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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria humana grave en América,
causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos
hematofagos de la subfamilia Triatominae. La deteccion de T. cruzi puede llevarse a cabo a
través de diferentes metodologias como la observacion directa al microscopio, el
hemocultivo, el xenodiagnodstico y en la Gltima década mediante la reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR). Pruebas moleculares con la técnica de PCR mostraron un
16,4% de infeccion por T. cruzi en insectos Mepraia spinolai de la Region de Atacama
(Chile), un 16% en la Comuna de Til-Til (Chile) y un 44,5% en la Comuna de Colina en la
Region Metropolitana (Chile). Nuestros resultados muestran algunas diferencias en los
niveles de infeccién entre los distintos estadios ninfales, pero estas diferencias no son
estadisticamente significativas. Se debe destacar una nota de precaucién para indicar el
papel potencial de M. spinolai en la transmisién de T. cruzi en las zonas donde el nivel de

infeccion detectado por analisis moleculares es alto.



SUMMARY

Chagas disease is a serious human parasitic disease in America that is caused by the
flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, and transmitted by blood-sucking insects of the
subfamily Triatominae. Detection of T. cruzi can be carried out through different
methodologies such as direct microscopic observation, hemoculture, xenodiagnosis, and in
the last decade the polymerase chain reaction. Molecular evidence showed 16.4% of T.
cruzi infection in Mepraia spinolai insects from Atacama Region (Chile), 16% from Til-Til
Commune (Chile) and 44.5% from Colina Commune in Metropolitana Region (Chile). Our
results show some differences in the infection levels among nymphal stages, but these
differences are not statistically significant. A cautionary note must be stressed to indicate
the potential role of M. spinolai in T. cruzi transmition in areas where the levels of infection

detected by molecular analysis is high.



INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una de las principales
zoonosis del continente americano. Actualmente esta enfermedad, tiene una amplia
distribucion mundial debido a la migracion de personas latinoamericanas infectadas hacia
el resto del mundo, lo que ocasiona graves trastornos en salud publica. El agente etioldgico
de esta enfermedad es un protozoario flagelado llamado Trypanosoma cruzi, capaz de
infectar al hombre, mamiferos domésticos o sinantropicos como perros, gatos, cabras,
ovejas, caballos y algunos mamiferos silvestres como zorros, roedores, primates,
marsupiales y edentados (Lent y Wygodzinsky, 1979). Todos estos animales pueden actuar
como reservorios de la enfermedad, ya que muchos de ellos no presentan sintomatologia
clinica. Las aves, por ejemplo, son refractarias a la infeccion, pero proporcionan el habitat
apropiado para la existencia del vector bioldgico. Esta enfermedad es transmitida
principalmente a través de artrépodos triatominos hematofagos conocidos popularmente
como “vinchucas” que actian como vectores bioldgicos. En nuestro pais existen tres
especies de triatominos: Triatoma infestans, Mepraia spinolai y la recientemente descrita
Mepraia gajardoi (Frias et al., 1998). T. infestans corresponde a la especie doméstica,
mientras que M. spinolai y M. gajardoi corresponden a especies silvestres endémicas de
Chile (Canals et al., 2000).

Existen distintos métodos para la deteccion de T. cruzi, algunos de ellos son la
observacion directa al microscopio, el hemocultivo y el xenodiagnostico. En la ultima
década, la técnica molecular més usada ha sido la reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR), que consiste en la amplificacion de 4cidos nucleicos presentes en el protozoo. Este

es un metodo sensible que detecta y amplifica una region variable de los minicirculos del
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ADN presentes en el ADN Kkinetoplastidico (DNAK) de T. cruzi. Para la posterior
visualizacion del producto amplificado, se realiza una electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio al 1% y se examina en un transiluminador con filtro de
luz ultravioleta (Campos et al., 2007).

