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RESUMEN

México tiene una gran diversidad de insectos triatominos (Hemiptera:
Reduviidae) los cuales se encuentran distribuidos en todo el territorio. Estos insectos
son importantes a nivel epidemiologico, ya que son transmisores del parasito
Trypanosoma cruzi, agente causal de la Enfermedad de Chagas. El estado de Oaxaca es
uno de los estados que cuenta con més estudios de la enfermedad, describiéndose en la
entidad el primer caso agudo, ademas de reportarse la presencia de mas de seis especies
de triatominos. Sin embargo, muchos de los reportes acerca de estos insectos en el
estado, carecen de informacion completa acerca de su biologia, entomologia y genética,
enfocandose generalmente solo a su distribucion, a pesar de que para poder considerar
herramientas de control biologico exitosos, se necesitan conocer todos estos aspectos.
Con el objeto de contribuir al estudio de estos insectos en el estado de Oaxaca, el
presente trabajo tuvo como objetivo realizar un analisis entomoldgico y genético de
triatominos en cinco comunidades de la region del Istmo. Durante un afo se realizaron
colectas en busca de triatominos en el domicilio y peridomiclio. De las cinco
comunidades analizadas sdlo en dos se encontraron estos insectos: San Mateo del Mar y
Tehuantepec; en estas comunidades, los indices de infestacion fueron bajos (< 12%), a
diferencia de los de colonizacién los cuales fueron altos (>85%), lo que indica que a
pesar de encontrase en pocas viviendas, en las que estan, se encuentran desarrollando su
ciclo de vida completo. A diferencia de San Mateo, en el que los insectos se
encontraron en el domicilio, en Tehuantepec se hallaron en el peridomicilio. Los
porcentajes de infeccion con 7. cruzi fueron diferentes para ambas comunidades,
teniendo porcentajes mas altos en Tehuantepec (39.4%) que en San Mateo (2.1%), lo
cual probablemente este relacionado a la presencia de aves en esta Ultima comunidad.
Todos los insectos colectados en estadio adulto y las ninfas analizadas genéticamente
pertenecen a la especie 7. phyllosoma. Poca variacién genética se encontrd con los
marcadores ITS-2 y CytB entre los individuos de ambas comunidades, lo cual se reflejo
en los arboles filogenéticos, observandose un solo clado para todos, sin distincion de
comunidades o tipos de habitat. Por lo tanto, la presencia de triatominos infectados con

el parasito y en estrecha relacion con la vivienda humana, asi como la poca variabilidad



genética encontrada en los individuos de las comunidades analizadas permite concluir
que la tnica especie importante en la transmisioén de la Enfermedad de Chagas presente
en estas comunidades es 7. phyllosoma, la cual presentd poca variacion genética
intraespecifica. Por lo que seria necesario realizar mas estudios de esta especie en todo
el estado, para determinar su importancia epidemioldgica, asi como evaluar su

variabilidad genética.



ABSTRACT

Mexico has a wide variety of triatomine bugs (Hemiptera: Reduviidae) which are
distributed throughout the territory. These insects are important at epidemiological
level, as they are vectors of the parasite Trypanosoma cruzi, causative agent of Chagas
Disease. The state of Oaxaca is one of the states in which more studies on the disease
had been conducted, describing the first report of a human case and the reported of over
six species of triatomines. Nevertheless, many of the reports are focused in their
distribution lacking information on the vector biology, entomology and genetics. To
control these important vectors knowledge of the later aspect are needed. In order to
contribute to the study of these insects in the state of Oaxaca, the aim of the present
work was to carry on an entomological and genetic analysis of triatomine in five
communities in the Tehuantepec Isthmus. The distribution of domestic and
perodomestic triatomine was surveyed during a year. Only in two communities these
insects were found: San Mateo del Mar and Tehuantepec. In these communities,
infestation rates were low (<12%) in contrast to the colonization indexes that were high
(> 85% ). These result indicate the presence of vector inside the houses, and that in
these communities can be regarded as places of multiplication of the triatomines since
they include all the developmental stages. In San Mateo del Mar, the insects were found
indoors in contrast to Tehuantepec where they were found outdoors in the peri-domestic
area. The infection indexes with 7. cruzi were different for the two communities, with
higher percentages in Tehuantepec (39.4%) than in San Mateo (2.1%), which is
probably related to the presence of birds in the latter community. All nymphs and adult
insects genetically analyzed belong to the specie 7. phyllosoma. Few genetic variation
was found with markers ITS-2 and CytB between individuals from both communities,
which is reflected in the phylogenetic tree, with a single clade for all without
communities or habitat distinction. Since, 7. cruzi infected triatomines were collected
from houses and that few genetic variation between individuals was found, it can be
concluded that 7. phyllosoma is the only vector associated to the transmission of
Chagas disease in these communities. More studies need to be done about this species

