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RESUMEN

Prevalencia de infeccion e identificacién de DTU’s circulantes de
Trypanosoma cruzi en Dipetalogaster maximus (Reduviidae: Triatominae)
de unalocalidad del municipio de La Paz, Baja California Sur.

La Enfermedad de Chagas es una enfermedad zoondtica transmitida por
vectores conocidos como. El objetivo de este estudio fue es determinar la
prevalencia de infeccidén por Trypanosoma cruzi (T.cruzi) y su diversidad genética
en Dipetalogaster maximus (Reduvidae: Triatominae) de B.C.S. Se determind la
colecta de D. maximus en la localidad de San Pedro del municipio de La Paz en
B.C.S durante verano e invierno mediante 3 métodos de muestreo (colecta
comunitaria, cebo humano y cinta doble cara) y se registraron los datos
climatolégicos como temperatura, humedad y altura. Se llevé a cabo la
identificacion entomologica a través de estereoscopia segun Lent vy
Wygodzinsky, 1979. Se determiné infeccién por T. cruzi y diversidad genética
mediante PCR utilizando el kit PureLinkTM genomic DNA mini-kit (Invi-
trogen®, Carlsbad, USA para la extraccion de ADN. Se utilizaron los primers TCZ
1y TCZ 2. Para la deteccion de las DTU’s en T.cruzi se utilizaron los primers TC,
Tcly Tc2. Se colectaron un total de 47 ejemplares. La prevalencia de infeccién
por T.cruzi en D.maximus fue de 12.7%, 16.6% en verano y en invierno de 8.6%
sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas; La DTU identificada

fue Tcl.

Palabras clave

Baja California Sur,  Triatominae, Enfermedad de Chagas, Chinche



ABSTRACT

Prevalence of infection and identification of circulating DTU's of
Trypanosoma cruzi in Dipetalogaster maximus (Reduviidae: Triatominae)
from alocality in the municipality of La Paz, Baja California Sur.

Chagas disease is a zoonotic and vector-borne disease known as Chagas
disease. The objective is to determine the prevalence of infection by
Trypanosoma cruzi (T.cruzi) and its genetic diversity in Dipetalogaster maximus
(Reduvidae: Triatominae) from B.C.S. Dipetalogaster maximus was collected in
the locality of San Pedro in the municipality of La Paz in B.C.S. during summer
and winter using 3 sampling methods (community collection, human bait and
double-sided tape) and climatological data such as temperature, humidity and
altitude were recorded. Entomological identification was carried out by
stereoscopy according to Lent and Wygodzinsky, 1979. T. cruzi infection and
genetic diversity were determined by PCR using the PureLinkTM genomic DNA
mini-kit (Invi-trogen®, Carlsbad, USA). TCZ 1 and TCZ 2 primers were used. TC,
Tcl and Tc2 primers were used for the detection of DTU's in T.cruzi. A total of 47
specimens were collected. The prevalence of T.cruzi infection in D.maximus was
12.7%, 16.6% in summer and 8.6% in winter with no statistically significant

differences; the DTU identified was Tcl.

Key words.

Baja California Sur, Triatominae, Chagas disease, bug.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una
enfermedad causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi
(Kinetoplastida: Tripanosomatidae) (Lynn et al., 2020). Segun la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) es considerada una enfermedad desatendida
debido a su relacién con la pobreza y a que afecta a poblaciones en condiciones
de marginacion (OPS, 2022). Se estima que en el mundo existen alrededor de 6
a 7 millones de personas infectadas (OMS, 2022). En México se estiman
alrededor de 4,06 millones de casos de infeccion y 29.5 millones en riesgo de
contraer la enfermedad (Arnal et al., 2019). Segun la regidn geogréafica las cepas
de Trypanosoma cruzi circulantes pueden diferir. En la actualidad las cepas se
clasifican segun unidades de tipificacion discreta (Tcl-TcVI y TcBat), esta
clasificacion es asociada a la presentacion clinica que desencadena en la
persona infectada. En México se ha documentado la presencia de 6 cepas en
regiones del centro y sur del pais. Sin embargo, se desconoce la cepa circulante

en BCS.

La enfermedad de Chagas se transmite principalmente por la via vectorial
(Euzébio et al., 2021). El vector es un insecto hematofago de la subfamilia
Triatominae, (de Fuentes-Vicente et al., 2018). En el territorio mexicano se
encuentran documentadas 31 especies transmisoras de la enfermedad (Salazar
schettino et al., 2010). Baja California Sur alberga el vector de Triatominae
endémico, altamente agresivo y de mayor tamafio en el mundo, hasta ahora

descrito llamado Dipetalogaster maximus (Flores-Lopez et al 2021). Pocos
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articulos han descrito los habitats naturales de D. maximus (Jiménez et al., 2003;
Jiménez y Palacios, 1999; Ryckman y Ryckman, 1967). En 1999 se demostro
gue la especie puede habitar en zonas rurales peridomésticas e intradomésticas.
La prevalencia general escrita de la infeccion en el vector en tres colonias de la
ciudad de La Paz, data de 1999 y fue de 2.9%. Sin embargo, no existen estudios

actualizados sobre la infeccidon en el vector en la region mencionada.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue determinar la
prevalencia de infeccién con Trypanosoma cruzi e identificar la variante
genética de T. cruzi segun DTU’s en Dipetalogaster maximus (Reduviidae:
Triatominae) en Baja California Sur.



REVISION DE LITERATURA

Epidemiologia

La Tripanosomiasis americana, también conocida como Enfermedad de
Chagas, es una infeccion zoonética, sistémica, causada por un parasito
protozoario llamado T. cruzi. La enfermedad de Chagas se considera una
enfermedad tropical desatendida; debido a que esta enfermedad afecta
principalmente a personas de bajo recursos (OPS, 2022). Se estima que en todo
el planeta existen entre 6 y 7 millones de personas infectadas por el parasito
(Figura 1), ademas en el mundo anualmente se estiman 12,000 muertes
relacionadas por esta patologia y 70 millones de personas en riesgo de contraerla

(OMS, 2022).

La enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises de América Latina
(OPS, 2022) (Figura 2), se presenta con mayor frecuencia en zonas rurales de
México y América Latina (Rassi, 2010). Solo en Latinoamérica se calculan 6

millones de personas infectadas y 30 mil casos nuevos por afio (OPS, 2022).

Segun un metaandlisis realizado en 2019, se sugiere que en México hay
aproximadamente 4.06 millones de personas infectadas. Ademas, se estima que
ocurren 50,675 nacimientos de mujeres embarazadas infectadas por T.cruzi y
3,193 casos de recién nacidos infectados congénitamente por afio (Arnal et al.,

2019).



(OMS, 2013)

Figura 1. Distribucion mundial de los casos de la enfermedad de Chagas, segun

estimaciones oficiales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2013
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Segun datos oficiales presentados por el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (SINAVE), en Meéxico, en el periodo 2014-2022, se
diagnosticaron 8,879 casos, donde 3,017 se encontraban en etapa aguda y 5,862
en fase cronica. Los estados con mayor incidencia de casos por la enfermedad

de Chagas fueron Jalisco, Oaxaca, Veracruz, Tlaxcala e Hidalgo (SINAVE, 2022).

Segun los datos presentados por el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica, en el periodo 2014-2022, en el estado de Baja California Sur se

presentaron 23 casos agudos y 37 casos cronicos (SINAVE, 2022).
Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un parasito, protozoario, intracelular y
hemoflagelado que pertenece al orden kinetoplastida y familia Tripanosomatidae,
(Lidani et al., 2019; Fuentes-Vicente et al., 2019). T. cruzi es un protozoo
mastigoforos perteneciente al Phylum Sarcomastigophora, Subphylum
Mastigophora, Clase Zoomastigophorea, Orden Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae (Brener et al., 2000). Este protozoario—contiene una gran
variedad de organelos como el nucleo, complejo kinetoplasto-mitocondria, el
glicosoma, el &cido calcisoma, vacuola contractil, citoesqueleto, bolsa flagelar, un

flagelo, entre otras (de Souza, 2017) (Figura 3).
Otros Trypanosomas

Existen otras especies del género Trypanosoma trasmitidos por diversos

vectores.



Trypanosoma rangeli: se transite por chinches hematéfagas, no es
patogeno para el humano, aunque puede llegar a infectarlo, asi como infectar a
una gran variedad de mamiferos de los d&rdenes Didelphidomorphia,
Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Primata, Canidae, felidae. Se ha
documentado en algunos paises como Estados Unidos, Venezuela, Panama,

Ecuador, Brasil, Honduras, Colombia, Guatemala y México (Wu et al., 2020).