En este estudio se analizaron muestras fecales de individuos silvestres de M. spinolai,
recolectados en tres localidades del pais siguiendo un gradiente latitudinal, por medio de la

técnica de PCR, para determinar frecuencias de infeccion por T. cruzi.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi es un protozoo de la clase Flagelata del orden Kinetoplastida y
de la familia Trypanosomatidae. Este posee una gran mitocondria (kinetoplasto) que
contiene ADN organizado en una red encadenada de maxicirculos y minicirculos (De
Souza, 2000). Dentro del género Trypanosoma se describen distintos estados morfologicos
segun el hospedero en que se encuentre, describiéndose las siguientes formas (Atias, 1998):
e Tripomastigote. De aspecto fusiforme, alargado y con un flagelo en el extremo
anterior. Los tripomastigotes se encuentran en la sangre de mamiferos e intestino
posterior de triatominos y corresponde a la forma infectante, pero no se multiplica.
e Epimastigote. De aspecto ovalado, con un flagelo en el extremo anterior. Se
encuentra en el intestino medio de los triatominos donde se multiplica.
e Amastigote. Tiene forma ovalada con un flagelo no emergente, y es la forma
proliferativa del parasito en las células de los hospederos vertebrados.

En Chile, esta parasitosis es adquirida principalmente a través de vectores, pudiendo
ademas ser transmitido por via transfusional, transplacentaria, transplante de 6rganos, oral,
accidentes de laboratorio y por leche materna. (Howard y Rubio, 1968; Apt y Reyes, 1986).

Con estudios isoenzimaticos se pudo demostrar que existe una gran diversidad
genética de T. cruzi, agrupandose en tres grupos isoenzimaticos que fueron llamados
zimodemos Z1, Z2, y Z3. Estudios epidemioldgicos demostraron que Z1 y Z3 estan
principalmente asociados al ciclo silvestre, en tanto que Z2 con el ciclo doméstico (Miles

et al, 1978).



2. Vectores

Los triatominos son hematdfagos estrictos y hemimetabolos tipicos, pasando desde
el huevo y cinco estadios ninfales hasta llegar a machos y hembras adultas. En Chile, se
describen tres especies de vinchucas vectores de la enfermedad de Chagas: el vector
doméstico, T. infestans, y dos vectores silvestres, M. spinolai y M. gajardoi (Frias et al.,
1998). En la medida que se erradica el vector doméstico, cobran cada dia mas importancia
los estudios en los vectores silvestres, sobre todo en &reas donde se establece contacto con
el hombre como las zonas periurbanas de Santiago (Frias et al., 1995).

Aparentemente el termotropismo es el mayor estimulo para alimentarse y la mayoria
de las especies tardan entre 10 y 20 minutos en alimentarse hasta la repleciéon. Los
movimientos del hospedero les molestan, por lo que es comdn que cada ninfa tome varias
comidas pequefias entre cada muda, aunque a veces una sola comida hasta la replecién
basta para producir la muda. Los adultos pueden tomar sangre entre 2 a 4 veces su peso,
mientras que las ninfas pueden alcanzar entre 8 a 9 veces su peso (Schofield, 1994; Atias,

1998).

Los datos epidemioldgicos respecto del porcentaje de seres humanos infectados por
via vectorial, estiman que entre un 0,65% y 5,8% del total de los casos del pais, son debido
a M. spinolai y el promedio de infeccién por T. cruzi en este vector alcanza el 11,4%,
llegando al 25,8% en la Region de Coquimbo (Ordenes et al., 1996; Canals et al., 1998).
Sin embargo, usando herramientas diagndsticas mas sensibles como PCR, se alcanzan

cifras de hasta 46% (Botto-Mahan et al., 2005).



