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1 Resumen

Talaigua Nuevo es un municipio ubicado en el departamento de Bolivar, en una
region denominada la depresion momposina, que ha sido considerada un area de
bajo riesgo para la enfermedad de Chagas. Sin embargo en estudios realizados en
la zona reportaron la presencia de tres insectos vectores de la enfermedad:
Rhodnius pallescens, Eratyrus cuspidatus y Triatoma maculata todos
extradomesticos y con altos indices de infeccidbn por Trypanosoma cruzi,
igualmente se detecto nifios menores de 10 afos positivos para T. cruzi. Debido a
este escenario se planteo la necesidad de caracterizar ecoepidemiologicamente la
transmision del parasito en la zona, con el fin de disefiar estrategias de
intervencion adecuadas para el municipio. Para lograr esto se realizaron
capacitaciones a la comunidad acerca de la enfermedad, al final de las charlas se
entrego recipientes para la recoleccion de los insectos triatominos. También se
realizé un tamizaje en nifios menores de 15 anos de las diferentes instituciones
educativas del casco urbano y rural del municipio con el fin de detectar la
seroprevalencia en esta poblacion. Para la deteccion de T. cruzi en mamiferos se
realizd capturas de estos al interior de las viviendas (ratas), animales domésticos
(perros) a los duenos de estos se les realizé una encuesta de factores de riesgo y

por ultimo se capturo animales silvestres (zarigleyas).

Como resultado se encontré que el vector que visita con mas frecuencia las
viviendas del municipio de Talaigua Nuevo es T. maculata con indices de
infeccion del 75% al analizar 82 insectos de esta especie, los otros triatominos
entregados por la comunidad fueron 3 R. pallescens solo uno resulté positivo a T.
cruzi y un E. cuspidatus, el cual se encontré positivo. Ademas con el analisis HRM
de fuentes alimenticias se encontré que la principal fuente de alimento de T.
maculata son las gallinas, seguida por los perros y en menor medida los humanos.
De los vectores del area silvestre capturados 21 (55,2%) correspondieron a la
especie R. pallescensy 17 (44.7%) a Eratyrus cuspidatus, con indices de infeccidn

del 62% y 5% respectivamente.



De las 440 muestras analizadas de sueros de niflos ninguna resulto positiva por T.
cruzi a ambas pruebas diagnésticas. Sin embargo de los 164 perros evaluados
18,9% (31/164) resultaron positivos a las pruebas diagnosticas evaluadas, el 25%
de los perros positivos tenian menos de 2 afos de edad, mostrando infeccion
reciente en los perros del municipio.

El analisis de los factores de riesgo mostro el riesgo de infeccion de un perro que
habita en la zona urbana de Talaigua Nuevo es 3.28 veces el riesgo de infecciéon
en la zona rural. La variable Vacunacién, resulté asociada con la infeccion OR
=7,29: Chi= 4,58; 1C95% ,98-150 P= 0,027. La presencia de Palomares en las
viviendas, estuvo también asociada a la infeccion: OR=11.27; Chi=15.25
;1C95%2.26 - 62.39 p=0.00009. Estos resultados demuestran que la transmision
de T. cruzi se esta presentando a nivel del peridomicilio y que los perros en el
municipio de Talaigua Nuevo se estdn comportando como reservorios ya que los
resultados arrojados por los xenodiagnosticos realizados sobre los perros positivos
mostraron que tiene parasitos circulando en sangre. Con ayuda de los analisis
geoespaciales se logré determinar las zonas del municipio que presentan mayor
riesgo de infeccion por T. cruzi a las cuales se les debe prestar mayor atencion al

momento de realizar estrategias de intervencion.

2 Introduccioén

La Enfermedad de Chagas es una dolencia parasitaria causada por el protozoo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi. El parasito, su ciclo de vida y la patologia que
ocasiona, fue descubierta en 1909 por el médico brasilero Carlos Justiniano
Ribeiro Chagas en el estado de Minas Gerais, Brasil (Chagas 1909, Malafaia y
Rodrigues 2010). En la actualidad, la infeccion con T. cruzi se estima en cerca de
10 millones de personas y cerca de 21000 muertes anules (Moncayo y Silveira
2009) en 21 paises donde la enfermedad es endémica. La transmision del parasito
se corresponde con la distribucion de los vectores triatominos, aproximadamente

desde 40° N (Sur de los Estados Unidos) hasta los 46° S (Patagonia Argentina)
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(Carcavallo et al. 1999). T. cruzi perteneciente a la familia Tripanosomatidae, se
caracteriza por tener una estructura sub celular llamada kinetoplasto la cual se
localiza en un punto especifico de la mitocondria (Schoijet 2009). Este protozoario
circula en la naturaleza hace aproximadamente 80 millones de afios. Antes que la
hematofagia de los insectos triatominos apareciera, el parasito circulaba en el
ciclo silvestre probablemente de dos formas: (I) por depredacion de mamiferos
infectados y (Il) por ingestion o por entrar en contacto con liquido de las glandulas
odoriferas de zariglieyas ya sea por una herida o mucosas (Telleria J y Tibayrenc
M 2010), se sabe que las zarigleyas pueden mantener la division extracelular de
T. cruzi y liberar formas metaciclicas infectivas del parasito (Deane et al. 1986,
Schofield 2000). A medida que otros mamiferos e insectos entraron al ciclo de
vida del parasito fueron generando fuertes presiones selectivas sobre las
poblaciones de T. cruzi, lo que resulté en la gran variedad de sub poblaciones del
parasito que se conocen en la actualidad con patrones bioldgicos y moleculares
diferentes (Telleria J y Tibayrenc M 2010). Esta gran diversidad bioldgica,
genética y bioquimica que presenta T. cruzi se han relacionado en muchos

estudios con sus caracteristicas ecoepidemiologicas.

Los primeros intentos de clasificacion de la variabilidad del parasito se enfocaron
en determinar las diferencias entre las cepas que circulan en los ciclos de
transmision doméstico y silvestre, encontrando diferencias entre las cepas
evaluadas, las cuales fueron llamadas zimodemas | y Il (ZI y ZII) del ciclo silvestre
y doméstico respectivamente (Miles et al. 1977). Sin embargo en estudios
realizados en Venezuela se encontré que el zimodema | es el grupo predominante
en casos humanos de la enfermedad de Chagas (Miles et al. 1981). En los afios
siguientes con ayuda de otros marcadores moleculares se encontré que los
zimodemas ya establecidos presentaban mayor diversidad, debido a esto se
decidid reconocer dos principales grupos Tc |y Tc Il (Anon 1999). Sin embargo,
en estudios adelantados por Brisse et al (2001), se encontr6 aun mayor
diversidad al interior de Tc I, clasificados Tc lla — e. Finalmente, gracias al

consenso de expertos en el 2009 se reclasificd a los diferentes grupos del
9



parasito en seis Unidades de Tipificacion Discreta DTUs, T. cruzi | — VI,

terminologia utilizada actualmente (Zingales et al. 2009).

2.1 Reservorios y Vector

El agente etiolégico de la enfermedad de Chagas circula en una gran variedad de
mamiferos. Alrededor de 180 especies, agrupados en 9 ordenes:
Didelphidomorphia, Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata,
Carnivora, Primata, Perisodactyla (Herrera et al. 2010). De estos nueve érdenes
se destacan por su importancia en la epidemiologia los ordenes Marsupialia,
Rodentia y Carnivora, los cuales son especies con alto grado de adaptabilidad a
los peridomicilios, con la capacidad de mantener el ciclo del parasito en
determinada area (PAHO 2009). Las aves y los reptiles son refractarios al
parasito, sin embargo son importantes en la ecoepidemiologia de la enfermedad
de Chagas ya que pueden servir de alimento a los vectores y sus sitios de
descanso como punto de dispersién de los insectos a los domicilios. (Hoare 1972,
Urdaneta-Morales y Mc Lure 1981, Noireau et al. 2009).

Los vectores de T. cruzi pertenecen al orden hemiptera de la sub familia
triatominae, la cual presenta 5 tribus y 15 géneros de los cuales se han descrito
143 especies hasta el momento. (Schofield CJ y Galvao C 2009, Jurberg J et al.
2009, Ayala JM 2009; Frias-Lasserre D 2010). Una de las caracteristicas que
distinguen a la sub familia es la hematéfagia que presentan sus individuos,
también caracteristicas morfolégicas como la probdscide que presenta tres
segmentos con el ultimo de estos movil (Telleria J & Tibayrenc M 2010). Esta
definicion no es enteramente satisfactoria debido a que algunos de los individuos
de la familia pueden ser fit6fagos otros depredadores y succionar en ocasiones
sangre de vertebrados (Schofield and Dolling, 1993). Las principales especies
vectores de T. cruzi en Colombia son Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y en
menor medida especies de segunda importancia como Triatoma maculata,
Triatoma venosa, Panstrongylus geniculatus, Rhodnius pallescens, Eratyrus

cuspidatus (Cantillo — Gomez 2010).
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Rhodnius prolixus es el vector doméstico de mayor importancia en Colombia y
Venezuela. Se considera una especie de primera importancia Yy responsable de
la mayoria casos de transmisibn en Colombia. Usualmente se encuentra
desarrollando todo su ciclo de vida al interior de las viviendas, aunque ha sido
encontrado en habitats silvestre, en palmas y nidos de aves desde los cuales
puede colonizar las casas de forma activa o pasiva (Guhl et al. 2007). Triatoma
dimidiata también es otra especie de primera importancia en Colombia, se lo ha
encontrado en 16 departamentos tanto en viviendas como en ecotopos silvestres,
como: corteza de arboles muertos, arboles huecos, palmeras, montones de rocas,
ruinas, las cuevas ocupadas por murciélagos y los nidos de varios mamiferos
(zarigieyas y armadillos) (Cantillo-Gémez 2010). En otros lugares como el centro
de México, la peninsula de Yucatan, América Central y Ecuador T. dimidiata es el

principal vector de la enfermedad de Chagas (Galvao et al. 2003).

Debido a especies vectoras de segunda importancia se han generado nuevos
escenarios de transmision mediados por vectores peridomesticos o silvestres. En
Colombia se encuentran especies vectores de segunda importancia como T.
maculata la cual se encuentra distribuida por todo la Costa Caribe, Boyac3,
Santander y los llanos orientales (Guhl et al. 2007). También se ha encontrado a
T. maculata en ambientes peridomésticos y silvestres en el estado de Roraima
Brasil, en Guayana, Guayana Francesa y Surinam (Galvao et al. 2003). En
estudios realizados en la Costa Caribe Colombiana fue relacionada
epidemiolégicamente con algunos casos de Chagas en menores de 9 afios
(Cortés y Suarez 2005, Cantillo B 2009).

La ocurrencia de estos nuevos escenarios, plantea la necesidad de conocer el
comportamiento bioldgico de dichas especies, con el fin de disefiar estrategias de
intervencidon adecuadas y particulares para determinado lugar (WHO 2007). Para
lograr dicho objetivo se hace necesaria la caracterizacion técnica del riesgo de
transmision; conocer el ciclo silvestre de transmision de determinado lugar, la

capacidad de desplazamiento de los insectos vectores, su plasticidad genética etc.
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De igual forma también es necesario conocer las variables culturales,
socioecondmicas, politicas y epidemiolégicas, todo con el fin de dilucidar
efectivamente los factores implicados en la transmisidn de dicho patdégeno en un
ecosistema especifico (Romana et al. 2003). Cuando se integran estos factores al
ciclo de vida de determinado parasito se habla de diferentes conceptos como:
complejo eco — patdégeno, ecologia del paisaje, paisaje epidemidégeno y dinamica
de los agro — ecosistemas (Romafia et al. 2003). En el caso de la tripanosomiasis
Americana cuando se detecta la coexistencia de mamiferos e insectos infectados
con T. cruzi y se conoce con detalle su ecologia se habla de focos de transmisién

o unidades ecoldgicas de transmision (Telleria J y Tibayrenc M 2010).