Trypanosoma brucei: existen otros tripanosomatidos transmitidos por la
mosca tsé-tsé en Africa llamados T. brucei brucei, T. brucei gambiense, T. brucei
rhodesiense que producen la enfermedad del mal del suefio. Asimismo, dos
especies que se derivan de T. brucei no son transmitidos por la mosca como: T.
Evans que se puede encontrar en Africa, América del sur, Asia 'y Europa y T.

equiperdum que son transmitidos por tabanidos en Africa (OIE, 2018) (Cuadro 1).

Formas evolutivas de Trypanosoma cruzi: durante la infeccién en
mamiferos, T. cruzi alterna entre una etapa intracelular y una etapa extracelular
(Zongyuan et al., 2021) (Figura 4). En heces de triatominos se presenta una forma
evolutiva importante de T. cruzi. Los epimastigotes que miden alrededor de 16 a
18 um de largo; se encuentran en la parte media del intestino del triatomino y se
observan sus estructuras como el kinetoplasto anterior al nacleo (Zavala Castro,

2014).

Entre la segunda y la cuarta semana, en la parte del recto de los
triatominos se desarrollan tripomastigotes metaciclicos, que miden entre 18 y 21
pm de largo, presentan un nucleo a la mitad de su cuerpo, ademas de su

kinetoplasto y flagelo.
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Figura 3. Modelo esquematico de un epimastigote de T. cruzi
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Figura 4.  Morfologia de los tres estadios evolutivos de T. cruzi



El tripomastigote metaciclico es una forma no replicativa pero infectiva
para el humano u otros mamiferos; es producto de la diferenciacion de los
epimastigotes en la porcion distal del intestino del vector, la cual se deposita con
las heces del insecto para luego penetrar al hospedador a través de lesiones en
piel y las mucosas. El tripomastigote sanguineo es estructuralmente muy
parecido al metaciclico, sin embargo, éste se replica y se encuentra en la sangre
del hospedero; la via de transmisién sanguinea y trasplante de érganos son las
principales vias de infeccion (Zavala Castro, 2014). El amastigote es la forma
replicativa intracelular que se reproduce en el hospedero mamifero y la que lo
distingue de otros miembros del género. Posee una forma redondeada y mide
de 2 a 2.5 um, su flagelo estéa secuestrado dentro de una bolsa visible y presenta

un gran ndcleo y kinetoplasto (Zavala Castro, 2014).

Diversidad genética de Trypanosoma cruzi: este protozoario mantiene una
variedad genética intraespecifica (Breniere et al., 2016). En el pasado se han
utilizado una variedad de definiciones para caracterizar la estructura de la
poblacién de T. cruzi, con el objetivo de definir el nimero de subgrupos
relevantes. Por lo tanto, recibieron diferentes designaciones, incluyendo
zimodemas (Miles et al.,, 1981), esquizodemas (Morel et al., 1980), clones
(Tibayrenc, 1986), linajes (Souto et al. 1996), Riboclados (Kawashita et al. 2001)
y mas actual, unidades tipificadoras discretas (DTU’s), por sus siglas en inglés,

(Tibayrenc, 1998) y haplotipos (Herrera et al., 2007).



Cuadro. 1

Parasito

T. cruzi

T. rangeli

T. brucei

T.
equiperdum

T. evansi

T.
gambiense

T.
rhodesiense

Especies del género Trypanosoma spp presentes en el mundo

Vector

Triatominos

Rhodnius
prolixus
Triatoma
dimidiata

Mosca tse-
tse

via
venérea
entre
équidos

tabanidos y
Stomoxys

Sp

Mosca tse-
tsé

Mosca tse-
tsé

Localizacion

Estados Unidos
México
Centroamérica
Ameérica del sur

Venezuela
Panama
Ecuador
Brasil
Honduras
Colombia
Guatemala
México
Estados unidos
Africa Central,
Oriental y
Occidental

Africa

Africa

Ameérica del sur
Asia

Europa

Africa Oriental

Africa Central y
Occidental

Enfermedad

Enfermedad
de Chagas
en
humanos.

Se
considera
inocua para
los seres
humanos.

Enfermedad
mal del
suefo en
personas.
Causa
durina o
enfermedad
cubierta en
caballos.
Causa una
forma de la
enfermedad
surra

Enfermedad
del suefio
Oriental

Enfermedad
del suefo

Hospedero

Humanos

Orden
Didelphidomorphia,
Lagomorpha, Chiroptera,
Rodentia, Pilosa,
Cingulata, Carnivora,
Primata, Perisodactyla
Canidae, Felidae
Humano

Orden
Didelphidomorphia,
Lagomorpha, Chiroptera,
Rodentia, Primata,
Canidae, felidae

Humanos
Ganado bovino

Caballos

Ganado bovino
humanos

Humano
Ganado bovino

Humano
Ganado bovino

(Wu et al., 2020; OIE, 2018; Ocafia Mayorga et al., 2015; Herrera Leidi., 2010)
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Segun DTU’s las cepas de T.cruzi se clasifican en seis basadas en sus genotipos
llamadas Tcl a TcVI y una séptima llamada TcBat (Zingales et al., 2012; Cura et

al., 2015; Breniere et al., 2016).

Caracterizar una cepa de T. cruzi en uno de estos seis genotipos es util
para determinar la ecologia evolutiva del parasito en una regién, asi como para
asociar los caracteres biologicos con las manifestaciones de la enfermedad

(Roellig et al.,2013).

Messenger y colaboradores en 2015, describieron que, segun la region
geografica de origen de algunos pacientes con enfermedad de Chagas, puede
estar relacionada a sintomas clinicos especificos relacionados con la DTU que
circula en la zona. Las asociaciones del dafio cardiaco e infeccion en humanos
pueden estar relacionados con las DTU’s Tcl asi como Tcll, Tclll, TclV, TcV 'y
TcVI, para las lesiones presentadas en el aparato digestivo se asocian a Tcll,

TclV, TcV (Messenger et- Al., 2015) (cuadro 2).

Entre las DTU’s, Tcl es el linaje que muestra la heterogeneidad genética,
como posible consecuencia de sus caracteristicas epidemiolégicas. De hecho,
Tcl estd ampliamente disperso por todo el continente americano compatible con
una evolucion a largo plazo. La DTU Tcl es omnipresente en el ciclo silvestre en
el que se infectan naturalmente unos 50 géneros de mamiferos; asi como los
principales géneros de vectores triatominos (Zingales et al., 2018). Diversos
estudios apuntan que Tcl es la DTU predominante en toda América Latina y mas

especificamente en el rango geografico de México, Centroamérica, y el norte de
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Cuadro 2  Principales DTU s y sus implicaciones clinicas en humanos.

DTU’s Implicaciones clinicas Distribucion geogréfica

Tcl Cardiomiopatia  chagésica Estados unidos, México
individuos inmunocomprometidos se ha  Ameérica latina
podido determinar severos casos de
meningoencefalitis.

Tcll Cardiomiopatias severas Brasil, Argentina,
Mega visceras Paraguay, Bolivia, Uruguay
(megaesdéfago y megacolon)

Tclll Casos agudos esporadicos Brasil, Bolivia, Paraguay,

Argentina

TclV Cardiomiopatias severas Estados unidos, Brasil
Mega visceras Colombia, Venezuela,
(megaesofago y megacolon) Bolivia

TcV Cardiomiopatias Argentina, Chile, Bolivia,
Mega visceras Paraguay
(megaesdéfago y megacolon)

TcVi Cardiomiopatias severas Brasil, Argentina, Bolivia,
Mega visceras Paraguay
(megaesdéfago y megacolon)

TcBat infeccidbn humana aislada.

(Messenger et al 2015; Zingales et al. 2012)
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DOMESTIC
SILVATIC

(Zingales et al., 2012)

Figura. 5 Distribucion geografica aproximada de las DTU’s de T.cruzi en los

ciclos de transmision doméstica y selvatica.
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Sudamérica. TclV es también la cepa secundaria mas comunmente

reportada en esta region (Dorn et al., 2017) (Figura. 5)

En México se han presentado reportes de la presencia de los 6 grupos
genéticos del parasito, desde Tcl a TcVI (Bosseno et al., 2009, Ibafiez

Cervantes et al., 2013; Ramos-Ligonio et al., 2012; Dorn et al., 2017) (Figura 5).