3. Ciclo bioldgico

Los triatominos no infectados se infectan al ingerir sangre de mamiferos infectados.
En el lumen del intestino medio del triatomino los parasitos se multiplican muy
activamente como epimastigotes y, al cabo de 15 a 30 dias, se desarrollan los
tripomastigotes metaciclicos en el intestino posterior del triatoma. Posteriormente, el
triatomino infectado al momento de alimentarse de otro mamifero no infectado emite heces
con tripomastigotes que al atravesar la piel por el sitio de picadura o via mucosa infecta a
éste. Es asi como el insecto vector no inocula el parésito, por lo que es una transmision
vectorial posterior (estercoraria). Una vez en la sangre del mamifero, los tripomastigotes
penetran en células de diferentes tejidos y se multiplican como amastigotes por fision
binaria hasta destruir la célula liberando los paréasitos al torrente sanguineo y penetrando en
otras células. El ciclo se completa cuando nuevos triatominos no infectados ingieren sangre
de mamiferos infectados con tripomastigotes (Schofield, 1994; Atias, 1998; De Souza,

2000).

4. Enfermedad de Chagas

Esta enfermedad posee una de las mayores mortalidades y morbilidades en
Sudameérica, y se encuentra distribuida desde el sur de E.E.U.U. hasta el sur de Chile. En
Chile, ha sido detectada en areas rurales y suburbanas entre los 18° 30’ y 34° 16’ latitud sur
correspondiente a zonas aridas y semiaridas.

En la enfermedad de Chagas sélo entre el 20-25% de los casos humanos presenta
sintomatologia. En la fase aguda de la enfermedad, la menos comdn en Chile, hay
proliferacion del parésito en distintas células, caracterizdndose tambien por una alta

parasitemia, aumento del volumen de los nodulos linfaticos, esplenomegalia,



hepatomegalia, meningoencefalitis y cardiomegalia por la dilatacion de las cavidades del
corazén. Esta fase aguda se observa en Chile sélo en nifios con infeccion congeénita.

En la fase cronica, el compromiso organico se centra principalmente en miocardio y
tubo digestivo. En estos casos se pueden desarrollar cardiomegalias por la dilatacion e
hipertrofia del miocardio, en tanto que en el tubo digestivo, principalmente el es6fago y el
colon aparecen elongados y muy dilatados, con importante hipertrofia de su capa muscular.
En esta fase, el parasitismo decae por la respuesta inmune del hospedero disminuyendo la

parasitemia lo que dificulta su diagndstico directo (Atias y Apt, 1991).

5. Diagnostico

El diagndstico directo de la enfermedad de Chagas cronica ha presentado problemas
debido a la baja parasitemia con que habitualmente se presenta. Las técnicas mas utilizadas
para diagnosticar la infeccién por T. cruzi han sido las pruebas seroldgicas, que son muy
utiles, aunque presentan baja especificidad debido a reacciones cruzadas con antigenos de
otros agentes infecciosos como Micobacterium leprae y parasitos tripanosomatideos como
Leishmania sp. y T. rangeli (Schumuidis, 1991; Guhl et al., 1987).

El xenodiagnostico, no obstante que tiene una especificidad del 100%, es de baja
sensibilidad aunque superior a otras técnicas parasitoldégicas comunes. Su rendimiento es de
solo entre 17 y 70% del obtenido por métodos serolégicos, dependiendo entre otros
factores: de la etapa de infeccidn, el nimero de insectos usados, la especie usada y el area
geografica (Schenone et al., 1974).

La técnica de PCR utilizada para amplificar segmentos del ADN kinetoplastidico de
T. cruzi a partir de muestras de sangre y contenido intestinal de vinchuca, en animales y

humanos, ha demostrado ser sensible y exitosa lo que permite mejorar el diagnostico de la
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enfermedad en infecciones cronicas (Zulantay et al., 2004; Botto-Mahan et al., 2005; Rozas

et al., 2005).

6. Técnica de Reaccion de la Polimerasa en Cadena

La técnica de PCR es un método para amplificar acidos nucleicos. Esto se logra con la
repeticion de un set de tres pasos sucesivos (denaturacion, alineacion y elongacién) bajo
condiciones controladas de temperatura, que van siendo modificadas por el termociclador.