En lugares donde las pesquisas entomologicas con los métodos tradicionales son
infructuosas debido a que los insectos peridomésticos que visitan las viviendas
tienen bajas densidades, se hace de vital importancia la participacion de la
comunidad en la denuncia de los focos de infestacion todo con el fin de conocer la
epidemiologia y los diferentes factores involucrados en la aparicién de nuevos

brotes de transmision de T. cruzi (Silveira AC 2010).

2.2 Planteamiento del problema

La enfermedad de Chagas continua siendo un factor restrictivo para el pleno
desarrollo de las comunidades rurales, semirurales y urbanas de todo el
continente. Es una enfermedad del atraso socioecondmico, que hasta el momento
no tiene una vacuna que permita inmunizar a las personas de zonas endémicas.
Sumado a esto, los medicamentos existentes causan reacciones secundarias en
un 60% de los pacientes tratados, con muy poca efectividad (Silveira AC 2010).
Por tal motivo el control quimico del vector continda siendo el medio mas efectivo
para la interrupcion de la transmisién. Sin embargo, los problemas de efectividad
que presentan los programas de control tradicional sobre especies nativas y/o de
importancia epidemiologica secundaria, demandan la creacién de estrategias

disefiadas para las caracteristicas de las especies locales (Silveira AC 2010).
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Para este propdsito, se hace necesario la caracterizacion ecoepidemiolégica de
los focos de transmision en la zona de interés a través de: la incriminacion
vectorial de la(s) especie(s) presentes, la identificacion de los integrantes del ciclo
de transmision, la ubicacidn espacial de los microfocos activos y la caracterizacion
del riesgo de infeccion que cada especie representa a las poblaciones
susceptibles. De esta manera, se podra definir y establecer las medidas de
vigilancia e intervencion para las diferentes especies nativas de una zona
particular.

Para el caso de la enfermedad de Chagas, la identificacion de focos activos se
hace por la deteccion de casos agudos de infeccion y/o por el desarrollo de
estudios epidemiologicos sobre nifios menores de 14 afos (WHO 2007). Sin
embargo, la sintomatologia inespecifica que caracteriza la fase aguda conlleva a
que la mayoria de los casos pasen desapercibidos, aun mas, en zona con
especies nativas no domiciliadas, de menor capacidad vectorial y con
comportamiento electico en su alimentacion, los focos de infeccion que involucran
humanos se hacen un poco mas esporadicos, por lo que la vigilancia de los
mismos tiende a desaparecer. Por lo tanto, para este tipo de escenario es
necesaria la implementacién de metodologias mas sensibles que identifique los
focos activos de transmision.

En el municipio de Talaigua Nuevo ubicado en el departamento de Bolivar
presenta la situacion anteriormente descrita. Estudios recientes reportaron la
presencia de tres especies vectores: R. pallescens, E. cuspidatus y T. maculata,
todos extradomésticos e infectados con T. cruzi (Cantillo et al 2010). Sumado a lo
anterior, la deteccion de seroprevalencia en menores de 10 afos y el fallecimiento
de dos menores con cardiopatias compatible con enfermedad de Chagas,
confirman la transmisién en el municipio (Cantillo et al. 2010; Cortés y Suarez
2005). A pesar de esta situacion, las medidas de intervencion que se han
realizado sobre el municipio, no han logrado la interrupcion de la transmision en
menores de 14 afos (Cantillo 2009). Por tal razén, se requiere de la

implementacion de un programa de prevencion y control adecuado para la

13



interrupcion de la transmisién local construido mediante la caracterizacion de los

focos de activos de transmision que podrian involucrar a la poblaciéon humana.

3 Objetivo
3.1 Objetivo general

Determinar si hay focos activos de transmision de la Enfermedad de Chagas, en el

municipio de Talaigua Nuevo, departamento de Bolivar.

3.2 Objetivos especificos

e Definir los indices de infestacién y colonizacion de triatomineos en las
viviendas rurales y urbanas.

e Determinar el indice de infeccion por T. cruzi en reservorios domeéstico,
triatomineos silvestres, peridomésticos y domiciliados del municipio.

e Caracterizar los integrantes de los focos de transmisibn mediante la
identificacion de fuentes alimenticias de triatominos.

o Establecer y estratificar el riesgo de infeccion de la poblacién canina del
municipio.

o Establecer y estratificar el riesgo de infeccidén por vectores en el municipio.

4 Materiales y métodos

4.1 Area de estudio

La investigacion se llevo a cabo en el municipio de Talaigua Nuevo, departamento
de Bolivar, ubicado entre los brazos de Mompods y de Loba del rio Magdalena
entre 9°18'31.54”N, 74°34'23.04”0 y 9°17'51.34”N, 74°33'44.97”0. El municipio
se encuentra a 250 km de Cartagena de Indias, limita al norte con el departamento
del Magdalena, al sur con el municipio de Mompox, al este con el municipio de
Cicuco y al oeste con el municipio de Magangué. El municipio hace parte de la Isla

de Mompox o mas concretamente Isla Margarita, la cual se encuentra a su vez en
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un territorio geograficamente llamado la Depresidon Momposina, considerada la
zona mas inundable del pais. El municipio esta a una altura de 36 m sobre el nivel
del mar, la vegetacion circundante corresponde a bosque seco tropical (bs-t)
segun las zonas de vida de Holdridge, esta zona se encuentra en una cuenca
hidrografica de aproximadamente 24.650 km? presenta una temperatura promedio
anual de 24°C y una precipitacion que oscila entre 1.500 mm y 2.000 mm

anuales (http://www.bolivar.gov.co/).

De los 10 corregimientos que posee el municipio de Talaigua Nuevo, se
seleccionaron los 3 que presentaron mayor poblacion y facilidades para acceder a
los mismos: Talaigua Viejo, El Vesubio y Patico con lo que se cubri6 el 80% de la
poblacion (Dane 2005). Figura 1.
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Figura 1. Municipio de Talaigua Nuevo y sus corregimientos

A Vesubio, e Talaigua Nuevo, * Talaigua Viejo, ™ Patico



4.2 Trabajo entomolégico

De acuerdo con trabajos previos realizados en la zona, la estrategia de
recoleccion de insectos con participacion comunitaria presenta buenos resultados
para la recoleccion de los insectos (Cantillo-Barraza 2009). Para lograr este
cometido se conto con la ayuda de la secretaria de salud quienes facilitaron la
concentracion de: miembros de Juntas de accidon comunal, lideres del programa
familias en accion, Asociacion de Madres Comunitarias y poblaciéon escolar. Las
capacitaciones estaban enfocadas en los siguientes items.
1. Nociones de entomologia basica, que permitieran reconocer triatominos de
otros chinches.
2. Reconocimiento de especies de triatominos locales, con énfasis en
caracteristicas morfoldgicas y ecoldgicas de cada una.
3. Captura y correcta manipulacién de los individuos, con normas de

bioseguridad.

Al final de cada sesion se les entregaban recipientes para el almacenamiento del
material entomoldgico a recolectar en los hogares. Como estrategia de divulgacion
y multiplicacion de la informacion, se entregaron afiches elaborados en el
laboratorio BCEI, con informacion relevante acerca de vectores locales y nociones
basicas sobre la enfermedad de Chagas. (Anexo 1). Esta labor de promocion se
realizé con el proposito de comenzar con el empoderamiento de las personas con
mayor riesgo de exposicion. Por ultimo, a cada lider capacitado era entregado un

paquete de tarros entomoldgicos para distribucién en su comunidad de influencia.

Para el personal que labora en el hospital local, se realizé una actualizacion sobre
temas epidemioldgicos, formas de transmisién, historia natural de la enfermedad,
sintomatologia etc. El desarrollo de esta fase, se realizdé con ayuda del personal de

laboratorio departamental de salud publica de Bolivar.

Como acciones complementarias y con el propésito de aumentar el numero de

pobladores que participaban en el programa de vigilancia, se realizé un recorrido
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por 129 casas en el casco urbano del municipio. A cada persona se le entregé un

recipiente en el cual almacenarian los triatominos en caso de ser observado.

4.2.1 Busqueda activa en casas que devolvieron los recipientes con

triatominos

Con el fin de comprobar o descartar la colonizacion de triatominos, se realizé
busqueda exhaustiva al interior de las viviendas que entregaron insectos. La
busqueda activa se adelanté durante un tiempo de 40 a 60 minutos, enfocado el
esfuerzo en lugares como camas, detras de objetos colgados en la pared,
acumulos de ropa, zapatos y documentos, escaparates, grietas en la pared,
cocina, cuartos de almacenamiento o de “San Alejo”. Posteriormente se busco en
peridomicilio una hora y media, mediante busqueda razonada, comenzando por
los sitios de reposos de animales domésticos: palomares, gallineros, palmas de
coco, palos de jobo (Spondias mombin), cercas, monticulos de madera, acumulos

de piedra o ladrillos y techos construidos con hojas de palmas.

Los insectos capturados por la comunidad fueron entregados personalmente a los
investigadores o eran llevados a la secretaria de salud del municipio, desde donde
fueron enviados al laboratorio BCEI de la Universidad de Antioquia, para

posteriormente ser procesados.

4.2.2 Captura de insectos silvestres

La captura de los insectos silvestres se realizd mediante la disecacion de una
palma de la especie Attalea buyracea la cual se encontraba aproximadamente a
1.5 km del casco urbano del municipio. La disecacion fue realizada por un
ayudante de campo, posteriormente se procedié a buscar los insectos desde las
primeras hasta las ultimas bracteas, las cuales eran desprendidas de la palma

con mucho cuidado para evitar que los insectos se escaparan.
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4.3 Taxonomia

Los insectos capturados se clasificaron de acuerdo a la clave de Lent y
Wygodzinsky (1979).

4.4 Examen parasitolégico de los triatominos recolectados

Los triatominos capturados, se transportaron al laboratorio BCEI de la Universidad
de Antioquia, donde se alimentaron con rata o gallina, posterior a esto se
recolectaron las heces y se observaron al microscopio para evaluar la infecciéon
por flagelados. A los insectos muertos se les extrajo el contenido intestinal, si era
posible se revisaba en busca de flagelados con ayuda del microscopio. Las heces
de todos los insectos fueron colectadas en 100uL de PBS 7.2, para la extraccion
del ADN.

441 Extraccion de DNA

La extraccion del ADN de las heces se realizé mediante el método fenol —
cloroformo (Avila et al 1990). Para realizar el procedimiento se tomaron de 40-50
ML de heces, las cuales se mezclaron con un volumen de 500 uL de Buffer de
Digestién (Tris-HCI pH 7.5 0.01M, EDTA 0.01M, NaCl 0.05M, SDS 1%) y 4 uL de
proteinasa K, se incuban a 37°C aproximadamente 12 horas. La extraccion del
DNA se realiz6 con fenol — cloroformo, se precipitdé con alcohol absoluto.
Posteriormente se lavo con alcohol al 70% vy finalmente se diluyé en 30 uL de
agua destilada.

El ADN fue cuantificado en el espectrofotometro Nanodrop 2000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) y almacenado a -20°C en freezer hasta su

empleo.
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4.4.2 Diagnoéstico molecular de T. cruzi

La confirmacién de la presencia del parasito en las heces se determind por medio
del método de PCR utilizando dos marcadores diferentes: amplificacion del ADN
satélite y amplificacién de la region variable de los minicirculos del kinetoplasto de
T. cruzi. Para la primera reaccion se utilizo los cebadores TcZ1 (5°-GCT CTT GCC
CAC AMG GGT GC-3’) y TcZ2 (5-CAA GCA GCG GAT AGT TCA GG-3’) los
cuales amplifican una banda de 188 pb (Moser D et al. 1989).El volumen final de
reaccion fue 25 pL, el cual contenia 1x de TaqBuffer fermentas®, 1.5 mM de
MgCl,, 0.04 mM de cada dNTP, 0.2 pyM de cada cebador, 1.25 U de Taq
polimerasa y 1 yl de ADN molde. Los pasos de la PCR fueron: un primer paso de
desnaturalizacion a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 45
segundos, 63°C por 45 segundos y 72°C por 45 segundos; finalmente se dejoé 10
minutos a 72°C para evitar su desnaturalizacion.