in order to determine his role as vector in the Qaxaca state.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis exclusiva del Continente Americano,
causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). En términos de
salud publica e impacto econémico, esta enfermedad es la mas importante infeccion
parasitaria en Latinoamérica (Miles et al., 2003), la Organizacion Mundial de la Salud
estima que existen 18 millones de personas infectadas con el parasito en toda América y
100 millones mas en riesgo de contraer la enfermedad (WHO, 2002). Sin embargo,
recientemente algunos autores calculan una reduccion a 10 millones de personas
infectadas (Schofield et al., 2006). En M¢éxico se han realizado varios estudios
serologicos que detectan la presencia de individuos infectados con el pardsito: segin
Cruz-Reyes y Pickering-Lopez (2007) se tienen reportados aproximadamente 14, 500
casos hasta el 2004 en todo el pais. En 1998, Guzman-Bracho y colaboradores
determinaron una seroprevalencia de 1.5 % en un andlisis a 18 bancos de sangre
reportando las mayores seroprevalencias en los estados de Hidalgo y Tlaxcala (2.8% y
1.9% respectivamente) (Guzman-Bracho et al., 1998). Los triatominos (Hemiptera:
Reduviidae) son insectos exclusivamente hematofagos y de importancia epidemiologica
por ser el principal vector del 7. cruzi. Varias de las especies de triatominos han
colonizado viviendas humanas donde pueden transmitir el parasito tanto al hombre
como a animales domésticos. Dada la colonizacion de los triatominos a las viviendas
humanas, éstos son el principal factor de transmisién. La enfermedad se asocia
principalmente con condiciones socioecondmicas precarias, particularmente con casas
de materiales rusticos y deficiente higiene doméstica lo cual favorece la permanencia de

estos insectos en el domicilio (WHO, 2002).

I. TRANSMISION

Existen diferentes formas de adquirir una infeccién con 7. cruzi, entre las que
encontramos: infeccion por el triatomino, por transfusion sanguinea, por infeccion
congénita y neonatal y por accidentes de laboratorio. Siendo la principal via de
transmision la primera, en la cudl, el triatomino que se encuentra naturalmente infectado

defeca al mismo tiempo que se alimenta, liberando en las heces y la orina a los



parasitos, los cuales entran a los individuos por el sitio de picadura, de esta manera
infecta a mas de 100 diferentes especies de animales silvestres y domésticos (WHO,
2002). En el humano, en el que se encuentra mejor descrito el ciclo de vida del parésito
que en otros animales en los cudles poco o nada esta descrito, 7. cruzi (Figura 1) puede
invadir cualquier tipo celular, donde se multiplica hasta llegar a lisarlas, liberandose al
torrente sanguineo o de nuevo invadiendo otras células, el ciclo se repite cuando un
nuevo triatomino se alimenta, adquiriendo a los parésitos (Tyler & Ehgman, 2001;

WHO, 2002).

Figura 1. Transmision de Trypanosoma cruzi en el humano: @el triatomino defeca al mismo tiempo
que se alimenta, depositando en sus heces a los parasitos; @ los parasitos entran al organismo a través
del sitio de picadura o por accion mecanica; © dentro del organismo pueden invadir cualquier tipo
celular, principalmente células cardiacas, en donde se replican; @ al romper las células los parasitos
son liberados de nuevo al torrente sanguineo o pueden invadir otras células. Nuevas chinches pueden
alimentarse del individuo, siguiendo la transmision a otros animales. Tomado de www.google.com



