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RESUMEN

Se estudi6 la presencia de Trypanosoma cruzi en roedores silvestres 'y
cosmopolitas (reservorios del ciclo silvestre), en sectores de las comunas de
Calera de Tango y Til-Til, ubicados a 16 y 59 Km. respectivamente de la
ciudad de Santiago. Se capturd un total de 138 roedores incluyendo ejemplares
de Octodon degus, Rattus rattus, Phyllotis darwini, Abrothrix olivacens vy Abrocoma
bennett. Se les extrajo 0,5 ml de sangre mediante puncién cardiaca, con el
objetivo de determinar la frecuencia de T. ¢ruzi por medio de la reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR). Las muestras fueron sometidas a extraccion del
ADN contenidas en ellas, amplificacién y deteccion de la region hipervariable
de los minicirculos del ADNk de T. ¢ruzi. Con el fin de visualizar el producto
de la amplificacién, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa y se

observd en transiluminador de luz ultravioleta.

Se detectd la presencia de T. eruzi en 19 (14,84%) de las 128 muestras, diez de
R. rattus, (7,25%), siete de O. degus, (5,07%), y dos de P. darwinz, (1,45%). Los
ejemplares de A. olivacens y A. bennetti resultaron negativos. Estos resultados
demostraron la circulacién del parasito en la comunidad de micromamiteros,
de lo que se puede concluir que los triatominos usan la sangre de roedores
(silvestres y sinantropicos), como alimento lo que asegura el mantenimiento
del ciclo silvestre y peridoméstico del parasito, en las zonas rurales estudiadas

en el presente trabajo.



ABSTRACT

The presence of Trypanosoma cruzi in sylvatic and cosmopolitan rodents
(sylvatics reservoirs). Was studied in two sites: Calera de Tango and TilTil,
situated to 16 and 59 km from Santiago de Chile respectively. One hundred
thirty eight rodents were captured. Five species were included: Octodon degus,
Rattus rattus, Phyllotis darwini, Abrothrix olivaceus and Abrocoma bennetti. A sample
ot 0.5 ml of blood was obtained by heartpuncture to determine the frequency
of Trypanosoma cruzi infection through Polimerase Chain Reaction test (PCR).
The blood samples were processed for DNA extraction, amplification and
detection of hipervariable region of kDNA’s minicircles of the T. ¢uzz. They

were also submitted to electrophoresis.

The presence of T. cruzi was detected in 19 (14.84%) of the 128 samples, 10 R.
rattus (7.25%), seven O. degus (5.07%) and two P. darwini (1.45%).Neither, A.

olivacens nor A. bennetti, had positive results.

The results showed the presence of the parasite in the sampled population,
therefore is indicative that triatomines are feeding on both, sylvatic and
sinanthropic rodents allowing the permanence of the wild cycle of Chagas’s

disease in this two rural zones of Santiago de Chile.



INTRODUCCION

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una parasitosis
causada por el protozoo Trypanosoma cruzi que afecta principalmente al ser

humano e infecta a mamiferos silvestres y domiciliarios (Schofield ez a/., 1999).

En 1985 se calculaba que unos 100 millones de personas, el 25% de los
habitantes de América Latina, corrian el riesgo de contraer la enfermedad y la

prevalencia global de la infecciéon humana por T. cuzi en los paises endémicos

ascendfa a 17,4 millones de casos (Aufderheide ¢7 a/., 2003).

En Chile se han descrito tres especies de Triatominos: Triatoma infestans, que
habita en la zona que se extiende desde el paralelo 18°30" al 34°36' Lat. Sur;
Mepraia spinolai, que se encuentra desde la Region de Atacama, hasta la Region
Metropolitana (26° a 33° Lat. Sur) y recientemente se ha descrito una tercera
especie de triatomino para Chile, M. gajardoi, que habita entre los paralelos 18°
y 26° S cuya importancia epidemiolégica para la enfermedad de Chagas es
desconocida. De estas especies, la primera es la mas estudiada e importante
dada su participacion en el ciclo doméstico de dicha enfermedad tanto en

Chile como en el resto de América (Canals ez al. 1998).



La fuente de alimentaciéon utilizada por la especie domiciliaria es
principalmente la sangre de mamiferos entre los que se destacan humanos,
gatos, conejos, perros y roedores. Pudiendo ser también la sangre de aves y
anfibios parte de su dieta. Las preferencias alimentarias para M. spinolai son
principalmente el lauchén orejudo, el humano, el conejo, el ratén, el degu, la
yaca y la cabra, convirtiendo a la vinchuca silvestre en un parasito mas
generalista que la especie domiciliaria. Durante el verano aumenta el rango de

hospederos para ambas especies (Schenone ¢z a/., 1985; Rengifo 2000)

En los paises participantes de la Iniciativa del Cono Sur para el Control
Vectorial de la Enfermedad de Chagas, la reduccién media de la incidencia de
esta parasitosis ha sido del 94%, por lo que esta tasa en toda América Latina se

ha reducido en mas del 65% (OMS, 2002).

En Chile, estudios realizados entre 1985 y 1995, mostraron que la prevalencia

y distribucién de la enfermedad de Chagas se redujo a consecuencia del éxito

de las actividades de la lucha antivectorial (OMS, 2002).

En el periodo 1991 y 2001 se redujo el triatomismo domiciliario a s6lo el 5% y
la progresiva disminucién en las regiones con mayor prevalencia dentro del

pais, ha llegado practicamente a su eliminaciéon (OMS, 2002).



La infeccién de los mamiferos por T. ¢ruzi se ha descrito en alrededor de 150
especies en América y se encuentra extendida en numerosos 6rdenes, siendo
los mas importantes reservorios el perro y el gato entre los domésticos y
Chinchilla lanigera, Octodon degus, Abrocoma bennetti y Phyllotis darwini entre los
silvestres, la mayoria de ellos presentes en zonas urbanas (Canals ez a/., 1998).
Esto tiene gran importancia, ya que constituyen una fuente de alimento para
los insectos, lo que asegura, la mantencién de la densidad de los vectores
domiciliarios y peridomiciliarios. Alguno de estos mamiferos pueden ser
predadores de las vinchucas y otros pueden desempefiar un importante papel

en la dispersion pasiva de los insectos vectores (OMS, 2002).

En los ultimos afios se ha detectado, la reaparicion de vectores domésticos
asociados a diferentes tipos de viviendas (Segura, comunicacién personal)'. La
reaparicion de ellos puede deberse, a diversas causas, entre otras, a
movimientos de poblaciones de insectos, donde los focos mas probables
serfan viviendas vecinas o ambientes silvestres, o por otra parte individuos que
sobrevivieron el tratamiento inicial antivectorial, ya sea por fenémenos de

resistencia u otros factores (OMS, 2002).

' Segura, JA. 2005 [comunicacién personal], Jefe del programa Control de

Vectores Secretarfa regional ministerial de Salud Metropolitana.



En base a denuncias reiteradas, recibidas por la Secretaria Ministerial de Salud
Metropolitana de la presencia de especimenes de T. zufestans en viviendas de
sectores rurales de la Regién Metropolitana, este organismo efectué un estudio
para definir el origen del vector (Bacigalupo ez al., 20006). Este estudio confirmo
la presencia de T. infestans en sectores silvestres cercanos a viviendas. La
presencia de triatomineos en los alrededores no inmediatos de las casas,
supone que su fuente de alimentacién son animales silvestres y/o
sinantrépicos, éstos ultimos mantienen un estrecho contacto con la morada
humana, por lo tanto con los humanos y los animales domésticos. Por ello, se
establecié determinar la frecuencia de T. auzz, en sangre de estos animales, ya
que estarfan perpetuando la presencia del parasito en su ciclo silvestre. Este

tue el propésito de la presente memoria de titulo.

10



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una de las zoonosis
mas importantes dentro de América Latina. Se transmite fundamentalmente de
forma vectorial, por medio de insectos triatominos del orden Hemiptera que
pertenecen a la subfamilia Triatominae. También esta la forma de transmisioén
no vectorial, incluye la infeccién transfusional, congénita, por transplante de

6rganos y accidentes de laboratorio (OMS, 2002).