Para la amplificaciéon de la region hiper variable del Kinetoplasto del parasito se
utilizaron los cebadores 121 5-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3 vy
122 5 GGTTGCATTGGGTTGGTGTAATATA-3, Ilos cuales amplifican un
fragmento de 330 pb (Avila H. et al 1990), que corresponde a la region
hipervariable de los minicirculos del kinetoplasto. Los pasos de la amplificacién
fueron: un primer paso de desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos, seguido de 35

ciclos de 95°C por 45 segundos, 64°C por 45 segundos y 72°C por 45 segundos.

Para visualizar el producto de PCR se realizé un gel de agarosa al 1.5%, tenido

con 5 pl de bromuro de etidio y visualizado con radiacion UV.

4.4.3 Aislamiento de parasitos desde insectos

A todos los insectos con resultado positivo a flagelados por microscopia,
capturados en diferentes ambientes, se alimentaron para obtener las heces,
posteriormente estas fueron resuspendidas en 500 uL de PBS pH 7,2 estéril. Una
alicuota se utilizé para aislamientos, mediante la inoculacién intraperitoneal en
ratones Balb/c y suizos de experimentacion.
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Posteriormente, los ratones eran revisados hasta observar parasitemia, la revision
se hizo mediante la técnica de microhematocrito. Al momento de detectar
infeccion se procedia a sacrificar los ratones con CO,, para luego realizar la
extraccidon de sangre por puncion cardiaca, la cual era utilizada para realizar
hemocultivos en medios (LIT + NNN) siguiendo los protocolos del laboratorio
BCEI de la Universidad de Antioquia. De esta misma manera se aislaron las cepas
de los insectos utilizados en xenodiagnésticos de animales domésticos y

silvestres.

4.44 Analisis HRM del gen citocromo B (CytB) para la identificacion de

fuentes alimenticias usando PCR en tiempo real

El gen CytB fue amplificado utilizando los siguientes primers 5 -
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA -3y 5
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 3’, la PCR fue realizada en un volumen
final de 10 uL, conteniendo 0.5 uM de cada primer, 0.25mM de cada dNTP, 3.5mM
MgCl2, 0.5U TrueStart Hot Start polymerase y 1.5x del colorante SYBR green
(Invitrogen). Un total de 15 ng de DNA gendmico fue utilizado en cada tubo, las
muestras problema y las estandares fueron amplificados por en duplicado. Las
condiciones en el termociclador fueron las siguientes: una desnaturalizacén a
95°C por 5 minutos, 35 ciclos realizando los siguientes pasos: 30 segundos
desnaturalizando a 95°C, seguida del alineamiento por 30 segundos a 60°C y un
paso de extension a 72°C por 30 segundos en el termociclador Rotor Gene Q
system ( Qiagen, Germany). Después de la amplificacién se analizd la curva
meeting, incrementando la temperatura de 72°C a 92°C aumentando
gradualmente la temperatura 0.1°C/s registrando los cambios en la fluorescencia.
El analisis HRM se llevé a cabo en el Rotor Gene Q Software v2.2. Los genotipos
fueron seleccionados de un grupo de especies estandar, zarigieya (Didelphis
marsupialis), raton (Mus musculus), vaca (Bos taurus), perro (Canis Ilupus

familiaris), caballo (Equus caballus), humano (Homo sapiens), conejo (Oryctolagus
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cuniculus), cat (Felis catus), gallina (Gallus gallus), burro (Equus asinus), rata
(Rattus norvegicus), cerdo (Sus scrofa) y oveja (Ovis aries).

4.5 Estudios con la poblacion humana

Con el propdsito de detectar infeccion reciente en la poblacion de la zona de
estudio, se realizé una toma de muestra en las escuelas de la cabecera municipal
y tres corregimientos de Talaigua Nuevo. Para el calculo del tamafo poblacional
se tuvo en cuenta los siguientes parametros estadistico: Para Talaigua Nuevo:
universo 10.973 (5.100 zona urbana y 5.873 zona rural). Prevalencia 4%, error de
muestreo 3%, nivel de confianza del 95%.

Para realizar el procedimiento (con previa autorizacion de los padres), se tomd un
volumen de 4-5 ml de sangre por venopuncion. La toma de las muestras fue
realizada por una enfermera del hospital local, posteriormente el suero fue
almacenado en frio hasta la realizacidon del diagndstico. Para el casco urbano de
Talaigua Nuevo se tomo6 una muestra total de 290 nifios de las instituciones
educativas de Escuela Urbana Mixta Barrio Norte, Escuela Urbana Mixta Segundo
Benigno y Primera Escuela Urbana de Talaigua Nuevo las cuales estan
localizadas en barrios donde en este trabajo o trabajos anteriores se report6 la
presencia de triatominos. En el Caso de Talaigua Viejo se muestrearon 69 nifos,
en el Vesubio 41 y en Patico 40 nifios. Acta de aprobacién del proyecto 08-012-
185 Fecha 27 de agosto de 2008.

4.5.1 Diagnéstico serolégico en la poblacién humana

Para el diagnostico de la infeccion con T. cruzi, se realizaron las pruebas de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI), como
prueba confirmatoria. La prueba ELISA se le realizd al total de personas que
participaron en el estudio con el fin de detectar anticuerpos tipo IgG, el ensayo fue

realizado siguiendo el protocolo estandarizado en el grupo BCEI de la Universidad
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de Antioquia, con las siguientes condiciones: la sensibilizacion se hizo con un
lisado de parasitos obtenido por frio, el cual fue utilizado a una dilucion de 1:50. El
bloqueo de la placa se realizd con una solucion de leche descremada al 3%. El
conjugado anti-human IgG (y-chain specific) marcada con peroxidasa (SIGMA, A-
6029), se utilizé a una dilucién de 1:2000. El sustrato consistio de perdxido de
hidrogeno disuelto en una solucion de OPD (Ortho-phenil-endiamina). La lectura

de la placa se realizé en un lector de ELISA con filtro de lectura de 490nm.

La prueba IFI fue utilizada como prueba confirmatoria de las muestras positivas
por ELISA, se utilizé el protocolo propuesto por Guhl y Nicholls en el 2001. La
diluciéon 1:40 se utilizd como punto de corte para establecer las muestras
negativas y positivas.

4.6 Reservorios

4.6.1 Estudio con Reservorios Silvestres

Para la captura de reservorios se utilizé cebo universal. Un total de cuatro
trampas se colocaban por noche en patios de viviendas ubicadas en barrios
donde residian perros con diagndstico positivo para T. cruzi (una trampa por cada

patio). Las trampas, fueron georeferenciadas con GPS.

4.6.2 Toma de muestras de reservorios silvestres y xenodiagnoéstico

Después de sedar al animal se procedié a tomar una muestra de sangre por
puncion cardiaca (0.2 a 3 mL dependiendo el tamafio del animal).

Para realizar el xenodiagnéstico, se emplearon dos recipientes con 5 ninfas de
IV y/o V estadio de R. prolixus trasladadas desde el laboratorio BCEIl. Para la
prueba, las ninfas se alimentaron del mamifero, por un tiempo aproximado de 15
minutos  hasta plenitud. Estos insectos fueron posteriormente llevados al
laboratorio donde se revisaron las heces cada 8 dias por dos meses, en busca de

presencia de flagelados.
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4.6.3 Captura de mamiferos al interior de las viviendas

Se muestrearon reservorios peridomésticos - domésticos (ratones). Para la
captura de estos se utilizaron trampas Sherman las cuales se cebaron con
sardina. Las trampas, fueron ubicadas al interior de las viviendas durante toda la
noche, al dia siguiente, se revisaban y los especimenes capturados se les
tomaron muestra de sangre por puncién cardiaca. Posteriormente esa muestra fue
utilizada para realizar hemocultivos, los cuales se revisaron periédicamente cada

8 dias por dos meses, con el fin de detectar la presencia del parasito.

4.6.4 Estudios con Reservorios Domésticos(perros)

El calculo del tamafo muestral se realizdé con una confianza del 95% y un error del
5% (Londofio 2004): con un universo de 1000 perros (Dato suministrado por la
Secretaria de Salud Municipal, unidad de zoonosis), para determinar la
prevalencia se reviso literatura con el fin de encontrar una zona con caracteristicas
epidemiologicas similares a la zona de estudio (Londono 2004). De esta forma se
considerd una prevalencia esperada del 15% de acuerdo con trabajos realizados
en Panama y Venezuela, zonas con presencia de R. pallescens y T. maculata
respectivamente (Pineda et al 2010; Rojas et al 2008). Con los datos
suministrados se determiné un tamafo muestral de 164 perros, repartidos de

acuerdo al censo municipal en 56% para la zona urbana y 44% para la rural.

Se consideré muestrear otros mamiferos como gatos, pero debido a que la toma
de muestras no es facil ya que no son ddciles, generalmente no se mantienen en
las casas y ademas los registros no estaban actualizados. Se tomaron muestras
aleatorias de los perros de los diferentes barrios de Talaigua Nuevo y sus

corregimientos.

La toma de muestra se logré inmovilizando el perro con ayuda del personal de la
Secretaria de Salud o con ayudantes de campo, posteriormente se localizé la vena
Safena la cual se encuentra con mas facilidad en el tarso de la pata trasera, de alli
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se tomo6 una muestra de sangre de aproximadamente 3-4 mL. Una parte de la
muestra se mezcld con un volumen igual de Cloruro de guanidina 6M - EDTA 0.2
M pH 8.0, de la otra porcion se obtuvo el suero, el cual fue llevado al laboratorio
BCEI para los analisis serologicos.

4.6.5 Encuesta epidemiolégica de caninos

A los duefios de los perros se les realizdé una encuesta, hecha por el investigador
principal o por lo ayudantes de campo, igualmente algunas de las observaciones
fueron hechas por el encuestador en el momento de realizar la encuesta. Se
preguntd por factores de riesgo presentes en el domicilio y en el peridomicilio
como la presencia de gallineros, palomares, palmas de coco, palos de jobo, el
lugar donde el perro pasa la noche entre otros (anexo 19. La encuesta fue
adquirida de estudios realizados por Cardinal en Argentina por lo que ya habia

sido validada en ese lugar y modificada al lenguaje de la zona.

4.6.6 Diagnostico serolégico de los perros

La prueba ELISA para los perros tuvo las siguientes modificaciones: el titulo de
antigeno fue de 1:25. El conjugado anti-dog se utiliz6 a una concentracion de
1:5000, los siguientes pasos del protocolo fueron exactamente igual al utilizado en
el diagndstico en los humanos. La confirmacion por IFI de todos los perros
diagnosticados por ELISA se realizé con la siguiente modificacion del conjugado:

el conjugado utilizado en la IFI se trabajo a una dilucion de 1:200.

4.6.7 Xenodiagndstico de Animales Domésticos

Para determinar la presencia del parasito circulando en sangre se realizaron
xenodiagndsticos a aquellos perros que resultaron positivos por las técnicas
serologicas ELISA e IFIl. Para lograr esto se sedo el perro con 5 mg/kg de peso
con Ketamina-Xilacina 9:1 intramuscular, posteriormente se utilizaron 15 ninfas
de lll, IV y V estadio de colonias de laboratorio de R. prolixus, las cuales se

alimentaron del perro aproximadamente 20 minutos a plenitud. Las heces de los
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insectos fueron revisados al microscopio periédicamente cada 8 dias por al menos

3 meses en busqueda de flagelados.