I1. FACTORES DE RIESGO

Los triatominos han cambiado sus hédbitos y se han adaptado a los ambientes
domésticos y peridomésticos en muchas areas rurales de Latinoamérica; la Enfermedad
de Chagas es el resultado de la interaccion del insecto vector, el agente etioldgico, los
reservorios y la susceptibilidad de las personas dentro de ciertos rangos geograficos y
climaticos (Figura 2; WHO, 2002). Estos factores y condiciones determinan la
colonizacion, la alimentacion y reproduccion de los vectores, el desplazamiento de
reservorios y la presencia del hospedero humano (WHO, 2002). Ademas de los factores
bioldgicos que incluyen variables relacionadas tanto al vector (por ejemplo, adaptacion
para colonizar viviendas humanas, hébitos fisioldgicos de alimentacion y defecacion),
como al parasito (infectividad de las cepas), existen factores sociales; entre los factores
sociales tenemos el tipo de viviendas, las cudles en zonas rurales son hechas
principalmente de materiales rusticos, como palmas, carrizos, tejas y laminas, los cuales
son excelentes refugios para los triatominos; el movimiento de jornaleros agricolas, los
cuales pueden contribuir a la dispersion de los vectores; bajos niveles de educacion, que
contribuyen al escaso conocimiento de la enfermedad y a la poca exigencia de servicio
publicos y practicas de proteccion a la salud; la presencia de animales domésticos o la
cercania con animales silvestres, que actian como reservorios del parasito (WHO,
2002).

Todos los factores citados y la baja prioridad que dan los gobiernos para el
control de la Enfermedad de Chagas, tienen como resultado la falla o irregularidad de
los programas de control implementados en algunos paises, el rociamiento de
insecticidas y los estudios médicos en poblaciones rurales, contribuyendo de esta

manera a la transmision de la enfermedad (WHO, 2002).



Ciclo sikeestre

Figura 2. Factores de riesgo asociados a la transmision de Trypanosoma cruzi. @ Presencia del
parasito; @ el vector infectado con el parasito, el cual puede transmitirlo a los humanos y sus
animales domésticos, formando © el ciclo doméstico o0 @ a animales silvestre, constituyendo el
ciclo silvestre, ambos ciclos pueden interaccionar.



ITII. TRIATOMINOS
Aunque se han infectado experimentalmente una variedad de artrépodos con
T. cruzi, solo los triatominos son epidemiologicamente importantes en la transmision de
la Enfermedad de Chagas (Lent & Wygodzinsky, 1979). Para el género Triatoma
(Laporte, 1832), Ryckman en 1984 postuld la siguiente clasificacion:
Reino: Animalia
Phyllum: Arthropoda
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Hemiptera
Suborden: Heteroptera Tribu Alberproseniini
Familia: Reduviidae Tribu Bolboderini
Subfamilia: Triatominae < Tribu Cavernicolini
Tribu Linshcosteini

Tribu Rhodniini

\_ Tribu Triatomini:

Género: Triatoma

La subfamilia Triatominae contiene numerosas especies que debido a su
comportamiento y fisiologia similares, pueden actuar como vectores reales o
potenciales del parasito (Schofield, 1994). La principal caracteristica biologica de los
triatominos, es su obligada hematofagia, este tipo de alimentacion incluye a todos los
estadios ninfales y adultos, tanto hembras como machos. Entre sus fuentes de alimento
se pueden mencionar a mamiferos silvestres, tanto terrestres como arboricolas,
especialmente didélfidos, xenartros y roedores, y algunos se han encontrado asociados
con aves, reptiles y murciélagos (Lent & Wygodzinsky, 1979, WHO, 2002; Moffitt et
al., 2003).



IV. CICLO DE VIDA

Los triatominos son oviparos, su ciclo vital presenta una metamorfosis
incompleta, pasando desde el huevo por cinco estadios ninfales hasta el estadio adulto
(Figura 3). Los huevos ovoides suelen ser blancos o rosados, y a menudo se tornan mas
oscuros conforme el embrion se va desarrollando. La ovoposicion generalmente
empieza de 10 a 30 dias después de la copulacidon. Las hembras pueden copular varias
veces, llegando a ovopositar de 100 a 600 huevos o mas a lo largo de su vida; y los
tiempos de eclosion de cada huevo pueden ir de entre 10 a 40 dias. Sin embargo, el
numero de huevos, el tiempo de eclosion y en general el ciclo de desarrollo de los
triatominos varia de acuerdo a la especie, a las condiciones ambientales especificas y su
capacidad para alimentarse (Schofield 1984, Schofield, 1994, Guarneri et al., 2000,
Martinez-Ibarra et al., 2003a, b).

