireau et al. 1999, Coura and Dias 2009).

En otras palabras 7. cruzi es un parésito intracelular del huésped vertebrado, el cual
es depositado en el lugar de la picadura arrastrado por las heces del vector hematdfago que
defeca después de la ingesta sanguinea. 7. cruzi es una especie heterogénea con gran
diversidad genética y fenotipica, clasificaAndose filogenéticamente en seis “unidades discretas
de tipificacion” (en Inglés: Discrete Typing Units o DTU) (Zingales, Andrade et al. 2009).
La plasticidad y variabilidad del genoma de 7. cruzi es elevada (Franzén, Ochaya et al. 2011)

confiriendo al parasito la capacidad de invadir un numero significativo de diferentes tipos



celulares, asi como tener diversos tropismos de tejidos, causando diferentes sintomatologias

y afecciones asociadas a la enfermedad de Chagas (De Pablos and Osuna 2012).

A lo largo de su ciclo evolutivo, el parasito sufre profundas alteraciones de forma
que, de modo general, reflejan su adaptacion al medio en que se localizan. Las formas
celulares reciben nombres diferentes en funcion de su aspecto general, de la manera como el
flagelo emerge del cuerpo celular y de la posicion relativa de dos importantes estructuras
intracelulares: el ntcleo y el cinetoplasto. Las diferentes formas celulares son epimastigote,

tripomastigote y amastigote (Figura 2) (Cassab, Noireau et al. 1999, Coura and Dias 2009).

Figura 2.- Formas celulares de Trypanosoma cruzi.

4.2. DETECCION DE TRYPANOSOMA CRUZI

Diversos estudios han establecido que 7. cruzi comprende un conjunto de poblaciones
de cepas que circulan entre los seres humanos, los reservorios animales y los vectores, ya
sean domésticos o silvestres. Ha sido posible aislar el parasito de diferentes hospederos y
zonas de un mismo pais, pudiendo asi observar grandes diferencias expresadas en la
morfologia de los tripomastigotes, los niveles de parasitemia, el tropismo por ciertos drganos,

asi como en el desarrollo de diversas patologias en los mamiferos infectados (incluyendo al
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ser humano, las que pueden ser desde dafos leves hasta la muerte) y la sensibilidad a los
medicamentos. Estas caracteristicas tan variables de las cepas de 7. cruzi han sido atribuidas
a diversas causas, como factores ambientales, inmunidad, virulencia (capacidad de
multiplicacion en el huésped), patogenicidad (capacidad de producir lesiones en los tejidos y
las respuestas inmunoldgicas), el paso por diferentes vectores y hospederos y finalmente el
contenido de DNA. Por lo tanto, el protozoario 7. cruzi presenta una marcada heterogeneidad
a nivel fenotipico y genético, por lo que ha sido posible investigarlo por diversos métodos

para correlacionarlo con los hallazgos clinicos y epidemiolégicos.

4.2.1. Técnicas de diagnostico de Trypanosoma cruzi

Las técnicas diagnoésticas estan encaminadas a detectar el parasito o bien a detectar la
respuesta inmune que se genera. El criterio para utilizar uno u otro test diagndstico se basa
en el conocimiento de la fase celular en que se encuentra el parasito o sospecha respecto a

que fase de la infeccion presenta el paciente (Riera 2013).

Entre los métodos para la deteccion del parasito en triatominos se encuentran los
métodos de cultivo en medios especificos, métodos directos de deteccion del Trypanosoma
cruzi y técnicas de biologia molecular como PCR y secuenciacion para la determinacion de

los DTUs (Telleria and Tibayrenc 2017).

4.2.2. Identificacion de los DTUs de Trypanosoma cruzi

Durante varios afios, numerosos marcadores moleculares se han utilizado para
caracterizar la estructura poblacional de 7. cruzi, con el objetivo de definir el nimero de
subgrupos existentes. En el siglo XXI, la comunidad cientifica avanzo en el conocimiento de
la diversidad de las poblaciones de 7. cruzi, por lo que actualmente las poblaciones naturales
del parésito se clasifican en seis unidades discretas de tipificacion o DTUs (Tcl, Tcll, Tclll,
TclV, TcV y TcVI), las cuales aparentemente se distribuyen diferencialmente entre las
diversas especies de triatominos, hospedadores mamiferos y habitats en distintas areas
geograficas dentro de las Américas (Ceballos 2010), pudiendo ser identificables por

marcadores genéticos, moleculares y/o inmunoldgicos (Duffy 2010).
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4.3. PREVALENCIA DE INFECCION EN TRIATOMINOS

La prevalencia de infeccion en los triatominos es uno de los pardmetros de interés
cuando se quiere estimar los impactos de medidas de control de la transmision o implementar
programas de vigilancia epidemiolédgica, junto con varios indices como la densidad de las
poblaciones domiciliadas o peri-domiciliadas, la frecuencia de invasion de las viviendas en
el caso de las especies no domiciliadas y la preferencia por la toma de sangre humana o de
otros vertebrados domésticos (Guhl 2013). Comparando los valores de estos indices antes y
después de una campaiia de control permite evaluar el impacto en cuanto a la evolucion de

la transmision.

4.4. SITUACION ACTUAL DE LA ENFERMEDAD EN BOLIVIA

En la primera reunién panamericana de la enfermedad de Chagas celebrada en
Argentina en 1949, el investigador Rafael Torrico, el padre de la enfermedad de Chagas en
Bolivia, presentd un trabajo sobre el conocimiento de la enfermedad de Chagas en Bolivia.
Dijo que T. infestans era el principal vector y el mas importante debido a su alto indice de
infeccion, su prevalencia y amplia distribucion, predominantemente en los valles, donde es

un anfitrién obligado en la mayoria de las casas (Telleria and Tibayrenc 2017).

Desde entonces, nuevos estudios han determinado que el area de dispersion de 7.
infestans, cubre mas del 60% del territorio, en zonas geograficas comprendidas entre los 300
a 3000 m.s.n.m. comprendiendo los departamentos de Chuquisaca, Tarija, Cochabamba,
Santa Cruz, La Paz y Potosi, con un total de 168 municipios y una poblacién en riesgo de

3.700.000 habitantes (ISSN 2015).

4.5. CONTROL DE LA TRANSMISION

Desde comienzos de la década de 1990, las medidas mas eficaces para el control de
la enfermedad de Chagas en Latinoamérica tratan de disminuir la transmision a través del
control de los bancos de sangre (WHO 2002) y a través del control vectorial por tratarse de
la forma de contagio mas importante (Schofield 1985, Bos 1988). El control vectorial

consiste actualmente en el rociado de las viviendas con insecticidas remanentes, tarea que
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corresponde en Bolivia al Programa Nacional de Control de Chagas (Rojas, Barrientos et al.
2007). Desde entonces la prevalencia a nivel general descendié notablemente, sin embargo,
la frecuencia de la transmision aumentd en zonas como la cuenca amazodnica (transmision
oral) y algunas partes del Gran Chaco (debido a resistencia del vector a los piretroides?)

(Gurevitz, Gaspe et al. 2013).

2 piretroides: son moléculas con actividad insecticida que se aplican a cosechas, plantas de jardines, animales domésticos
y también directamente a seres humanos.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. ZONA DE ESTUDIO

La recoleccion de triatominos se realizd en noviembre del 2017 y enero del 2018 en
ocho comunidades guaranies del Municipio de Lagunillas (Provincia Cordillera, Santa Cruz):
Curupaiti, El Tunal, Itaimi, Iviyeca, Tasete, Tenta Piau, Yaiti y Yapumbia (Tabla 1). Estas

comunidades estan dispersadas a lo largo de 64 km de un camino Norte-Sur (Figura 3).

Localidades Latitud Longitud Altitud Numero de  Numero de
(° decimales)  (° decimales) (m.s.n.m.) viviendas habitantes
Curupaiti -19.56 -63.64 916 38 260
El Tunal -19.62 -63.65 907 40 169
Itaimi -19.49 -63.67 841 38 239
Iviyeca -19.94 -63.63 957 40 187
Tasete -20.01 -63.64 853 20 110
Tenta Piau -19.56 -63.66 842 14 168
Yaiti -20.06 -63.64 865 16 117
Yapumbia -20.04 -63.64 864 8 47
Total 214 1297

Tabla 1.- Coordenadas geograficas y datos poblacionales de las 8 comunidades de estudio.

Figura 3.- Mapa de ubicacion del Municipio de Lagunillas y las 8 comunidades de estudio.
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El Municipio esta ubicado en la region geografica del Chaco, y sus caracteristicas
topograficas corresponden a las ultimas estribaciones de la Cordillera de los Andes,
constituida por pequefias colinas moderadamente escarpadas con regiones planas. Tiene una
temperatura media anual de 22°C y sus principales rios son el Parapeti, Nancahuazii, Taparasi
y la Laguna Pefia. En el Municipio existen grupos sociales de distinto origen como los Chafié,
Guarani, Valluno, Caray (o gente blanca) y la lengua guarani es la mas hablada al igual que
el castellano. Las comunidades se dedican principalmente a la produccion agricola
minifundista, con productos como el maiz, frijol, mani, zapallo, sandia, yuca y arroz; también
realizan ganaderia en poca escala, orientada mas que todo al consumo familiar con
subproductos como el queso y la leche. La actividad artesanal se limita al tejido, trabajo en
arcilla, madera y cuero, actividad que genera ingresos limitados. En su territorio contempla
la serrania de Incahuasi, un rico reservorio gasifero explotado por la empresa petrolera
TOTAL E&P. En cuanto a la estructura social, las comunidades indigenas guaranies escogen
anualmente a capitanes a cargo de cada comunidad, los cuales coordinan los asuntos

concernientes a la poblacion (PDM 2007-2011).