La enfermedad de Chagas, es causada por un parasito protozoo flagelado,
perteneciente a la clase Kinetoplastida, orden Tripanosomatida, T. cruzi, el cual
se transmite principalmente de forma vectorial, por contacto de las deyecciones
del insecto infectado con mucosas o tejidos del hospedero, donde los
protozoos invaden al hospedero mamifero en diversos tejidos, por medio del

ingreso a la circulacion sanguinea (Van Overvelt ef a/, 1999).

Ciclo

Los triatominos se infectan con T. ¢ugs, cuando se alimentan de sangre de
mamiferos parasitados con el estadio evolutivo del protozoo de
tripomastigote. Estos en el intestino medio del vector se multiplican por fision

binaria, previa transformacion al segundo estadio evolutivo de epimastigote,
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para mas tarde desarrollarse en el tracto digestivo posterior del insecto a la
forma de tripomastigote metaciclico, que son los elementos infectantes para los

mamiferos (Burleigh y Andrews, 1995).

Estos insectos cuando se alimentan, emiten deyecciones que contienen
tripomastigotes, los que atraviesan ya sea las mucosas, la piel por el sitio de la
picadura o por otras soluciones de continuidad. Los parasitos ingresan al
interior de las células, exceptuando los eosinéfilos y neutréfilos, adquiriendo la
forma de amastigote. Dentro de las células se reproducen por fisiéon binaria,
produciendo posteriormente la ruptura de ellas, transformandose y liberandose
como tripomastigotes a la circulacién sanguinea, donde pueden invadir nuevos
tejidos y asi continuar con su ciclo bioloégico (Burleigh y Andrews, 1995;

Rodriguez et al., 2004).

Ciclos de transmision de 7. cruzi

La principal via de transmision de T. ouzi entre sus hospederos es la
transmision vectorial, en la que son distinguibles tres ciclos: el ciclo silvestre, el

ciclo doméstico y el ciclo peridoméstico (Maekelt, 1983).

El ciclo silvestre de este protozoo ocurre desde hace millones de afios, entre

vectores y reservorios silvestres a lo largo de la mayor parte de América. Los
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ecotopos primitivos de T. ¢ruzz son muy diversos, encontrandose en el norte
del continente, en los desiertos norteamericanos, altiplanos andinos, florestas
amazonicas y atlantica. La tripanosomiasis silvestre ocurre, en ambientes
cerrados o semiabiertos, dependiendo de una serie de factores como el clima, la
altitud, la humedad, las caracteristicas de flora y fauna y la disponibilidad de
alimentos. La enfermedad es mas prevalente en aquellos ecosistemas donde los
vectores pueden formar sus colonias tales como palmares y matorrales,
también en sitios especificos como plantas, troncos, pedregales, etc. En este
contexto el parasito se encuentra en todo el continente americano,
albergandose en mamiferos de medio y pequefio tamafo y en los insectos
vectores. Se trata de un estado de equilibrio desarrollado a través de una larga
adaptacion, que se traduce en la baja o ninguna accién patolégica del protozoo

sobre sus hospederos naturales (Rodriguez ez al., 2004).

Ciclo doméstico: la susceptibilidad del humano y de los animales domésticos
a T. ¢uzy, asi como la proliferacion de los triatominos en las viviendas,
propiciaron la diseminaciéon parasitaria, pasando el ciclo doméstico a tener
fundamental importancia en la expresion de la infeccion chagasica,
independiente de la existencia del ciclo silvestre. En el ciclo doméstico el
hombre sobresale como principal reservorio de la infeccién, llevando al
parasito hacia las zonas urbanas y hacia nuevas regiones y paises no endémicos.
Las profundas acciones sobre el medio natural, por ejemplo la tala y quema de
grandes extensiones, promueven la apertura de estos espacios. También las

viviendas de mala calidad, otorgan cobijo a los vectores. Por otro lado la
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migracion de personas portadoras de la infeccion, hacia las ciudades es un
factor a tomar en cuenta en cuanto al mantenimiento de la infeccién en su ciclo
doméstico, dada la alta capacidad de domiciliaciéon de especies de triatominos,

especialmente T. infestans (Fernandes ez al., 1994; Rodriguez ez al., 2004).

Ciclo peridoméstico: en este ciclo intervienen algunos mamiferos como los
roedores domésticos, marsupiales, gatos y perros que libremente entran y salen
de las residencias. Por otra parte se agregan los triatominos silvestres que son
atraidos por otros factores, como es el caso de Rhodnius prolixus, que es atraido
por la luz de las casas. Este ciclo sirve de enlace entre los ciclos silvestre y
doméstico, existiendo algunos autores que lo incluyen en el ciclo doméstico

(Rodriguez ef al., 2004).

Clasificacion de los triatominos

De acuerdo al perfil alimentario de los triatominos, y adaptacion domiciliaria,
éstos se clasifican en cinco grupos. Tipo I: las especies con una fuerte
adaptacion a la vivienda humana, aunque con focos residuales selvaticos y con
diseminacion pasiva por el hombre; tipo 1II: los insectos que se encuentran en
proceso de adaptacion; tipo III: las vinchucas que son silvestres colonizadoras
inusuales de la morada humana; tipo IV: los que siendo totalmente silvestres,
invaden ocasionalmente las casa, atraidos, principalmente por la luz, pero no

son capaces de colonizarlas y finalmente tipo V: las especies que viven
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exclusivamente de forma silvestre y que no se adaptarian al ambiente

sinantrépico, dadas sus exigencias ecologicas (Zeledon, 1983).

Estudios mas recientes (Canals ez a/., 2000) agruparon a los triatominos en tres.
El primer grupo esta compuesto por insectos de habitat doméstico vy
peridoméstico, (I. infestans de Brasil, Argentina y Chile, T. dimidata de Ecuador,
Costa Rica y México, T. barberi de México, Rhodnius prolixus de Honduras y
Venezuela y T. maculata de Venezuela); en el segundo grupo se encuentran las
vinchucas principalmente silvestres, colonizadores inusuales de la vivienda
humana (1. proctata, T. sanguisuga y T. rubida de Norteamérica y T. platenses, y R.
neglectus). En un tercer grupo estarfan agrupados los insectos especialistas (K.
pictz, Cavernicola pilosa y Panstrongilus coreodes). Esta clasificacion deja a M. spinolai
en una posicion intermedia, junto con 1. rubrovaria, 1. sordida y P. megistrus, (tipo
II y IHI de Zeledén, 1983). Estas especies colonizan el domicilio vy
peridomicilio, aunque también se encuentran en el habitat silvestre en nidos de
roedores, bajo de las piedras y en nidos de aves. Por lo antetrior M. spinolai es

una especie potencialmente peligrosa, en zonas donde existe contacto con

humanos (Canals ef a/., 2000).

Los triatominos de Chile

En los paises de América del Sur, es decir, Argentina, Brasil, Bolivia, Chile,
Paraguay y Uruguay, el principal vector de la enfermedad de Chagas es T.
infestans, por sus habitos exclusivos domiciliares y peridomiciliares, es decir,

coloniza el interior y peridomicilio de viviendas humanas (Moncayo, 1999). En
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Chile se distribuye entre las primeras siete regiones del pais, entre los paralelos

18° v 34° latitud Sur (Canals ez al, 1998).

M. spinolai es un triatomino endémico, que se halla en diversos sectores
ubicados entre los 18° y 34° de latitud sur, esto es, desde la Regién de Atacama,
hasta la Region Metropolitana (Canals ef al, 1998). Presenta un acentuado
polimorfismo, con hembras sin alas (dpteras) y machos apteros o alados. Esta
vinchuca prefiere microhabitats cercanos a rocas, o en grietas de las mismas, en
guaneras de aves y en cuevas de diversas especies de animales. M. spznolai no se
destaca por vivir en las cercanfas de la vivienda humana, pero esto puede
ocurrir si el ser humano invade y construye sus moradas dentro del habitat de

éste triatomino (Cattan e7 al., 2002).