A
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Figura 3. Estadios morfoldgicos durante el ciclo de vida de dos especies de triatominos. A)
Triatoma pallidipennis; B) T. picturata. Se muestran las similitudes entre los estadios ninfales de
ambas especies y la morfologia de los adultos tanto hembras como machos. Tomado de folletos
realizados por la Secretaria de Salud.



V. MORFOLOGIA

La estructura general de los triatominos no difiere significativamente de otros
reduvidos. Son artropodos aplanados dorsoventralmente, presentan una cabeza pequefia
generalmente cilindrica y alargada, poseen ojos compuestos, antenas divididas en cuatro
artejos y lateralmente insertadas, articulaciones membranosas entre el segundo y tercer
artejo del rostro y la ausencia de glandulas de esencia en el lado dorsal del abdomen
(Figura 4; De La Merced, 1987). Los adultos se diferencian de las ninfas por la
presencia de ocelos, genitales externos bien desarrollados y en la mayoria de los casos
la presencia de alas anteriores y posteriores bien desarrolladas (Lent & Wygodzinsky,
1979). Las hembras pueden ser reconocidas por el apice abdominal truncado, en tanto
que en los machos es redondeado y generalmente las hembras son més grandes que los
machos. Entre las estructuras que se utilizan para clasificarlos morfolégicamente se
encuentran: estructura general del cuerpo y coloracion, tamafio y posicion de las
antenas, las alas, la cabeza y los genitales, entre otros. El tamafio del insecto asi como la
coloracion del cuerpo y el conexivo son las caracteristicas mas vistosas en la
identificacion, las coloraciones van desde amarillas hasta negras, con manchas de
diferentes tonalidades, como son anaranjadas, cafés, amarillas, blancas, rojas, grises o
verdes (Lent y Wygodzinsky, 1979).
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Figura 4. Aspectos morfologicos generales de los triatominos. Tomado del Lent y Wygodzinsky, 1979.
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VI. DISTRIBUCION

El area de distribucion de los Triatominae se encuentra limitada a las regiones
neotropicales y nearticas, encontrandose en el Continente Americano desde Salt Lake
City en Estados Unidos a 41° latitud norte hasta el sur del continente americano a 46°
latitud sur, ademas se han reportando en la India y en Asia (De La Merced, 1987;
Carcavallo et al., 2000; WHO, 2002). Se llegan a establecer a altitudes entre 200 y 1500
m.s.n.m., aunque estas altitudes pueden variar segun la especie (WHO, 2002). México
se encuentra entre la altitud y la latitud propicia para el establecimiento de los
triatominos, reportaindose éstos en la mayoria del territorio nacional. Debido a que los
estudios de distribucion de los insectos en el pais no han sido minuciosos, no se
descarta la posibilidad de encontrar nuevos lugares de establecimiento u otras especies
no reportadas anteriormente. En México se reportan hasta el momento 33 especies de
triatominos distribuidas en siete géneros: Dipetalogaster, Eratyrus. Paratriatoma,
Panstrongylus, Belminus, Triatoma y Rhodnius (Galvao et al., 2003), de las cuales, 28
especies son endémicas (Paredes et al., 2001) y mas de la mitad se han reportado

infectadas con 7. cruzi (Zarate & Zarate, 1985; Vidal-Acosta et al., 2000).