En las localidades de estudio, la disposicion de las casas es dispersa, pudiendo haber
separaciones de 100 metros o mas entre ellas y no existen muros que delimiten los territorios
entre propietarios. Las viviendas por lo general contienen varias estructuras que estan
construidas con diferentes materiales, como adobe, ladrillo, madera y tabique, y las paredes

las revocan con yeso, adobe, cemento o a menudo sin revoque (Figura 4).

Figura 4.- Viviendas de Curupaiti y El Tunal, tipicas de la zona de estudio.
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Otra convivencia que se observa es la permanencia de algunos animales domésticos
o de corral dentro las diferentes construcciones de las viviendas, ya sea empollando (en caso
de las aves como gallinas o patos) o caminando dentro de ellas (perros, gatos, chanchos y

cabras) (Figura 5).

Figura 5.- Animales domésticos y de corral habitando dentro las viviendas.

5.2. MUESTREO DE LOS TRIATOMINOS

5.2.1. Captura de los triatominos

Los triatominos se colectaron mediante la técnica de busqueda activa. Esta consiste
en investigar todos los dormitorios, cocinas, depdsitos y los anexos tales como los gallineros,
corrales, trojes, nidos de gallinas, etc., utilizando linternas de mano y pinzas largas para la
captura de los insectos. Se buscé principalmente en grietas y en hendiduras de las paredes
internas y externas de los hogares, en los muros de piedras, ladrillos y adobes préximos a las
viviendas, en las camas y colchones de las habitaciones, detrds de cuadros, ropa colgada en
las paredes y en todos los lugares propicios para el desarrollo de las colonias de triatominos
(Figura 6). Los triatominos capturados fueron colocados en frascos de pléstico, etiquetados

con un cddigo de captura en el cual se anot6 el codigo de la comunidad, de la vivienda, el
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tipo de construccion (dormitorio, gallinero, corral, troje, etc.) en la que fueron encontrados

los triatominos, en que pared o cama y si fue dentro o fuera de la habitacion.

Figura 6.- Técnica de busqueda activa.

Se visito todas las viviendas de las 8 localidades de estudio después de hablar con los
“capitanes” a cargo de cada localidad y explicarles el motivo de las visitas, ademas se
presentd a cada vivienda la hoja de informacion sobre el proyecto CHAGLAG y la hoja de

consentimiento, informando sobre la busqueda activa de triatominos en sus viviendas (Anexo

1).
5.2.2. Procesamiento de las muestras en el terreno

Al final de cada dia de muestreo, los triatominos de cada frasco de captura fueron
colocados individualmente en micro tubos de centrifugacion de 1.5 ml con alcohol al 70%
para su procesamiento ulterior en LEMUMSS? y el Instituto de Investigaciones Biomédicas
(IBISMED) en Cochabamba. Cada tubo fue enumerado en secuencia, reportando en una
hoja, el codigo de la captura, la especie del triatomino, sexo, estadio de desarrollo y su estado

de nutricioén (estomago con sangre o no).

3 Laboratorio de Entomologia Médica de la Universidad Mayor de San Simén
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5.3. IDENTIFICACION DE TRYPANOSOMA CRUZI EN LOS TRIATOMINOS

En los laboratorios de LEMUMSS e IIBISMED, el parasito 7. cruzi fue identificado
por PCR en el tracto digestivo de los triatominos mediante los siguientes procedimientos (1)
Diseccion del contenido intestinal de triatominos, (2) Extraccion del DNA y (3) PCR y

lectura del gel agarosa, que se detallan a continuacion.
5.3.1. Diseccion del contenido intestinal de triatominos

El contenido intestinal de cada triatomino fue obtenido por diseccion de los insectos
con material esterilizado (pinzas y tijeras), para cada triatomino se utilizé material de manera
individual para evitar la contaminacién de muestras entre individuos, siguiendo el protocolo
operativo estandarizado del LEMUMSS (Anexo 2) (Figura 7). Se deposit6 la muestra final
en tubos de 1.5 ml con 200 pl de buffer fosfato salino (Phosphate Buffered Saline en inglés,
o PBS) y se procedio a triturarla con las tijeras, posteriormente se refrigeraron a 4°C hasta su

procesamiento de extraccion de DNA para PCR.

Figura 7.- Proceso de diseccion del contenido intestinal de triatominos.
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5.3.2. Conformacion de grupos de contenido intestinal para extraccion de ADN

Para disminuir los costos de PCR, en vez de realizar extracciones individuales por
cada triatomino, se decidio extraer el DNA de 7. cruzi en grupos con 5 muestras digestivas
de los triatominos. Los grupos fueron constituidos a partir de las muestras individuales,
agrupadas por estadios de desarrollo y estado de nutricion. Para preparar cada grupo se
colocaron los 5 tubos con las muestras digestivas en el vortex y luego se extrajo 100 ul del
tracto digestivo triturado de cada tubo y se conformé una agrupacion de 500 pl con el tracto
digestivo de 5 insectos. Todo el procedimiento fue realizado segin el protocolo del

[IBISMED (Anexo 3).

5.3.3. Extraccion del DNA

Para aumentar el nivel de disolucion del material genético contenido en los grupos de
muestras y para evitar que se formaran particulas solidas, se afiadieron 200 ul de buffer de
lisis junto a 40 pl de proteinasa K por cada tubo de extraccion, dejandolos en disolucion a
55°C por minimo 12 horas. Luego, cada grupo fue sometido al proceso de extraccion de DNA
usando el protocolo “High Pure PCR Template Preparation Kit” del kit de extraccién (Roche,
Basel, Suiza) (Anexo 4).

5.3.4. Identificacion de Trypanosoma cruzi por PCR

Actualmente el parésito 7. cruzi se clasifica en seis unidades discretas de tipificacion
(Discrete Typing Units en inglés, o DTUs): Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV y TcVI, las cuales se
distribuyen diferencialmente entre las diversas especies de triatominos, hospedadores
mamiferos y hébitats en distintas areas geograficas dentro de las Américas (Ceballos 2010),
pudiendo ser identificables por marcadores genéticos, moleculares y/o inmunolégicos (Duffy

2010).

En el presente estudio, se utilizo el protocolo de Fernandes, Santos et al. (2001) que
consiste en una PCR Multiplex permitiendo identificar 3 grupos de DTUs, ([Tc I], [Tc 11, Tc
V, Tc VI], y [Tc III, Tc IV]). Para éste proceso se siguid los procedimientos del protocolo
operativo estandarizado de PCR Multiplex del IIBISMED que también describe las
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concentraciones y cantidades usadas en los reactivos y los ciclos de amplificacion de la PCR

(Anexo 5).

Para la interpretacion de los resultados, los productos de PCR, se visualizaron en geles
de agarosa al 3% en 100 ml de TAE (1X) y los geles se tifieron con 15 pl de SYBR Safe
DNA gel Stain. Para la corrida en la electroforesis se cargd 3 pul de buffer de carga (Azul de
bromofenol); 10 ul del volumen de la muestra, y 12 pl para el marcador de peso molecular
(HyperLadder IV), de 100 a 1000 pb (pares de bases). Posteriormente, los geles se sometieron
a un voltaje de 100 V durante una hora, y se visualizaron los resultados bajo el
transiluminador de luz UV. No hubo ninguna contaminacion, ya que los controles negativos
(guanidina) y el control blanco (agua tridestilada) no amplificaron ninguna banda y se esperd
que las muestras positivas y los controles positivos (ADN de 7. cruzi sacado del banco de
muestras del laboratorio de IIBISMED) amplifiquen bandas de 150, 200 o 250 pb, que son
los amplicones caracteristicos generados por los DTUs Tc I (200 pb), Tc II, Tc V y Tc VI
(250 pb) y Tc Il y Tc IV (150 pb) (Fernandes, Santos et al. 2001, Padilla, Alvarado et al.
2017). Para aquellos grupos de muestras donde el resultado no fue claro en las fotografias
tomadas en el transiluminador, se repitieron sus amplificaciones en una siguiente

electroforesis.

5.4. BASE INFORMATICA

Los datos colectados en el terreno para cada triatomino capturado y para cada
vivienda, asi como los resultados de la busqueda de 7. cruzi por PCR., fueron reportados en
una base de datos informatica. Para ello se us6 el programa RedCAP (Research Electronic
Data Capture) que permite el disefio rapido de una base de datos, la captura de datos
electronicos de manera conectada al internet (o no) y el almacenaje de los datos de manera

segura (Harris, Taylor et al. 2009).

5.5. ANALISIS DE DATOS

5.5.1. Presencia de Triatoma infestans en viviendas

Para realizar una comparacion de la infestacion de 7. infestans a nivel de las
comunidades, se calcularon los siguientes tres indices:
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a. Indice infestacion (II): de las viviendas visitadas, es el porcentaje de viviendas
positivas.
Numero de viviendas con triatominos

(%) = 100
(%) Numero total de viviendas visitadas *

b. Indice de densidad (ID): es el promedio de triatominos por vivienda visitada.

D Numero total de triatominos

Numero total de viviendas visitadas

c. Indice de concentracion (IC): es el promedio de triatominos por vivienda

positiva.

Numero total de triatominos

IC = — — - -
Numero de viviendas con triatominos

5.5.2. Prevalencia de Trypanosoma cruzi en Triatoma infestans

Al haber trabajado con grupos de cinco insectos para identificar a 7. cruzi, se
utilizaron técnicas estadisticas que permitieran estimar una prevalencia con un intervalo de
confianza del 95% a partir de los datos de grupos de muestras positivos y el total general.
Para dichos calculos, se uso el sitio Epitools, que permite utilizar las estadisticas adecuadas
cuando las muestras se encuentran agrupadas (Sergeant 2018). En este caso las calculadoras
de Epitools estaban especialmente disefiadas para estimar la prevalencia a partir de muestras
con un tamafio de grupo fijo (5 individuos por grupo), usando pruebas de sensibilidad y/o

especificidades de la PCR de deteccion del parasito del 100%.