Formas de transmision de Trypanosoma cruzi

La transmision vectorial es responsable de aproximadamente el 90% de la
transmision del parasito a la poblacion humana en areas endémicas. Ademas,
otras formas en la que se puede transmitir este parasito son: por transfusion
sanguinea y trasplantes de 6rganos (20%). La transmision por parte de la madre
durante el embarazo al hijo verticalmente el 1% vy, por ultimo, otra forma de
transmision puede ser por el consumo de alimentos contaminados y accidentes

de laboratorio (OPS, 2022).

La transmision oral puede estar asociada principalmente con el consumo
de bebidas elaboradas con frutas, agua o verduras contaminadas con las heces
de los triatominos, o incluso con el parasito completo o las secreciones de los
mamiferos infectados. La transmisién oral también puede estar asociada al
consumo de carne de animales infectados mal cocinada, o de sangre de algunos
reservorios del parasito, como el armadillo (Dasypus spp) (Echeverria et al 2018.,

Diaz et al 2014., Rueda et al 2014., Toso et al., 2011).
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Tcl ®
Tcll @
Telll ®
Tclv@®
TcV

TcVle@

(Adaptado de Bosseno et al. 2009, Ibanez Cervantes et al. 2013; Ramos-Ligonio

et al. 2012; Dorn et. al, 2017: Pérez, 2013)

Figura. 6 Distribucioén de las diferentes DTU’s de T. cruzi en triatominos en

México
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(Bern, 2011)

Figura 7. Ciclo de vida de T. cruzi
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Ciclo de transmision vectorial: el ciclo vital de T. cruzi comienza cuando el
vector triatomino ingiere tripomastigotes circulantes de un hospedero mamifero
infectado. Los tripomastigotes se transforman en epimastigotes en el intestino

medio del vector, este es el principal estadio de replicacién del parasito.

Los epimastigotes migran al intestino posterior y se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos infecciosos, que se excretan con las heces del
vector. Los tripomastigotes metaciclicos entran a través de una herida por
mordedura o a través de una membrana mucosa intacta del hospedero mamifero

e invaden muchos tipos de células nucleadas.

En el citoplasma, los tripomastigotes se diferencian en la forma de
amastigote intracelular, que se replica con un tiempo de duplicacion de

aproximadamente 12 horas durante un periodo de 4 a 5 dias.

Presentacién Clinica

La enfermedad de Chagas se presenta en dos fases de infeccion: la etapa

aguda y la etapa cronica.

Etapa aguda: la presentacion aguda de la enfermedad de Chagas suele
durar entre 14 y 21 dias, pero puede llegar a durar hasta 120 dias; y la
sintomatologia de la persona puede empezar en los primeros 10 dias después
de la infeccion (Salazar-Schettino et al., 2016). Los chagomas son areas
endurecidas de eritema e hinchazon que se forman en el sitio donde se aliment6
el vector e indica la posible inoculacion del parasito. La entrada de parasitos a

través de la conjuntiva puede resultar en hinchazén unilateral del parpado
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llamado el signo de Romafia que se observa como un trauma en forma de nodulo
de color morado claro también (Salazar-Schettino et al., 2016). Los sintomas mas
comunes que se presentan son fiebre poco elevada, dolor de musculos y
articulaciones y agrandamientos del higado y bazo (Pech-Aguilar et al., 2020).
En alrededor del 1% de las personas infectadas se puede agravar el cuadro con
meningoencefalitis, miocarditis o pericarditis con prondsticos muy malos,

precisamente en nifios y ancianos (Salazar-Schettino et al., 2016).

Posterior a la fase aguda, la mayoria de personas infectadas entran en
una etapa prolongada y asintomatica de la enfermedad llamada cronica o
indeterminada (Salazar-Schettino et al., 2016; CDC, 2017; Santos, 2019; Pech-

Aguilar et al., 2020).

Etapa crénica: después de los 2 6 3 meses posteriores a la infeccién inicial,
Aproximadamente del 70% al 80% de los individuos infectados permanecen en
forma indeterminada durante toda su vida, esta forma es caracterizada por la
positividad de los anticuerpos contra T. cruzi en suero, un ECG normal de 12
derivaciones y un examen radiolégico de térax y colon normal. Entre el 20% vy el
30% de los que inicialmente tienen la forma indeterminada progresan durante un
periodo de afios a décadas a una enfermedad clinicamente evidente, que afecta
mas comunmente al corazon, tener una presentacion digestiva (principalmente
megaesotfago y megacolon) o ambas cardio-digestivo, (Rassi Jr. et al., 2012;
Bern et al., 2007) aunque también pueden ocurrir alteraciones del sistema
nervioso central y periférico, disfunciones endocrinas y trastornos metabdlicos.

(Teixeira et al., 2011; Gonzalez et al., 2021).
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Clasificacion taxonomica del vector de la enfermedad de Chagas

El vector pertenece al Phylum Arthropoda, Clase Insecta, Orden
Hemiptera, Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae, (Galvao, 2014). Es una
de las familias mas diversas de insectos, con mas de 6000 especies. La
subfamilia Triatominae (chinches besuconas) es digna de mencidon no solo
porque es la unica subfamilia de los Reduviidae cuyos miembros se alimentan de
sangre de vertebrados. Se cree que los 147 miembros conocidos de Triatominae
son potenciales vectores de la enfermedad de Chagas (Galvao et al., 2003; Justi
et al., 2016). Actualmente, existen 157 especies (154 especies existentes y tres
fosiles), agrupadas en 18 géneros y cinco tribus Aberproseniini, Bolboderini,

Cavernicolini, Rhodiniini y Triatomini (Alevi et al., 2021; Vieira et al., 2018)

La tribu Triatomini perteneciente a la subfamilia Triatominae incluye 114
taxones (incluyendo las 2 especies fésiles), de los cuales 81 pertenecen al género
Triatoma (1 fésil) y 15 al género Panstrongylus (1 fésil). Los otros cinco géneros
son: Eratyrus (2 especies), Hermanlentia (1 especie), Linshcosteus (6 especies),
Paratriatoma (2 especies), Mepraia (3 especies), Nesotriatoma (3 especies) y por
ultimo Dipetalogaster el cual tiene solo una especie llamada méaxima (Alevi et al.,

2021; Justi et al., 2017).
Distribucion mundial del vector

Las especies de la subfamilia Triatominae estan presentes principalmente
en América. Existen paises donde se pueden encontrar uno o0 mas géneros del

vector de la enfermedad de Chagas. Fuera del continente americano, el Unico
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género reportado es Triatoma. En la India se encuentran seis especies
pertenecientes al género Linshcosteus. También se han identificado especies
pertenecientes a Triatoma en Africa, Oriente Medio, Asia sudoriental y el Pacifico
occidental (Vieira et al., 2018) (Figura 8). La mayoria de las especies de
triatominos particularmente 14 de los 15 géneros conocidos se distribuyen en el

continente americano (Gourbiére et al., 2012) (Figura 9).

Distribucién del vector en México: en México se han informado 32 géneros
y especies de triatominos, 25 especies pertenecientes al género Triatoma, dos al
género Panstrongylus y una para los géneros Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus,

Paratriatoma, y Rhodnius (cuadro 4).

Distribucién de D. maximus en Baja California Sur: la peninsula de Baja
California alberga el vector de Triatominae endémico, altamente agresivo y de
mayor tamafio en el mundo, hasta ahora descrito llamado Dipetalogaster
maximus (Flores-Lépez et al., 2021). La mediana total del tiempo de desarrollo
de D. maxima es de 211 dias, y necesitan al menos 11 comidas de sangre

necesarias para la muda de ninfas a adultos (Meraz-Medina et al., 2022).

Se desplaza en el dia para conseguir alimento; se considera una especie
silvestre que se registrd por primera vez como naturalmente infectada en 1999

(Jiménez y Palacios, 1999).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gourbi%26%23x000e8%3Bre%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21897436
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Figura 8.

(Vieira et al., 2018)

Distribucién mundial de la subfamilia Triatominae



ploluus

Triatoma
brasiliensis

Tristoma psevdomaculats

Panstrongylus megistus

Triatoma infestans
Triatoma sordide
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(Gourbiere et al., 2012)

Figura 9. Distribucion de las especies de triatominos de mayor relevancia

epidemioldgica en el continente americano
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Dipetalogaster maximus necesita para la muda en ninfas del primer
estadio 21 dias mientras, que en ninfas del quinto estadio-necesitan de 69 dias.
El tiempo aproximando de alimentaciéon es de 1 minuto en los cinco estadios
ninfales. Los tiempos de desarrollo, el nUmero de comidas necesarias para la
muda y los tiempos de alimentacion aumentaron en cada estadio ninfal

sucesivamente (Jiménez y Palacios, 1999).