Entre las especies reportadas endémicas de México, se encuentran aquellas
pertenecientes al complejo Phyllosoma: T. phyllosoma, T. picturata, T. pallidipennis, T.
longipennis, T. mazzottii, T. mexicana y T. bassolsae (Martinez et al., 2006), éstas se
encuentran distribuidas principalmente en el centro del pais y representan especies de
importancia epidemioldgica debido principalmente a sus porcentajes de infeccion con 7.
cruzi 'y sus indices de colonizacion (Figura 5). T. pallidipennis es la especie del
complejo Phyllosoma mas ampliamente distribuida en el pais, reportdndose en 13
estados (Guerrero, Morelos, Guanajuato, Jalisco, Puebla, Querétaro, Edo. de México,
Colima, Michoacan, Oaxaca, Zacatecas, Nayarit y Veracruz), seguida de 7. longipennis,
la cual se encuentra en seis (Jalisco, Nayarit, Guanajuato, Colima, Aguascalientes y
Zacatecas); en tanto que 7. bassolsae y T. phyllosoma se encuentran s6lo en un estado
(Puebla y Oaxaca respectivamente). 7. mazzottii y T. picturata se distribuyen en estados

de la costa del pacifico y 7. mexicana se encuentra en estados del centro del pais
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(Galvao et al., 2003; Lopez-Cérdenas et al., 2005; Villalobos, 2005; Cohen ef al., 2006;
Becerril-Flores ef al., 2007; Walter et al., 2007).

+ Triatoma bassolsae
A Triatoma longipennis
© Triatoma mazzottii

C 1 Triatoma mexicana
* Triatoma pallidipennis
Q Trictoma phyllosoma
X Triatoma piciurata

Figura 5.- Distribucion del complejo Phyllosoma a lo largo de la Republica Mexicana.

VII. VECTORES EFICIENTES EN LA TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS

Entre los criterios que se toman en cuenta para poder definir si una especie es un
vector eficiente en la transmision de la Enfermedad de Chagas estan: altos porcentajes
de infeccidon, capacidad de domiciliacion, antropofagia, tiempo de defecacion y
distribucion (WHO, 2002). T. dimidiata es uno de los mas importantes vectores de la
enfermedad de Chagas en la peninsula de Yucatan (Yucatan, Campeche y Quintana
Roo), reportandose como Unica especie en esta region, encontrandose asociada al

domicilio y al peridomicilio y presentando altos indicadores entomologicos (Guzman-
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Marin et al., 1990, 1992; Dumontiel et al., 2002, 2007; Dumontiel & Gourbiere, 2004).
En la regiéon de Baja California Sur, Dipetalogaster maxima es el vector mas
frecuentemente colectado, encontrandose tasas de infeccion con 7. cruzi del 7.0%

(Jiménez et al., 2003).

Las especies del complejo Phyllosoma también son de importancia
epidemiologica, por ejemplo 7. longipennis es uno de los mas importantes vectores de
la enfermedad de Chagas en el occidente del pais, de acuerdo a su distribucion, alto
grado de domiciliacion y altos indicadores entomoldgicos (Magallon-Gastélum et al.
1998, Martinez-Ibarra, 2001, 2003b; Walter et al., 2007), mientras que 7. barberi y T.
mazzottii son los vectores mds importantes en el estado de Oaxaca debido a su
distribucion, abundancia y altas tasas de infeccion con 7. cruzi, ademds que 7. barberi
es considerada como una especie domiciliada (Ramsey et al., 2000). T. picturata se ha
reportado con 7.4 % de infeccion por 7. cruzi en Jalisco (Magallon-Gastélum et al.,
1998), en tanto que en localidades de Nayarit éste indice de infeccion se ha reportado
entre el 52% y el 60 % (Flores et al., 2001; Martinez-Ibarra et al., 2001), ademas de
encontrase asociado a areas domésticas, peridomésticas y silvestres (Flores ef al., 2001;
Martinez-Ibarra et al., 2001; Magallon-Gastélum et al., 2006). T. pallidipennis, es un
vector ampliamente distribuido en el pais y presenta también altos porcentajes de
infeccion, por ejemplo en Guerrero se ha reportado un 38.2% (Becerril-Flores & Valle-
De La Cruz, 2003). En cambio, poca informacion se tiene de 7. phyllosoma y T.
bassolsae: para T. phyllosoma se ha reportado del 9.1% al 66.7% de infeccion con el
parasito en el estado de Oaxaca (Ramsey et al., 2000; Vidal-Acosta et al., 2000), en
tanto que no se cuenta con informacion acerca de porcentajes de infeccion en campo

para T. bassolsae.