5.5.3. Relaciones entre la infeccion por Trypanosoma cruzi en Triatoma infestans

y factores bio ecologicos
Los factores bioecologicos fueron los siguientes:

e [Elestadio de desarrollo del triatomino con 5 modalidades: N2, N3, N4, N5

y adultos, o con dos modalidades: ninfas y adultos.
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e  Suestado de nutricién con dos modalidades: flaco y alimentado.

e Laubicacion de la captura con dos modalidades: intra y peri domicilio.

e El lugar de captura en el cual fue encontrado el triatomino dentro la
vivienda con 5 modalidades: dormitorio, gallinero, intra de otros
ambientes, peri de otros ambientes y trojes, o con dos modalidades:
gallineros y dormitorios.

e La localidad de captura, con 8 modalidades correspondiente a las 8

comunidades del estudio.

Para cada factor, solo se tomaron en cuenta los tubos que contuvieran muestras
homogéneas, y se descartaron los tubos con muestras mezcladas relativamente al factor de
estudio. Por ejemplo, al estudiar la relacion entre el estado de nutricion (“flaco” /
“alimentado”) y la prevalencia de infeccion, se tomaron en cuenta los tubos en los cuales los
5 insectos fueran ya sea todos “flacos” o “alimentados” y se descartaron los tubos con
mezclas entre insectos “flacos” y “alimentados”. De esta manera, la cantidad de datos

presentes en cada factor bio ecoldgico variaron uno del otro en cuanto a la totalidad analizada.

Para estimar el grado de relacion entre la infeccion por 7. cruzi en los triatominos y
estos factores, se realizaron andlisis univariables (Odds-ratio y Chi-cuadrado) y
multivariables (Regresion logistica) usando el programa informatico Minitab 18.1 (Minitab

Inc., Pensilvania, USA).
5.5.3.1. Analisis univariables
Se realizaron dos tipos de analisis univariables, Odds-ratio y Chi-cuadrado:

Relacion de probabilidades (Odds-ratio en inglés): compara las probabilidades de
ocurrencia de eventos en base a varios factores. En el estudio fue usado para analizar cada

uno de los 5 factores bio ecologicos.

Para entender como interpretar esta estadistica, Minitab establece la comparacién
colocando los factores en 2 columnas dentro una tabla: nivel A y nivel B. El nivel B es el

nivel de referencia para el factor, (Minitab 2021).
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Relacion de probabilidades Intervalo de confianza de

Variable Nivel A Nivel B (Odds-ratio) 95%

FACTOR MODALIDAD1  MODALIDAD 2 3 (0,9; 9)

La interpretacion del Odds-ratio es la siguiente:

e Siel Odds-ratio > 1 significa que el evento es menos probable en el nivel B.

e Siel Odds-ratio < 1 significa que el evento es mas probable en el nivel B.

Chi Cuadrado: permite determinar si existe una relacion entre 2 variables
categoricas (cualitativas). El chi cuadrado fue usado para establecer si existian o no
relaciones entre los 5 factores bio ecologicos y los resultados de infeccion de los triatominos
por T. cruzi. Es necesario resaltar que esta prueba no sefiala el grado o el tipo de relacion
entre las variables; es decir, no indica el porcentaje de influencia de una variable sobre la otra
o la variable que causa la influencia (Goémez 2008). Para cada factor también se realiz6 su

prueba chi cuadrada siguiendo un nivel de confianza del 95% (a = 95%),

5.5.3.2. Analisis multivariables

Regresion logistica binaria: es un modelo estadistico en el que se desea conocer la
relacion entre una variable dependiente cualitativa dicotomica y una o mas variables
explicativas independientes, o covariables, ya sean cualitativas o cuantitativas (Berlanga
Silvente and Vila Bafios 2014). Para la prueba de regresion logistica binaria realizada en el
estudio, la variable dependiente se establecié como la respuesta a la presencia del parasito o
no en los triatominos, y las variables explicativas independientes fueron los factores de

estadio de desarrollo, estado de nutricion y la ubicacion de la captura en la vivienda.
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6. RESULTADOS

6.1. PRESENCIA DE TRIATOMA INFESTANS EN VIVIENDAS

Se evaluaron un total de 195 viviendas entre las 8 comunidades de estudio (91% del
total de casas) (Tabla 2), de las cuales se capturaron 1656 triatominos, de esta cantidad 16
pertenecian a la especie Triatoma sordida (T. sordida) y los restantes 1640 a la especie 7.
infestans, objeto de nuestro estudio. Existid sin embargo un renuente de 19 casas que no
fueron visitadas (9%) dado que estaban deshabitadas, no se encontraban los duefios 0 no se

permitio la visita.

. T. infestans Numero de Viviendas Viviendas positivas
Comunidad % p

capturados  viviendas visitadas con 7. infestans
Curupaiti 428 38 35 20
El Tunal 265 40 39 24
Itaimi 91 38 30 5
Iviyeca 381 40 38 16
Tasete 159 20 20 11
Tenta Piau 138 14 13 5
Yaiti 20 16 12 6
Yapumbia 158 8 8 6
Total 1640 214 195 93

Tabla 2.- Datos de captura de las viviendas.

Entre las 8 comunidades, el promedio de infestacion fue del 48%, siendo Yapumbia
la comunidad con el mayor valor (75%), y el valor mas bajo en Itaimi (17%) (Tabla 3). El
indice de densidad en general tuvo un promedio de 8 individuos por casa visitada, con el
valor méximo en la comunidad de Yapumbia (20) y el mas bajo en Yaiti (2). Sin embargo,
la mediana del indice de densidad obtuvo un valor de 0, esto quiere decir que al menos el
50% de los datos de captura de las casas visitadas no obtuvo capturas. En el indice de
concentracion, el promedio entre las 8 comunidades fue de 18 individuos por casa positiva,
esta vez la comunidad con el valor més alto fue Tenta Piau (28), y el mas bajo se registro

nuevamente en Yaiti (3). Aun asi, la mediana del indice de concentracion (6) indicé que al
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menos el 50% de los datos de captura por casa positiva obtuvo un promedio de 6 capturas
por casa. El rango maximo de capturas por casa positiva fue muy elevado en todas las
comunidades excepto en las comunidades de Yaiti (9) y El Tunal (36), este hecho elevo los
resultados en los indices entomologicos de las otras comunidades y marca una diferencia
notable entre los valores de la media y la mediana de los indices, también indica que existen
casas con una elevada infestacion de triatominos en comparacion con otras casas. Cabe
recalcar ademas que en la comunidad de Yaiti se captur6 la menor cantidad de triatominos

(20) y sus indices de densidad y concentracion fueron los mas bajos de las 8 comunidades.

Indice de densidad Indice de concentracion

Comunidad infeI:t:iccif')r(li i%) (d:]s?fl.oerst) Mediana (d:;ﬂ(::rst.) Mediana liail;g:;sgepzzﬁti:;a
Curupaiti 57 12,2 (27,7) 2 21,4 (34,2) 11 2-153

El Tunal 62 6,8 (9,6) 2 11 (10,2) 8,5 1-36

Ttaimi 17 3 (14,9) 0 18,2 (35,7) 1 1-82
Iviyeca 42 10 (30,4) 0 23,8 (4) 7,5 1-150
Tasete 55 7,9 (2) 1,5 14,4 (31,4) 6 1- 109
Tenta Piau 38 10,6 (25.,3) 0 27,6 (36,5) 2 1-76

Yaiti 50 1,7(2,7) 0,5 33(3) 2,5 1-9
Yapumbia 75 19,8 (40,5) 1 26,3 (45,7) 5 1-117
Total 48 8,4 (23,1) 0 17,6 (31,1) 6

Tabla 3.- indices entomolégicos de las 8 comunidades de estudio.

De los 1640 T. infestans capturados, 1142 individuos fueron ninfas (69,6%) a partir
de los cuales se los identifico y separd de acuerdo a su estadio de desarrollo (N1, N2, N3, N4
y N5), se identificaron a la vez 498 triatominos adultos, 302 machos (18,4%) y 196 hembras
(12%) (Tabla 4).
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Estadios de desarrollo

Comunidad NI N2 N3 N4 N5 Machos Hembras T .infestans
adultos adultas  capturados

Curupaiti 50 34 42 73 104 75 50 428
El Tunal 13 13 40 49 81 45 24 265
Itaimi 2 19 36 18 4 5 7 91

Iviyeca 17 52 60 51 50 94 57 381
Tasete 17 42 34 21 17 16 12 159
Tenta Piau 14 12 10 10 15 46 31 138
Yaiti 8 0 0 1 4 4 3 20

Yapumbia 44 22 39 11 13 17 12 158
Total 165 194 261 234 288 302 196 1640

Tabla 4.- Nimero de 7. infestans capturados por comunidades y estadio.

6.2. PREVALENCIA DE TRYPANOSOMA CRUZI EN TRIATOMA INFESTANS

6.2.1. Prevalencia global

Para el trabajo de laboratorio, los 1640 triatominos de 7. infestans fueron divididos
en subgrupos de acuerdo al estadio al que pertenecian y a su estado de nutricion (Tabla 5).
Se eliminaron 20 individuos que no contaban con informacion acerca de su estado de
nutricion, y quedaron 1620 triatominos con muestras digestivas disponibles, a partir de las
cuales se seleccionaron aleatoriamente 883 (54,4% del total) para su procesamiento en
biologia molecular por PCR (sin contar con el estadio ninfal 1 ya que la probabilidad de
encontrar el parasito en este estadio es muy baja), teniendo en total 177 grupos de muestras
de a 5 insectos cada uno. La distribucion de estos grupos segun los estadios fue la siguiente:
16 grupos del estadio ninfal 2 (80 individuos), 21 grupos del estadio ninfal 3 (105 individuos),
18 del estadio ninfal 4 (90 individuos), 23 del estadio ninfal 5 (115 individuos) y 99 grupos
de adultos (493 grupos).
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Estadios N1 N2 N3 N4 N5 Adultos Total
Alimentados 56 153 190 161 221 178 959
Estado de
Flacos 109 40 69 64 64 315 661
nutricion
Sin Informacion 0 1 2 9 3 5 20
Total 165 194 261 234 288 498 1640

Tabla 5.- Namero de 7. infestans capturados por estadio y estado de nutricién.