Al conjunto de estas tres etapas se las denomina ciclos (Oste, 1988):

a.- Denaturacion: La doble hebra de ADN usada como molde es denaturada por
incubacion a alta temperatura (94°C). Las dos hebras ahora disociadas permaneceran libres
hasta que la temperatura baje lo suficiente para permitir la alineacién o hibridacion de los

oligonucle6tidos usados como partidores.

b.- Alineacion: Los oligonucleétidos sintéticos o partidores se unen o alinean a sitios
vecinos a la region a ser amplificada. Cada partidor alineard sélo una de las hebras de
ADN. La secuencia de los partidores es determinada por la secuencia del ADN, en los
limites de la region a ser amplificada. Cuando los partidores se alinean a hebras opuestas lo
hacen enfrentando sus extremos 3’. Los partidores tienen una secuencia diferente y no son
complementarios uno al otro.

Debido a que los partidores estan presentes en exceso con respecto al molde de ADN,
la formacion del complejo partidor-nebra de ADN se ve favorecido, respecto de la

reasociacion de las dos hebras de ADN cuando baje la temperatura.



c.- Elongacion: En este proceso los desoxirribonucledtidos de la mezcla son incorporados
al producto de extension por la ADN polimerasa termoestable. El producto amplificado de
interés comienza a acumularse luego de tres ciclos y como los ciclos siguen aumentando,
los amplificados empiezan a actuar como molde aumentando en forma exponencial en cada

ciclo. Todo este proceso ocurre a una temperatura aproximada de 72°C (Oste, 1988).

7. ADN Kkinetoplastidico como molécula diagnostica por la técnica de PCR

El ADN mitocondrial del T. cruzi representa cerca del 20% del ADN total. Esta
formado por minicirculos (1,4 kb) y maxicirculos (16,0 kb) de ADN encadenados
formando una compleja red compacta (Riou y Pautrizel, 1969). Existen al menos 50 copias
idénticas de maxicirculos que son similares al ADN mitocondrial de los eucariontes
superiores y codifican ARN ribosomales y proteinas involucradas en la generacion de ATP
en la mitocondria (Simpson, 1987). Los minicirculos, en cambio, existen en un ndmero
variable entre 3.000 y 30.000 copias, pudiendo haber heterogeneidad de secuencia entre los
minicirculos de cada clén de T. cruzi. La funcion de estos minicirculos es codificar
transcritos Ilamados ARN guias, los que dirigen la modificacion postranscripcional de los

ARN mitocondriales, fendmeno llamado “editing” (Sturn y Simpson, 1990).

Cada minicirculo presenta cuatro regiones de secuencia altamente conservada, las
cuales estan regularmente distribuidas cada 90° entre si y con un tamafio cercano a las 120
pb y representan los origenes de la replicacion de los minicirculos (Kitchin et al., 1985).
Ademas, cada minicirculo contiene cuatro regiones hipervariables con una secuencia de
tamafo cercano a 250 pb, codificantes para los ARN guias, que estan entre las regiones

conservadas. En todos los minicirculos secuenciados de las distintas especies de
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tripanosomatideos, se ha observado en la region conservada la existencia de tres bloques
denominados bloques de secuencia conservada: BSC-1 (5’-AGGGGCGTTC-3’), BSC-2 (5’
-CCCCGTAC-3’) y BSC-3 (5’-GGGGTTGGTGTA-3"); los cuales son uniformes en sus
secuencias, ordenamiento y distancia entre ellos (Ray, 1989; Sheline y Ray, 1989).

La técnica de PCR fue la de eleccion en este estudio por sus caracteristicas de

sensibilidad, que la hacen la apropiada para cumplir los objetivos de este trabajo.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las frecuencias de infeccion por T. cruzi en poblaciones de M. spinolai,

contribuyendo a aumentar el conocimiento sobre la epidemiologia de este parésito en el

ciclo silvestre.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Deteccion del ADNK de T. cruzi mediante PCR de muestras de heces de distintas

poblaciones de M. spinolai, y asi determinar la frecuencia de infeccion en esta especie

en tres localidades del pais.