M. gajardot, es un triatomino con desconocida importancia epidemiologica para
la enfermedad de Chagas, endémico de Chile y se ubica entre los 18°y 26° S.
Se distribuye en la zona costera del desierto de Atacama, alimentandose de aves
marinas y lagartos (Frias er al, 1998). Se diferencia de M. spinolai, en
caracteristicas morfoldgicas y genéticas, en particular en diferencias de tamafio
cromosomico. En estudios recientes se han encontrado otras diferencias
cromosomicas en poblaciones de la Isla Pan de Azucar, que podrian definir una

nueva especie o subespecie (Frias, 2004).
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Hospederos

La dieta de T. znfestans incluye sangre de diversos animales endotérmicos, tales
como los gatos, los perros, las liebres y los roedores, pero la preferida es la de
humanos. Excepcionalmente las aves y los anfibios han sido encontrados
formando parte de su alimentacion. M. spinolai, en cambio, presenta un
espectro mas amplio de hospederos en sus habitos dietarios incluyendo:
conejo, perro, cabra, gato, roedores silvestres, humano, aves y reptiles. (Canals
¢t al., 2000). Es de notar que la variedad de hospederos incluidos en la dieta de
los triatominos depende ademas de la habilidad de los mismos para alcanzar a
su fuente de alimento, la estacion del afio y los habitos; sean éstos periurbanos,
como es el caso de T. infestans, o silvestres, como es el caso de M. spinolai,

sobreponiéndose ambos nichos, en épocas de verano (Canals ¢z a/. 2000).

En la mantenciéon del ciclo selvatico de T. ¢ruz7 son importantes contribuyentes
los roedores, entre los cuales se han registrado infectados a mas de 50 especies.
En Venezuela, por ejemplo se han hallado altos indices de infeccién en
puercoespin arboricola, y también en la rata arrocera (40 y 100%,

respectivamente) (OMS, 2002).

Reservorios y prevalencias de 7. cruzi

Un importante nimero de mamiferos domésticos y sinantrépicos, han sido

encontrados naturalmente infectados con T. ¢uzz en practicamente todos los
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pafses del continente americano, exceptuando Canada. Algunos de ellos son
cabras, ovejas, alpacas, cerdos, conejos, cuyes, ratas y ratones (OMS, 2002). El
humano, el perro y la zarigieya u opossum, son los reservorios mas
importantes para 1. ¢ugi, en sus respectivos ciclos, (doméstico y silvestre). El
humano es considerado el reservorio de mayor importancia, ya que tiene una

expectativa de vida mayor a 60 aflos (OMS, 2002)

La proporcion de reservorios infectados es variable, acorde con la situacion
epidemiolégica local, y depende también de la magnitud de los rangos de
densidad de los triatominos infectados en el peridomicilio, o dentro de una
unidad geografica. En general la circulacion de T. euzi en el ciclo es dinamica,
y los reservorios contraen la infeccién a tempranas edades, a través del
contacto con los triatominos (OMS, 2002). Los numerosos mamiferos
silvestres que se han encontrado parasitados por T. eugi, en general
corresponde a los siguientes 6rdenes: Marsupiales, Edentados, Roedores,
Quirépteros, Carnivoros, Lagomorfos y Primates. Dentro de ellos los de

mayor relevancia como reservorios silvestres pertenecen a los tres primeros

(OMS, 2002; Shweigmann ez al., 1995; Apt y Reyes, 1990).

La zarigieya, ampliamente distribuida en el hemisferio oeste, es uno de los
hospederos de T. #nfestans mas frecuentes en todos los paises donde se ha
estudiado (Shweigmann ez al., 1995). El opossum se encuentra en arboles y

arbustos, habitando lugares cercanos a las viviendas humanas, probablemente
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es el reservorio silvestre mas importante, porque es éste omnivoro y muy
prolifico, con un alto poder de adaptaciéon y muy altos indices de infeccién a T.
erugi, desde 20% hasta un 100%, sin presentar evidencia de enfermedad

(Urdaneta-Morales y Nironi, 1996; Ravinovich ez a/, 2001).

En Argentina el reservorio silvestre mas importante de T. auzi es Didelphis
albiventris con una prevalencia anual que varfa entre 29 y 50% (Schweigmann e/
al., 1999). Esta prevalencia en este hospedero coexiste con una muy baja

infeccién del triatomino (particularmente con T. grnasayana), a veces menor al

1% (Wisnivesky-Colli ez al., 1992).

En Pert y Bolivia, donde los cuyes (Cavia porcellus) son criados en el habitat
peridomiciliar, para servir de alimento al hombre los indices de infeccién, en
estudios publicados para el ano 1979, llegaron a  19,2% vy 61,1%
respectivamente. En animales como ratones y ratas, se encontraron indices de

infeccion de 3% a 30% (Macekelt, 1983).

En el Perq, los principales reservorios son roedores, C. porcellus, Mus nnsculus y
Rattus rattus (Vargas, 2005) y en menor proporcion mamiferos como perros,
gatos, cerdos, conejos, vacunos, etc. Dentro de los animales silvestres
encontrados naturalmente infectados en este pafs, estan las zarigiieyas y los
monos (Vargas, 2005). En un estudio en Pert, se establecié como principal
tuente de alimento de T. infestans, dentro de una captura de 581 vinchucas, a

aves, roedores, humanos y perros (Solis ez al., 2003).
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En Ecuador, la rata es el hospedador intra-domiciliar primario de T. dimidiata.

(Calderon-Arguedas ez al., 2001)

En el Norte de Brasil, un total de 1.197 animales silvestres en el Estado de
Para, del fueron examinados en busca de parasitos tripanosomas, se encontrd
en 13 especies distintas, y fueron particularmente comunes en una variedad de
marsupiales (Didelphidae), puercoespines (Coendou spp.), armadillos (Dasypus
novemcinctus) y coati (Nasua nasua), concluyendo, de esta forma que la infeccién
con T. cruzi en el sureste de Brasil es mantenida por D. albiventris en su ciclo

silvestre (Ramirez ez al., 2002; Lainson e al., 2004).

En Uruguay se han establecido como reservorios silvestres a D. hybridus

(armadillo o mulita orejuda), D. novemcinctus (armadillo o tatd), D. alviventris

(Salvatella y Gonzalez, 1986).

En Venezuela, en tanto, para el afio 1978 en una regién endémica se
encontraron infecciones globales para el hombre de 38,7%, perros y gatos
22% mediante xenodiagnostico. Asi también, usando este método, tres autores

reportaron mayor prevalencia de infecciéon en gatos y perros (9,1-28,6%) que

en el hombre (8,4%-22,6%) (Macekelt, 1983).

En otro estudio realizado en Venezuela, se encontré a T. ¢uzi infectando de
forma natural a 31 especies de vertebrados silvestres. La especie mas frecuente
encontrada es D. marsupialis, con una prevalencia de 25%, en areas urbanas de
Caracas. En tanto que Ratfus spp., se encontré infectado en 0,74% de los

animales capturados, habiendo sido reportada dicha infeccién en areas tanto
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urbanas como rurales, asi también la rata algodonera (Sigmodon hispidus) por su

parte ha presentado infecciones de 1,36% (De Lima ez al., 2000).

En la Provincia de Panama se demostrd, mediante analisis histolégicos, la
infeccion por T. eruzi en 57 de 100 ratas. Lo anterior demuestra la importancia

que estos roedores juegan como reservorios domiciliares de T. ¢rugs, en ese pais

(Calderon-Arguedas e al., 2001).

En Costa Rica, entre los afios 1964 y 1968 en una localidad endémica a
tripanosomiasis, se encontro, un 34,4% de ratas positivas y en zarigiieyas (D.
virginiana) un 6,5%. En cuanto a los reservorios intradomiciliarios, en el mismo
pafs, se ha informado de una positividad en gatos de 2,9%. El 2002, se
demostré positividad en perros, 5,2% en perros de companfa de zonas
endémicas y un 1,6% en mascotas de zonas no endémicas. Esto demostré un
nexo epidemiolégico importante de estos animales con la posible transmision

de esta parasitosis (Reyes e a/, 2002).

En otro estudio de contenido intestinal de estos insectos, la sangre humana
constituy6 el sustrato de alimentacién mas abundante, seguido por la sangre de
perro. Sangre de rata, raton, didélfidos y gallinas se encontraron en porcentajes
inferiores al 15%. La sangre de didélfidos fue la menos frecuente (Calderon-

Arguedas ez al., 2001).
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En Meéxico se han detectado como reservorios silvestres, las siguientes
especies: D. wvirginiana (tlacuache u opossum); D. novemcinctus mexicanus
(armadillo); Canis familiares (perro); R. norvegicus (rata noruega); R. rattus (rata de
albafial) S. hispidus (raton de campo); Ofotylomys phyllotis (ratén de campo);
Tyloma nudicudus (raton de arboricola); Mus musculus (ratén) S. vulgaris (ardilla);
Bos taurns (toro); Carollia perspicillata (murciélago frutero), Peromyscus mexicanus
(ratén de campo); P. agrecus (raton de campo). Se ha comunicado un 11% de
positividad por xenodiagndstico en 8 especies de mamiferos silvestres

(Dominguez y Espinoza, 1988; Dominguez ef al., 1990).