Del total de grupos de muestras analizadas por PCR, 40 resultaron positivos al

parasito 7. cruzi, a partir de los cuales se estim6 una prevalencia global para el estudio de

4,99% (s.d. 0,77). También se estimd la prevalencia de infeccion a nivel de los grupos de

DTUs del parésito, en total 24 grupos de muestras amplificaron 200 pb en la electroforesis

(para Tcl) (Figura 8), 13 grupos amplificaron 250 pb (para Tcll, TcIV y/o TcVI), y 2 grupos

amplificaron 150 pb (para Tclll y/o TcIV); en el caso de un grupo, amplifico 2 pares de bases

a la vez (200 y 250 pb), debido a que existia mas de un tipo de DTU en las muestras. Sobre

estos datos, la prevalencia calculada para el primer grupo (Tcl) fue de 3% (s.d. 0,059), para

el segundo grupo (Tcll, TcV y TcVI) fue de 1,64% (s.d. 0,59) y para el tercer grupo (Tclll y

TclIV) fue de 0,23% (s.d. 0,16).

Carriles 1-7,9 Grupos de 5 triatominos negativos
Carril 8 Grupo de triatominos positivo

Carril 10 Control negativo

Carril 11 Control positivo

MP marcador de peso molecular

Figura 8.- Productos amplificados en la electroforesis y ejemplo de un grupo positivo con 200 pb.

27




6.2.2. Relaciones con factores bioecoldgicos

6.2.2.1. Relacion con el estadio de desarrollo

La prevalencia de infeccion en los adultos fue de 8,35% (s.d. 1,36), 8 veces mayor a
la prevalencia de las ninfas en general que fue de 1,31% (s.d. 0,58). Esta diferencia entre
grupos de estadios era de esperarse, debido a que los adultos durante toda su vida, han tenido
mas oportunidades de infectarse que las ninfas. La relacion de probabilidad fue de 7.98,

estadisticamente significativa (Pearson P =0,0001) (Tabla 7 y Tabla 6).

Estadio de Nro.de Nro.de Grupos Prevalencia Intervalo de
desarrollo grupos insectos positivos  (desv. est.) al 95% confianza
N2 16 80 3 4,07 (2,30) 0,82 -11,48
N3 21 105 1 0,97 (0,96) 0,02 - 5,29
N4 18 90 1 1,13 (1,13) 0,02 - 6,17
NS5 23 115 0 0 0
Ninfas totales 78 390 5 1,31 (0,58) 0,43 - 3,05
Adultos 99 493 35 8,35 (1,36) 5,84 - 11,47
Total 177 883 40 4,99 (0,77) 3,58-6,74

Tabla 6.- Namero de grupos infestados con 7. cruzi de acuerdo al estadio de desarrollo y los
resultados de prevalencia de infeccion.

Factor Nivel A Nivel B Relacion de probabilidades  Intervalo de confianza de 95%

Estadio Adulto Ninfa 7,98 (2,95; 21,60)

Tabla 7.- Relacion de probabilidades en el factor de estadio de desarrollo.

En el grupo de las ninfas (estadios N2, N3, N4 y N5), no se observo un crecimiento
progresivo de valores entre los estadios como se esperaria (Tabla 6). Si bien la prevalencia
en las N2 fue de solo =4%, en los estadios N3 y N4 se observo a penas ~1% y 0% en las N5
aun cuando este grupo era compuesto de unos 115 grupos de muestras, los cuales estaban
repartidos en su mayoria entre 3 casas de Curupaiti, Iviyeca y El Tunal que juntos sumaron
el 36% de las muestras, los demas grupos estaban repartidos entre las demas comunidades.
Estas 3 viviendas y algunas de las demas tenian muestras positivas de otros estadios, por lo

que no se explica por qué no se hallaron valores positivos de prevalencia en las ninfas NS5.
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6.2.2.2. Relacion con el estado de nutricion

La prevalencia de infeccion en los insectos alimentados fue de 4,47% (s.d. 1,03), cuyo
resultado no fue significativamente diferente a la prevalencia en los insectos flacos con

5,74% (s.d. 1,19) de acuerdo a los analisis por chi cuadrado (Pearson P = 0.422) (Tabla 8).

Estado de Nro. de Nro. de Grupos Prevalencia Intervalo de
nutricion grupos insectos  positivos  (desv. est.) al 95% confianza
Alimentados 88 438 18 4,47 (1,03) 2,66 - 6,99
Flacos 86 430 22 5,74 (1,19) 3,61-8,58
Total 174 868 40 5,09 (0,78) 3,64 - 6,87

Tabla 8.- Numero de grupos infestados con 7. cruzi de acuerdo al estado de nutricion y los
resultados de prevalencia de infeccion.

6.2.2.3. Relacion con la ubicacion de la captura en la vivienda

La prevalencia de infeccion encontrada en individuos del intra domicilio fue de
5,31%, 3 veces mayor a la prevalencia de infeccion en el peri domicilio (1,98%) (Tabla 9).
La relacion de probabilidad fue de 2,98 estadisticamente significativa (Relacion de
verosimilitud P = 0,042) (Tabla 10). Esta diferencia podria ser atribuida a la circulacion
doméstica del parasito, pudiendo deberse a la presencia de mamiferos infectados dentro las

viviendas, ya sea domésticos o silvestres, o a la existencia de personas infectadas con Chagas

anteriormente.
C Nro.de Nro.de Grupos Prevalencia Intervalo de
Ubicacion . ..
grupos insectos positivos (desv. est.) al 95% confianza
Intra 88 438 21 5,31 (1,13) 3,29 -8,01
Peri 42 208 4 1,98 (0,98) 0,54 - 5,00
Total 130 646 25 4,18 (0,82) 2,71 - 6,12

Tabla 9.- Namero de grupos infestados con 7. cruzi de acuerdo a la ubicacion de captura en la
vivienda y los resultados de prevalencia de infeccién.

Factor Nivel A Nivel B Relacion de probabilidades Intervalo de confianza de 95%

Ubicacion en la Vivienda Intra Peri 2,98 (0,95;9,32)

Tabla 10.- Relacién de probabilidades en el factor de ubicacién de la captura en la vivienda.
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6.2.2.1. Relacion con el lugar de captura dentro la vivienda

Las modalidades “troje”, “intra (otros ambientes)” y “peri (otros ambientes)”, no tenian
un nimero suficiente de muestras para ser representativos (2, 3, 3 muestras respectivamente)
(Tabla 11). Sin embargo, las 2 muestras de los trojes salieron positivas, indicando que
probablemente los trojes (construcciones donde se guarda el maiz de las cosechas) son
lugares donde haya una circulacion regular del parésito. En los dormitorios la prevalencia de
infeccion (4,71%) fue 6 veces mayor que la prevalencia en los gallineros (0,93%). La relacion
de probabilidad entre ambas construcciones fue de 5,73 estadisticamente significativa
(Relacion de verosimilitud P = 0,047) (Tabla 12). Se confirma entonces nuevamente la
dominancia del parasito en un ambiente del intra domicilio (dormitorios) sobre un ambiente
del peri domicilio (gallineros), no obstante, aunque minima, queda evidente la presencia del
parésito en este Ultimo ambiente, y dado que las gallinas no pueden ser portadoras del

parésito, podria significar que exista una circulacion del parasito entre intra y peri domicilio.

Construccién Nro.de Nro.de Grupos Prevalencia Intervalo de
grupos insectos positivos  (desv. est.) al 95% confianza
Dormitorios 56 278 12 4,71 (1,33) 2,43 - 8,10
Intra (otros ambientes) 3 15 0 0 0
Troje 2 10 2 1 X
Gallinero 22 110 1 0,93 (0,92) 0,02 - 5,05
Peri (otros ambientes) 3 15 0 0 0
Total 86 428 15 3,76 (0,95) 2,11-6,13

Tabla 11.- Nimero de grupos infestados con 7. cruzi de acuerdo al lugar de captura dentro la
vivienda y los resultados de prevalencia de infeccién.

Factor Nivel A Nivel B Relacién de probabilidades  Intervalo de confianza de 95%

Construccion de la Vivienda Dormitorios  Gallineros 5,73 (0,69; 47,01)

Tabla 12.- Relacién de probabilidades en el factor lugar de captura dentro la vivienda.
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6.2.2.2. Relacion con la comunidad de captura

La mayor prevalencia de infeccion se encontrd en las comunidades de Curupaiti
(10%) y El Tunal (9,71%), seguida de la comunidad de Tenta Piau (4,71%), Itaimi (4,36%),
Yapumbia y Tasete (3,58%) y por tltimo Iviyeca (1,55%) (Tabla 13). La comunidad de Yaiti
no entrd en los analisis por no presentar grupos que contuvieran a todas sus muestras
individuales pertenecientes a la misma comunidad, esto debido a que todas las muestras

fueron escogidas aleatoriamente, y dentro de esta comunidad existian muy pocos individuos

capturados.
Comunidades Nro.de Nro.de Grupos Prevalencia Intervalo de
grupos insectos positivos (desv. est. al 95%)  confianza
Curupaiti 34 170 14 10,07 (2,58) 5,50 - 16,45
El tunal 20 98 8 9,71 (3,30) 4,15- 18,46
Itaimi 5 25 1 4,36 (4,28) 0,10 - 22,27
Iviyeca 40 200 3 1,55 (0,89) 0,32 - 4,45
Tasete 6 30 1 3,58 (3,52) 0,08 - 18,54
Tenta Piau 14 70 3 4,71 (2,66) 0,95 - 13,22
Yaiti 0 0 0 0 0
Yapumbia 6 30 1 3,58 (3,52) 0,08 - 18,54
Total 125 623 31 5,54 (0,97) 3,78 -7,78

Tabla 13.- Niumero de grupos infestados con 7. cruzi de acuerdo a la comunidad de captura y los
resultados de prevalencia de infeccion.