4.7 Analisis geoespacial

La busqueda de perros infectados se realizd en siete de los 10 barrios que tienen
el municipio de Talaigua Nuevo, mientras que la entrega de los triatominos por
parte de la comunidad se hizo en la totalidad de los barrios. Tanto el perimetro
municipal como los barrios se digitalizaron como poligonos sobre una imagen de
Google Earth capturada el dos de marzo de 2010.

Los poligonos construidos en Google Earth fueron digitalizados en el programa
ArcGIS (Figura 19A; ESRI 2006) utilizando como guia una imagen Landsat 7
ETM+, ya que en dicho programa se iban a realizar los analisis posteriores. Las
coordenadas de los datos biologicos fueron capturadas mediante un dispositivo
GPS (Global PositioningSystem) utilizando el sistema de coordenadas geodésicas
WGS-84 (WorldGeodeticSystem 1984).

El mapa que representa la distribucion espacial de los perros e insectos infectados
con el parasito se generd utilizando el método de interpolacion con ponderacion
por distancia IDW (Inverse Distance Weighted) en ArcGIS (ESRI 2006),
seleccionando un radio variable para especificar el numero de puntos muéstrales
mas cercanos (n = 12).

Para la superficie de riesgo de ocurrencia de perros infectados construida con
IDW, se asigné como peso el porcentaje de perros infectados teniendo en cuenta
la poblacion total de perros en cada barrio; mientras que para los triatominos se
asign6 como peso la tasa de insectos infectados con respecto a los capturados.
Finalmente, los mapas de riesgo de infeccion de perros y de insectos se sumaron
mediante algebra de mapas para obtener una superficie que muestre las areas en

donde puede haber mayor riesgo de infeccion para los humanos.
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5 Resultados

5.1 Capacitaciones jornadas de sensibilizacion de la comunidad, para la

creacion del programa de vigilancia

Las jornadas de sensibilizacion se realizaron a nivel municipal sobre dos grupos
con roles sociales diferentes, como se describe a continuacion:

El primer grupo estuvo conformado por lideres comunitarios de la zona urbana y
rural. Hicieron parte de este grupo, cerca de 30 integrantes del programa familias
en accion, 20 integrantes de las juntas de accién comunal y lideres del municipio.
Esta sensibilizacion de cerca de 80 personas, tuvo como propdsito buscar medios
de multiplicacién de la informacion en la poblacion base y de esta manera sumar

adeptos al programa de vigilancia entomolégica que requeria el proyecto.

El segundo grupo, estuvo conformado por poblacion escolar de escuelas urbanas
y rurales. Para esto, se realizaron visitas y charlas de sensibilizacion a los
estudiantes de las escuelas primarias y secundarias de Patico, Talaigua Viejo, El
Vesubio, por la parte rural; y las escuelas Escuela Urbana Mixta Barrio Norte,
Primera Escuela Urbana de Talaigua Nuevo y Escuela Urbana Mixta Segundo
Benigno de la zona urbana. En total se trabajé con cerca de 500 estudiantes de
todo el municipio. La sensibilizacidon en la poblacion escolar, se realizé con ayuda
de material divulgativo como: afiches y volantes, construidos para esta
investigacion con informaciones previas en la zona desarrollada. De igual forma,
se llevaron montajes de triatominos nativos, para ser utilizados como material
didactico en el reconocimiento y diferenciacion de triatominos. Como estrategia de
comunicacion, se colgaron afiches en lugares visibles de las instituciones, con el

fin de mantener fresca la informacion adquirida en las charlas. (Anexo 1).

5.2 Insectos recolectados por la comunidad

Como resultado del programa de vigilancia desarrollado, se logré la captura de 86
insectos, todos capturados por la comunidad al interior de las viviendas. De estos
el 95.3% (82/86) pertenecen a la especie T. maculata, 3.5% (3/86) a R.

pallescensy 1.16 (1/86) a la especie E. cuspidatus. (Figura 2).
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Composicion de insectos recolectados por la
comunidad

B Triatoma maculata B Rhodnius pallescens B Eratyrus cuspidatus

4% 1%

Figura 2. Composicion poblacional de los insectos recolectados por la comunidad

en Talaigua Nuevo y sus corregimientos.

Del total de insectos recolectados por la comunidad 77 (89.5%) fueron adultos y 9
(10.5%) fueron ninfas de T. maculata de IV y V estadio.

5.3 Busqueda Activa de Triatominos

Con el propdsito de conocer el ecopoto de T. maculata, determinar su punto de
dispersion y comprobar colonizacion de la misma, se realiz6 una busqueda
exhaustiva en las viviendas donde los residentes recolectaron triatominos. La
busqueda que se realizé en los diferentes hogares del municipio no produjo

resultados de presencia de los insectos triatominos en las viviendas. Figura 3.
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06/12/2010,

Figura 3. Busqueda del ecotopo de T. maculata en Talaigua Nuevo

5.4 Insectos entregados por la comunidad

De 10 barrios que conforman la cabecera municipal de Talaigua Nuevo, en 9 se

registro la captura de insectos triatominos al interior de las viviendas. Figura 4.

Insectos Recolectados Por Barrio
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Figura 4. Namero de insectos recolectados por la comunidad
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El barrio donde entregaron la mayor cantidad de vectores fue el 10 de abril, con

un total de 38 insectos, seguido por el barrio el Campin con 11, mientras que el

barrio la Paz fue el que mostré una menor cantidad de insectos con 1 insecto.

5.4.1

Infeccién por T. cruzi en los insectos recolectados en cada comunidad

Para el diagndstico de infeccion en los insectos recolectados, se utilizo la tecnica

de PCR con dos marcadores diferentes. En la tabla 1, se observa el total de

insectos recolectados por comunidad, la especie a la que pertenecian y el numero

de insectos positivos por T. cruzi, utilizando cada uno de los marcadores.

Tabla 1. Insectos infectados en barrios y corregimientos de Talaigua Nuevo.

Barrio Numero de insectos % infeccion, % infeccion,
recolectados y PCR con PCR con el
especie a la que ADN satélite kDNA
pertenecian

B. Centro 7T. maculata 71.4 (5/7) 71.4 (5/7)

Alfredo de la Pefia 5 T. maculata 50.0 (3/6) 66.7 (4/6)
1 E. cuspidatus

B. La Paz 1T. maculata 0.0 (0/1) 100 (1/1)
B. Abajo 8T. maculata 37.5 (3/8) 12.5 (1/8)

B. Arriba 3T. maculata 66.7(2/3) 100.0 (3/3)

El Campin 11T. maculata 45.5 (5/11) 63.6 (7/11)

10 de Abril 38T. maculata 36.8 (14/38) 60.5 (23/38)

B. Santa Lucia 2T. maculata 0.0 (0/2) 100.0 (2/2)

Talaigua Viejo 2 T. maculata 50.0 (2/4) 75.0 (3/4)
2 R. pallescens
Vesubio 1 T. maculata 100.0 (2/2) 100.0 (2/2)
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1 R. Pallescens
Ancon 1T. maculata 100.0 (1/1) 100.0 (1/1)
B. San Roque 3T. maculata 66.7 (2/3) 100 (3/3)
Total 86 45 (38/86) 61 (52/86)

Los resultados mostraron que el 45% (38/85) de los individuos analizados
amplificaron la banda de 188pb correspondiente al ADN satélite (Figura 5),
mientras que el 61% de los insectos amplificaron un fragmento de 330 pb de
bases correspondiente a la region hipervariable del kinetoplasto del parasito
(Figura 6). Por lo tanto, se encontré un porcentaje de infeccion del 77.6% (66/85),
con los dos marcadores utilizados, encontrandose una coincidencia del 52.9%
(45/85), entre ambos marcadores.

El unico individuo colectado perteneciente a la especie E. cuspidatus resultd
positivo por los dos marcadores utilizados en la PCR mientras que solo un R.

pallescens de Talaigua Viejo resulto positivo a T. cruzi.

50 pb

200pb 188pb

Figura 5. Producto de la amplificacién por PCR de la region satélite de T. cruzi de
muestras de heces de insectos capturados en el interior de las viviendas del

Municipio de Talaigua Nuevo.

MP: Marcador de peso molecular de 50 pb, 1: Control negativo (muestra sin ADN), 2:
Muestra de T. maculata negativa, 3,4,5: Muestras de T. maculata positivas por T. cruzi, 6:
Control positivo (muestra con ADN de epimastigotes de cultivo). Los productos se
corrieron en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio.
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Figura 6. Producto de la amplificacion por PCR del kDNA de T. cruzi de muestras de
heces de insectos capturados en el interior de las viviendas del Municipio de

Talaigua Nuevo.

MP: Marcador de peso molecular de 100 pb, 1: Control negativo (muestra sin ADN), 2:
Muestra de T. maculata negativa, 3,4,5 y 6: Muestras de T. maculata positivas, 7: Control
positivo (muestra con ADN de epimastigotes de cultivo).Los productos se corrieron en
geles de agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de etidio.

5.4.2 Preferencia alimenticia de T. maculata en la zona de estudio

Para identificar las fuentes alimenticias de los vectores del area de estudio, se
empled la técnica HRM desarrollada en el grupo BCEI, de la Universidad de
Antioquia. Del total de muestras analizadas, el 55% mostraron alimentacion por
gallina, el 20% mostré alimentacion por perro, el 10% de las muestras mostro
alimentacién de humano y el 15% de la muestras mostré alimentacion mixta de

perro y gallina. Los resultados se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Namero de insectos alimentados con diferentes tipos de animal

5.5 Captura de vectores silvestres

Mediante la examinacién de una palma de la especie Attalea butyracea se logré
la captura de 38 triatominos, de los cuales 21 (55,2%) correspondieron a la
especie R. pallescens'y 17 (44.7%) a Eratyrus cuspidatus. Todos los estadios de

las dos especies fueron encontrados en la palma disecada.

5.5.1 Estudio Parasitolégico de Insectos Silvestres

Por observacion directa al microscopio el 62% (21/38) de los R. pallescens
capturados resultaron positivos para flagelados, mientras para E. cuspidatus solo

el 5% (1/17) resulto positivo a flagelados. (Figura 9).
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Figura 8. Insectos silvestres positivos en la zona de estudio

5.5.2 Aislamiento de parasitos de insectos silvestres

Se realiz6 el aislamiento de una cepa proveniente de Rhodnius pallescens, a la

cual fue asignada el cédigo OCC1 y criopreservada en el cepario del grupo BCEI.

5.5.3 Aislamiento de parasitos en triatominos recolectados por la poblacion

al interior de las viviendas

A partir de los insectos entregados por la comunidad se lograron aislar tres cepas
provenientes de T. maculata, codificadas como (TnA2, TnA3 y TNM2). Estas
cepas se encuentran crioperservadas y almacenadas en el cepario del grupo
BCEI.

5.6 Estudios con la poblacion humana

Un total de 440 muestras de suero fueron recolectadas durante el estudio. La

distribucion de la muestra, se realiz6 de la siguiente manera. Tabla 2.

Tabla 2. Numero de personas tamizadas por localidad.

Lugar Nro % Nro %
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Talaigua Viejo

Ninguna de las 440 muestras analizadas de suero perteneciente a los nifios que
residen en la zona fue positiva a ambas pruebas diagndsticas. La seroprevalencia
en menores de 14 anos fue del 0%.

En la figura 10 se observa el numero de nifios muestreados por edad en el

municipio y los corregimientos de Talaigua Nuevo.

Numero de ninos muestreados por edad

30

Frecuencia

20

10

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Edad

Figura 9. Distribucién de niflos muestreados por edad

La gran mayoria de nifios a los cuales se les realizo las pruebas seroldgicas para
la deteccion de anticuerpos contra T. cruzi presentaron menos de 15 afios de

edad.
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5.7 Estudio con reservorios silvestres y peridomésticos

El muestreo con trampas Sherman produjo la captura de 10 ratas (Rattus rattus).
A todos los individuos capturados se les tomd muestra por puncién cardiaca para
hemocultivos. Después de dos meses de seguimiento, todos los hemocultivos

resultaron negativo para la presencia de T. cruzi. Figura 11.