2. Comparar las frecuencias de infeccion segun los distintos estadios del desarrollo en las

poblaciones de M. spinolai estudiadas.
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MATERIAL Y METODOS

1. Insectos

Para este estudio se trabajé con uno de los triatominos endémicos de Chile, M.
spinolai, que fueron capturados durante el mes de Marzo del 2008 en tres areas del pais. Se
contemplé alcanzar un tamafio muestral equivalente a 100 ejemplares por localidad, para
aumentar la probabilidad de detectar individuos infectados si se considera que en algunas
localidades los niveles de infeccion pueden ser inferiores a 10%. Las localidades de captura
fueron Caleta Zenteno, ubicada en la comuna de Caldera (26°51°S, 70°48° W; Region de
Atacama), Til Til (33°05°S, 70°55° W; Region Metropolitana) y Canteras de Colina (33°20°
S, 71°30° W; Region Metropolitana). Los ejemplares capturados fueron transportados a la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, donde se clasificaron segun estadio ninfal
y se mantuvieron individualmente en frascos plasticos dentro de una camara de crianza con

temperatura y humedad relativa controlada (27°C y 75% HR).

2. Método de captura
Se utiliz6 el método hombre-cebo. Este método consiste basicamente en captura
manual con estrategia “sit and wait” en sitios pedregosos y de cantera dentro del rango de

distribucion de esta especie.

3. Toma de muestra
Una vez clasificados, los ejemplares fueron alimentados individualmente con roedores
de laboratorio (Bioterio de la Facultad de Medicina Norte) para obtener muestras fecales.

Estas muestras se diluyeron con agua bidestilada o PBS y se almacenaron a -20°C,
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temperatura a la cual el protozoo muere y se conserva mejor. Esto Gltimo disminuye el
riesgo bioldgico en el analisis de muestras en el laboratorio. A aquellos ejemplares que
resultaron muertos durante su traslado o cautiverio, se les realizd una extraccion del
contenido intestinal que se procesa de igual forma que las muestras fecales anteriormente
descritas. El resto del ejemplar fue congelado y almacenado con su correspondiente

identificacion.

4. Técnica de PCR

Para los analisis moleculares, las muestras de heces diluidas fueron descongeladas y
hervidas durante 5 minutos, con el objeto de fragmentar en parte los minicirculos del
ADNK, luego fueron centrifugadas durante 1 minuto a 10.000 rpm para su posterior uso. La
mezcla de la reaccion estuvo constituida por 5ul de la muestra, 3ul de los oligonucle6tidos
121(5’- AAA TAA TGT ACG GGG GAG ATG CAT GA-3’) y 122 (5>- GTT TCG ATT
GGG GTT GGT GTA ATA TA -3’) a una concentracion final de 25 pM, 5ul de buffer de

Taqg polimerasa que gener6 concentraciones finales de 67 mM de Tris-HCI pH 8.8, 16.6
mM de (NHy), SO4, 6,7 mM de MgCl, y 10 mM 2-mercaptoetanol. El buffer contenia

ademas 0,5 ul de seroalbumina bovina al 1%, 5 pl (0.4mM) de los cuatro dNTP (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 4 unidades de Taq polimerasa correspondiente a 0,5 ul y agua
bidestilada hasta un volumen final de 50 pl.

El procedimiento para la amplificacién del ADNk de T. cruzi constd de 2 ciclos
iniciales a 98°C durante 1 min y 64°C por 2 min; 33 ciclos intermediarios de 94°C por 1
min y 64°C por 1 min y un ciclo final a 72°C por 10 min. En cada ensayo se uso un control

positivo (cepa tulahuen de T. cruzi), un control negativo de PCR donde el ADN de la

14



muestra fue reemplazado por agua destilada y un marcador de ADN. Una vez terminado el
ensayo se tomaron 10 pl del amplificado y se mezclaron con 4 pl de buffer de carga, el
marcador de peso molecular se compone de 3 pl de buffer de carga y 2 ul de marcador de

ADN de multiplos de 100 pares de bases.