Las relaciones de probabilidad fueron estadisticamente significativas entre Iviyeca
vs. Curupaiti y El Tunal con 8,6 y 8,22 respectivamente (Pearson P = 0,026) (Tabla 14),

indicando que en Curupaiti y El Tunal la probabilidad de encontrar triatominos infectados es

8 veces mayor a la de Iviyeca.
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Relacion de Intervalo de

Nivel A Nivel B probabilidades  confianza de 95%

Curupaiti  Iviyeca 8,63 (2,21; 33,65)
El Tunal Iviyeca 8,22 (1,87; 36,04)
Curupaiti Tasete 3,50 (0,36; 33,30)
Curupaiti Yapumbia 3,50 (0,36; 33,30)
Tenta Piau  Iviyeca 3,36 (0,59; 19,08)
El Tunal Tasete 3,33 (0,32; 34,12)
El Tunal Yapumbia 3,33 (0,32; 34,12)
Itaimi Iviyeca 3,08 (0,25; 37,08)
Curupaiti Itaimi 2,80 (0,28; 27,79)
El Tunal Itaimi 2,66 (0,25; 28,43)
Curupaiti Tenta Piau 2,56 (0,60; 10,91)
Tasete Iviyeca 2,46 (0,21; 28,53)
Yapumbia Iviyeca 2,46 (0,21; 28,53)
El Tunal Tenta Piau 2,44 (0,51; 11,61
Tenta Piau  Tasete 1,36 (0,11; 16,57)
Tenta Piau  Yapumbia 1,36 (0,11; 16,57)
Itaimi Tasete 1,25 (0,05; 26,86)
Itaimi Yapumbia 1,25 (0,05; 26,86)
Tenta Piau  Itaimi 1,09 (0,08; 13,77)
Yapumbia  Tasete 1,00 (0,04; 20,82)
El Tunal Curupaiti 0,95 (0,30; 2,93)

Tabla 14.- Relaciones de probabilidades en el factor de comunidad de captura (con resultados
estadisticamente significativos resaltados en negrita).

6.2.2.3. Regresion logistica

En este andlisis entraron 94 datos de pooles en condicion homogénea que contenian
a los siguientes factores: estado de nutricion, ubicacion de la captura en la vivienda y el
estadio de desarrollo (separadas en categoria ninfa y adulta), resultando ser 21 grupos de
muestras positivas y 73 negativas (Tabla 15). Dado que la mayoria de los ambientes del intra
domicilio eran en su mayoria dormitorios y basicamente en el peri domicilio dominaban los

gallineros, no se encontro sentido tocar el factor del lugar de captura dentro la vivienda en la
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regresion logistica. Respecto al factor de la comunidad, también se tuvo que descartar por el
tipo de datos que requiere este analisis, ya que no todas las comunidades contaban con datos

tanto positivos como negativos para poder definir un resultado.

Resultado PCR
Factor Modalidad Negativo  Positivo Total

Flaco 30 13 43

Estadode ), oado 43 8 51
nutricion

Total 73 21 94

Adulto 41 20 61

Estadiode 3 1 33
desarrollo

Total 73 21 94

Ubicacion de Intra 49 18 67

la capturaen Peri 24 3 27

lavivienda 7 ) 73 21 94

Tabla 15.- Numero de grupos que resultaron positivos y negativos en la prueba de PCR de
acuerdo al estado de nutricion, estadio de desarrollo y ubicacion de la captura en la
vivienda.

Las relaciones de probabilidades indicaron que solo el estadio de desarrollo fue
estadisticamente significativo con un valor de 17,17 (P = 0,001) (Tabla 16), en cuanto a la
ubicacion de la captura en la vivienda, la relacion de la probabilidad fue 2,9 en favor al intra
domicilio pero no result6 significativo, al igual que el estado de nutricion con un valor de
1,34 en favor a los alimentados. En consecuencia, la ecuacion de la regresion logistica fue la

siguiente:
P=e"/(1+e")
Donde:

e P =probabilidad de presencia de T cruzi en T infestans
e Y=-451+0,293 (Alimentado) + 1,066 (Intra) + 2,84 (Adulta)

29 ¢

° os coeficientes para las demas modalidades “flaco”, “peri ninfa” fueron
L ficient las d dalidades “fl ”y “ninfa” fi

0.
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Factor Nivel A Nivel B Relacion de probabilidades  Intervalo de confianza al 95%

Estado de Nutricion Alimentado Flaco 1,34 (0,40; 4,40)
Estadio de Desarrollo Adulto Ninfa 17,17 (1,98; 148,95)
Ubicacion en la Vivienda Intra Peri 2,90 (0,67; 12,52)

Tabla 16.- Relacion de probabilidades en los factores de estado de nutricion, estadio de desarrollo
y ubicacion de captura en la vivienda.

A partir de la ecuacion se puede calcular la probabilidad de que un triatomino pueda
contener al parasito en base a estos 3 factores bioecoldgicos. La probabilidad mas alta se da
cuando el triatomino se encuentra como adulto alimentado del intra domicilio (P = 0,42)
mientras, un triatomino que sea ninfa, flaco y del peri domicilio tiene la probabilidad mas
baja (P = 0,01). Dependiendo de las diferentes combinaciones de las modalidades, los

resultados estan comprendidos entre estas 2 probabilidades (Tabla 17).

Estadio de desarrollo Adulto Ninfa

Ubicacién en la vivienda Intra Peri Intra Peri

Estado de nutricion Alimentado Flaco Alimentado Flaco Alimentado Flaco Alimentado Flaco
Probabilidad 0,42 0,35 0,20 0,16 0,04 0,03 0,02 0,01

Tabla 17.- Tabla de probabilidades de presencia de 7. cruzi en T. infestans en base a los factores
bioecologicos.
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7. DISCUSION

En el Chaco boliviano, 7. sordida no tiene un papel vector de importancia
epidemioldgica (Noireau, Brenicre et al. 1999), mientras que 7. infestans es el vector
principal de 7. cruzi en toda Bolivia (Romero Davalos 1979). Las capturas realizadas en las
8 comunidades de este estudio corroboraron esta informacion, al capturase 1640 T. infestans
y solamente 16 7. sordida (capturadas en el peri domicilio) representado 99% y 1% de las

capturas respectivamente.

Dentro este estudio se utilizé la técnica de PCR para identificar 7. cruzi en los
triatominos de 7. infestans, cuyo uso ha demostrado tener mayor sensibilidad que la
microscopia y el xenodiagnostico (Cevallos and Hernandez 2001), de esta manera, la
deteccion del parasito fue obtenida con la mayor exactitud posible. La prevalencia global de
T. cruzi en T. infestans fue de aproximadamente 5%, variando de 2% al 10% entre las
comunidades. Estos valores resultaron mas bajos que en otras zonas del Chaco donde se
observaron prevalencias promedias de 21,4% en la provincia de Velasco (Noireau, Breniere
et al. 1997), 24% en el municipio de Saipina (Pérez Cascales, Sossa Soruco et al. 2020) y
27,2% en la zona noreste del Chaco Argentino (Cardinal, Orozco et al. 2014). Esta
prevalencia de infeccion baja en la zona de estudio refleja también una infeccion baja de los
hospederos reservorios (humanos, animales silvestres peri domésticos y animales
domésticos). Se observo por ejemplo solamente 33% de infeccion en los habitantes de las 8
comunidades (Lardeux, Torrez et al. 2018), cifra en el rango inferior comparando con
prevalencias de otros estudios donde se obtuvo 39% en el municipio de Anzaldo -
Cochabamba (Mufioz Vera, Hervas Eid et al. 2004), hasta 54,4% en el noreste de Argentina
(Alonso, Fabre et al. 2009). Un solo espécimen de Rattus rattus (roedor) fue encontrado
positivo en la zona de estudio (Lardeux, Torrez et al. 2018) y solamente 2,6% de los perros
resultaron infectados en las 8 comunidades (Coca Rivero 2019) cuando, en esta misma zona

(region de Lagunillas) se observo una prevalencia de 9,6% en el ano 2005 (Guarachi 2006).

En el estudio, una de dos casas (48% de las casas) fue encontrada positiva por 7.
infestans, cifra en el rango inferior de acuerdo a otros estudios en la region del Chaco que

obtuvieron el 50.8% en la provincia de Velasco (Noireau, Breniere et al. 1997), 54,4% en el
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municipio de Saipina (Pérez Cascales, Sossa Soruco et al. 2020) y del 68,9% hasta el 96,7%
en la region de Camiri (Herrero 2010). Sin embargo, la infestacion en las viviendas no fue
homogénea existiendo algunas viviendas donde se capturaron grandes cantidades de insectos
(hasta més de 100 T. infestans). En promedio, se capturaron 6 insectos por vivienda, cifra en
el rango inferior de acuerdo a otros estudios en la region del Chaco donde mas del doble se
ha observado (Lardeux, Depickere et al. 2015), por ende la probabilidad de transmision del

parasito no debe ser muy alta en las comunidades de estudio.

En el proceso de transmision del parasito, se han identificado factores bio ecoldgicos
que elevan la probabilidad de infeccion en 7. infestans por parte de 7. cruzi, en particular se
tiene la edad del insecto (su estadio de desarrollo) indicando que los adultos, al tener mayor
tiempo de vida, han tenido un mayor numero de ingestas que las ninfas, y, por ende, mayor
probabilidad de haberse infectado con el parasito de 7. cruzi. Sin embargo, en este estudio,
si bien se encontraron N2 infectadas (prevalencia de infeccion del 4%) y adultos infectados
(prevalencia de infeccion del 8%), no se evidencio N5 infectadas, debiendo esperarse un
crecimiento progresivo de la prevalencia entre el 4% y 8% desde los estadios menores hasta
los mayores lo que no se observa en los resultados, pese a que se busco el origen de donde
fueron capturadas estas ninfas para dar razon a la falta de presencia del parasito, y no se ha
podido dar una explicacidon racional de por qué no hay muchos casos positivos entre los
estadios. Cabe recalcar también que la presencia de ninfas infectadas de otros estadios dentro

de las casas confirma la existencia de transmisién doméstica.