Figura 10. Puncién cardiaca a mamiferos peridomésticos

5.7.1 Reservorios silvestres

Dos individuos de la especie Didelphis marsupialis, fueron capturados. La
muestra tomada por xenodiagnostico y por hemocultivo al primer individuo revelo
la infeccion por Trypanosoma spp. La caracterizacion molecular, confirmé la
infeccidon por T. cruzi, la cepa nombrada Xe10, se encuentra almacenada en el
cepario del grupo BCEIl. El segundo individuo resulté negativo por los dos
procedimientos anteriormente mencionados. Sin embargo al extraer liquido de las
glandulas odoriferas, estas resultaron positivas para T. cruzi, confirmado por PCR

del DNA satélite, lo que confirma su infeccion. (Figura 12).
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Figura 11. Producto de la amplificacion del DNA satélite de T. cruzi extraido de

glandulas odoriferas de zarigiieya.

Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Carriles, MP: Marcador de peso
molecular de 50 pb, 1: Control negativo, 2: Liquido de glandula odorifera de zariglieya
positivo, 3: Muestra problema, 4 y 5: Controles positivos.

5.7.2 Reservorios domésticos

Un total de 164 perros fueron muestreados para determinar la seroprevalencia
canina en la poblacion. La muestra se distribuy6 en 56,1% (92/164) en la zona
urbana y 43,9 (72/164) en la zona rural. La distribucion por localidad se muestra

en la figura 12.
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Figura 12. Seroprevalencia en perros de Talaigua Nuevo y sus corregimientos

La prevalencia observada fue del 18,9% (31/164), siendo mayor para Talaigua

Nuevo con un 26,15%, que para los corregimientos Talaigua Viejo 8,3% y El

Vesubio 11,1%. Para la zona urbana, la distribucion de las muestras y el resultado

de seroprevalencia, se presentan en la figura 13.

Seroprevalencia en perros del casco

urbano
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Figura 13. Seroprevalencia por barrios en el casco urbano de Talaigua Nuevo.
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La distribucién de la infeccion por grupos etareos en los perros del municipio de

Talaigua Nuevo y sus corregimientos se presenta en la figura 14.

Distribucion de la infeccion por grupos

etareos
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Figura 14. Distribucion de la infeccion de acuerdo a la edad de los perros

La distribucidon de la infeccion de acuerdo a la edad de los caninos, mostré que el
25% (8/31) de los perros entre uno y dos afos se encontraban infectados, lo que
demuestra transmisién reciente en la zona durante la realizacion del estudio. Por
otro lado se destaca que el 67% de los perros positivos se encuentran en un rango
de edad de 1 a 3 anos. De igual forma, la grafica muestra que en todos los grupos
de edad se presentaron individuos infectados, por lo que la transmision de T. cruzi

sobre caninos no es un evento aislado si no un fendmeno instaurado en la zona.

5.7.3 Factores de riesgo para la prevalencia de infeccién en perros de

Talaigua Nuevo

De acuerdo con el resultado del analisis epidemiologico de las variables, se
encontré asociacion entre la infeccion de caninos con T. cruzi, con presencia de
palomares, gallineros, nidos de aves, presencia de arboles de Jobo y palmas de

coco entre otras. En la Tabla 3 se muestra los diferentes valores de OR (Odds
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ratio), intervalos de confianza y los valores P de los diferentes factores de riesgo

analizados con los programas Statgraphics 5.1 y Epidat 3.1.

Tabla 3. Valores P y OR para los principales factores de riesgo con un nivel de

confianza del 95% de acuerdo a las tablas de contingencia.

Asociacion | Valor p OR Intervalo de confianza
con la

prevalencia

Nido

Gallinero

Palos de
jobo

Palma de | 0,0590 0,38 0,12 1,15

coco

Vacunacion | 0,0276 7,29 0,94 56,10

Localidad 0,0078 3,28 1,23 9,03

En la figura 15 se puede observar que el riesgo de infeccién de los perros que
viven en casa donde hay nidos, es 3 veces el riesgo de los perros que habitan en

casas sin nidos de palomas.
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Diagrama de Barras para Nidos segun Resultado serologia
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Figura 15. Frecuencia de perros infectados cuando hay presencia y ausencia de

nidos en el peridomicilio.

Cuando se relaciona el factor de riesgo “palomares” y la infeccion encontrada en
los perros se observa una relacion estadisticamente significante ya que el riesgo
de infeccidon de un perro que habita en una casa con palomares, es 11.27 veces

mas alto que un perro que habita en una casa sin palomares. (Figura 16).

Diagrama de Barras para Palomares segun Resultado serologia

Resultado serologia
Bl Positivo
) Presencia [ Negativo
0]
| -
®
&
9o
©
0 Ausencia
0 30 60 90 120 150

frecuencia

Figura 16. Frecuencia de perros infectados cuando hay ausencia y presencia de

palomares en los peridomicilios.
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La vacunacion se comporta como un factor de riesgo, ya que los perros que estan
vacunados tienen un riesgo 7.29 veces mayor de infectarse por T. cruzi que

aquellos que no lo estan. Figura 17.

Diagrama de Barras para Vacuna segun Resultado serologia
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Figura 17. Frecuencia de perros infectados teniendo en cuenta si estan o no

vacunados

5.7.4 Relacion de la infeccién en perros con los factores de riesgo

El desarrollo del analisis de asociacion entre el resultado de la serologia y las
variables investigadas, mostr6 un grupo de 4 variables relacionadas con la
infeccion. Estas variables son consideradas factores de riesgo para la infeccién
con T. cruzi en la zona de estudio. Las variables sitio de muestreo OR= 3,28; Chi=
7,06; 1C95% 1,23-9,03; P= 0,0078, mostré que el riesgo de infeccion de un perro
que habita en la zona urbana de Talaigua Nuevo es 3.28 veces el riesgo de
infeccion en la zona rural. La variable Nido, mostré que hay una relacion entre la
presencia de nidos en los peridomicilios con la infeccién en perros. La variable
Vacunacion, resulté asociada con la infeccion OR =7,29: Chi= 4,58; 1C95% ,98-
150 P= 0,027. La presencia de Palomares en las viviendas, estuvo también
asociada a la infeccion: OR=11.27; Chi=15.25 ;1C95%2.26 - 62.39 p=0.00009. Por
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ultimo, se destaca la variable presencia de palmas de coco, no tuvo asociacién

estadistica pero su valor P 0,059, lo hace importante para el analisis.

5.7.5 Xenodiagnoéstico a perros positivos de Talaigua Nuevo y sus
municipios
De los 31 perros que resultaron positivos por medio de las dos pruebas
serologicas utilizadas (ELISA e IFI), solo se pudo realizar xenodiagndstico a 20 de
estos, debido a que algunos no se pudieron localizar y otros no lograron soportar
la inclemencia invernal. De los 20 xenodiagnosticos que se lograron hacer ninguno
resultd positivo por visualizacién directa al microscopio. Sin embargo cuando se le
realizd PCR al DNA extraido de las heces de los insectos utilizados para el

procedimiento, algunos resultaron positivos. (Figura 18).

De los 20 perros que resultaron positivos a los procedimientos serolégicos el 45%
(9/20), mostraron parasitemia circulando, demostrada en la PCR que se le realizé

a las heces de los insectos del xenodiagnéstico.

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9

188pb
200pb P

Figura 18. Producto de la amplificacion del DNA satélite de T. cruzi a partir de heces

extraidas de insectos alimentados de perros positivos.

Gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio. Carriles: pb: Marcador de peso
molecular de 50 pb, 1: Control negativo, 2,3,4,5,6 y 8: Muestra de T. maculata positivas, 7:
muestras T. maculata negativa, 9: Control positivo
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5.8 Analisis geoespacial

El analisis espacial de riesgo de infeccion con el parasito utilizando el método de
interpolacién con ponderacion por distancia (IDW) mostré que los barrios con
mayor riesgo de ocurrencia de perros infectados con el parasito son el 10 de Abril
y el Campin (Figura 19B). Los resultados muestran que la distribucion de perros
infectados esta focalizada al occidente del municipio, mientras que el riesgo
espacial de ocurrencia de triatominos infectados con T. cruzi estd ampliamente
distribuido, ya que en siete de los 10 barrios presenta riesgo muy alto de hallar
insectos con el parasito (Figura 19C). También se observé que el riesgo de

triatominos infectados disminuye hacia la periferia del casco urbano.

En la figura 19D se muestra el mapa de riesgo de transmision del parasito a los
humanos en los siete barrios donde se pudo obtener informacion conjunta de
infeccion en perros e insectos. Se observa que en el occidente del municipio (10
de Abril, Campin y Santa Lucia) confluyen perros e insecto infectados, por lo tanto

presenta una alta probabilidad de circulacién del parasito. (Figura 19).
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Figura 19. Municipio de Talaigua Nuevo (Mompés, Bolivar)

En donde se muestra: A. su perimetro urbano dividido en los 10 barrios; B.
superficie de riesgo de ocurrencia de perros infectados con T. cruzi y los sitios en

donde estos se localizaron (circulos negros); C. superficie de riesgo de ocurrencia

44



de triatominos infectados con T. cruzi y los sitios en donde estos se localizaron
(triangulos negros); D. Confluencia de perros e insectos infectados con el parasito.
En B, C y D se muestran los menores porcentajes de riesgo de transmision en color

verde y los mas altos en color rojo.

6 Discusion

Los programas de control de la transmisién de la enfermedad de Chagas, para
interrumpir la transmision vertical se han enfocado en eliminar vectores
domiciliados ya que esta medida en lugares donde los insectos cumplen un ciclo
de vida estrictamente domiciliado son las mas apropiadas (Ponce 1999, Schofield
2006, WHO 2007), sin embargo nuevos eventos de recolonizacion por especies
silvestres se han venido presentando con regularidad en algunas areas de centro
y sur América (Fé NF et al. 2009). En estos escenarios donde los insectos llegan
esporadicamente a las viviendas las capturas por busqueda activa en los

domicilios o peridomicilios son en la mayoria de los casos infructuosas.

Debido a que en la zona de estudio la densidad de insectos que llegan las
viviendas es relativamente baja y por lo tanto las técnicas empleadas para la
captura de estos son infructuosas, se planted la necesidad de crear un programa
de vigilancia con ayuda de la participacion comunitaria para la recoleccién o
reporte de avistamiento de los mismos. Este tipo de estrategias se ha desarrollado
con gran éxito en la misma region geografica (Cantillo B et al. 2012), donde se
implemento un programa en el que los escolares serian los multiplicadores y
divulgadores de la informacion necesaria para prevenir la transmisién de la
enfermedad en el municipio, este tipo de estrategias son seguidas en lugares
donde la enfermedad de Chagas es endémica, como en zonas con baja densidad

de insectos y transmision extradoméstica (Marreiro y otros, 2009; Crocco y otros,
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2005; Sanmartino y Crocco, 2000). Gracias a la campafas de sensibilizacion
realizadas en el lugar de estudio como lo recomendado por Silveira AC (2010), se
logré la captura de 86 insectos de tres especies diferentes, T.maculata, E.
cuspidatus y R.pallescens, mas que los capturado por Cantillo (Cantillo B 2009)
en la misma localidad, con participacidon comunitaria, estos resultados pueden ser
debidos a que las campafnas de sensibilizacion continuamente se fueron
reforzando, de esta manera las personas de la localidad siempre mantuvieron la
informacion fresca, ademas las campanas fueron dirigidas a diferentes grupos
con diferentes papeles en la comunidad, como las madres cabezas de familia,
integrantes de la accion comunal, personal del hospital local, comunidad
estudiantil y comunidad en general, gracias a esto el resultados de las capturas
mejoro. Esta estrategia ha sido seguida por muchos investigadores en diferentes
paises con panoramas epidemiologicos similares, es el caso de Garcia (Garcia et
al. 1988) en Brasil donde la probabilidad de captura de insectos aumento de 10 a
16 veces mas con la ayuda de la comunidad que utilizando el método de
busqueda activa por los investigadores, (Feliciangeli et al 2007), demostrd en
Venezuela que el método que involucra la participacion comunitaria es mucho mas

eficiente que la busqueda activa.