VIII. ESTUDIOS DE CAMPO EN MEXICO
Nuestro pais alberga una gran diversidad de triatominos, por lo que los estudios
de campo son importantes, ya que ¢€stos permiten conocer aspectos como la

distribucion, habitat y comportamiento de las especies.
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En México, se cuentan con trabajos pioneros, por ejemplo el realizado por
Mazzotti (1940) en el que reporta la presencia de triatominos en el estado de Oaxaca.
Después de muchos afios Goldsmith y colaboradores (1978), confirmaron la presencia
de cuatro especies de estos insectos en el mismo estado. Por otro lado, existen los
estudios de Lent & Wygodzinsky (1979), los cuales realizaron colectas de campo y
recopilaron informacién acerca de la distribucion de estos insectos en el pais y el resto
de América, ademas de realizar la clave taxondmica para su identificacion. Zarate y
Zarate (1985), hicieron colectas y busqueda bibliografica de triatominos distribuidos
solo en México, descartando distribuciones dudosas. Mas recientemente Galvao y
colaboradores (2003), realizaron una nueva lista de triatominos del mundo, tomando en
consideracion las distribuciones de las especies de México, ademéds de hacer
validaciones de nombres, por ejemplo, el nombre de las especies del complejo

Phyllosoma, llamadas genéricamente Triatoma fue cambiado a Meccus.

Existen casos en los que por falta de nuevas colectas o porque éstas estan
enfocadas a estudios en ciertas zonas del pais, los reportes de las distribuciones se basan
en estudios muy viejos, con pocos individuos colectados o lugares en los cudles no se
ha vuelto a tener datos de la presencia de ciertas especies; por ejemplo 7. longipennis
fue reportada en Chihuahua por Tay en 1969, posteriormente se reportd en Yucatan en
1976 (Pinzon Cantarell et al., 1976) con un solo ejemplar colectado, estos datos aunque
posiblemente incorrectos, siguen siendo considerados como distribuciones actuales. Es
por ello, que es importante la realizacion de nuevas colectas de campo para corroborar o
corregir los hallazgos reportados. Estudios de campo recientes, han confirmado la
distribucion de algunas especies en ciertos estados, como: Jalisco, Morelos, Nayarit,
Hidalgo, Guanajuato y la peninsula de Yucatan (Martinez-Ibarra et al., 2001; Paredes
et al., 2001; Dumontiel et al., 2002; 2004; Enger et al., 2004; Cohen et al., 2006;
Magallon-Gastélum et al., 2006; Becerril-Flores et al., 2007; Walter et al., 2007). La
mayoria de estos reportes son de distribucion e infeccion de triatominos con 7. cruzi,

pero poca informacion existe respecto a su asociacion con la vivienda humana.
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IX. VECTORES EN OAXACA

El estado de Oaxaca es uno de los que alberga la mayor diversidad de
triatominos, ademas de ser el estado en el que se describi6 el primer caso de
Enfermedad de Chagas (Mazzotti, 1940) y en el que realizd6 uno de los primeros
estudios de serologia en donadores de sangre (Goldsmith et al., 1978). Mazzotti (1940)
encontrd cuatro especies de triatominos: 7. barberi, T. phyllosoma, T. mazzottii y
Rhodnius prolixus, posteriormente se encontr6 a 7. dimidiata (Mazzotti & Dias, 1949).
Las especies de vectores reportadas para el estado desde 1940 ha ido en aumento (Tabla
1), encontrandose especies como 7. pallidipennis, T. picturata; especies poco
reportadas como 7. nitida y T. bolivari (Ramsey et al., 2000) y una especie nueva 7.

gomeznunezi (Martinez ef al., 1994).