5. Caracterizacion de las muestras positivas por PCR

Para la visualizacion del producto amplificado que posee un tamafio de 330 pb que
representa la regiéon hipervariable de los minicirculos amplificados, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio al 1%, y se observaron
en un transiluminador con filtro de luz ultravioleta. Una Unica banda por sobre un tercio del
nivel de la banda de 330 pb del marcador indico la presencia de ADNK, en consecuencia un

resultado positivo a la presencia de T. cruzi (Botto-Mahan et al., 2005).

6. Analisis de los resultados

Los andlisis estadisticos contemplaron (i) comparaciones para determinar si algunos
estadios ninfales estdn mas infectados que otros, (ii) comparaciones entre las distintas
localidades para cada uno de los estadios ninfales por separado y, (iii) comparaciones de las
frecuencias de infeccidn total entre las tres localidades (considerando todos los estadios
ninfales). Todas las comparaciones previamente descritas se realizaron utilizando la prueba

de Chi-cuadrado (anélisis de tabla de contingencia) con el programa Chi-square analysis.
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RESULTADOS

1. Recoleccion de insectos

El total de ejemplares capturados por localidad en Caleta Zenteno (26°51°S, 70°48” W;
Region de Atacama), Til Til (33°05°S, 70°55° W; Region Metropolitana) y Canteras de
Colina fue de 85, 100 y 128 triatominos, respectivamente. Los distintos estadios por
localidad se detallan en la Tabla 1. No se encontrd ni recolectd ningln ejemplar adulto, por

lo cual esta clase de edad no esté representada en el cuadro 1.

Cuadro 1. Distribucion etarea de los ejemplares de Mepraia spinolai capturados en

sectores de Caleta Zenteno, Til-Til y Colina. Chile 2008.

ESTADIO NINFAL Caleta Til-Til Colina
Zenteno
| 17 7 9
I 25 28 27
1 36 33 65
v 5 9 18
V 2 23 9
TOTAL 85 100 128
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2. Deteccion de T. cruzi
De un total de 85 triatominos analizados provenientes de la localidad de Caleta
Zenteno, se encontrd un 16,47% de infeccion por T. cruzi, los distintos porcentajes de

infeccion segun estadio se detallan en el cuadro 2.

Cuadro 2. Indice tripano-triatomino medido por PCR, segtn el estadio ninfal de los
ejemplares de Mepraia spinolai, capturados en el sector de Caleta Zenteno de la

Regién de Atacama. Chile, 2008.

ESTADIO NINFAL n POSITIVAS % INFECCION

| 17 5 29,41
I 25 7 28
i 36 2 5,55
v 5 0 0
\Y 2 0 0
TOTAL 85 14 16,47
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De un total de 100 triatominos analizados provenientes de la localidad de Til-Til, se
encontré un 16,0% de infeccion por T. cruzi, los distintos porcentajes de infeccion segun

estadio se detallan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Indice tripano-triatomino medido por PCR, segutn el estadio ninfal de los

ejemplares de Mepraia spinolai, capturados en el sector de Til-Til de la Region

Metropolitana. Chile, 2008.

ESTADIO NINFAL n POSITIVAS % INFECCION

| 7 3 42,85
I 28 2 7,14
i 33 4 12,12
v 9 1 11,11
\Y 23 6 26,08
TOTAL 100 16 16
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De un total de 128 triatominos analizados provenientes de la localidad de Colina, se
encontrd un 44,53% de infeccion por T. cruzi y los distintos porcentajes de infeccion segin

estadio se detallan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Indice tripano-triatomino medido por PCR, segn el estadio ninfal de los

ejemplares de Mepraia spinolai, capturados en el sector de Colina de la Regidn

Metropolitana. Chile, 2008.