6.1 Insectos entregados por la comunidad

Gracias a la ayuda de la comunidad se logré la captura de 82 insectos
pertenecientes a la especie T. maculata, 3 a la especie R. pallescens y 1 individuo
de la especie E. cuspidatus. El 95.3% de los insectos colectados por la comunidad
fue T. maculata, todos capturados al interior de las viviendas, no se observo
evidencia de domiciliacion ya que el 89.28% de los T. maculata colectados fueron
adultos, los cuales llegaron atraidos a las viviendas por diferentes circunstancias,
ya sea en busca de alimento, dispersion activa o atraidos por la luz (Woff M y
Castillo D 2000).

La determinacion del punto de dispersion de los insectos a las viviendas del

municipio de Talaigua Nuevo fue infructuosa. La busqueda del ecotopo natural de
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T. maculata se concentré en lugares donde el insecto habia sido reportado en
trabajos anteriores como gallineros, palomares y techos construidos con hojas de
palmas de A. butyracea, como los realizados por Cortes y Suarez (Cortés vy
Suarez 2005, Cantillo 2009). De igual forma, después de la revision de
publicaciones recientes sobre T. maculata en Venezuela (Morocoiama A et al.
2010), la busqueda se centr6é en palmas de coco y cortezas de arboles (Coccus
nucifera), no obstante, el resultado no fue el esperado, ya que el acceso a estas
palmas es demasiado dificil por varias razones, una de estas es que las personas
utilizan el fruto de esta planta para el consumo y aquellas que nos permitieron
procesarla eran palmas de mas de 10 metros de alta, por lo que era muy dificil

acceder con los implementos que teniamos en la zona.

El ecotopo natural de T. maculata en este estudio no se logré determinar, se cree
que la presencia de los insectos en los domicilios se puede deber a visitas
realizadas desde la zona silvestre o colonias establecidas en algun lugar de los
peridomicilios, otra hipotesis planteada es que el punto de dispersién son los
techos construidos con hojas de A. butyracea, las cuales en la zona de estudio
son muy comunes, ademas tienen las condiciones apropiadas para que los
vectores se establezcan, como condiciones microclimaticas estables y una
variedad de animales que pueden servir de alimento a los insectos vectores.
Adicionalmente el muestreo es dificil ya que para lograrlo tocaria derribar todo la

estructura.

T. maculata se considera un vector de T. cruzi de segunda importancia en el pais
(Cantillo y Gomez 2010). En la zona de estudio es el vector con mayor presencia
en domicilios y peridomicilios (Cortés y Suarez, 2005; Cantillo et al 2010). El riesgo
de infeccién vectorial por vectores no domiciliados, esta definido por factores
bidticos y abidticos, que favorecen el contacto de los mismos con poblacién
susceptible (Guhl et al 2009), en el presente estudio se encontré a T. maculata
con altas tasas de infeccion por T. cruzi, visitando las viviendas. En esta misma

zona (Cantillo et al. 2010) report6 resultados similares al encontrar una tasa de
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infeccion del 71.4%. Sin embargo en otras zonas del pais el papel
ecoepidemiologico de T.maculata como vector de la enfermedad de Chagas es
poco conocido, en trabajos realizados en el lado norte de la Sierra Nevada de
Santa Marta por (Parra HG et al. 2009), reportaron que la tasa de infeccion de
T.maculata fue del 0%. Igualmente en trabajos realizados en esa misma region de
la Sierra Nevada, pero esta vez en comunidades indigenas de Valledupar se
encontré a T. maculata y otros triatominos con indices de infeccion del 9.8%
(Montilla M et al 2011). Sin embargo en Venezuela en el estado de Anzoategui, al
inspeccionar un total de 14 palmas de coco, se encontré un total de 144 insectos
de la especie T. maculata con un porcentaje de infeccion del 70% (Morocoima A et

al. 2010), lo que indica que el papel epidemioldgico de la especie es complejo.

El 10 de abril fue el barrio que entregd mas insectos, seguido por el barrio el
Campin, estos dos barrios se encuentran localizados en la periferia del municipio,
cerca de la zona silvestre lo cual aumenta el riesgo de visita de los insectos ,en
trabajos hechos en Yucatan Mexico por (Ramirez MJ et al. 2009) encontraron que
las viviendas que se localizan mas cerca a la periferia de la localidad y areas
arbustivas tienen dos veces mas probabilidad de ser visitadas por insectos no
domiciliados que aquellas viviendas localizadas en el centro de la localidad, en
este tipo de escenarios donde los tratominos llegan a las viviendas, los primeros
en adquirir la infeccion son los animales domésticos, que en estas zonas son las
mas expuestos, con la posterior infeccion a los humanos (Das-Chagas Xavier SC
et al. 2012). Esta afirmacion se ve soportada por lo resultados encontrados en
este trabajo donde se encontré una alta cantidad de insectos con habitos
peridomestico con altas tasas de infeccidén, una prevalencia alta en perros y nula
en humanos, este tipo de panorama epidemioldgico es muy similar al encontrado
en el municipio de Jaguarana en el estado Ceara Brasil, donde encontraron una
tasa de infeccion en insectos del 69% y una prevalencia general en perros y

humanos del 21.9% y 1.2% respectivamente. (Lima MM et al 2012).
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El diagndstico de la infeccidon se realiz6 mediante dos marcadores, que fueron el
DNA satélite y la region variable de los minicirculos del kDNA. Aunque los
resultados obtenidos con los dos marcadores no tuvieron una concordancia del
100%, se observoé una gran sensibilidad de ambos. En este sentido, estudios
anteriores realizados en la Parroquia San Miguel en Venezuela utilizando la
técnica de PCR con los cebadores 189Fw2/189Rv3 los cuales son especificos en
su unién a la secuencia de telomeros del DNA de T.cruzi reportaron un porcentaje
de infeccién del 0.36% al evaluar 534 muestras de heces de T. maculata (Rojas et
al. 2008), en contraste con un 45% obtenido en este trabajo utilizando como
marcados el DNA satélite de T. cruzi. Por otro lado, el porcentaje de infeccion
obtenido con el kDNA mostr6 un porcentaje de infeccion del 61%, que
corresponde a un 16% mas que con el DNA satélite. Esta diferencia ya habia sido
reportada por otros autores (Schijman et al. 2011), quienes encontraron que al
utilizar diluciones seriadas de los diferentes DTU’S, se obtiene una mayor
sensibilidad con la amplificacion del KDNA que con la del DNA satélite, para
detectar los parasitos pertenecientes al DTU 1, que en Colombia y la regiéon de
estudio es el DTU encontrado con mayor frecuencia (Cantillo 2009). Sin embargo,
para este ultimo marcador, estos autores reportaron una mayor especificidad, lo
que hace mas confiable los resultados positivos encontrados en este trabajo. Por
otro lado, es importante resaltar que el porcentaje de infeccion aumento
considerablemente cuando se analizaron las muestras por ambos marcadores,
indicando que el uso de varios de estos es de gran utilidad al momento de
diagnosticar infeccién por T. cruzi, ademas de confirmar resultados positivos y
negativos de los marcadores por separado, aumenta la sensibilidad de cada uno

de ellos.

El barrio 10 de abril fue el que mostré una mayor infeccion por T. cruzi en los
insectos entregados. La cercania de este barrio al ambiente silvestre es factor de
riesgo importante y podria estar explicando los brotes de Chagas sucedidos en
este barrio en afos anteriores (Cortes 2005; 2006), donde se reportd el

fallecimiento de dos menores de edad con cardiopatia compatible con la
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enfermedad de Chagas y serologias positivas en menores de 10 afos. Los
estudios presentados por Ramirez MJ et al (2009), sugieren que los barrios que se
localizan en la periferia de las localidades se deben tener en cuenta para la

priorizacion de las campafas de control vectorial.

6.1.1 Preferencia alimenticia de los insectos recolectados

Con ayuda de la técnica HRM desarrollada en el grupo BCEI se logré determinar
las fuentes alimenticias de algunos insectos recolectados por la comunidad. La
principal fuente alimenticia encontrada fue gallina, esto es de esperarse de un
insecto con habitos peridomesticos, ademas T. maculata se ha sefialado como un
insecto con preferencia ornitofilica como lo sefialado por (Mojica et al. 2003b,
Aldana y Lizano 2003). Sin embargo el 20% de los insectos evaluados se
alimentaron exclusivamente de perros, que en estas zonas de estudio son
animales que viven en los peridomicilios, por lo tanto ellos son los primeros
animales domésticos que se infectan por insectos que llegan del mismo
peridomicilio o de ambientes silvestre, lo encontrado en este trabajo se relaciona
con lo reportado por (Luitgards M et al. 2005), donde afirma que la ornitofilia de T.
maculata no es adaptativa si no que por el contraria es oportunista.

Estos resultados sugieren que en la zona de estudio se presenta un ciclo de
transmision de T. cruzi peridomestica la cual esta mediada por T. maculata. Sin
embargo el 10% de los insectos se alimentaron de humanos, no obstante en la
regidon de estudio las personas acostumbran a dormir en hamacas fuera del
domicilio, lo que aumentaria la probabilidad de que un insecto se alimente de
estos. El hecho de que en el analisis HRM no mostré que los insectos se
alimentaran de animales silvestres como zarigleyas, evidencia el hecho de que en
el municipio de Talaigua Nuevo se esta presentando un ciclo de transmision
peridomeéstico.

En este trabajo se reporta a T. maculata alimentandose de perros, indicando que

el insecto puede adaptarse a tener de fuente de alimento a los mamiferos de los
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peridomicilios (Rojas M E et al. 2008). Estos trabajos demuestran que T. maculata
presenta comportamientos epidemiolégicos diferentes, los cuales pueden estar
mediados por caracteristicas genéticas y ecolégicas propias de la zona (Rojas M E
et al. 2008). En estudios realizados con T. maculata de diferentes éareas
geograficas sugieren que diferentes presiones ambientales y ecolégicas han
conducido a comportamientos biologicos diferentes, lo cual impacta directamente

la capacidad vectorial del insecto (Luitgards JF et al 2005)

6.2 Insectos silvestres

Se encontrd un total de 38 insectos triatominos en la palma disecada, el 55.2% de
los insectos capturados pertenecen a la especie R. pallescens, el cual en la zona
de estudio es un vector completamente silvestre pero se considera un factor de

riesgo ya que llega esporadicamente a las viviendas con altas tasas de infeccion

por T. cruziy T. rangeli (Calzada et al. 2006, Pineda et al. 2008, Cantillo 2009).

En panama es el principal vector de la enfermedad de Chagas, sin embargo no se
encuentra en los domicilios (Jaramillo et al. 2000). En el presente estudio se
encontré6 una tasa de infeccion del 62% en R. pallescens, mientras que en
estudios realizados en la provincia de Veraguas, Panama se encontr6é una tasa de
infeccion del 54.7% al analizar 161 insectos (Saldafia A et al. 2012), a pesar de
que en este trabajo R. pallescens tiene niveles de infeccion mas altos que los
encontrados por Saldafia, en la zona no tiene una importancia tan grande como en
Panama ya que los insectos se encuentran en palmas muy retiradas de la

poblacion.