En Estados Unidos se encontré una prevalencia de 33,3% de infeccién con T.
¢cruzi para opossum y 1,1% para armadillos, en otro estudio se menciona para la

misma especie 28,8% de infeccién, en el Sur de Louisiana (Yaeger, 1988; Barr

et al., 1991).

Prevalencia de 7. cruzi en mamiferos de Chile

La prevalencia en animales silvestres, comunicada hasta el ano 1946 iba desde
un 2,9 a un 13,5%. Entre las especies silvestres estudiadas, el roedor O. degus
mostraba un 8,9% de infeccién. Hasta ese momento, se desconocia el impacto
de T. eruzi en mamiferos silvestres (Schenone ez al., 1985; Apt y Reyes, 1980).
En las zonas endémicas de Chile las tasas globales de infeccion por el T. crugi

eran 15,1% para el gato y 11,7% para el perro (Apt y Reyes, 1986).
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En la localidad de Aucé, IV Region, las primeras comunicaciones sobre el T.
cruzt, vectorizado por M. spinolai, se retieren a Ch. lanigera, A. benetts, O. degus'y
P. darwini. En estudios efectuados en la Provincia de Limari de la misma region
entre 1980 y 1983, se demostré que el 16,9% de los animales domésticos y
sinantrépicos (caninos, bovinos, equinos y caprinos) eran portadores del

parasito (Duran ez al., 1989).

Estudios de prevalencia en mamiferos, realizados entre los afios 1982- 1984
(Regiones V, Metropolitana RM, y VI), mediante reaccién de hemaglutinacion
indirecta (RHAI) mostraban que las mayores prevalencias dentro de los
reservorios domésticos se encontraban en la RM, después de la IV Region,
(Flotes et al, 1984; Traslaviia, 1984) costituyendo perros y gatos los
principales portadores de 1. awzi con prevalencias de 11,5 y 10,9%,
respectivamente. En cambio, la regién con menores porcentajes de infeccion,
para los mismos hospederos era regioén de Valparaiso, con prevalencias de 1,9
y 1% para caninos y felinos respectivamente (Venegas ez al., 1984; Villarroel ez

al, 1984).

Por otro lado, en la Regién del Libertador Bernardo O’higgins, la positividad a
T. euzi encontrado para cabras fue 18,2% y en conejos 6,4%. En una
investigacion en cabras, en la Region de Coquimbo, la positividad fue menor
que la registrada en la VI Region (4,7% y 5,9 %) dentro del mismo periodo
(Ulloa, 1984; Venegas ef al., 1984).
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En 1985 se informo que la frecuencia de infeccion por T. eruzgz, fue de 12,2%,
para humanos, bajando la prevalencia para todos los animales antes
reportados, como tasa global de pais, con 1,3% para los gatos y perros,

mientras que en lagomorfos disminuy6 de 6,4 a 2,4% y en Caviidae se registro

0,8% de infeccién (Schenone ez al., 1985).

En 1986 se reportd un 33,3% en C. Janigera y un aumento en O. degus de 2,2%
en 1939 a un 5% en 1980. EI perro en el mismo periodo presenté una
disminucién de 5,3% y 1,3% de infeccion, similar a lo ocurrido con el zorro
gris, C. grisens que fue de 7,1% a 3,8%. Se investigaba también, en ese
entonces la positividad para T. elegans, A. bennetti y Phyllotis spp (Apt y Reyes,
1980).

En 1989, en la localidad de Auco IV Region, el indice global de infecciéon con
T. ¢eruzi en animales silvestres, se mantuvo segun los registros de 1946, en
13,5%. A. bennetti obtuvo su mayor registro, 36,4% (usando RHAI), y 11,1%
segun xenodiagnostico; C. lanzgera disminuy6 ligeramente variando entre 20% y
31,6% segun RHAI y 6,1% segin xenodiagnéstico; P. darwini, al igual que A.
bennetti alcanzé su cifra mas alta registrada, 10% y finalmente O. degus aumento
su porcentaje de animales infectados, presentando 8,3% segin serologia y

12,9% segun xenodiagnoéstico (Duran ez al, 1989).

En 1990, dentro de la Reserva Nacional Las Chinchillas, en la IV Region, se
obtuvieron prevalencias mayores de infeccion, 40% en C. lanigera, y 21% en O.

degus. Las muestras fueron analizadas mediante RHAIL. En cambio P. darwini
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disminuy6 en dos puntos porcentuales (8%) respecto de los datos obtenidos
en 1989 en la misma region. En este estudio se entregaron datos de infeccion

de Abrothix longipilis 1a que alcanzoé a un 8% (Jiménez y Lorca, 1990).

En otro estudio del afio 1990, se definieron los mamiferos reservorios para T.
cruzi mas importantes para Chile. Entre los pertenecientes al ciclo silvestre
estaban C. lanigera (29,4%), O. degus (5,3%), A. bennetti (7,4%,), Canis griseus
(3,8%), v P. darwini (2,5%). Entre los domésticos, gato 6,1% y perro 3,2%
(Apty Reyes, 1990).

Datos mas recientes, obtenidos mediante técnicas diagndsticas mas sensibles,
como la PCR, mostraron un 43,3% de positividad en 68 individuos de diversas
especies, porcentaje que subié a 51% al complementar con el analisis de
Southern Blot. Este estudio es el que ha registrado las mayores cifras de
prevalencia en animales silvestres y sinantropicos (Rozas ez al., 2005). El detalle
por especies y prueba respectivamente fue el siguiente: para Capra hircus 35,7%
y 26,2%, A. olivacens, 45,5% y 59,1%, Octodon degus 42%0 y 51%, T. elegans 46% 'y
46%, P. darwini 41% y 45%, (Rozas et al., 2005).
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Perfil Alimentario de los triatominos chilenos

Triatoma infestans ha sido bastante estudiada con respecto a sus fuentes de
alimentacién, las que son preferentemente animales endotérmicos (90,2%),
con una preferencia significativa por sangre humana (68,4%), y en menores
proporciones, gatos, conejos, perros y roedores, (6,1%, 5,9%, 3,2% y 1,6%
respectivamente), (Maeckelt, 1983; Schenone ez a/, 1985). La presencia de
sangre de aves y anfibios en el contenido intestinal de algunos insectos,
confirma que T. infestans, también se alimentaria con sangre de otros
vertebrados (Schenone ¢ al., 1985). Mepraia spinolai es un depredador mas
generalista que T. znfestans, M. spinolai es un insecto muy agresivo, que se
alimenta de cualquier hospedero, preferentemente durante el dia (Sagua, ez 4/,

2000; Frias ez al., 1998; Canals ef a/ 1998).

En un analisis temporal de los estudios realizados, se encuentra inicialmente el
trabajo de Knierim e a/ (1976) quienes revisaron la alimentaciéon de 87
ejemplares de T 7nfestans obteniendo un 77% con sangre de solo un hospedero,
mientras que el resto se alimenté de mas de uno. La dieta de estos individuos
fue ratén en su mayoria 82,14%, seguido de cobayo 42,86%, rata 39,28% vy
cabra 35,7%.

Los diversos estudios efectuados entre los afnos 1985 y 2001 dirigidos a
establecer las preferencias alimentarias de M. spinolai muestran como primera
preferencia al conejo, con porcentajes de inclusién que van desde un 50%, a
un 76,8% (Cruzat, 1997; Canals e# al., 1998; Rengifo, 2000 y Canals ez a/. 2001).

Son excepciones el caso de 10 ejemplares capturados en viviendas de un
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observatorio astronomico, donde la fuente de alimentaciéon de todos, fue
sangre humana (Schenone ¢ a/., 1985) y en un analisis de ejemplares de la Isla
Pan de Azucar, IV Region, que demostré que M. spinolai se alimentaba
principalmente de aves marinas (78%), mamiferos marinos (14%), y lagartijas
Tachymenis pernvianus (71%). Este ha sido el primer registro de alimentacion de

triatominos de mamiferos marinos (Sagua ez a/., 2000).