ESTADIO NINFAL n POSITIVAS % INFECCION

I 9 3 33,33
I 27 6 22,22
1 65 33 50,77
v 18 9 50,00
\Y 9 6 66,66
TOTAL 128 57 44,53
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3. Relacién entre estadio ninfal y positividad a T. cruzi utilizando la prueba de X? (Chi

cuadrado) para cada localidad.

Anadlisis estadisticos para examinar la relacion entre estado de madurez y positividad a
T. cruzi para la localidad de Colina, indica que algunos estadios ninfales tienden a estar mas
infectados que otros (X? = 8,92; g.l. = 4, p = 0,063). Sin embargo, estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas.

El andlisis estadistico para la localidad de Til-Til, indica que los distintos estadios

ninfales estan igualmente infectados (X* = 7,66; g.I. = 4; p = 0,105).

En el caso de Caleta Zenteno, el andlisis estadistico indica que algunos estadios
ninfales tienden a estar mas infectados que otros (X* = 8,98; g.l. = 4; p = 0,062). Sin

embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

4. Comparacion de cada uno de los estadios entre las distintas localidades.

El andlisis estadistico para determinar la relacion entre localidad y positividad a T.
cruzi para los estadios | y 11, comparando cada estadio entre las tres localidades en estudio,
indica que estos estadios estan igualmente infectados en las tres localidades (X?=0,4, g.1.=2,
p=0,817 y X?=4,9, g.1.=2, p=0,129, respectivamente). En el caso de los estadios IIl y IV,
los resultados indican que para estos estadios algunas localidades presentan mayores

niveles de infeccién que otras (X?=29,07, g.l.=2, p=0,00001 y X°=6,917, g.1.=2, p=0,0315,
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respectivamente). Para el estadio V, esta relacion no fue estadisticamente significativa

(X?=5,82, g.1.=2, p=0,05).

5. Comparacion entre las distintas poblaciones considerando todos los estadios.

Al comparar las frecuencias de infeccion total entre las tres localidades (considerando
todos los estadios ninfales combinados), el andlisis estadistico indica que algunas
localidades, en este caso Colina, tienden a estar més infectadas que otras (X?=30,23, g.1=2,

p=0,00001).
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DISCUSION

Estudios previos realizados en nuestro pais, que utilizaron el método de observacion
directa en microscopio, reportaron una alta variabilidad en los niveles de infeccion de T.
cruzi en sus vectores silvestres, desde un 0 a un 26%, dependiendo de la localidad (Apt y
Reyes 1986; Frias et al., 1995; Ordenes et al., 1996; Canals et al., 2001). Sin embargo, otra
investigacion realizada en la Reserva Nacional Las Chinchillas que utilizo la técnica de
PCR, report6é un 46,15% de ninfas infectadas con T. cruzi. Este mismo estudio revel6 que
existian niveles similares de infeccion en los distintos estadios ninfales que van entre 38,3 y
54,1% (Botto-Mahan et al., 2005). En la presente investigacion, se alcanzaron niveles de
infeccion de hasta 44,53% en la localidad de Colina, sin mostrar diferencias significativas
en los niveles de infeccion de sus distintos estadios ninfales. Este resultado también
coincide con resultados de un estudio realizado en Til Til, en que se menciona que la
relacién entre estado de madurez y positividad a T. cruzi para la especie M. spinolai no fue
significativa (Bacigalupo et al., 2006). Sin embargo, al comparar cada uno de los estadios
ninfales entre las distintas localidades, existen diferencias estadisticamente significativas en
los estadios ninfales I11'y V. Este resultado podria ser explicado en parte por los pequefios
tamafos muestrales de ejemplares capturados en una de las localidades. También se
detectaron diferencias al comparar las frecuencias de infeccion total, considerando todos los

estadios ninfales, entre las tres localidades.