El 45% de los insectos capturados pertenecieron a la especie E. cuspidatus, este
insecto en la zona de estudio es completamente silvestre, pero se ha reportado
que puede llegar a las viviendas con altas tasas de infeccién (Cantillo 2009),

también se incrimino como el responsable de la transmision de la enfermedad de
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Chagas en Banco Magdalena (Dib 2007). Sin embargo en nuestro trabajo solo un
insecto de 17 mostrd resultados positivos para la presencia de T. cruzi en la
heces, en trabajos realizados en la depresibn momposina se logré la captura de

42 E. cuspidatus infectados con T. cruzi (Cantillo et al. 2010).

6.3 Estudio con la poblacion humana

Gracias a la participacion del hospital local durante el desarrollo del trabajo, se
logro, la obtencién de 440 muestras de suero en menores de 14 afos de las
diferentes escuelas del casco urbano y rural del municipio. Al analizar las
muestras por dos técnicas seroldgicas, ELISA e IFl en busca de anticuerpos
contra T. cruzi no se logré detectar ningun menor positivo a ambas pruebas
diagnosticas. Estos resultados argumentan la idea de que en el municipio de
Talaigua Nuevo se esta presentando un ciclo de transmision peridoméstica donde
los humanos no estan siendo infectados por el parasito sin embargo en este
trabajo se encontrd que los insectos se estan alimentando en menor medida de los
humanos por lo que se sugiere que la transmisién de T. cruzi en el municipio no es
constante. En trabajos realizados en el estado de Roraima Brasil, donde se
presenta un panorama epidemioldgico similar al encontrado en la zona de estudio,
alli las especies mas frecuentes son vectores de la enfermedad de Chagas de
segunda importancia como T. maculata, R. pictipes, R.robustus y Pastrongylus
geniculatus, las cuales son silvestres en la mayoria de los casos o peridomesticas,
(Luitgards JF et al. 2005) encontré una seroprevalencia del 0% en pobladores
autéctonos. Sin embargo (Rojas M E et al. 2008), encontré en el municipio
Urdaneta, Estado de Lara, Venezuela, el cual es una zona infestada de T.
maculata una seroprevalencia general en humanos del 1.57%. Si bien, la
prevalencia de infeccion es similar a la reportada en Venezuela y Brasil, en
nuestra zona de estudio se ha presentado transmision sobre humanos en el

pasado reciente (Cantillo 2009). Esto puede obedecer, a que en nuestra zona de
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estudio hay una dinamica de transmisién mas alta que puede en determinado

momento involucrar a la poblacion humana.

6.4 Reservorios

6.4.1 Reservorios silvestres y con cercania a las viviendas

Con ayuda de trampas Sherman se logré la captura de 10 individuos de la especie
Rattus rattus los cuales fueron evaluados por hemocultivos para la detecciéon de T.
cruzi en sangre. Todos los 10 individuos fueron capturados al interior de las
viviendas, de los cuales ninguno resulté positivo a la prueba parasitologica
realizada. Este tipo de mamifero estda muy adaptado a los domicilios, debido al
escenario de transmisién peridoméstico que se presenta en el municipio es de
esperarse que tengan bajas tasas de infeccion por T.cruzi, estos resultados son
soportados por trabajos realizados por Cantillo en la isla de Mompos (Cantillo
2009), donde no se reporté infeccion por T. cruzi en esta especie cuando se
analizaron por xenodiagndstico, otra prueba seroldégica muy sensible al momento
de detectar parasito circulando en sangre (Schenone et al. 1999). Ademas al
momento de conocer las fuentes alimenticias de los insectos de la zona no se

encontrd evidencia que T. maculata se estuviera alimentando de ratas

Los dos individuos de D. marsupialis, se capturaron en los patios de las casas del
municipio, a los dos individuos se les realizé xenodiagndstico y hemocultivo, el
primer individuo capturado mostré resultados positivos por ambos métodos,
mientras que el segundo resultdé negativo por las dos técnicas de diagnostico
antes mencionado. Sin embargo, cuando se extrajo secrecion de las glandulas
odoriferas, se detectd la presencia del parasito por métodos moleculares. La
presencia de estos mamiferos en la periferia del pueblo es un gran factor de riesgo
para la infeccion por T. cruzi ya que la ruptura de los nidos de amastigotes en los

tejidos de las glandulas anales puede facilitar la infeccion de los humanos ya sea
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por contacto con mucosas o alimentos (Deane et al. 1986, Urdaneta M y Nironi
1996, Herrera y Urdaneta M 2000). El hecho que estos mamiferos se adapten con
gran facilidad a los ambientes domeésticos puede ser un gran factor de riesgo
debido a que los didelphidos se consideran un excelente reservorios, esto debido
a que lleva muchos millones de afos coexistiendo con el parasito. (Briones et al.
1999, Stothard et al. 1999, Buscaglia y Di Noia 2003) .Estos resultados sugieren
que en el municipio existe un ciclo de transmision silvestre, el cual puede ser
mediado por insectos vectores o por infeccion por el liquido de las glandulas

odoriferas de las zarigleyas.

6.5 Reservorios domésticos

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que en la localidad de
Talaigua Nuevo existe transmision activa en reservorios domésticos, la cual esta
mediada por T. maculata, un vector que en la localidad de estudio no se encontré
domiciliado. La prevalencia general encontrada en perros en el lugar de estudio
fue del 18,9% (31/164), mas altos que el reportado en el estado de Lara,
Venezuela 6,36%, con presencia del mismo vector, T. maculata (Elena Rojas et al.
2008). Estos resultados respaldan lo que algunos autores denominan nuevos
escenarios de transmision mediado por insectos provenientes de ambientes
silvestres o peridomesticos (Franco P 2007; Guhl et al 2009). En estudios
realizados en Panama se encontrd una prevalencia relativamente similar a la
encontrada en este estudio del 16.2%, sin embargo el principal vector de la

enfermedad de Chagas en Panama es R. pallescens, (Pineda V et al 2011).

Los perros en el area de estudio son los animales domésticos mas comunes. De
acuerdo a los resultados obtenidos, los perros en la localidad no duermen al

interior de las viviendas y la mayor parte del tiempo la pasan en los peridomicilios,
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comportamiento muy usual en zonas endémicas para la enfermedad de Chagas
en Colombia y en otras regiones como en Panama (Pineda V et al. 2011). La
manera en la que los perros viven en estas zonas los hace mas propensos a servir
de fuente de alimento de los insectos triatominos que viven en los peridomicilios o
que llegan atraidos por la luz o por diferentes factores (Pineda et al. 2008), la alta
tasa de infeccién encontrada en la zona de estudio se debe en gran medida al tipo
de escenario epidemioldgico que se presenta, ya que los insectos con tasas de
infeccion 77.6% viven en el peridomicilio o llegan del habitat silvestre, debido a
esto los animales domésticos tienen mas probabilidad de infectarse por T. cruzi.
En este escenario de transmision su infeccién precede a los humanos (Das-
Chagas Xavier SC et al. 2012). Esta idea es corroborada por investigadores
brasileros que afirman que los perros seropositivos reflejan la exposicion a T. cruzi
y apuntan a la transmisién del parasito a los humanos (Roque LR y Jansen AM
2008). Por lo que este estudio debe servir como un llamado de alerta para disefiar
estrategias de intervencién lo mas pronto posible.

La prevalencia encontrada en el casco urbano de Talaigua Nuevo fue mucho
mayor que la hallada en los corregimientos. El 77% de los perros infectados se
encuentran en el casco urbano de Talaigua Nuevo, mientras que el 13% de los
perros que resultaron positivos se encuentra en el Vesubio y el 10% restante se
localizo en el corregimiento de Talaigua Viejo. En la zona rural de Talaigua Nuevo
se puede observar que los habitantes no han intervenido en gran medida en la
zona silvestre, esto podria explicar porque la prevalencia encontrada en el casco
urbano es mas alta que la zona rural. EI mantenimiento de la biodiversidad se ha
planteado como un sistema regulador en la dispersion del parasito, en trabajos
realizados en tres zonas biogeograficas de Brasil encontraron que la infeccion en
perros podria estar relacionada con la perdida de riqueza y abundancia de
pequefios mamiferos. (Das-Chagas Xavier SC et al. 2012). Por el contrario en el
casco urbano de Talaigua Nuevo se puede observar que hay mucha mas
intervencién por parte de los habitantes en la zona silvestre, esto podria aumentar
el riesgo de infeccion por T. cruzi ya que los reservorios como los didelphidos y los

roedores se pueden establecer de manera muy facil en los peridomicilios, ademas
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aumentaria la presencia de los insectos en los domicilios con altas tasas de
infeccion, (Das-Chagas Xavier SC et al. 2012), lo que podria explicar los casos de

Chagas ocurridos en la zona y reportados por Cortes (Cortes 2005; 2006).

El barrio 10 de abril fue en donde se encontré mas perros infectados por T. cruzi,
el 50% de los perros muestreados mostraron resultados positivos a las dos
pruebas seroldgicas realizadas. Los perros de este barrio tienen mas probabilidad
de infectarse que los perros que se encuentran en el centro de la localidad ya que
pueden ser visitados con mas frecuencia por insectos peridomesticos con altas
tasas de infeccion (Ramirez MJ et al. 2009).Los resultados obtenidos con los
perros de la localidad refuerzan la idea de que en el municipio se presenta un ciclo
de transmision peridoméstico de T. cruzi. Sin embargo la importancia de los perros
en el ciclo de transmisiéon de T. cruzi varia entre regiones. En el gran Chaco
Argentino los perros tienen alta capacidad de infectar los insectos vectores
(Gurtler et al. 2007). En trabajos realizados en Brasil el perro no tiene un gran
papel en la dispersion del parasito, ya que los resultados de hemocultivo y
visualizacion directa al microscopio de sangre fresca no resultaron positivos, (Das-
Chagas Xavier SC et al 2012). Los analisis mostraron que el 25% de los perros
infectados tenian menos de dos afos, demostrando que en la zona existe
transmision reciente del parasito, igualmente el 67% de los perros infectados
tenian de 1 a 3 afos, sin embargo la infeccion se detectdé en todos los rangos de
edad evidenciando que en el area de estudio la infeccion por T. cruzi no es una

fenébmeno nuevo.

Para determinar cuales son los factores de riesgo que estan influyendo en la
prevalencia de infeccidén en los perros de Talaigua Nuevo se realizé una encuesta
a los duenos de los perros. Segun los resultados obtenidos en las encuestas se
observé una asociacion estadisticamente significante entre la prevalencia de
infeccion en perros y las variables presencia de nidos de diferentes tipos de aves
(no palomas) en los peridomicilios, con un valor p de 0,0349 se observd que los

perros que viven en casas con nidos tienen un riesgo 3 veces mayor de infectarse
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que aquellos que viven en casas sin nidos. En nuestra zona de estudio el vector
que se encontro con mayor frecuencia fue T maculata, el cual en trabajos
realizados por (Feliciangeli y Torrealba. 1977, Carcavallo et al. 1998b),
encontraron una asociacién con nidos de aves y roedores. Al momento de evaluar
la variable independiente presencia de gallineros, no se encontré asociacion
estadistica con la prevalencia en perros. Sin embargo, el analisis de las encuestas
mostré una asociacion muy significante entre la infeccidon en perros y la presencia
de palomares soportada con un valor p de 0.0001. El riesgo de infeccién por T.
cruzi es 11.27 veces mas alta en aquellas viviendas que tienen palomares en los
peridomicilios, que en ausencia de estos figura 16, en trabajos desarrollados en
esta misma localidad los investigadores encontraron triatominos en palomares lo
que en gran medida soporta nuestros resultados (Cortes 2005; 2006). De los
insectos analizados para determinar fuentes alimenticias, ninguno mostré haber
estado alimentandose de palomas ya que en las muestras control utilizadas para
estandarizar la técnica HRM no se incluyé el DNA de paloma, sin embargo en
trabajos realizados en Panama se encontrd que la principal fuente de alimento de
R. pallecens son las palomas (Christensen HA y de Vasquez AM 1981), en
trabajos realizados en la depresion Momposina Cantillo en el 2009 reporté la

presencia de T. maculata en nidos de palomas (Cantillo 2009).