No hay un patron definido de preferencias, con excepcion del conejo. Esta
varfa dependiendo del lugar de muestreo donde se realiz6 el estudio. Estos
porcentajes se distribuyen en diversos mamiferos y van desde 37,1%, para
roedores, hasta 12,3%, como cifra mas baja correspondiendo a perro. Las
aves, en particular, han presentado, por lo general, el mas bajo porcentaje de
participacion en la dieta de las vinchucas (Cruzat, 1997; Canals e# al., 1998,;

Rengifo, 2000 y Canals e7 al., 2001)

Preferencias alimentarias de los triatominos e infeccion en animales.

Se ha comprobado en toda América que los mamiferos estan involucrados en
la mantencién de la enfermedad de Chagas en los ciclos doméstico y silvestre

de T. cruzi (OMS, 2002).

Las preferencias alimentarias de las vinchucas estan directamente relacionadas,
al menos para el ciclo doméstico, con los mayores indices de infecciéon del
parasito T. ¢uzi. Lo anterior ubica dentro de los tres primeros lugares de

preferencia al perro, al gato y al humano. Esta relacién se confirma por
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estudios hechos en areas endémicas de Argentina, donde se demuestra que los
perros son los principales donantes de parasitos, para los triatominos,
planteandose asi un importante papel como centinelas naturales en la vigilancia
epidemiolégica, detectando la introducciéon de la enfermedad de Chagas al

ciclo doméstico (Gurtler ef al, 1993; Castafiera e al., 1998).

Ya en el afio 1985 se demostraba en Chile, que el orden de mamiferos
infectados coincidia relativamente con el orden de las fuentes de alimentacion
de los triatominos, éstas eran Hominidae 68,4% de preferencia y 12,2% de
infeccion, para Felidae 6,1 y 1,3%, para Lagomorfos 5,9% y 2,4% y Canidae
3,2% y 1,3% (Schenone ef al., 1985).

El conejo, es un importante reservorio en el ciclo silvestre de 1. cuzi, en la
zona central de Chile, siendo una de las fuentes preferentes de alimentacién de

las vinchucas (Rengifo 2000; Canals e a/., 2001).

En diversos estudios de preferencia alimentaria de las vinchucas, han sido
incorporados los roedores en un rango que va desde 9,9% hasta un 82,1%; en
triatominos silvestres y 1,6% hasta 6,1% en vinchucas domésticas (Knierim e#

al, 1976; Canals ¢f al., 1998).

En investigaciones de prevalencia de 1. cwgi en animales, se ha logrado

establecer a los roedores en porcentajes que van desde un 1,6% hasta 51,7%
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de infeccién. Estas cifras fueron obtenidas en zonas rurales y silvestres
respectivamente (Apt y Reyes, 1990; Rozas et al, 2005). Es posible atribuir
estos resultados a la mayor sensibilidad de las pruebas empleadas para detectar

al parasito.

Los datos indican una alta preferencia alimentaria hacia los roedores en
sectores silvestres. La inclusién de estos animales en la dieta de las vinchucas
se puede ver reflejada en la prevalencia de infeccion de los mismos, al menos
para los pertenecientes al ciclo silvestre (Knierim ez a/, 1976; Apt y Reyes, 1990;

Canals ¢z al., 1998; Rengifo 2000; Rozas et al., 2005).

En cuanto a cambios conductuales, de insectos infectados o no con T. ¢rugy,
Canals ez a4l (2001) no encontraron diferencias respecto a sus habitos
alimentarios. Se mantiene asi inalterable tanto la frecuencia de alimentacion,
como la preferencia por los diferentes hospederos. Determinando, que el
comportamiento de las vinchucas, en lo que a sus fuentes de alimento se
refiere, depende principalmente de la habilidad para picar a su victima y a la
abundancia relativa de los hospederos, y no a cambios conductuales vinculados

a la infeccidon de los insectos.

Clinica

La Enfermedad de Chagas se caracteriza por producir, en el ser humano, un

periodo asintomatico o con escasa sintomatologia. Este periodo se manifiesta,
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por un signo clinico denominado chagoma de inoculacién, que es una
inflamacion local en el sitio de infeccién, el que se manifiesta de preferencia en
partes del cuerpo habitualmente descubiertas al dormir, es de tamano variable,
que casi siempre altera el color de la piel, es poco o nada doloroso. Este signo
aparece donde ocurre la multiplicacion primaria del agente patologico, T. cruzi,
en el momento en el que un insecto, hematéfago vector, pica al hospedero y lo
infecta. Cuando ocurre en un lugar préximo a los ojos, puede producir una
lesién unilateral transitoria, llamada sigho de Romana- Maza, dicha lesion esta
descrita como edema periocular, unilateral, bipalpebral, unida a conjuntivitis y

adenopatia satélite (OMS, 2002).

El periodo créonico de la infeccién, se subdivide en una etapa cronica latente,
donde se encuentra mas del 70% de la poblacién afectada, caracterizandose
por ser asintomatica, y una etapa cronica secuelar, donde las manifestaciones

mas importantes son a nivel digestivo (megasindromes), y a nivel cardiaco

(cardiomiopatias), (OMS, 2002).

Otra importante entidad clinica la conforma la enfermedad de Chagas
transplacentaria, la que puede transmitirse verticalmente, en cualquier etapa de

la enfermedad materna y en embarazos sucesivos (Garcia ef al., 2001).
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Los dafios producidos por la invasion celular, conlleva a la destruccion de los
tejidos y alteracion de los organos involucrados, constituye uno de los
principales eventos en la patologia de la enfermedad. Sin embargo el propio
sistema inmune del individuo parasitado, cumple un rol en la génesis del dafio

organico, ya sea por complejos inmunes o por autoinmunidad (Garcia, 2001).

Caracterizacion de 7. cruzi

Las poblaciones de T. cwzi se dividen en dos principales lineajes. Estas
divisiones estan hechas de acuerdo a agrupaciones isoenzimaticas, analisis
mediante de polimorfismos en el ADN amplificados al azar (RAPD) y analisis
genéticos de varias cepas representativas de la variabilidad del taxén. Los
lineajes 1y 2, son denominados también segundo y primer filum mayor. Otras
de las denominaciones acordadas en el Simposio Internacional en
conmemoracién del 90° aniversario del descubrimiento de la enfermedad de
Chagas, Abril del 1999, Rio de Janeiro, Brasil, se realizé un “meeting” satelital
sobre recomendaciones de estandarizacion de la nomenclatura de T. eruzgz; en él
destacan denominaciones como 1. ¢uzi (Tc I) equivalente al Zimodema 1 o
Type 111, Lineaje 2, Grupo 1, Ribodema II/I1I, ler filum mayor, o similares y
T. eruzi 11 (Tc 1) a aquellas equivalentes al Zimodema 2, Zimodema A, Type
II, Lineaje 1, Grupo 2, Ribodema I, 2do filum mayor o similares (Andrade y
Magalhaes, 1997; Garcia, 2001).

Asi Tc I es de origen selvatico principalmente, y circula entre animales y

triatominos silvestres. En tanto que el Tc II se asocia con un ciclo domiciliario,
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manteniéndose entre insectos y animales domésticos (Garcia, 2001; Ramirez ez

al, 2002).

Diagnostico

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas en el hombre, se realiza mediante
métodos indirectos, como ELISA, Reaccién de Inmunofluorescencia (RIFI),
Hemoaglutinaciéon Indirecta, Reacciéon de anticuerpo litico, Reacciéon de
Fijacion del Complemento, Acoplamientos a los Anticuerpos; y mediante
métodos directos convencionales, como frotis sanguineo, gota gruesa, métodos
de concentracién, (Analisis de Extendido de la “Capa Blanca”, Triple
Centrifugacion, Centrifugaciéon con Silicona Liquida, Microstrout), lamina
laminilla, xenodiagnostico, hemocultivo, inoculaciéon en animales sensibles y
métodos moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
(Garcia ez al., 2001). Cada una de estas técnicas posee diferentes sensibilidades,
especificidades y grados de utilidad segun la etapa de la enfermedad en que se
encuentre el individuo. Los métodos indirectos, estan orientados a la deteccion
de anticuerpos especificos producidos por el sistema inmune ante el estimulo
antigénico que representa el parasito. En cambio la finalidad de los métodos
directos, es la identificacion visual del parasito o alguna fraccion del él, como es
el caso de la PCR que detecta ADN del T. euzi (Rodriguez et al., 2004). El
examen de sangre al fresco se realiza cuando se presenta la fase aguda de la
enfermedad, o cuando se sospecha de ella. Con esta técnica es posible
visualizar parasitos vivos y moviles que estan circulando en la sangre

muestreada. La sensibilidad de este examen en fase aguda, dentro del punto
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mayor de parasitemia, es menor al 50% para un solo examen, lo que implica
que para aumentar la sensibilidad de la técnica, se debe repetir varias veces

(Rodriguez ef al., 2004).

La reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) tiene variados blancos de
deteccion dentro de la estructura del protozoo, que van desde el ADN nuclear
hasta el ADN del kinetoplasto (ADNKk), (estructura que lo clasifica dentro del
orden Kinetoplastidae), el cual se encuentra dentro del mitocondrién, en la
base del flagelo, y esta constituida por una red de maxicirculos y minicirculos,
donde se encuentra el 20% del genoma del T. cuzi Los maxicirculos son
moléculas de ADN circular homogéneos, mientras que los minicirculos son
heterogéneos y estan organizados dentro de cuatro regiones bien conservadas
de 120 pares de bases (pb) y separadas por cuatro regiones muy variables. La
mayoria de las pruebas de amplificacién para el diagnostico y clasificacion de

aislados de T. euzi, estan basadas en secuencias provenientes del ADNk

(Rodriguez ez al., 2004).

Existen diversos oligonucle6tidos partidores para cada una de estas zonas del
ADN, siendo los mas utilizados, debido a la alta sensibilidad y especificidad, los
partidores 121 y 122. Estos amplifican la regién hipervariable de los
miniciculos del ADNEk, dando una banda de 330 pb en un gel de agarosa
(Garcia, 2001).
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La PCR representa la técnica mas adecuada para estudios epidemiolégicos en
insectos vectores y animales, ya que ésta utiliza pequeflas cantidades de
muestra, manteniendo su alta sensibilidad y especificidad. Ademas, puede ser

aplicada en cualquier especie animal (Rodriguez ez al., 2004).

Formulacién del problema

Debido a las reiteradas denuncias recibidas por de la presencia T. znfestans en
viviendas de sectores rurales de la Regién Metropolitana y habiéndose
demostrado su presencia en los alrededores no inmediatos de las casas, se
planted el presente estudio, considerando a los mamiferos silvestres como la

principal fuente de alimentacién.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la frecuencia de T. swgi en sangre de roedores silvestres y

cosmopolitas, en dos zonas rurales de la regién Metropolitana, a través de la

técnica de PCR.

Obijetivos especificos

Establecer las especies de roedores presentes en ambas zonas y sus

abundancias relativas.

Establecer la frecuencia de infeccion por T. crugi en las especies de roedores

capturados.

Relacionar las frecuencias de infeccion por T. crugi en los roedores, con su

abundancia relativa.
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MATERIALY METODO

1.-Zona geografica en estudio
Los lugares en donde se realizo6 el trampeo de los roedores fueron
seleccionados de acuerdo a las mayores densidades de capturas de los vectores,

esto fue en sectores de colinas y cerros pertenecientes a las comunas de Calera

de Tango y Til-Til

Sectorizacion

Los datos de georeferenciaciéon satelital (GPS) de los individuos capturados,
registrados, tanto en este trabajo, correspondientes a roedores, como los datos
aportados por Bacigalupo, ¢# al., (20006), correspondientes a triatominos, dentro
de la misma zona de estudio, fueron procesados mediante el programa
arcview, para visualizarlos en un mismo mapa con el fin de ver la existencia de

sobreposicion de ambitos de hogar entre los roedores y los focos de vinchucas

(Figs. 4,5y 06).

2.-Métodos de captura (Trampas, dias y temporalidad)

Se utilizaron trampas desmontables tipo Sherman, cebadas con avena pelada
arrollada. Las jaulas fueron numeradas correlativamente del 1 al 40 vy
registradas y posicionadas en el terreno. Las variables consideradas para
colocar estas trampas fueron presencia de excremento fresco de roedores,
huellas y madrigueras. Como norma general se dispusieron, con preferencia,
donde tales senales se asociaban con ejemplares de Puya spp (chagual), que
brinda cobijo a gran cantidad de animales, al estar provistos de espinas y tener

grandes raices que se usan como madrigueras.
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Las trampas fueron puestas los dias lunes de cada semana y revisadas por los
cuatro dias siguientes durante las primeras horas de la mafiana. Cada jaula con
captura fue reemplazada por una vacia y cuando fue necesario se volvio a
rellenar con el cebo. Las jaulas con roedor fueron transportadas a la Unidad de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Occidente de la Universidad de Chile
(UPFMO), donde, se tomaron las muestras de sangre, previa identificacion
del animal, lo que incluy6 el numero de la trampa donde fue capturado, el
género y la especie. Luego se procedié a anestesiarlo, en una bolsa de plastico
con un algodén embebido en un anestésico inhalante en su interior, para

proceder la obtencién de cada muestra.

Extraccion de sangre

Se realiz6 mediante puncién cardiaca, la que se llevé a cabo siempre bajo
anestesia general, introduciendo una aguja de 21 o 23 G inmediatamente
debajo del esternén, hasta incidir en el corazén. Se obtuvo como maximo 0,5

ml de sangre, la que fue depositada en tubos Eppendorff con igual volumen de

Guanidina-HCl 6M y EDTA 200 mM, como anticoagulantes.

Este es un método que esta recomendado para efectuar sangrias totales, pero
también es usado para obtener muestras unicas de sangre en diversos animales
como cobayos, hamsters y ocasionalmente en los hurones; sin embargo en
ratas, se registra una tasa de mortalidad del 12%, después de la punciéon

cardiaca) (Morton ef al., 1993).
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Los animales en recuperacion fueron mantenidos separados del resto hasta que
estuvieron completamente conscientes. Cuando se traté de especies plaga,

fueron sacrificadas.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa para el diagnéstico de 7. cruzi.
La técnica de PCR fue realizada en el Laboratorio de Biologia Molecular del

UPFMO.

1.-Obtencion del ADN
El ADNk fue obtenido segun metodologia estandar utilizada para el Kit
QIAamp DNA mini kit blood (Labtrade Inc. USA).

2.-Amplificacion y deteccion de region hipervariable de los minicirculos
del ADNk de T. cruzi. Del ADNk obtenido se extrajeron 20 pl con el fin de
agregarlos a un tubo de PCR con una solucién compuesta por buffer Tris-HCI
200 mM pH 8,4 y KCI 500 mM; dATP, dCTP, dGTP y dTTP 0,2 mM; MgCl,
1,5 mM; Taq ADN Polimerasa (2,5 U/pl); oligonucleétidos 121 [5'-
AAATAATGTACGG(T/G)-GAGATGCATGA-3| y 122 [5'-
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3", 0,5 uM y agua bidestilada

c.s.p. 100 pl en su interior.

3.- Termociclador Minicicler (Lab. M.]J. Research, USA) Posteriormente
el tubo de PCR fue puesto en el termociclador, programado con 2 ciclos de
98°C/1 min - 64°C/2 min, 33 ciclos de 94°C/1 min - 64°C/1 min y un ciclo
final de 74°C/10min.
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4.-Electroforesis y visualizacion

Con el fin de visualizar el producto de la amplificacion, se utilizé 15 pl de las
muestras, mezclandolas con 5 pl de buffer de corrida, conformado por glicerol
30%, azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25% y H,O bidestilada c.s.p.
100 ml. ; posteriormente fueron sometidas a electroforesis en camara
horizontal por 1 hora en buffer Tris/borato/EDTA pH 8,3 (IBE) con un
voltaje constante de 120 Volts, utilizando como soporte, agarosa al 2% con 15
wl de Bromuro de Etidio 10mg/ml, en buffer TBE. Ademas se utilizé un
marcador de peso molecular (Px174 DNA Hae III, Life Technologies, Inc.
USA). Al terminar el proceso de electroforesis y se observd con un

transiluminador de luz ultravioleta.
Las muestras positivas fueron aquellas que presentaron una banda de 330 pb,
correspondiente a la regiéon hipervariable del minicirculo del ADNk del T.

crugi.