Segun estudios 42-50% de los individuos de todos los estadios (excepto
N1) defecaron al comer (Meraz-Medina et al 2022). D. maximus es bien atraido
por el CO, emitido por los vertebrados, como se ha reportado en otros insectos
reduvidos (Bello-Bedoy et al., 2019). Se cree que la temperatura ambiente influye
cuando estos insectos se alimentan y determina la tasa de desarrollo de los
estadios siendo en temperaturas calidas en donde realizan mas comidas y mas
desarrollo, por el contrario, en temperaturas mas frias presentan un desarrollo

lento (Jiménez et al., 2003).

Ryckman y colaboradores (1961), realizaron colectas en la peninsula de
Baja California. En el municipio de La Paz B.C.S colectaron la especie
Dipetalogaster maximus y determinaron que ésta se alimenta principalmente de
lagartijas y roedores. Su distribucion se restringe a terrenos montafiosos y
accidentados o por llanuras bajas y arenosas que se extienden desde el este de
la Bahia de La Paz hasta el Océano Pacifico al suroeste (Ryckman et al.,

1961,1967).
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Cuadro 3. Especies de vectores transmisores de T. cruzi, por entidad federativa

en México

Estado

Especies

Aguascalientes
Baja California
Baja California
Sur

Campeche
Coahuila
Colima

Chiapas
Chihuahua

Distrito Federal
Durango
Estado De
México
Guanajuato
Guerrero

Hidalgo
Jalisco

Michoacan
Morelos
Nayarit

Nuevo Leodn

Oaxaca

Puebla
Querétaro
Quintana Roo

San Luis Potosi

Sinaloa
Sonora
Tabasco

Tamaulipas
Tlaxcala

Triatoma phyllosoma*; T. longipennis*

Paratriatoma hirsuta; T. protracta; T. rubida

Dipetalogaster maximus?*; P. hirsuta; T. peninsularis*; T. protracta; T.
rubida*

T. dimidiata*

T. gerstaeckeri*; T. protracta*

T. barberi; T. bolivari; T. brailovskyi; T. longipennis; T. pallidipennis*; T.
picturata

Pastrongylus rufotuberculatus; Rhodnius prolixus*; T. dimidiata*; T.
longipennis*

T. gerstaeckeri; T. indictiva; T. longipennis; T. protracta; T. recurva; T.
rubida; T. sanguisuga

T. barberi; T. pallidipennis

T. phyllosoma; T. protracta*

T. incrassata; T. pallidipennis*; T. sanguisuga

. barberi; T. dimidiata; T. longipennis; T. mexicana*; T. pallidipennis
. barberi*; T. dimidiata*; T. mazzotti*; T. pallidipennis*; T. phyllosoma*;
. recurva*; T. rubida
. barberi*; T. dimidiata*; T. gerstaeckeri; T. mexicana*

. barberi*;T. dimidiata*; T. longipennis*; T. mazzottii*; T.
pallidipennis*;T. phyllosoma*; T. yelapensis sp
T. barberi*; T. mazzottii*; T. pallidipennis*; T. recurva
T, barberi*; T. pallidipennis*
T. dimidiata; T. longipennis*; T. mazzottii*; T. phyllosoma*; T.
picturata*;T. recurva; T. rubida*
T. gerstaeckeri*; T. lecticularia*; T. neotomae*; T. protracta*

i e e B

R. prolixus*; T. barberi*; T. dimidiata*; T. mazzottii*; T. pallidipennis*; T.
phyllosoma*

T. barberi; T. bassolsae*; T. dimidiata; T. pallidipennis*

T. barberi*; T. mexicana

T. dimidiata*; T. hegneri*

T. dimidiata*; T. gerstaeckeri; T. mexicana; T. pallidipennis*; T. protracta
T. indictiva; T. longipennis;T. protracta*; T. recurva*; T. rubida*; T.
sanguisuga;T. sinaloensis*

P. hirsuta; T. incrassata; T. longipennis*; T. protracta; T. recurva*; T.
rubida*; T. sinaloensis* T. picturata*

T. dimidiata*

T. gerstaeckeri*; T. neotomae; T. protracta*

T. barberi*
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Veracruz E. cuspidatus; P. rufotuberculatus; T. barberi; T. dimidiata*; T.
gerstaeckeri;T. pallidipennis

Yucatan E. cuspidatus; T. dimidiata*; T. longipennis; T. nitida*

Zacatecas T. longipennis*; T. pallidipennis; T. phyllosoma*; T. protracta

* Triatominos encontrados con infeccion natural.
(Adaptado de Vidal Acosta et al., 2000; Velasco et al., 1992; Cruz Reyez et al., 2006; Tay et al.,

1996; Biagi, 1961; Dominguez et al., 1990; Salazar-Schettino et al., 1987; Martinez et al., 2013;

Téllez-Rendédn et al., 2023).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=T%C3%A9llez-Rend%C3%B3n%20J%5BAuthor%5D
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En 1999 Jiménez y colaboradores presentaron resultados donde D.
maximus estaba en un proceso de adaptacion peri domeéstica e intradomiciliaria

en zonas urbanas de la ciudad de La Paz B.C.S.

En 2003 se realizé un estudio en 12 localidades de Baja California Sur
en la region del cabo, y se determind una tasa global de infeccién de D. maximus
con T. cruzi del 7,0% mediante PCR. Obtuvieron las mas altas tasas de infeccion
en chinches recolectadas en las comunidades llamadas La Poza (38,4%), El Gato
(27,2%) y El Pedregoso (25%); las tasas de infeccién en D. maximus en el cerro
de La Chiva y el cafiébn de La Zorra, tuvieron una media del 15,4%. Los
ejemplares colectados en el cerro de La Cruz y San Bartolo se encontraban
infectados con una media del 4,7%, y en el cerro de El Jariado se encontré 0%

de infeccion (Jiménez et al., 2003)

Flores-Lopez y colaboradores (2021), realizaron un estudio en el cual
colectaron Dipetalogaster maximus en 16 sitios de la region de EI Cabo (region
del sur y al oeste de la peninsula de B.C.S. en 3 afios consecutivos. En 2016 en
la zona de la sierra de la laguna, la tasa de infeccion de 4,4% (n = 5/112), en
2017 de 0,9% (n = 4/411) y en 2018 de 4,6% (n = 9/194) dando como resultado

un total del 2% en todos los sitios y afios (n = 18/717) (Flores-Lépez et al., 2021).
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Prevalencias generales de infeccion por T.cruzi en Dipetalogaster

maximus en B.C.S

Prevalencia N Lugar Fecha Método de Referencia
diagndstico
2.9% 6/207  Noroeste de La Marzo a Método directo (Jiménez y
Paz octubre del por microscopia Palacios,
1998 Optica 1999).
7.3% 18/245 Alrededor de la Mayo Método  directo (Jiménez et
sierra de la octubre de por microscopia al., 2003).
laguna, 1999 Optica
territorio
ubicado en el
municipio  de
Los Cabos
B.C.S.
2.5% 18/717 Alrededor de la Junio a PCR (Flores-
sierra de la noviembre convencional Lopez et al
laguna, de 2016, 2021).
territorio 2017, 2018

ubicado en el
municipio  de
Los Cabos
B.C.S.
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Diagnostico de Trypanosoma cruzi en el vector

La determinacion de la tasa de infeccion por Trypanosoma cruzi en sus
vectores triatominos es un elemento de los programas de control dirigidos a
reducir la transmision del organismo a los seres humanos. Tradicionalmente,
T. cruzi se ha detectado en estos insectos mediante el examen microscopico del
contenido intestinal 0 excrementos, aunque para tener mas certeza en los

diagnésticos se utilizan pruebas moleculares como el PCR (Yasuda et al., 1996).

Xenodiagnéstico: una de las técnicas para el diagnéstico de T. cruzi en el
vector se llama xenodiagnéstico (XD); que es un procedimiento sofisticado y
desarrollado por Brumpt en 1914 en donde se utiliza un triatomino, actuando
como medio de cultivo biol6gico, para la deteccibn de la infeccion por
Trypanosoma cruzi (Molina-Garza et al., 2007; Schenone, 1999). La primera
etapa de D. maximus tiene ventajas como agente de xenodiagnostico. Es
relativamente resistente a la inanicién y pueden vivir hasta cuatro meses sin
alimento. Ademas, se alimentan facilmente y producen pocas reacciones

cutaneas (Marsden, 1986).