La infeccidn en perros esta estrechamente relacionada con la relacion existente
que se ha reportado de T. maculata con las aves, ya que en este trabajo se
encontré dos asociaciones estadisticamente significativas de la prevalencia en
perros con los factores de riesgo “palomares y nidos”, estos resultados
concuerdan con lo reportado por (Mojica et al. 2003b), donde se encontro esta
especie asociada a nidos de Campylorhynchus griseus en la Sierra Nevada de
Santa Marta. Sin embargo no solo se encontré una asociacion de la infeccidon en
perros con los habitos naturales de T. maculata, otros factores de riesgo como

“localidad y vacuna” también resultaron estadisticamente significante.
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Los perros en el casco urbano de Talaigua Nuevo tiene 3.28 veces mas riesgo de
infectarse por T. cruzi que los perros de la zona rural. En trabajos realizados en
Brasil por (Das-Chagas Xavier SC et al. 2012), encontraron que en lugares muy
intervenidos por el hombre los perros tienen mas probabilidad de infectarse que
aquellos perros que viven en localidades donde la biodiversidad de pequefios
mamiferos es alta, esto podria explicar en gran medida las diferencias en la
prevalencia encontrada en perros del casco urbano y rural de Talaigua Nuevo.
Ademas estos resultados se relacionan con los resultados entomoldgicos ya que
mas del 90% de los insectos entregados fueron capturados en el casco urbano de
Talaigua Nuevo, por lo tanto estos perros van a tener mas probabilidad de adquirir
la infeccion por vectores infectados que lleguen a los peridomicilios que los perros

de la zona rural.

Con un valor p 0,027 aquellos perros de la localidad de Talaigua Nuevo y sus
corregimientos que hayan sido vacunados tienen 7.29 veces mayor probabilidad
de infectarse por T. cruzi que aquellos perros que no han recibido alguna clase de
vacuna. Estos resultados son contradictorios ya que se esperaria que aquellos
perros vacunados tengan mayor proteccion que los que no lo estan. Puede ser
debido a que los duefios se preocupan mas por los perros que muestran
fisicamente condiciones de salud mas bajas y por ello les proveen mas cuidados

tales como la vacunacion.

Para determinar el papel de los perros en el ciclo de transmisién de T. cruzi en la
comunidad de Talaigua Nuevo se realizd6 xenodiagndstico a los perros que
mostraron resultados positivos en las pruebas seroldgicas realizadas. El total de
perros positivos fue de 31, sin embargo solo se pudo realizar el xenodiagnéstico a
20 de estos, debido a que los perros restantes no estaban en el municipio o
habian muerto por diferentes razones. En total se lograron realizar 20
xenodiagnésticos de los cuales ninguno resultd positivo por revision directa al
microscopio. Sin embargo, cuando se realizé la PCR con el DNA de las heces de

los insectos utilizados, se encontré6 que 9 de los 20 perros amplificaban la banda
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de 188 pb correspondiente al DNA satélite de T. cruzi. En trabajos realizados por
(Kirchhoff LV et al 1996) demostraron que la PCR es mucho mas sensible que la
examinacion de sangre fresca por microscopia para la deteccidén de T. cruzi en

raton.

6.6 Analisis geoespacial

Mediante los mapas de riesgo construidos se pudo establecer que la infeccion en
perros e insectos no presentan una distribucion espacial homogénea en Talaigua
Nuevo, el riesgo de ambas ocurrencias se presenta como eventos locales que se
pueden atribuir a las caracteristicas propias del paisaje del municipio, que en
ciertas areas favorece la ocurrencia de insectos y en otras la ocurrencia de perros.
Estos resultados son soportados por las serologias y los indices de infeccion
encontradas en perros e insectos respectivamente. Los barrios de Talaigua
Nuevo que presentan mayor riesgo de transmision por T. cruzi son el 10 abril y el
Campin, los cuales mostraron mayor indice de infeccion por triatominos y de
infeccion en perros. La focalizacion de riesgo se puede deber a caracteristicas
ecoepidemiologicas que presenta estos dos barrios, en primera instancia los dos
se encuentran muy cerca a la zona silvestre del municipio, por lo que la dispersion
de los insectos y la visita esporadica de animales sinantropicos como zarigueyas
es mas probable que en los barrios del centro. Por otro lado, ambos barrios son
los que presentan las condiciones socioecondmicas mas bajas del municipio por
lo que el establecimiento de colonias de triatominos se puede dar mas facilmente
ya que las personas utilizan mas materiales naturales para construir sus casas
como hojas de palma, madera etc. Otra cuestidn a resaltar de estos barrios radica
en el hecho que son los que mas se inundan en época de invierno por lo tanto
aumenta la probabilidad de que los mamiferos e insectos lleguen a los
peridomicilios en busca de lugares secos .En trabajos similares en Brasil
utilizando analisis geoespaciales, lograron atribuir la seroprevalencia encontrada
en perros con la cercania de las viviendas a los bosques y con la baja riqueza y
abundancia de pequefios mamiferos (Das-Chagas Xavier SC et al. 2012). Estos

resultados indican que determinar la distribucion espacial de los elementos que
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componen la cadena epidemioldgica de una enfermedad parasitaria en este caso
T. cruzi es de vital importancia para la identificacion de las areas de riesgo y el
posterior planteamiento de programas de control adecuados para la zona (Das-
Chagas Xavier SC et al. 2012). En nuestro trabajo se encontré que las hembras
de T.maculata visitan con mas frecuencia las viviendas de los municipios que los
machos, en trabajos realizados en México utilizando analisis geoespaciales se
encontré que las hembras de T. dimidiata visitan con mas frecuencias las

viviendas que los machos (Ramirez MJ et al. 2009).

Con los trabajos realizados en el municipio de Talaigua Nuevo se demostré que
hay focos de transmision reciente en los perros, en un ciclo de transmisiéon
peridomestica por T. cruzi, el cual estan mediado por T. maculata. Ademas se
determind que los perros juegan un papel muy importante en el ciclo de
transmision de T. cruzi, ya que por el analisis HRM de fuentes alimenticias se
encontré6 que el 20% de los insectos analizados se alimentaron de perros vy
probablemente son la fuente de infeccion del vector, por lo que su papel en el foco
de transmision, fue comprobado, ya que los insectos llegan a las viviendas con
tasas de infeccion del 77.6%. Asimismo, los resultados mostraron que el 45% de
los perros infectados tienen parasitemia circulando en sangre, lo cual los
convierten en reservorios de la enfermedad de Chagas, ya que podrian infectar
con gran facilidad a los vectores peridomesticos que circula en el municipio y de
esta manera continuar el ciclo con la posterior infeccion a los humanos, por estas
razones se hace necesaria la intervencion sobre estos focos de transmision para
prevenir la aparicion de focos sobre humanos, implementando la vigilancia en
caninos ya que es una herramienta muy sensible e ideal para este tipo de

escenarios epidemioldgicos.
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7 Conclusiones

e En Talaigua Nuevo y sus corregimientos se determind que existe
transmision reciente por T. cruzi en perros, ya que la mayoria de perros

infectados tenian menos de 3 afos.

e No se encontré domiciliacién por parte de los insectos sin embargo
representan un alto riesgo ya que se encontraron con altas tasas de

infeccion por T. cruzi, llegando con frecuencia a las casas.

e En el municipio de Talaigua Nuevo se presenta un ciclo de transmision
peridoméstico mediado por T.maculata, soportado por los resultados
obtenidos con la serologia en humanos y perros, HRM y los hemocultivos

de ratas.

e La principal fuente de alimento de los insectos entregados por la comunidad
fue gallinas seguido por perro, todos animales que viven en los

peridomicilios.

e Los perros en la localidad de Talaigua Nuevo representan un alto riesgo ya
que por xenodiagnodstico se demostrdé que tienen parasitos circulando en

sangre.

e La presencia de nidos de diferentes aves, al igual que nidos de paloma es
un factor de riesgo que aumenta la probabilidad de encontrar perros

infectados por T. cruzi
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La probabilidad de infeccion en perros es mas alta cuando se vive en el

casco urbano de Talaigua Nuevo que en la zona rural.

La capacitacion a la comunidad para la recoleccion de insectos es una
estrategia muy efectiva en lugares donde la densidad de insectos que

llegan a las viviendas es muy baja.

Las estrategias de intervencion en el municipio de Talaigua Nuevo se deben
enfocar en disminuir la presencia de los factores de riesgo antes

mencionados.

En las periferias de municipio de Talaigua Nuevo circulan mamiferos con
altas tasas de infeccion por T. cruzi los cuales pueden infectar a los

triatominos peridomenticos o causar focos de infeccion oral.
Los analisis geoespaciales son una excelente herramienta para identificar

zonas de riesgo de infeccion y por lo tanto aquellas donde las estrategias

de intervencion se deben enfocar.
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8 Perspectivas

e Se debe implementar campanas para la organizacion y mejoramiento de los
peridomicilios en el municipio de Talaigua Nuevo y sus corregimientos,

donde se enfoque el esfuerzo en los factores de riesgo encontrados.

¢ Plantear estrategias para desarrollar campafas enfocadas en mantener la
informacion acerca de la enfermedad de Chagas fresca en la comunidad,
todo con el fin de que lo ensefiado en este trabajo no sea olvidado con
facilidad.

e Establecer la mejor forma para que los perros de la comunidad disminuyan

la probabilidad de entrar en contacto con los triatominos peridomésticos.

e Determinar con otros estudios, el ecotopo natural de T.maculata para
realizar estudios de genética de poblaciones para saber si hay flujo entre
poblaciones y también para enfocar el esfuerzo de control vectorial en esas

poblaciones.
e Desarrollar un programa continuo de vigilancia entomologica de diferentes

enfermedades transmitidas por vectores en el municipio de Talaigua

Nuevo y sus corregimientos.
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11 Anexos

Encuesta de animales domésticos (perros)
Localidad
Jefe de Familia

N° de perros de la propiedad de la familia Cddigo de la muestra
tomada
Nombre del perro Sexo:M_F

Edad___ Estado general del animal: BUENO__ REGULAR__ MALO ___
El perro fue vacunado alguna vez? SI__ NO_

¢ Viajo a otras localidades desde que nacio? SI_ NO

Si la respuesta fue Sl, continué con la siguiente, si respondio no pase ala 5
¢Donde estuvo

¢, Cuanto tiempo estuvo

Naci6é en: 1. Talaigua Nuevo __ 2. Talaigua viejo____ El Vesubio

3. Otros

Funcion del perro: 1 Guardian enla casa__ Cazador__ _Ninguna___ Guardian
en lafinca_

Se alimenta de: 1. Sobrados de comida___ 2.Carne___ 3.Purina___ 4. Otros
¢Donde duerme: Cuartos__Enelpatio  Sala__ Cocina____

¢ Ha visto alguna vez al perro comer Mamadores? S| NO__
¢ Hay gallineros en lavivienda Si__ No

¢, Hay palomares en la vivienda Si___ No__

¢ Hay palmas de coco en el patio de la vivienda? SI___ NO__
¢ Hay palo de Jobo en las cercas o patios Si__ No___

¢ Hay nidos de pajaros en arboles cercaalacasa Si_ No_
¢ De que material esta construido la cerca del patio? 1. Ladrillo_ 2. Piedra____
3. Material Vegetal

SOLO PARA HEMBRAS

Tiene crias vivas? Sl NO_

Nombre donde vive

Nombre donde vive

Firma del encuestador
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Controlemos laenfermedad de
Chagas

La Enfermedad de Chagas
es causada por un parasito
gue  transmiten  estos
insectos. Que estan
Talaigua.

 dy
Todos nos pueden
picary enfermar

Enla Universidad
los estudiamos
Tomaremos
muestraspara
Blscalos en los gallineros, diagnosticarla
palomares, debajc de enfermedad

ladrillos, pilas de lefa, en
larendijade lacama.

Inférmanos si estan en tu
casa

Site ha picado en los
ultimas 6 meses, dile

almédico. ,

*Guardalos en un pote
pequefio marcalo y
entrégalos aWicho Duran.

Sies
necesaria
fumigaremos
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