El estudio demostro que tanto la prevalencia de infeccion de los triatominos como el
numero de triatominos capturados, fueron mas elevados en el domicilio (especialmente en
los dormitorios) que en el peri domicilio, que concuerda con otro estudio en el municipio de
Saipina donde capturaron el 56% de los triatominos en interiores y 43,8% en exteriores (Pérez
Cascales, Sossa Soruco et al. 2020). Este resultado indica que aun cuando la transmision de
T. cruzi es baja, esta ocurre principalmente en los dormitorios donde los humanos se
encuentran mas expuestos. Es por eso que al colonizar asi los domicilios, 7. infestans queda
como el vector mas importante de la enfermedad de Chagas en Bolivia (Noireau, Breniére et
al. 1999). Dentro las comunidades de estudio, la transmision de 7. cruzi encajé como una

transmision doméstica, como corrobora la presencia de los DTU Tcl (61,6% de los DTUs) y
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Tcll, V, y VI (33,7% de los DTUs) que son principalmente marcadores de ciclos domésticos
y fueron hallados en mayor proporcion (Breniere, Aliaga et al. 2012), por lo que los humanos
parecen ser el reservorio mas probable del parasito. Sin embargo, no se descarta pequefios
ingresos de ciclos silvestres en el area doméstico, ya que también se identifico el grupo con
los DTU Tc Il y IV (4,7% de los DTUs) en los resultados, que son mdas raramente
muestreados en toda el area endémica, se hallan en zonas andinas e intermedias y parecen
ser especifico de los ciclos selvaticos, con pocos informes de infeccion humana (Brenicre,

Aliaga et al. 2012).

La estructura, composicion y uso del predio doméstico también juegan un rol
importante en el peligro de la transmision de 7. cruzi al promover la presencia de animales
domésticos y silvestres reservorios y hospederos, en los cuales también se han encontrado
casos positivos de 7. cruzi en la zona de estudio, en perros y roedores (Lardeux, Torrez et al.
2018, Coca Rivero 2019), asi que la probabilidad de transmision del parasito por animales

reservorios también es un hecho.

En general, la permanencia de los triatominos en las viviendas ocasiona un riesgo
para la transmision del pardsito al hombre y puede deberse a que los habitantes no combaten
con eficacia la presencia del insecto, por ejemplo, realizando limpiezas profundas y continuas
de sus viviendas y mejoramiento fisico de sus habitaciones (como el revoque de las paredes
para eliminar las grietas donde se esconden los triatominos). Segun estudios, la limpieza de
las viviendas se realiza en las comunidades guaranies de Bolivia pero la regularidad de esta
varia entre ambientes, como en el patio, lugar que se limpia mas a diario (42,9%) ya que es
el lugar donde transcurre la vida cotidiana, donde se cocina y se come, y la zona donde se
conversa; en segundo lugar esta la vivienda (28,6%) que se limpia entre una y dos veces al
mes y por ultimo el corral y/o gallinero (7,1%) que se limpia una vez al afio (Verdu and Ruiz
2003). Para acotar, es necesario saber que la estabilidad de la vivienda ofrece proteccion a
los triatominos contra variaciones climdticas y depredadores. Los materiales de construccion
y el estado del domicilio pueden permitir su permeabilidad, asi como ofrecer sitios de refugio
y estabilidad climatica que los beneficia. La composicion y la organizacion interna de la
vivienda (muebles, enseres, cuadros, adornos y otros) también pueden ofrecer escondites

adecuados al vector y cercanos a los humanos y animales, favoreciendo su permanencia. El
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agrupamiento de multiples viviendas, su distribucion y el grado de modificacion convierten
al ambiente doméstico en un hébitat diferenciado en el paisaje que permite la inclusion de las
poblaciones de 7. infestans como se observo en este estudio. Su conectividad con las demas
casas y construcciones peri domesticas (gallineros, depositos, corrales, trojes) establece la

dinamica del flujo del parésito (Valdez Tah, Huicochea Gémez et al. 2015).
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8. CONCLUSION

El presente estudio tuvo la funcion de ser unos de los estudios preliminares del
proyecto CHAGLAG “Estudio de la enfermedad de Chagas en la zona de Lagunillas” cuyo
objetivo es demostrar que un control vectorial a largo plazo en comunidades Guaranies es
posible, introduciendo métodos de control simples con la participacion comunitaria. 8
comunidades de la regiéon de Lagunillas fueron parte del proyecto y el presente trabajo
evidenci6 en la zona la presencia de poblaciones de Triatoma infestans, principal vector de
la enfermedad de Chagas. Asi mismo, se demostré no solamente la infestacion de las
viviendas por parte de los triatominos (en particular el intra domicilio representado por los
dormitorios), sino también la infeccion de los insectos por parte del parasito 7. cruzi, el
agente causal de la enfermedad de Chagas, con una prevalencia global de aproximadamente

5%.

Aun cuando la prevalencia del parasito en triatominos en la zona resulto baja, el riesgo
de transmision sigue siendo epidemioldgicamente preocupante, al igual que en toda la region
del chaco boliviano, donde a pesar de los esfuerzos de control vectorial (basado en el control
quimico) realizados por el Programa Nacional Chagas desde hace décadas, la transmision de
la enfermedad de Chagas atn persiste. El presente estudio demostrd la legitimidad del
proyecto CHAGLAG en la zona, complementando las herramientas clasicas de control del
Chagas (deteccion, seguimiento de los casos y control vectorial quimico), con otras técnicas
que incluyen el mejoramiento del entorno doméstico y peri domestico con la participacion

comunitaria.
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Anexo 1. Hoja de informacion y de consentimiento del proyecto CHAGLAG

Propédsito del proyecto

El Proyecto CHAGLAG tiene como propdsito demostrar que un control efectivo y a
largo plazo de la transmision de la enfermedad de Chagas es posible en la region de
Lagunillas, usando un arsenal de métodos simples complementarios a la estrategia de
rociados insecticidas del Programa Nacional. El proyecto puede dividirse en 3 etapas

proponiendo lo siguiente:

* Primera etapa: Analizar la situacion de la enfermedad de Chagas en 8 comunidades
guaranies de la zona de Lagunillas: Iviyeca, Tasete, Yapumbia, Yaiti, Itaimi, El
Tunal, Curupaiti y Pueblo Nuevo (Tenta Piau)

* Secunda etapa: Implementar estrategias de control de vectores tales como el
mejoramiento de vivienda, el manejo de los animales domésticos, basadas en las
técnicas locales simples, baratas, con participacion comunitaria.

* Tercera etapa: Evaluar la efectividad y la sostenibilidad de las intervenciones
mediante indicadores de salud, antes durante y después de la intervencion, tales como
la prevalencia e incidencia de la enfermedad en los habitantes, prevalencia e
incidencia en los perros y otros animales domésticos, infestacion de casas por
triatominos, densidades de triatominos en las casas, etc.), y comparar estos indices
con sus valores al inicio del proyecto.

Beneficios

Quisiéramos invitarle a participar en este estudio porque Ud. vive en esta area y puede
tener informacion importante sobre la enfermedad. Al participar en el estudio, no habra
beneficio personal directo o compensacion para Ud., pero el estudio serd util para la
comunidad en la que vive, para toda el 4rea y en general para el pais. Le otorgaremos
informacion personalizada sobre la enfermedad, explicandole de manera sencilla y
entendible. En esta investigacion no proveeremos ningun servicio de salud, pero les daremos
sugerencias sobre qué hacer y a cudl servicio de salud acudir cuando se sospeche de un

miembro de la familia que pueda tener la enfermedad de Chagas.

Tipo de estudio, duracion de las encuestas y procedimiento

Durante el desarrollo del proyecto vamos a hacerle varias visitas para conocer mejor
sus condiciones de vida, la relacion que Ud. y su familia tiene con la enfermedad, le
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pediremos permiso para buscar y colectar los triatominos en su casa y las demas dependencias
(corrales, trojes etc.), le pediremos hacer un diagnodstico de la enfermedad a Ud. y a los
miembros de su familia, y también a algunos de sus animales domésticos. Tomaremos fotos
en el interior y exterior de su domicilio a fines de andlisis de datos y discusion para conocer
las condiciones en las cuales se pueden desarrollar los triatominos y asi encontrar soluciones

para eliminarlos. Cada visita no tomard mas de 30 minutos.

Esperamos que coopere con nosotros al compartir sus datos personales y la de los

miembros de su familia. Si usted esta de acuerdo procederemos con las encuestas.

Riesgo e incomodidad

Hay un bajo riesgo de que comparta informacion confidencial o se sienta incomodo(a)
hablando de algunos temas o dejando que nuestro equipo entre a su propiedad a tomar
muestras de animales. No queremos que esto ocurra y Ud. puede rehusarse a contestar o a no
participar en parte de la encuesta si siente que las preguntas son confidenciales o le

incomodan los procedimientos.

Confidencialidad y Privacidad

Escribiremos un cddigo para cada hogar y no se escribira el nombre o identificacion
de la familia en las fotos. Su nombre y otra identificacion personal solo seran conocidas por
el equipo que los visitard y no sera parte de sus respuestas. Sus respuestas seran
confidenciales, por lo que nadie las leerd excepto algunos miembros del equipo de
investigacion. La informacion y fotografias seran guardadas en nuestra oficina y destruidas
después del estudio por el personal de investigacion. Su identidad sera protegida en cualquier

presentacion publica en reuniones o publicaciones.