Una de las técnicas descritas para realizar el xenodiagnostico esta
constituido por un recipiente cilindrico, cubierto con una malla que contiene 7-10
ninfas de tercer estadio de triatominos no alimentados con 3-4 semanas, se
aplican durante 20-30 min, a la superficie de la piel (miembro superior) del

individuo que se va a examinar.
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Transcurrido este tiempo, las ninfas se alimentan y engordan y es
aconsejable mantenerlas en condiciones de laboratorio entomolégico. Después
de 30 dias, los excrementos (heces y/u orina) de los insectos se examinan al
microscopio en busca de tripanomastigotes de T. cruzi (Molina-Garza et al 2007;

Schenone, 1999).

Microscopia éptica: otro tipo de diagndéstico convencional por la técnica de
microscopia optica, se basa en determinar la presencia o ausencia de T. cruzi en
los insectos. Por medio de la presion abdominal del triatomino se toman las
muestras de heces, se colocan en un portaobjetos y se observaron a 40x a través

del microscopio 6ptico (Pizarro et al., 2007).

Diagnadstico molecular en el vector: las metodologias basadas de PCR
para monitorizar la infeccion de T. cruzi en triatominos ha demostrado una alta
sensibilidad, ademas la prueba de PCR en tiempo real ofrece la posibilidad de
evaluar la carga parasitaria mas a fondo (Moreira et al., 2017). Los estudios
iniciales para detectar T. cruzi en triatominos fueron expuestos por David Moser
en 1989, quien explica que se utilizd un segmento de 188 pb (pares de bases) de
una secuencia repetitiva de 195 pb del ADN nuclear, que es la secuencia mas
repetitiva en el parasito. La amplificacion de la mitad del ADN de un solo parasito
produjo una cantidad de 188 pb donde era facilmente visible en un gel tefiido de
bromuro de etidio. Los cebadores utilizados para la amplificacién del PCR fueron
los TCZ1 es dCGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT y TCZ2 es

dCCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG (Moser et al., 1989)
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Trypanosoma cruzi contiene ADN nuclear y kinetoplasto (ADNn y ADNK),
los cuales contienen muchas secuencias repetitivas que son muy adecuadas
para la deteccion por PCR. La repeticion satelital de 195 pares de bases de nDNA
es el objetivo de los cebadores Tcz1/Tcz2 y Diaz1l/Diaz2, que no amplifican el
ADN de otros Typanosoma o Leishmania (Diaz et al., 1992). Otros cebadores
han sido disefiados para la amplificacion del elemento repetitivo de ADNn E13
(O1/02) o la secuencia repetitiva de la proteina flagelar F29 (BP1/BP2). Ademas,
existen otros primers de mini circulos S35/S36, 121/122, y TC1/TC2. (Requena
et al., 1992; centurion et al., 1994; Wicker et al., 1994; Silber et al., 1997; Dorn et

al., 1997) (Cuadro 4).

Diagnostico de DTU’s en el vector: la caracterizacion genética de las

variantes de T. cruzi es de suma importancia, debido a la considerable
heterogeneidad genética y biolégica de las poblaciones del parasito. Se han
descrito previamente dos linajes filogenéticos principales, cada uno muy
heterogéneo, dentro de esta especie (Brisse et al., 2000). En la actualidad, la
mayoria de los métodos de tipificacion aplicados al rastreo epidemioldgico de T.
cruzi no incluyen la secuenciacién de genes. Este es el caso de la electroforesis

enzimatica multilocus (MLEE), entre otros (Lauthier et al., 2012)

Para la deteccion de las DTU’s de T. cruzi se utilizan marcadores
moleculares. Estos fueron la secuenciacion del gen del citocromo b (Cyt b) y ADN
del mini circulo. Las pruebas de PCR y primers dirigidos a la mitad 5' del gen Cyt

b. El tamafio del amplicon es de 573 pb.



30

Cuadro. 5 Cebadores utilizados para la amplificacion de Trypanosoma

cruzi mediante PCR

Primer Secuencia Origen Pares de bases
del ADN

121 AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA K 330
122 GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA

BP1 ATGGGTGCTTGTGGGTCGAA N 700
BP2 TCAAGCCTTCTCCGGCACGT
Diazl CGCAAACAGATATTGACAGA N 195
Diaz2 TGTTCACACACTGGACACCAA

o1 TGGCTTGGAGGAGTTATTGTGC N 220

02 AGGAGTGACGGTTGATCAGT

S35 ATAATGTACGGGKGAGATGCATG K 320
S36 GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT

Tcl AGGCAGGACGGCAGCGGTGC N 250
Tc2 GGTGRCCGCGTGAGAGTGAG
Tczl CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT N 188
Tcz2 CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG

N: nuclear k: kinetoplasto (Diaz et al., 1992; Requena et al., 1992; centurion et al., 1994; Wicker

et al., 1994; Silber et al., 1997; Dorn et al., 1997; Moser et al., 1989).
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Las secuencias de los cebadores fueron las siguientes: p18 (50-GAC AGG
ATT GAG AAG CGA GAG AG-30) y p20 (50-CAA ACC TAT CAC AAA AAG CAT
CTG-30) y para ADN del mini circulo 121 (AAA TAATGT ACG G (T/G) GAG ATG

CAT GA) y S36 (GGG TTC GATTGG GGT TGG TGT) (Arenas et al., 2012).

Otro tipo de identificacion y genotipificacion de T. cruzi en los triatominos
se basa en la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa multiplex (PCR-
mul) para la amplificacion de los fragmentos del gen mini-exén de T. cruzi, que
discrimina al grupo Tcl de los grupos Tcll-TcVI. Esta discriminacion se da por el
tamafo de banda amplificado: 350 pb para Tcl y 300 pb para todos los demas
linajes. Este tipo de técnica utiliza los siguientes cebadores: Tcl (hacia adelante)
5-GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC-3' (amplifica fragmentos de 350 pb); Tcll-
TcVl (hacia adelante) 5'CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG-3' (amplifica
fragmentos de 300 pb) y Tcl-TcVI (inverso) 5-CCCCCTCCCAGGCCACACTG-3'

(Souto et al. 1996)

Estrategias de control vectorial

Dependiendo del pais y de sus caracteristicas geograficas se
recomiendan los siguientes métodos de prevencion y control. Uso de pesticidas
en el medio ambiente. Mejoras de la vivienda y la limpieza para evitar la
penetracion del vector. Medidas de proteccion personal, como el uso de
mosquiteros; buena higiene en la preparacion, transporte, almacenamiento y
consumo de alimentos. Desarrollar informacion, actividades educativas y
comunicaciones para diversos agentes y escenarios sobre medidas de

prevencion y herramientas de monitoreo (OMS, 2022).
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Estrategias de control en México: en México se realiz6 el Programa de
Accion Especifico para la Prevencion y control de la Enfermedad de Chagas en
los afios de 2013 a 2018 que consta de las siguientes medidas para controlar y
reducir la transmision de la enfermedad de Chagas. Seleccionar areas prioritarias
de intervencion. Actualizar el catadlogo de distribucién de triatominos en areas
prioritarias. Promover programas de mejora con materiales locales en paredes y
techo. Eliminar sitios de refugio de triatominos intradomiciliarios y en

peridomicilios (SSA, 2015).

Promover la instalacion de mallas en puertas y ventanas en localidades
prioritarias. Promover la instalacion de pabellones mosquiteros en camas o en
cualquier otro sitio de reposo y pernocta en localidades prioritarias. Privilegiar la
proteccion con pabellones mosquiteros de nifios menores de cinco afios y
mujeres embarazadas. Identificar a nivel local la tipologia de refugios de
triatominos intradomiciliarios, peridomicilios y rol del género en relacion con el
control y eliminacién del riesgo. Controlar y eliminar refugios de triatomas
intradomiciliarios de acuerdo a rol local de género con equidad y aplicar rociado
residual de forma intradomiciliar, en dos ocasiones (2 ciclos) por localidad

confirmada como positiva (SSA, 2015).



PREGUNTA DE LA INVESTIGACION

¢, Cual es la prevalencia de infeccion de T. cruziy qué DTU de T. cruzi se
encuentra en Dipetalogaster maximus de la localidad de San Pedro del

municipio de La Paz, Baja California Sur?
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

La enfermedad de Chagas es una enfermedad zoonética, potencialmente
mortal, causada por el protozoario T. cruzi. Es endémica del continente
americano y su transmision vectorial se extiende desde el sur de Estados Unidos
hasta Argentina (Messenger et al., 2015). En Meéxico, se estiman
aproximadamente 4.06 millones de personas infectadas (Arnal et al.,
2019). Segun datos oficiales, derivados del sistema nacional de vigilancia
epidemiologica, entre 2014- 2022, se informaron oficialmente 64 casos de

enfermedad de Chagas en Baja California Sur (SINAVE, 2022).