M. spinolai presenta una distribucion agregada, es decir se reinen en determinadas
zonas que presentan las mejores posibilidades y el indice de infeccion por T. cruzi es

variable segln sea la poblacion (Acufia, 2002). Este vector es un hematdfago oportunista, y
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se ha visto que se alimenta principalmente del hospedero méas abundante o del que esté
presente, por ello se ha encontrado que M. spinolai se alimenta incluso de méas de un
hospedero a la vez (Molina et al., 2004). Esta conducta podria explicar las diferencias de
infeccion, que quizas se deban a las distintas estructuras en las comunidades de animales de
las cuales dependen tales poblaciones (roedores, canidos, caprinos, humanos, aves, reptiles,
etc.). Por ejemplo, no es lo mismo una poblacion de M. spinolai dependiente
principalmente de aves o reptiles, ambos refractarios a la infeccion por T. cruzi, pero
proporcionan el habitat apropiado para la existencia del insecto vector, que otra
dependiente de mamiferos que efectivamente pueden actuar como reservorios de T. cruzi.
Adicionalmente, la época del afio es un factor importante, ya que en los meses de verano
aumenta el nimero de M. spinolai y el porcentaje de infeccion también aumenta (Acufa,
2002). Sin embargo, en este estudio se recolectaron todos los insectos en el mes de Marzo,

por lo tanto no seria un factor de variacion en los porcentajes de infeccion.

Desde el punto de vista epidemioldgico, esta especie ha sido histéricamente
considerada como de bajo riesgo para la salud humana. Sin embargo, en esta investigacion
se ha reportado que un porcentaje importante de las vinchucas analizadas de la especie M.
spinolai estan infectadas con T. cruzi. Adicionalmente, es muy importante considerar la
posibilidad de domiciliacion de esta especie dado por la “invasion” del hombre a los
habitats de los triatominos. Desde esta perspectiva, M. spinolai es una especie
potencialmente peligrosa, especialmente en las zonas donde se produce el contacto habitual
con el hombre. Esto ocurre en las zonas de canteras y en algunas areas de los alrededores de
Santiago, donde actualmente se esta urbanizando, tales como Colina, Lampa y Til-Til. En

el caso de Caleta Zenteno en la Region de Atacama, son muchas las familias de
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recolectores de algas que habitan en precarias condiciones acampando en zonas pedregosas

y estan en contacto con M. spinolai habitualmente.

La importancia de este estudio radica en que se demuestra que existen niveles
importantes de infeccion por T. cruzi en M. spinolai, tanto en la localidad del norte
analizada, como en las zonas periurbanas de Santiago, como lo son Colina y Tiltil. Un
segundo aspecto altamente relevante es el potencial riesgo de los vectores silvestres de la
enfermedad de Chagas en Chile. Por Gltimo, los resultados de esta investigacion permitiran
aumentar el conocimiento sobre la epidemiologia de este parasito en el ciclo silvestre de

transmision de la enfermedad de Chagas en Chile.
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CONCLUSIONES

Segun los objetivos especificos de este estudio, fue posible detectar el kDNA de T.
cruzi mediante PCR de muestras de heces en distintas poblaciones de M. spinolai, y se
determinaron las frecuencias de infeccion en las localidades de Caleta Zenteno (26°51°S,
70°48° W; Region de Atacama), Tiltil (33°05°S, 70°55° W; Region Metropolitana) y
Canteras de Colina (33°20° S, 71°30° W, Region Metropolitana). El porcentaje de

positividad fue de 16,47, 16,0 y 44,53%, respectivamente.

Segundo, fue posible comparar las frecuencias de infeccion segun los distintos
estadios en las poblaciones de M. spinolai estudiadas, donde se concluyé que no existe

relacién entre estado de madurez y positividad a T. cruzi para la localidad estudiadas.

Al comparar cada uno de los estadios entre las distintas localidades se concluyé que
para los estadios I, Il y V no existen diferencias significativas, y para los estadios 11 'y IV si
se detectaron diferencias. Al analizar las frecuencias de infeccion total entre las tres
localidades (considerando todos los estadios ninfales), la relacién fue que efectivamente

existen diferencias estadisticamente significativas.
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