Finalmente, como complemento a esta memoria se caracterizaron las distintas

formas de T. ¢ruzi en clones por medio de la prueba Southern blot.
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RESULTADOS

Entre Enero y Marzo de 2005, se llevé a cabo este trabajo logrando una
captura de 138 roedores, sin embargo, sélo se utilizaron muestras de 128
ejemplares, ya que algunas presentaron problemas de coagulaciéon, que no

permitieron llevar a cabo la técnica de la PCR.

De los 138 animales, 122 fueron capturados en Calera de Tango, cuyo detalle
fue 65 de O. degus (53,28%), 49 R. rattus (40,16%), 4 P. darwini (3,28%), 2 A.
olivacens (1,64%) y 2 A. bennetti (1,64%),(Fig 1), mientras tanto que en Til-Til se
capturd solamente O. degus y P. darwini con un total de 14 (87,5%) vy 2 (12,5%)

individuos, respectivamente (Fig. 2) (Cuadro 1).

Del total de 128 muestras de sangre procesadas, 19 (14,84%) fueron positivas a
la presencia de T. ¢ruzgi (ver Cuadro 2) y de éstas, 18 fueron de animales de
Calera de Tango y solo una de animales de Til Til (de un total de 122 y 16
individuos respectivamente). Por especies, la muestra positiva se desglosé de la
siguiente forma: (ver Fig. 3) 10 R. rattus, 7 O. degus, 2 P. darwini. En tanto que

A. bennetti y A. olivacens no presentaron individuos positivos.

El analisis posterior de las muestras positivas amplificadas por PCR a T. cruzi e
hibridizadas con las sondas especificas, arroj6 que de 5 O. degus, 3
correspondian al clon T¢Il y 2 al clon Tcl, mientras que en otros 2 ejemplares
de esta especie, al igual que los de Phyllotis darwini, no hidridizaron con ninguna
de las sondas utilizadas (indeterminado). Todos los ejemplares de R. rattus (10)

presentaron positividad para el clon Tcl.
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Finalmente la caracterizacion de todas las muestras positivas mediante sondas
de ADN de T. eruzz, fue de 63,16% para el clon Tcl, 15,79% para el clon Tcll
y 21,05% indeterminado (Cuadro 3).
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CUADRO 1.- Especies y numero de roedores capturados en las

Comunas de Calera de Tango y Til-Til, durante Enero y Marzo de 2005.

Calera de Tango Til-Til Total general
Especie N° % por N° % por Total % del
localidad localidad total
Abrocoma bennetti 2 1,64 0 - 2 1,45%
Abrotrix olivaceus 2 1,64 0 - 2 1,45%
Octodon degus 65 53,28 14 87,5 79 57,25%
Phyllotis darwini 4 3,28 2 12,5 6 4,35%
Rattus rattus 49 40,16 0 - 49 35,51%
Total 122 100 16 100 138 100%
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O Octodon degus (53,28%) W Rattus rattus (40,16%)
O Abrotrix olivaceus (1,64%) B Abrocoma bennetti (1,64%)

O Phyllotis darwini (3,28%)

Figura 1.- Abundancia relativa de roedores capturados en la comuna de

Calera de Tango.
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B Octodon degus (85,7%) U Phyllotis darwini (12,5%)

Figura 2.- Abundancia relativa de roedores capturados en la comuna de

Til-Til.
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CUADRO 2.- Numero de muestras positivas a Trypanosoma cruzi,
mediante la reaccion de PCR¥*, seguin especie de roedor muestreado y

comuna de procedencia.

Calera de Tango Til- Til
Especie Total +) %) Total n % (+)
muestras muestras (1)
Octodon degus 60 7 11,67(7/60) 14 0 0(0/14)
Phylottis darwini 4 1 25 (1/4) 2 1 50 (1/2)
Rattus rattus 44 10 27,73(10/44) - - -
TOTAL 108 18 16,67(18/108) 16 1 6,25 (1/16)

*: Region hipervariable del ADNk de minicirculos de Trypanosoma cruzi
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11,67

% positividad T. cruzi

Octodon degus Phyllotis darwini Rattus rattus

Fig. 3.- Porcentaje de positividad a Trypanosoma cruzi mediante PCR*
por especie de roedor muestreado en las comunas de Calera de Tango y

Til-Til. Barras achuradas corresponden a Til-Til.

*: Region hipervariable del ADNk de minicirculos de Trypanosoma cruzi
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CUADRO 3.- Especies de roedores positivas a la Técnica de PCR*

clones de Trypanosoma cruzi, mediante Southern Blot.

Clones de Trypanosoma cruzi

Especies Tcl (%) Tcll (%) Indeterminado (%)
Ruttns rattus 10/10 (100) 0/10 (0) 0/10 (0)
Phyllotis darwini 0/2 (0) 0/2 (0) 2/2 (100)

Octodon degus ~— 2/7 (28,57)  3/7 (42,86) 2/7 (28,57)

Total 12/19 (63,16) 3/19 (15,79)  4/19 (21,05)

*: Region hipervariable del ADNk de minicirculos de Trypanosoma cruzi

Indeterminado: Muestras que no hibridizaron con ninguna de las 2 sondas

y
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Figura 4 Distribucion espacial de triatominos y roedores, capturados dentro
de la comuna de Calera de Tango (sectores 1, 2, 3, 4 y 5).

+Abrocoma bennetti (-), + Octodon degus (-), +
Phyllotis darwini (-), + Rattus rattus (-), ®* Octodon degus (+), * Phyllotis
darwini (+), ® Rattus rattus (+)

* Triatoma infestans (-), ¥ Triatoma infestans (+)

Calera de Tango Sector demarcado

48



N
S = .
» K
&
5
-+
»
#H 3
» 2
v
1 +
600 0 600 metros

.

Figura 5 Distribucion espacial de triatominos y roedores, capturados
dentro de la comuna de Calera de Tango (sectores 1y 2).

+Abrocoma bennetti (-), + Octodon degus
(-), + Phyllotis darwini (-), + Rattus rattus (-), ®* Octodon degus (+),
* Phyllotis darwini (+), ® Rattus rattus (+)

* Triatoma infestans (-), ¥ Ttiatoma infestans (+)

Calera de Tango Sector demarcado
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Figura 6 Distribucion espacial de
N triatominos y roedores, capturados
dentro de la comuna de Calera de

W E

900 0

Tango (sectores 3, 4y 5).

‘of

900 1800metr03

s —

+ Abrocoma bennetti (-),

+ Octodon degus

(-), + Phyllotis darwini (-), + Rattus rattus (-), ®* Octodon degus (+),
* Phyllotis darwini (+), ® Rattus rattus (+)
* Triatoma infestans (-), ¥ Ttiatoma infestans (+)

Calera de Tango

Sector demarcado
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DISCUSION

metros
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En este trabajo se pretendio: 1) establecer las especies de roedores presentes
en ambas zonas y sus abundancias relativas, 2) establecer la frecuencia de
infeccion por T. cruzi en las especies de roedores capturados y finalmente 3)

) . 5
relacionar estas dos variables.

1.- Especies presentes.

Las condiciones para que prosperen los roedores son: gran oferta de
alimentos, clima auspicioso y baja presencia de depredadores (principalmente
aves rapaces y zorros), (Meserve ef al., 1993; Munoz, 2000). La captura puede
ser muy exitosa o muy pobre. La captura poco exitosa de roedores puede
atribuirse al comportamiento gregario de los mismos, es decir, al habito de
vivir en agrupaciones, que lleva a los animales a tener una distribucion
focalizada dentro de manchas de vegetacion. Asi frente a condiciones
aparentemente favorables puede haber un bajo éxito de captura por la falta de
coincidencia entre el sector de trampeo y la distribucioén de los roedores. Esto
explicaria la baja captura de estos mamiferos, en lugares donde la abundancia
real serfa mayor a la reflejada en la muestra. Algunos de los especimenes que
presentan este tipo de comportamiento, tendiente a la agrupacion, son degus,
rata comun, rata chinchilla, rata olivacea, lauchén orejudo, entre otros (Mufioz,
2000; Coto, 1997). También es importante el tamafio del area donde cada
roedor busca su alimento o refugio. Esta se conoce como ambito de hogar y
corresponde a la distancia que recorre una determinada especie en un dia y

puede determinar el contacto entre individuos de una misma o distinta especie

(Mufioz, 2000).
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En el caso de nuestro estudio, las especies capturadas no difieren de lo
comunicado en la literatura. En Calera de Tango se encontraron cinco
especies, incluyendo la rata comuin. Este hallazgo es interesante porque es
demostrativo del impacto de la presencia humana en estos lugares. Las ratas
suelen colonizar espacios silvestres y se podria esperar algin nivel de
competencia con los roedores autéctonos. Por lo tanto la fauna de
micromamiferos puede verse alterada a niveles locales. Podria ser esta una
explicacion para la menor abundancia relativa de las especies que se capturaron

dentro de los mismos sitios que R. ra#tus. (Cattan comunicaciéon personal)®

En la figura 4 de Calera de Tango, se puede apreciar que los animales
capturados, fueron atrapados dentro de cinco sectores de trampeo. Al
relacionar las distancias de los roedores con los focos de vinchucas, se advirtio
(Fig. 5) que el animal mas lejano a los focos de los triatominos, guardé una
distancia de 750m, que al relacionarlo con el ambito de hogar de los roedores
atrapados durante el presente estudio, es muy probable que las vinchucas
(cuyo ambito de hogar es de hasta de 40m), de los focos previamente
reportados se estén alimentando de los roedores del sector, ya que el rango de
ambito de hogar de ellos va desde 1.154m? hasta un méximo de 3.781m?