El parasito T. cruzi se transmite principalmente por la via vectorial (Coura,
2015). Baja California Sur es el lugar donde habita la especie del vector mas
grande reportada en el mundo llamada Dipetalogaster maximus. EXxisten
estudios previos que documentan la infeccién por T. cruzi en Dipetalogaster
maximus en B.C.S. En 1999, se inform6 un rango de prevalencia de 2.9% a 7.8%
en los meses de marzo a octubre y utilizando el método de diagndstico
parasitolégico (Jiménez y Palacios, 1999). Sin embargo, se desconoce
actualmente la prevalencia de infeccion en el municipio de La Paz y para el
conocimiento de los autores no existen informes sobre las DTU’s circulantes de

T.cruzi presentes en B.C.S. y en Dipetalogaster maximus.
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JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas se transmite principalmente por la via vectorial.
Segun la OMS, durante 2010, se diagnosticaron, 6135 nuevos casos asociados

a este tipo de transmision en México (OMS, 2015).

En la zona de Baja California Sur habita la especie del vector de T. cruzi
mas grande reportada en el mundo llamada Dipetalogaster maximus. T. cruzi es
un protozoario con diversidad genética y puede ser clasificado con técnicas
moleculares como PCR en 6 unidades de tipificacion discreta Tcl, Tcll, Tclll, TclV,
TcV y TcBat. En México se ha informado la presencia de todas las DTU’s del
parasito. Conocer las DTU’s de T. cruzi que circulan puede ser ayuda para
asociar las diferentes presentaciones clinicas compatibles con la infeccién por T.
cruzi en dicha region. Es importante determinar la prevalencia de infeccion por
T.cruzi en D. maximus en la localidad de San Pedro del municipio de La Paz
B.C.S. debido a que esta localidad se encuentra a 25 km hacia el sur del
municipio y cuenta con poblacion humana que vive en condiciones rurales y se
dedica a la produccién de animales como ganado bovino y caprino para el
consumo no comercial. Ademas, en B.C.S. se desconocen las DTU’s de T. cruzi
circulantes y tener esta informacion seria de ayuda para el personal médico que
se enfrenta a la atencion de paciente posiblemente infectados. La presente
investigacion aportara informacion sobre la infeccion por T. cruzi en D. maximus
y las DTU’s de T. cruzi presentes en la localidad de San Pedro del municipio de

La Paz, Baja California Sur.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la prevalencia de infeccion e identificar las DTU’s circulantes de
Trypanosoma cruzi en Dipetalogaster maximus (Hemiptera: Triatominae) en la
localidad de San Pedro del municipio de La Paz, Baja California Sur.

Objetivos especificos

e Determinar la prevalencia de infeccién por T. cruzi en Dipetalogaster
maximus colectadas en la localidad de San Pedro del municipio de La Paz,
Baja California Sur mediante técnicas de biologia molecular.

e Determinar la prevalencia de infeccion por T. cruzi segun estacionalidad y
estadio del vector en Dipetalogaster maximus colectada en la localidad de
San Pedro del municipio de La Paz, Baja California Sur mediante técnicas
de biologia molecular.

e Determinar si existe asociacion entre variables climaticas y la prevalencia
de infeccién por T. cruzi en Dipetalogaster maximus en la localidad de San

Pedro del municipio de La Paz, Baja California Sur.

e Identificar la diversidad genética circulante de Trypanosoma cruzi segun
unidades de tipificacion discreta en Dipetalogaster maximus colectadas en

la localidad de San Pedro del municipio de La Paz, Baja California Sur.

37



MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio
Se realizé un estudio epidemiolégico de tipo trasversal
Localizacion del area de estudio

Este trabajo se llevé a cabo en una localidad a 25 km hacia el sur de la
ciudad de La Paz, B.C.S. con las coordenadas (23.928056 -110.225000). El sitio
de colecta fue seleccionado debido a reportes de la presencia del vector, la
cercania con personas, animales domésticos y silvestres. En el area se
presentan una gran variedad de mamiferos desde animales domésticos como
vacas, burros y perros hasta animales silvestres como zorros, coyotes, ratones y
venados.

Duracion del estudio

Se realizaron colectas de triatominos mediante las técnicas de cebo
humano, colecta comunitaria y cinta doble cara en los meses de junio, julio y

diciembre de 2021 en La Paz, Baja California Sur.
Origen de la informacién

Ejemplares adultos y estadios ninfales N1 a N5 colectados de la especie
D. maximus (Hemiptera: Triatominae).

Metodologia

Captura de insecto
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Los insectos fueron colectados en areas peri domésticas y zonas
silvestres donde se presentaban rocas grandes el cual es el habitat natural de
esta especie (Ryckman y Ryckman, 1967). También se presenta una vegetacion
de tipo matorral sarcocaule (Junco Carlén et al., 2020). Las colectas se realizaron

en dos ocasiones por mes, durante el dia en un horario de 10:00 am a 4:00 pm.

Cebo humano: el cual se colocaba en rocas durante un periodo de tiempo
de aproximadamente 30 minutos a 1 hora (Adaptado de Bello-Bedoy et al., 2019).

Colecta comunitaria: se colectaron chinches dentro del domicilio por los
habitantes, se les indico la manera correcta de tomar a los ejemplares la cual se
puede realizar con unas pinzas y guantes o directamente con el frasco y ademas
se les proporcion6 material como frascos estériles, alcohol, guantes y pinzas.

Cinta doble cara: se coloca la cinta en las rocas y se atraen a los
ejemplares con el CO2 y calor del cebo presente hacia ella en la cual se quedan
pegados para después ser retirados con pinzas (Figura 9).
En todos los casos, los ejemplares colectados se colocaban en frascos con
alcohol etilico al 70% (Figura 8).

Clasificacion taxonomica

Para la clasificacién taxonémica de Dipetalogaster maximus se llevo a
cabo la identificacién segun los caracteres morfolégicos presentes en las claves
de identificacion de insectos de la literatura de Lent & Wygodzinsky 1979.
Ademas, se determind el sexo de los insectos colectados en los estadios ninfales
5 y adultos, los cuales debido a su morfologia es posible determinar su sexo

(Bello-Bedoy et al., 2019).
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Reaccion en cadena de la polimerasa

Extraccion de ADN de la muestra: para la extraccion del ADN de los
ejemplares, a los triatominos de estadio ninfal 1, 2 y 3 se procesaron con una
maceracion completa, a estos se les removié la cabeza y las patas con tijeras
curvas y pinzas estériles, se hicieron cortes en el abdomen para que la
maceracion sea mas eficiente. Se colocaron en un tubo eppendorf y se procedio
a macerar completamente con un mortero estéril (Adaptado de Westenberger et
al., 2004). Para triatominos de estadios ninfales 4, 5 y adultos se realiz6 una
diseccion del abdomen en una caja Petri estéril y se tomo todo el intestino para

su posterior extraccion de ADN (Figura 10).

El ADN de los triatominos fue extraido con el PureLinkTM genomic DNA
mini-kit (Invi-trogen®, Carlsbad, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se empled un gel de electroforesis para determinar si fue exitosa la extraccion

del ADN.

Amplificacién de ADN mediante PCR punto final: para el diagnéstico de la
infeccion de T. cruzi en los triatominos se amplific6 el ADN utilizando los
cebadores TCzZ 1 y TCZ 2. Con las secuencias TcZl 5'-
dCGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3 TcZz2 5-
dCCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3".  Estos  cebadores  funcionan
amplificando una porcion repetida de ADN satélite de T. cruzi (Moser et al., 1989).
Las amplificaciones se realizaron en un termociclador de la marca Thermo
HybaidTM (EE. UU.), en un volumen total de 25 ul que contenia 4 ul de ADN total

(=30 ng) el cual se determiné por el ancho de banda en un gel de electroforesis,
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1 ul de cada primer con una concentraciéon de 10 pmol, 6.5 ul de agua de grado
molecular y 12.5 pl de master mix green DreamTaq 2X (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.). Se incluyo como control positivo ADN de cultivo de T.
cruzi y como control negativos agua de grado molecular en lugar de ADN. Los
parametros para la amplificacion fueron una etapa de desnaturalizacion inicial a
94° C durante 5 min; 30 ciclos a 94° C (30 segundos), 55° C (30 segundos) y 72°
C (30 segundos); y una extension final de 5 minutos a 72° C. Los productos del
PCR se colocaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en
una concentracion de 0.5 ug/ml, se separaron por electroforesis y se visualizé en

un transiluminador UV 2000 (BIO RAD Laboratories Inc. CA. USA).