Diseminacion

Habra pequenias reuniones en las comunidades que forman parte del estudio, en la que
se presentaran resultados. Después de estas reuniones publicaremos los resultados para que
otras personas con interés en el tema puedan aprender de este estudio. El material de
publicacion serd enviado al Ministerio de Salud y Deportes y al Programa Nacional y
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Departamental de Chagas. Si quiere el material al final del estudio, con gusto se lo

proporcionaremos.
Participacion Voluntaria

La participacion al proyecto es voluntaria, pero, si no quiere participar en el estudio,
puede parar la entrevista en cualquier momento. Si tiene preguntas puede preguntarme ahora
o durante la entrevista. Cuando terminemos la entrevista contestaré todas sus preguntas. Si
quiere saber algo méas sobre el estudio y nos hemos ido, puede contactar a las siguientes

personas.

Dr. Fréderic Lardeux — Laboratorio de Entomologia Médica, UMSS-Carrera de
Biologia Cochabamba. Tel: (4) 44127437

Dra. Lineth Garcia— Laboratorio de Biologia Molecular, IBISMED-UMSS- Facultad
de Medicina. Cochabamba Tel: (4) 4539490 - 4232206

Nombre del Participante (o huella digital)

Nombre del Investigador

Firma del Participante

Firma del Investigador

C.I. Participante

C.I. del Investigador

Fecha:

Consentimiento Informado

para la busqueda de vinchucas en la vivienda y encuesta CAP

He sido invitado a participar en la investigacion sobre Chagas titulada *“: Estudio de
la Enfermedad de Chagas en la zona de Lagunillas (Santa Cruz)” que se hara en nuestra
comunidad. Se me entrevistara durante 30 minutos aproximadamente. Las preguntas seran
sobre los miembros de mi hogar, lo que conozco sobre Chagas, lo que pienso sobre la
enfermedad y lo que hago o puedo hacer para prevenir el Chagas. S¢ que me pueden hacer
preguntas personales. Responderé honestamente a las preguntas y cooperaré con el

entrevistador.
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Se me ha dicho que el propdsito del estudio es encontrar las razones para la
transmision de la enfermedad y como se pueden controlar. Este estudio le dira al grupo de

investigacion lo que se puede hacer para prevenir y controlar el Chagas.

Después de la entrevista podran observar algunas cosas en mi hogar. Entraran a la
casa para realizar una busqueda de las vinchucas. Colectaran vinchucas y se las llevaran a su
laboratorio para estudios ulteriores. El grupo de investigacion me informo que le proyecto
tiene una duracion de 5 afios, asi que regresara en el transcurso del estudio para completar la

encuesta con otros tipos de encuestas y asi conocer la evolucion de la situacion en mi hogar.

S¢é que el estudio beneficiara a todos los que viven en nuestra zona. Yo me beneficiaré
junto con ellos. Ahora debo hablar con ellos y darles mi tiempo. Puede ser que me sienta
incomodo compartiendo mi estilo de vida personal, pero me han dicho que mi identidad
nunca serd publicada. Lo que muestre y lo que diga no se ligard a mi nombre. S6lo el grupo
de entrevista me conocera, pero los reportes no tendran mi nombre. También se me ha dicho
que tengo el derecho de parar la entrevista y retirar mi consentimiento de participar en el
estudio en cualquier momento que quiera. Mi atencion médica no cambiard de manera alguna
si dice que no. Si tengo preguntas durante la entrevista se me daréd la respuesta. Si tengo
preguntas después, s¢ a quién debo contactar y en donde. He leido o se me ha leido la
informacion anterior. Me han explicado el propoésito del estudio. Consiento voluntariamente
a participar en el estudio. S¢ que puedo parar la entrevista y rehusarme a participar en el
estudio en cualquier momento. Rehusar a participar no afectard mi acceso a los servicios de

salud que provee el gobierno.

Nombre del Participante y/o Huella dactilar del participante
Firma del Participante Fecha ...(dia/ mes/ aiio)......... ...
C.I Participante:

Testigo

He sido testigo de la lectura total del formulario de consentimiento por el participante
de la entrevista y las encuestas entomologica y de animales donde el entrevistado ha tenido
la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el entrevistado ha dado consentimiento

voluntario.
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Nombre del testigo
Firma del testigo Fecha ...(dia/ mes/ aiio)............
C.L Testigo:

Nombre del Investigador
Firma del Investigador Fecha ...(dia/ mes/ aiio)............
C.I. del Investigador:

Una copia de este consentimiento ha sido dada al participante

(inicializado por el investigador/asistente):
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Anexo 2. Protocolo operativo estandarizado de diseccion de triatominos

e Retirar al triatomino del tubo con alcohol con una pinza estéril y colocarlo en una toalla
de papel.
e Proceder con la diseccion de acuerdo al estadio en el que se encuentre:
e Ninfas de segundo y tercer estadio: cortar solo el abdomen y depositarlo en un tubo
nuevo.

Verter 200 pl de PBS en el tubo donde esta la muestra.

Pulverizar la muestra digestiva dentro el tubo con PBS con tijeras entomologicas
estériles.

Retirar el resto del triatomino al tubo de origen en el que estaba con alcohol al 96%.

Las tijeras y pinzas entomologicas usadas se depositan en lavandina al 10% y
detergente.

o Ninfas de cuarto y quinto estadio: Agarrar al triatomino de las 6 patas para que estas
no interfieran o no sean cortadas en el proceso.

Abrir al triatomino por la regién abdominal con un corte frontal, cortando los
bordes en la regién que une la parte dorsal y ventral del triatomino.

Extraer el tracto digestivo del triatomino cuidadosamente con pinzas entomoldgicas
y verter el contenido en un nuevo tubo.

Verter 200 pl de PBS en el tubo donde esta la muestra.

Pulverizar 1la muestra digestiva dentro el tubo con PBS con tijeras entomolégicas
estériles.

Retirar el resto del triatomino al tubo de origen en el que estaba con alcohol al 96%.

Las tijeras y pinzas entomologicas usadas se depositan en lavandina al 10% y
detergente.

e Adultos: Agarrar al triatomino de las 6 patas para que estas no interfieran o no sean
cortadas en el proceso. Levantar también las alas cuidadosamente para proceder a la
diseccion.

Abrir al triatomino por la region abdominal con un corte frontal, cortando los
bordes en la region que une la parte dorsal y ventral del triatomino.

Extraer el tracto digestivo del triatomino cuidadosamente con pinzas entomoldgicas
y verter el contenido en un nuevo tubo (retirar las gonadas del insecto), si es que el
triatomino estd alimentado, extraer de 30 a 50 mg del tracto. Si el triatomino no
estd alimentado, depositar el tracto digestivo completo.

Verter 200 pl de PBS en el tubo donde esta la muestra.
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e Pulverizar la muestra digestiva dentro el tubo con PBS con tijeras entomologicas
estériles.

e Retirar el resto del triatomino al tubo de origen en el que estaba con alcohol al 96%.

e Las tijeras y pinzas entomologicas usadas se depositan en lavandina al 10% y
detergente.

e Depositar los tubos con las muestras digestivas en refrigeracion a 4°C.
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Anexo 3. Protocolo operativo estandarizado de conformacion de pooles de triatominos

e [Esterilizar el material a usar sometiéndolo a luz ultra violeta por 10 minutos.

e Afiadir 200 pl de guanidina a las muestras digestivas, que fueron mezcladas en 200 pl de
PBS previamente (V/V), para su conservacion. En total tendremos al menos 400 pl de
muestra digestiva individual.

e Vortexear 10 segundos cada tubo y luego colocar al spin por 4 segundos.
e Formar cada pool genético con 5 muestras digestivas individuales de triatomino.

e Registrar en una planilla los codigos de las 5 muestras digestivas al momento de formar
cada pool, asignando un co6digo nuevo al pool conformado.

e La estrategia para agrupar las 5 muestras digestivas por pool debe seguir las siguientes
instrucciones:

o Deben estar agrupadas de acuerdo al estadio del triatomino (N1, N2, N3, N4, N5
y adultos), para que la cantidad de tracto digestivo extraido sea igual en todas las
muestras digestivas y tengamos un valor representativo por pool.

o Una vez estén agrupadas por estadios, dividir de acuerdo al estado de nutricion,
para mantener muestras homogéneas y del mismo tamaiio.

o Portltimo, terminar de agrupar de acuerdo a la localizacion en que fue encontrado
cada triatomino, si fue en la peri o intra domicilio.

e Para formar el pool genético, extraer 100 ul de cada una de las 5 muestras digestivas (usar
un tip diferente para extraer por cada muestra).

e Como resultado, cada pool contendra 500 pl de volumen.
e Vortexear 10 segundos cada tubo y luego colocar al spin por 4 segundos.

e En caso de salir positivo el pool genético, tendremos volumen disponible para realizar
una segunda extraccion de la muestra digestiva individual.
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Anexo 4. Protocolo operativo estandarizado de extraccion

e [Esterilizar el material a usar sometiéndolo a luz ultra violeta por 10 minutos.
e Trabajamos con un estandar de 10 muestras por cada proceso de extraccion (9 pooles mas
un control negativo que contenia Guanidina).
o Etiquetar previamente 10 tubos vacios con los datos de los pooles y el control negativo
().
e A continuacién, vortexear 10 segundos la proteinasa K y alicuotar 40 pl de este a cada
uno de los tubos vacios.
e Anadir 200 pl de Buffer de Lisis a cada tubo (Tissue Lisis Buffer) y proceder a cerrar los
tubos para evitar que se contaminen entre ellos al momento de afnadir el material genético.
e Pasamos a vortexear por 10 segundos los pooles que vamos a procesar
e Agarrar uno de los tubos etiquetados y afiadir 200 pl del pool que le corresponde.
e Cerrar el tubo, vortexear 10 segundos y luego colocar al spin por 4 segundos.
e Repetir los mismos pasos con el restante de pooles y el pool negativo.
e Sellar cada tubo con papel Parafilm.
e Meter las 10 muestras al termomixer debidamente distribuidos a 55°C toda la noche
(Over night).
e Al dia siguiente alistar y alicuotar los reactivos que vamos a necesitar de acuerdo a la
cantidad de muestras que tenemos mas una, en caso de error:
o EB = Buffer de Elusion: 100 pl x muestra
o BB = Biding Buffer: 200 pl x muestra
o ISO = Isopropanol: 100 ul x muestra
o IRB = Buffer Removedor de Inhibidores: 500 pl x muestra
o WB = Washing Buffer: 1000 ul x muestra (este reactivo se aplica dos veces)
e Sacar las muestras del termomixer y lo subimos de 55 a 70°C.
e Spinnear las muestras 4 segundos.
e Agregar 200 pl de BB a cada tubo de manera vertical.
e Vortexear todas las muestras de 10 a 15 segundos y luego colocar al spin por 4 segundos.

e Meter las muestras al termomixer junto con el EB a 70°C por 10 minutos.
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Sacar las muestras del termomixer y colocar al spin por 4 segundos (dejamos el EB a
70°C en el termomixer).