Dentro de las especies con las que se trabajo, es importante destacar a la

? Cattan, PE. 2007[Comunicacién personal], U. Chile, Fac. Sc. Veterinarias y

Pecuarias.
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especie que presenta mayor ambito de hogar promedio, R. rattus, 3.000 m?

(Coto, 1997).

2.- Infeccion por 7. cruzi.

Uno de los determinantes involucrados en la deteccion de la infeccion, es sin
duda la sensibilidad de la técnica diagnéstica. Otro de los factores que pueden
influir en la positividad de los resultados es que el individuo esté cursando con
niveles subpatentes de parasitemia, es decir, baja cantidad de parasitos en la
sangre, que serfa el caso de los portadores en fase crénica de la enfermedad.
La técnica de la PCR ha demostrado ser altamente sensible, para detectar la
infeccion de T. eruzi en muestras de sangre. Para los casos cronicos la prueba
presenta una especificidad del 100%, siendo la sensibilidad variable. Para
aumentar, en estos casos, la sensibilidad de la PCR, habria que emplear una
técnica con multiples primers, con un volumen de al menos 5-10ml de sangre,
técnica conocida también con el nombre de PCR anidado o Nested PCR

(Rodriguez ef al., 2004).

Por otra parte, otro de los determinantes de la infeccién en los distintos
animales es la condicién de hematdfagas oportunistas, de las vinchucas, es
decir, se alimentan principalmente del hospedero mas abundante, o del que
esté presente. M. spinolai se alimenta incluso de mas de un hospedero a la vez
(Sagua ez al., 2000). Al revisar la literatura, encontramos a O. degn con 12,9%,
mediante xenodiagnostico en Aucéd y en otro estudio en la misma region

(21,4%), (Duran et al., 1989), asi también en un estudio mas reciente (51%)
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(Rozas, et al, 2005). En tanto que los resultados de nuestro estudio, muestran

menores porcentajes de infeccioén global.

Los registros previos de positividad a T. eugi en A. bennetti reportan un
maximo de 36,4% en una zona endémica, de la Region de Coquimbo (Duran e#
al., 1989), mientras en el presento estudio no hubo resultados positivos para la

misma especie de roedor.

Dentro de los antecedentes de literatura en cuanto a P. darwini solo se
registraron mayores niveles de infeccion con T. ¢ruzi en el estudio de Rozas, er
al., (2005) presentando un 45% frente al 37,5% que se obtuvo como promedio
para ambas zonas estudiadas en esta investigacion. Para las especies que en
este estudio no se encontrd infeccion, A. olivacens y A. bennetts, existen reportes
maximos previos de 59,1% y 36,4%, respectivamente. Es de notar que en la
investigacion, de Rozas e al, 2005 el numero de roedores por especie fue
mucho mayor que en el nuestro, lo cual posiblemente afecté el resulado

obtenido.

Entonces si relacionamos: el habitat donde se establecieron los focos de
triatominos, junto con la fauna del mismo sector y ademas considerando el
oportunismo alimentario del insecto, corresponderia que entraran a su
espectro de alimentacién, diversos tipos de animales, y uno de los que se
encuentran en el sector son los roedores, protagonistas de este estudio.

Frecuencia de infeccion vs abundancia de hospedero.
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Octodon degus y Rattus rattus tueron las especies que se capturaron en mayores
proporciones, lo que estarfa indicando, que en el momento de realizar el
muestreo, eran las especies mas abundantes. Este hecho hace que la fuente de
micromamiferos, en nuestro caso roedores, de mayor disponibilidad como
fuente alimentaria para los triatominos fueran O. degus y R. rattus, lo que

coincide con que la mayor prevalencia del parasito fuera en éstas especies.

Al relacionar los puntos anteriores, hematofagismo oportunista de las
vinchucas, abundancia relativa de los roedores y ambito de hogar, podemos
explicar que las especies mas abundantes fueran las con mayores porcentajes

de infeccién con el parasito.

Frecuencia de los clones

El analisis de las muestras positivas por especie, amplificados por la técnica de
PCR y su posterior hidridizaciéon mediante sondas de ADN, arroj6 que el
100% de las muestras de la especie R. rattus (10/10) correspondieron al clon
Tcl (silvestre), sin embargo en la especie O. degus, se encontraron ambos

clones, 28,57% (2/7) del Tcl y 42,86 (3/7) del Tcll (domiciliatio). (Cuadro 3)

Cabe recordar que todas las especies estudiadas fueron capturadas en lugares
cercanos a focos de T. infestans, los que fueron encontrados en estudios previos

realizados en el mismo sector, figuras 4, 5y 6 (Bacigalupo ez a/., 2000).

Si se relacionan las distribuciones clonales de T. ¢rugi encontradas en ambas

especies de roedores con el hallazgo previo de focos de T. infestans en los
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lugares de captura, una de las posibles respuestas a esta observacion, podria ser
que R. rattus al ser un animal sinantrépico, haya tenido por un lado mayor
contacto con los insectos vectores domiciliarios parasitados o exposicion
mucho mas antigua a la infeccién, logrando controlar inmunolégicamente o
genéticamente el clon Tcll, eliminandolo de su circulacién sanguinea
selectivamente con respecto a Tcl. En cambio O. degus, presenté ambos clones,
lo que pudiera atribuirse a sus habitos silvestres (Mufioz, 2000), que lo han
mantenido alejado a la exposiciéon del los triatomineos domésticos y por lo
tanto a la infecciéon por 1. crugi. Ademas, si consideramos a lo anterior, la
reciente colonizacion de estos sectores silvestres por parte de los triatomas
domiciliarios (Bacigalupo ez 4/, 2006) y a un contacto ocasional con estos
animales de esta especie, su seleccion clonal no serfa especifica dado al reciente

contacto con el T. ¢cruzi.
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CONCLUSIONES

La frecuencia de T. cruzi en sangre de roedores silvestres y cosmopolitas, en
Calera de Tango y Til Til, durante los meses de Enero y Abril del 2005,

determinada mediante la técnica de PCR fue 14,84%.

Las especies de roedores presentes, en ambas comunas, Calera de Tango y Til
Til, con sus respectivas abundancias relativas, fueron 53,28% y 87,5% para O.
degus 'y 3,28% y 12,5% para P. darwini. En Calera de Tango se encontraron
ademas en un 40,16% ejemplares de las especie R. rattus, y 1,64% tanto para A.

bennetti como para A. olivaceus.

La frecuencia de infeccidn, para cada especie fue 27,73% para R. rattus, 11,67%
para O. degus, 33,33% para P. darwini, A. bennetti y A. olivacens no presentaron

seropositividad.

Al comparar los resultados, se comprobé que las especies con mayores
abundancias, (O. degus 57,25% y R. rattus 35,51%) fueron las que tuvieron

mayores prevalencias para T. cruzi (11,67 % y 27,73% respectivamente).

Los resultados al mostrar la presencia del parasito en la poblacion muestreada,
se puede concluir que los triatominos infectados estan alimentindose de la
sangre de roedores (silvestres y sinantrépicos), lo que lleva a que T. crugi esté
parasitando a estos mamiferos, contribuyendo al mantenimiento del ciclo
silvestre y peridoméstico del parasito, en las comunas estudiadas en el presente

trabajo.
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