Determinacion de DTU s de T. cruzi en Dipetalogaster maximus: se realizo
la amplificacion del ADN de las muestras positivas a T. cruzi mediante técnicas
de PCR, utilizando los cebadores TC 5-CCCCCCTCCCAGGCCACACTG-3’ Tc1
5'- GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC-3’ y Tc2 5'-
CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG3 que separa al grupo Tcl de los grupos Tcll-
TcVI. Esta separacion se basa en el tamafio de pares de bases amplificado: 350
pb para Tcl y 300 pb para todos los demas linajes (Souto et al., 1996). Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador de la marca Thermo HybaidTM
(EE. UU.), en un volumen total de 25 pl que contenia 5 ul de ADN total (~30 ng)
el cual se determind por el ancho de banda en un gel de electroforesis, 1 pl de
cada primer con una concentracion de 10 pmol, 4.5 ul de agua de grado
moleculary 12.5 pl de master mix green DreamTaq 2X (ThermoFisher Scientific,

Waltham, MA, EE. UU.).



Figura 10. Técnicas del uso de cinta de doble cara para la captura de

ejemplares de Dipetalogaster maximus
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Figura 11. Extraccion del tracto gastrointestinal de adulto de D. maximus
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Los pardametros para la amplificacion fueron una etapa de
desnaturalizacion inicial a 95° C durante 5 min después una hibridacion de 35
ciclos a de 95° C por 1 min, 50° C por 1 min 'y 72° C por 1 min por 35 ciclos y por
altimo una extension final de 72° C durante 5 min. Los productos del PCR se
separaron por una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% el cual contenia
bromuro de etidio en una concentracion de 0.5 ug/ml y se visualiz6 en un

transiluminador UV 2000 (BIO RAD Laboratories Inc. CA. USA).



ANALISIS ESTADISTICO

La prevalencia de infeccion se determiné a partir del cociente del nimero
de casos positivos y el nimero de ejemplares de D. maximus capturados en el
periodo de estudio (Wayne et al., 1997). Se utilizé la prueba de proporciones para
determinar diferencias estadisticamente significativas entre las prevalencias de
verano e invierno (Wayne, 2000). Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa Statistix 9.0. Para determinar los factores de riesgo
asociados a T. cruzi se realizé un analisis univariado y multivariado mediante
regresion logistica, como variable dependiente se consideran los casos positivos
de T. cruzi y como variables independientes: humedad, temperatura y nivel del

mar. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando el valor p < 0.05.
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RESULTADOS

Se colectaron un total de 47 ejemplares de la especie Dipetalogaster
maximus. En verano se colectaron un total de 24 ejemplares. Se obtuvieron
Unicamente ninfas estadio N1, N2, N3 y ningun adulto. En invierno se colectaron
un total de 23 ejemplares en donde se encontraron estadios N1, N2, N3, N5 y

adultos, no se capturé N4.

La prevalencia general de infeccion fue de 12.7% (6/47). Al evaluar la
prevalencia por estacion del afio, en verano fue del 16.6% y en invierno del 8.6%

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Cuadro 6).

En cuanto a la infeccién por estadios, en verano los estadios positivos
fueron N1 y N2. En contraste, durante las colectas de invierno fue posible
capturar tanto estadios ninfales como adultos, encontrando 66.3% (2/3) de

infeccion en adultos colectados siendo todas hembras (Cuadro 7).

No se encontré relacion estadistica entre la prevalencia de infeccion y las

variables climaticas como humedad, temperatura y nivel del mar (Cuadro 8).

LA DTU identificada en todos los ejemplares positivos de este estudio

(6/6) es Tcl.
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Cuadro 6. Prevalencia y estacionalidad de infeccion con Trypanosoma cruzi en

Dipetalogaster maximus en la localidad de San Pedro del municipio de La Paz,

B.C.S.
Estacion N Positivos Prevalencia
Verano 24 4 16.6%2
Invierno 23 2 8.6%?
Total 47 6 12.7%

N: nimero de ejemplares colectados
Literales similares en la columna=no diferencia estadistica (p>0.05)
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Cuadro 7. Prevalencia de infeccion con Trypanosoma cruzi segun

estacionalidad y estadios en Dipetalogaster maximus

Estacion N Etapa de desarrollo del vector M H Prevalencia
(prevalencia) (Macho) (Hembra)
N1 N2 N3 N4 N5 A
Verano 24 217 2/12 5 0 0 0 0 0
(28.5%) (16.6%) 16.6%
Invierno 23 8 9 2 0 1 213 0 4 8.6%
(66.3%)
Totales 2/15 2/21 0% 0% 0% 2/3
(13.3%) (9.5%) (66.3%)

N: nimero de ejemplares colectados, N1: estadio ninfal 1, N2: estadio ninfal 2,

N3: estadio ninfal 3, N4: estadio ninfal 4, N5: estadio ninfal 5, A: adultos, M:

macho, H: hembra

49



Cuadro 8. Analisis univariado de factores medioambientales y casos de T. cruzi
en épocas de verano e invierno durante las capturas de Dipetalogaster

maximus en la localidad de San Pedro en el municipio de La Paz, B.C.S.

Variable OR 95% IC p
climatica
Humedad 1.04 0.92-1.18 0.48
Temperatura 0.88 0.74 -1.06 0.18
Nivel del 0.97 0.78-1.21 0.90
mar

IC= Intervalo de Confianza; OR= Odds ratio; p= valor de probabilidad.
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DISCUSION

Este trabajo representa el primer reporte donde se da a conocer la DTU

circulante en Dipetalogaster maximus.

Dipetalogaster maximus es el vector de la enfermedad de Chagas méas
grande del mundo, sin embargo, se tiene muy poca informacién sobre su relacion
con T. cruzi. Este vector de la enfermedad de Chagas es endémico de la zona

del cabo de B.C.S la cual se encuentra en el municipio de La Paz.

B.C.S. es un estado que cumple con caracteristicas para la presencia del
vector y el parasito de la enfermedad de Chagas, debido a sus condiciones

geograficas, de flora y fauna, ademas de sus condiciones climaticas.

En BCS se encuentra el Municipio de La Paz bordeado por el océano
pacifico y el mar de Cortez, se caracteriza por montafas y sierras como la sierra
de La Laguna, una de las mas importantes de este estado y que lo atraviesan de
Sur a Norte. Estas caracteristicas permiten que se presenten diferentes climas y
se describen 4 tipos para la region: seco-semicalidos, muy secos-semicélidos y
muy secos-calidos y calidos. La maxima temperatura en la bahia de La Paz ha
alcanzado hasta 40° C, y la media es de 22° C. Los rangos de precipitacion varian
de 0 - 500 mm. Se presentan selvas caducifolias y matorrales xerofilos. La fauna
exgtica terrestre que presenta son correcaminos, zorros, borrego cimarron,
venados, coyotes, zorrillos, ratones, lagartijas, viboras de cascabel y distintas
especies de culebras y en especies domésticas, se presentan perros, caballos,

gatos, vacas, borregos, cabras, gallinas y burros (INEGI, 2012).
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La localidad de San Pedro presenta mesetas con elevaciones de 1500
msnm, grandes rocas acumuladas y climas seco semicalido (INEGI, 2012). Estas
caracteristicas geograficas y medioambientales de la localidad de San Pedro son
importantes para determinar el habitat de D. maximus ya que esta especie
presenta una distribucion restringida a los terrenos montafiosos y en rocas
exfoliativas y grandes. La vegetacion tiende a ser matorral xeroéfilo y selva

caducifolia (Ryckman y Ryckman, 1967).

Segun datos oficiales en B.C.S en el afio 2000 en el municipio de La Paz
se contaba con una poblacién de 196,907 habitantes. Actualmente, en el afio
2020 se informan 292,241 personas, lo que indica un crecimiento del 48% de la
poblacién que reside en la zona (Sig, 2023). El aumento de la poblacion humana
propicia el desplazamiento de la poblacién a zonas antes no habitadas, cercanas
a los habitats naturales de los triatominos y a los reservorios de T. cruzi, lo cual
favorece la interaccion de estas especies propiciando se completen los ciclos de
transmision peridoméstico y domeéstico de la enfermedad de Chagas (Arévalo et

al., 2007; Costa et al., 2021).