Anadir 100 pl de isopropanol a cada muestra de manera casi vertical (se forma una fase
diferenciada en la parte de arriba de la muestra).

Vortexear todas las muestras de 10 a 15 segundos y luego colocar al spin por 4 segundos.
Alistar los tubos tipo columna del kit de extraccion y acomodarlos en la gradilla.

Dentro de los tubos tipo columna colocar los tubos filtro y etiquetar estos tltimos con los
datos de los pooles que se estan procesando.

Anadir dentro de cada tubo filtro toda la muestra del pool que le corresponde.

Colocar los tubos a la centrifuga con cuidado durante 1 minuto a 8000 rpm (revoluciones
por minuto).

Alistar nuevos tubos tipo columna en la gradilla.

Sacar las muestras de la centrifuga, colocar los tubos filtro a los nuevos tubos tipo
columna y desechar los anteriores.

Anadir 500 pl de IRB a cada tubo tipo filtro de manera vertical.

Colocar los tubos a la centrifuga con cuidado durante 1 minuto a 8000 rpm (revoluciones
por minuto).

Alistar nuevos tubos tipo columna en la gradilla.

Sacar las muestras de la centrifuga, colocar los tubos filtro a los nuevos tubos tipo
columna y desechar los anteriores (las muestras deben salir transparentes para saber que
no hay inhibidores, en caso de salir amarillo volver a lavar cada muestra con 500 pl de
PBS o Buffer de Fosfatos).

Anadir 500 ul de WB a cada tubo tipo filtro de manera vertical.

Colocar los tubos a la centrifuga con cuidado durante 1 minuto a 8000 rpm (revoluciones
por minuto).

Alistar nuevos tubos tipo columna en la gradilla.

Sacar las muestras de la centrifuga, colocar los tubos filtro a los nuevos tubos tipo
columna y desechar los anteriores.

Anadir nuevamente 500 ul de WB a cada tubo tipo filtro de manera vertical.
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Colocar los tubos a la centrifuga con cuidado durante 1 minuto a 8000 rpm (revoluciones
por minuto).
Alistar ahora tubos de centrifuga nuevos en la gradilla sin rotular.

Sacar las muestras de la centrifuga, colocar los tubos filtro a los nuevos tubos y desechar
los anteriores de tipo columna.

Colocar los tubos a la centrifuga con cuidado durante 10 segundos a 12500 rpm
(revoluciones por minuto).
Alistar otra vez nuevos tubos de centrifuga y etiquetar cada uno con los datos y codigos
de los pooles, la fecha y las iniciales del investigador.

Sacar las muestras de la centrifuga, colocar los tubos filtro a los recientes nuevos tubos
rotulados previendo que corresponda cada muestra con sus datos correctos y desechar los
anteriores que no estaban rotulados.

Anadir 100 pl de EB a cada tubo (el EB debe encontrarse a una temperatura de 70°C).
Colocar los tubos a la centrifuga con cuidado durante 2 minutos a 8000 rpm (revoluciones
por minuto).

Sacar las muestras de la centrifuga, desechar los tubos tubo filtro y cerrar los tubos de
centrifuga rotulados con el ADN extraido.

Refrigerar las muestras de ADN extraidas que se encuentra en los tubos a -20°C.
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Anexo 5. Protocolo operativo estandarizado de PCR Muiltiplex

e Limpiar y esterilizar el material a usar sometiéndolo a luz ultra violeta por 10 minutos.

e Trabajamos con un estandar de 23 muestras por cada proceso de PCR (18 muestras con
material genético, 2 controles negativos de Guanidina, 2 controles positivos de 200 y 250
pb cada uno y un control blanco de agua tridestilada).

e Alistar el material genético que se va a usar descongelandolo previamente.

e Alistar los reactivos para preparar el Mix de la PCR en una gradilla (excepto la Taq
Polimerasa, dejarla dentro el refrigerador) y alicuotar el volumen que se va a necesitar de
acuerdo a la cantidad de muestras que tenemos mas una, en caso de error.

e Preparar el Mix dentro un tubo de centrifuga de 1.5 ml de volumen.

e Empezar por el Buffer NH4 (2.5 pul por prueba 1X).

e Continuar por el MgCl, (1 pl por prueba 1X).

e Anadir el INTP Mix (0.75 pul por prueba 1X).

e Colocar el primer Tc I (1 pl por prueba 1X), y continuar con el primer Tc II, Tc III, Tc
IVyTcV.

e Anadir agua tridestilada (13.5 pl por prueba 1X).

e Por ultimo, agregar Taq Polimerasa (0.25 ul por prueba 1X), sacar del refrigerador y
proceder rapidamente para que no se descongele.

e Vortexear el tubo con el Mix 5 segundos y luego al spin 4 segundos.

e Alistar nuevos tubos PCR de acuerdo al nimero de muestras que se va a procesar y
colocar 23 pul del Mix principal a cada uno de los tubos PCR.

e Enuno de estos tubos PCR afiadir 2 pl de agua tridestilada y rotular como control blanco.

e Para proceder con los controles positivos, negativos y las muestras de ADN, hay que
vortexear las antes de usar.

e (Comenzar alicotando 2 pl de los controles negativos en los tubos PCR y rotularlos.

e Seguir con las muestras de ADN y afiadir 2 pl por muestra, rotular debidamente cada
tubo PCR de acuerdo al nimero de muestra que le toco.

e Por ultimo, anadir 2 pl de los controles positivos a los tubos PCR y rotular.

e Meter todos los tubos PCR preparados al spin por 4 segundos.
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e Colocar los tubos PCR dentro el termociclador y distribuirlos equitativamente, anotando
el orden en el que se los est4 posicionando, luego colocar la maquina en Modo Multiplex
para un volumen final de 25 pl y dejar correr por 34 ciclos (2 horas y media

aproximadamente).

PREPARACION DEL GEL AGAROSA

e Disolver 3 gramos de agarosa en 100 ml de TAE al 1X; para ayudar a diluir rapidamente
meter en periodos de un minuto al microondas evitando que el TAE se evapore.

e Cuando el agar se encuentre tibio, afiadir 15 pl de SYBR Safe DNA gel Stain.

e Alistar la caja de electroforesis y los peines que se vayan a utilizar, asegurar que estén
en un meson nivelado para que las muestras corran debidamente.

e Mezclar y vaciar el gel a la caja de electroforesis con calma (evitar la formacion de
burbujas en el gel y de pelusas) y esperar a que se solidifique.

e Sacar las muestras de ADN del termociclador y asegurarse de que no haya habido errores
ni modificaciones en el proceso, luego meter los tubos al spin por 4 segundos.

e Retiramos los peines del gel agarosa y nos alistamos para alicotar dentro los pocillos.

e Sobre un pedazo de papel Parafilm, con un tip mezclar 3 pl de Buffer de Carga (Azul de
Bromofenol) con 10 pl de volumen de la muestra de ADN y meter la carga hasta la mitad
de uno de los pocillos; repetir el mismo proceso con el resto de muestras de ADN.

e Para el Marcador de Peso (HyperLadder IV) mezclar 6 ul de este con 3 ul del Buffer de
Carga y colocar en los pocillos asignados.

e Una vez que alicotamos todos los pocillos, zambullir el gel de agarosa en la electroforesis
con agua TAE a 0.5X y dejar correr a 100 V por una hora.

e Retirar el gel cuidadosamente de la electroforesis y llevarla al transiluminador.

e Visualizar los resultados bajo el transiluminador de luz UV, esperando que las muestras
positivas y los controles positivos, produzcan un producto de 150, 200 o 250 pb.

e Guardar los resultados plasmados en una foto en un computador e imprimir dicha foto y

apuntar los resultados en un cuaderno de laboratorio.
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La mezcla preparada en la PCR (Mix) uso6 los siguientes reactivos de la linea BIOLINE

(Tabla 18):

Reactivos Concentracion Volumen

p/1X

Agua Tridestilada -- 13,5 pl
Buffer NH4 10X 2,5 ul
MgCl, 50 mM 1 ul

dNTPMix 20 mM 0,75 pl
Primer Tc I 10 uM 1 ul
Primer Tc II 10 uM Il
Primer Tc III 10 uM I ul
Primer Tc IV 10 uM Il
Primer Tc V 10 uM I ul

Taq 1 U/ul 0,25 ul
TOTAL 23 ul
ADN -- 2 ul
TOTAL 25 ul

Tabla 18.- Reactivos utilizados para preparar la mezcla PCR.

En la amplificacion del ADN molde se requirio multiples ciclos térmicos, en este
trabajo se utiliz6 34 ciclos térmicos con variaciones de temperatura entre 94, 50 y 72°C. En
la tabla siguiente (Tabla 19) se detalla las condiciones en el cual se incub6 la Mix en el

termociclador en Modo Multiplex:

Paso Temperatura | Tiempo Ciclos
1 94°C 5 min 1
2 94°C 30 seg
3 50°C 30 seg 34
4 72°C 30 seg
5 72°C 7 min 1
6 4°C oo

Tabla 19.- Periodos de incubacion de las muestras en el termociclador — Modo Multiplex
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