La prevalencia de infeccién en Dipetalogaster maximus por T.cruzi en el
presente estudio fue diferente (12.7%) a lo reportado en anteriores estudios
realizados en el estado de BCS, las cuales varian entre 2.51y 7.3% (Jiménez y

Palacios, 1999; Jiménez et al., 2003; Flores-LOpez et al., 2021).

Un estudio realizado hace 24 afios en la zona urbana de la ciudad de la Paz, del
municipio de La Paz B.C.S. informé una prevalencia general de 2.9% en
triatominos colectados durante la época del afio 1998 en 3 colonias y se utilizo el
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método de diagndéstico de infeccion mediante microscopia Optica (Jiménez y
Palacios, 1999). Adicionalmente, Jiménez y colaboradores en 2003 realizaron las
colectas en 12 puntos de la zona del cabo en B.C.S y obtuvieron una prevalencia

general de 7.3% usando el método de diagndstico por microscopia optica.

La diferencia encontrada pudiera estar relacionada con diversos factores
tales como: la diferencia en los sitios de colecta. En el presente trabajo se evaluo
una localidad rural del municipio de la Paz, que presenta selva caducifolia y zonas
montafiosas con rocas grandes, la cual es idonea como habitat de D. maximus.
Ademas, la localidad en donde se llevé la colecta del presente estudio, cuenta
con una gran variedad de animales domésticos como vacas, burros, perros y
animales silvestres como zorros, coyotes, ratones y venados lo cual aumenta las
fuentes de alimentacion para el vector y perpetuar diferentes ciclos de
transmision. Esta diferencia en los sitios de colecta, la presencia de animales y
caracteristicas geograficas pudieran también influir en las diferencias en la

prevalencia de infeccién en los estudios.

El método de diagnostico de infeccion puede influir en la prevalencia
encontrada si se toma en cuenta su sensibilidad. El estudio realizado por
(Jiménez y Palacios,1999) encontré una prevalencia general de 2.9% en la
ciudad de La Paz y el método de diagndstico utilizado fue directo mediante
busqueda del parasito mediante microscopia Optica en la cual se utilizaron heces
de triatominos para la deteccion de infeccion. La técnica de microscopia tiene una
sensibilidad de 69.64% (Pizarro et al. 2007). Por otro lado, en el presente estudio

se utilizaron técnicas de biologia molecular como el PCR convencional que
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proporcionan mayor certeza 100% la infeccion por T. cruzi (Pizarro et al. 2007;

Dorn et al 1999).

Por otra parte, Flores Loépez en 2021 realiz6é colectas en 16 puntos en la
zona del cabo de B.C.S los cuales se presentaban en la regién al sur y oeste
alrededor de la sierra de la laguna. En dicho estudio se encontr6 una prevalencia
general de 2.51% utilizando el método de diagndstico de PCR. Las diferencias
entre las prevalencias del presente articulo y el presentado en esta investigacion
se pueden deber a las diferencias en los puntos de muestreo y en las estaciones

y afios en las que se realizé la colecta.

Estudios realizados en diferentes especies del vector en estados del norte
de B.C.S como California y Arizona han demostrado tener prevalencias altas si
se compara con las prevalencias reportadas en D. maximus en B.C.S. (Hwang et
al., 2010; Reisenman et al., 2012; Shender et al., 2016). En Triatoma protracta
colectada en California en el afio 2012 se inform6 una prevalencia de 36.4% en
Glendoray 18.7% en Escondido (Hwang et al., 2010). Otro estudio en Arizona de
Triatoma rubida, presento una prevalencia de infecciébn por T.cruzi del 41%

(Reisenman et al., 2012).

Las razones por las cuales la prevalencia de infeccién por T. cruzi en
Dipetalogaster maximus es diferente en comparacion con los estudios en otras
especies del vector en estados cercanos a B.C.S todavia no estan claras y es
necesario realizar estudios al respecto. Aunque se sabe, las prevalencias de
infeccion pueden aumentar o disminuir por ciertos factores climatoldégicos como

la temperatura (Lafferty, 2009).

54



En el presente estudio se informan ninfas estadios N1 y N2 infectadas en
la época de verano y solo adultos en invierno. Los resultados del presente estudio
concuerdan con lo encontrado por Jiménez Palacios en 1999, en donde también
se informan mayores abundancias de los ejemplares N2 y N3 en los meses de

verano.

El hallazgo se hipotetiza puede deberse a la época de reproduccion de los
estadios adultos de D.maximus los cuales se reproducen principalmente en
primavera lo que pudiera provocar los aumentos de N1 y N2 en verano ( Jiménez
y Palacios, 1999). Con respecto al hallazgo en invierno puede tener que ver con
el ciclo biolégico del vector y su comportamiento al momento de alimentarse,

aungue se necesitan mas estudios al respecto.

Diversos estudios han demostrado que los cambios de temperatura
pueden afectar en las tasas de infeccidén por T. cruzi obteniendo prevalencias
mas altas a temperaturas elevadas y mas bajas en temperaturas mas frias (de la
Vega et al., 2015, Gémez-Hernandez et al., 2008). Lo anterior debido a que los
cambios climaticos pueden ocasionar modificaciones en la distribucion
geografica de las especies del vector de la enfermedad de Chagas, (Carcavallo,

1999).
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Un estudio por Jiménez y Palacios en 2002 demostr6 que el desarrollo de
algunos estadios ninfales en D. maximus es mas rapido cuando las temperaturas
son altas debido a un incremento en el nUmero de comidas por el aumento del
metabolismo por las altas temperaturas de verano. Pero es mas prolongado
cuando los picos de temperatura ambiente disminuyen, es decir, por debajo de
19.3-25.9° C (Jiménez y Palacios en 2002). El aumento de niamero de comidas
en el vector provoca un aumento en el riesgo de infeccion y transmision de la

enfermedad.

Por otra parte, es importante conocer la diversidad genética de T. cruzi
circulante en el vector de una region especifica. Las cepas de T. cruzi se
clasifican en seis (DTU’s) llamadas Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVIy una séptima
llamada TcBat. EI DTU asociado a la cepa circulante puede relacionarse con las
posibles manifestaciones clinicas en la poblacién humana infectada de la region.

(Zingales et al., 2012; Cura et al., 2015; Breniére et al., 2016).

Un estudio realizado por Zingales y colaboradores en 2012 informaron que
la DTU con mayor presencia en México es Tcl. Ademas, diversos estudios han
demostrado la presencia de todas las DTU de T. cruzi en México desde la Tcl
hasta la TcVI (Bosseno et al., 2009, Ibanez Cervantes et al., 2013; Ramos-Ligonio

et al., 2012; Dorn et al., 2017: Pérez, 2013)

En el presente estudio, se encontré que la cepa circulante en la especie

D. maximus fue la DTU Tcl. Este es el primer informe sobre DTU’s circulantes en
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en Dipetalogaster maximus asi como el primer informe para el estado de BCS.
Segun estudios realizados por (Messenger et al., 2015) esta unidad de tipificacion
discreta puede llegar a presentar caracteristicas clinicas especificas como
cardiomiopatias (insuficiencia cardiaca congestiva, cardiomegalia) y en casos de

inmunosupresion, meningoencefalitis.

La DTU’s se asocia a presentaciones clinicas relacionadas a afecciones
cardiacas principalmente. Por lo que esta informacion pudiera ser de ayuda para
el personal médico que atiende pacientes de zonas donde el vector se encuentra
presente o con historia de exposicion o picadura del vector. Es muy importante
incluir la infeccién por T. cruzi dentro de los diagnésticos diferenciales de

personas con signologia cardiaca.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de infeccién con T.cruzi en D. maximus de la localidad de

San Pedro, municipio de La Paz B.C.S es de 12.7%.

En verano se colectaron unicamente estadios ninfales N1, N2 y N3 de los

cuales resultaron positivos N1 con 28.5% y N2 con 16.6%.

En invierno fue posible colectar tanto estadios ninfales como adultos. Se
encontrd infeccion con T. cruzi Gnicamente en adultos con una prevalencia de

66.3%.

No se encontrd relacion estadistica significativa entre la temperatura, la
humedad y el nivel del mar con respecto a la presencia de infeccion por T. cruzi

en D. maximus.

La DTU circulante de T. cruzi en D. maximus encontrada en la localidad

de San Pedro, municipio de La Paz es Tcl.
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