Uno de las trabajos mas extenso con los que se cuentan para el estado, es el que
se realizo entre 1996-98, en el cual se estudio el 11% de las comunidades, en donde se
encontraron ocho especies de triatominos en héabitat domésticos y peridomésticos: 7.
barberi, T. bolivari, T. dimidiata, T. mazzottii, T. nitida, T. pallidipennis, T. phyllosoma
y R. prolixus (Ramsey et al., 2000). Es importante considerar que se encontraron nuevas
especies no descritas anteriormente, lo que nos indica la diversidad de especies que
potencialmente pueden presentarse en el estado. En este estudio se tomaron datos
ambientales como la temperatura, la precipitacion y la altitud de los lugares en donde
habian sido encontrados los insectos, para realizar un mapa de la potencial distribucion
de cada especie en el estado (Figura 6); en este mapa podemos observar que existen
especies que tienen similares rangos de distribucion, como por ejemplo 7. phyllosoma y
T. mazzottii, ademas de que la mayoria de las localidades con triatominos se encuentran
en la zona central del estado, con poca informacion de la region de la cafiada, mixteca y
del istmo. Aunque este estudio incluy6 a varios municipios del estado, no se realizé una
colecta de tipo sistematica, es decir, solo se reportan los insectos que fueron enviados a
la capital del estado por el personal de la Secretaria de Salud de cada localidad, pero se
desconoce informacion acerca del habitat, indices entomologicos y distribucion de los

1nsectos.
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Tabla 1. Revisiones publicadas de triatominos distribuidos en el estado de Oaxaca desde 1940 hasta la fecha.

Mazzotti, 1940 *
Mazzotti & Diaz, 1949

Zarate & Zarate, 1985

Vidal-Acosta et al., 2000

Ramsey et al., 2000

Galvao et al,

2003*

Triatoma mazzottii

T. phyllosoma

T. barberi

T. dimidiata

Rhodnius prolixus

T. mazzottii (Alacranes; Pocitos Collantes,
Santiago Juxtlahuaca; Pinotepa Nacional,
San Pedro Tututepec; Rio Grande; Juquila;
S. Juan Lachao Nuevo; S. Juan
Cacahuatepec; S. José de las Flores; Santiago

Cuixtla; Santiago Jamiltepec.)

T. phyllosoma (Pocitos Collantes;

Juchitan, Tehuantepec; S. Pedro Totolopan;
S. Pedro Tututepec; Pinotepa Nacional; S.

Francisco Cozoaltepec; Salina Cruz)

T. picturata (Chiquihuitlan; Juchitan) **

T. barberi
Sola de

(Tepelmeme; Magdalena

Apazco; Vega;  Cuicatlan;

Miahuatlan; Santo Domingo Tomaltepec)

T. dimidiata (Chiquihuitlan; Choapan;

Santos Reyes Nopala; Istmo de Tehuantepec)

R. prolixus (Santo Domingo Teojomulco;

S. José de las Flores;

T. mazzottii *

T. phyllosoma (Huajuapan de
Leon; Nejapa de Madero; S. Carlos
Yautepec; S. Isidro Chihuiro; S.
Pedro Quiatoni)

T. barberi (Ayagaililla; Santa
Maria Papantla; Huajuapan de
Ledn; San Agustin Atenango; S.
Andrés Etla; S. Juan Comaltepec;
Santa Maria Comotlan; Teotitlan

del Valle.

T. pallidipennis (Santiago
Ayuquililla)

T. dimidiata (Guichicam; Agua
Blanca; S. Agustin Loxicha; S.
Juan Comaltepec; San Juan
Guichicovi; S. Juan Juquila; Santa
Maria Zoquiapan; Santo Domingo

Petapa; Totontepec.

T. mazzotti (Arroyo Seco; Bajo El Arenal;

Barra El Potrero; El Camalote; Cerro Cruz;
Cerro Esperanza; Charco Seco; El Ciruelo;
Copalita La Hamaca; Maninaltepec; Merced del
Potrero; Palma Larga; Piedra Blanca; Pueblo
Viejo; Puerto  Escondido; S.  Francisco
Cozoaltepec; S. Isidro Llano Grande; S. Pedro
S. Maria

Mixtepec; S. Sebastidn Ixcapa;

Colotepec; Santa Maria Jicaltepec; Santiago

Jamiltepec; Llano Grande; Santo Domingo

Ingenio; Nopala; Soluta; Tilzapote; Yugoxi)

T. phyllosoma (Asuncién Tlacolulita; Barra el

Potrero; El Camar6n; Candelaria Yegale; Cerro

la Cruz; Guicha; Los Horcones; Ixtepec;
Macahuite; Las Margaritas; Nejapa de Madero;
S. Bartolomé Loxicha; S. Carlos Yautepec; S.
Isidro Chihuiro; S. José de Gracia; S. José las
Flores; S. Martin de Porres; S. Pedro Totolapa;
Santa Gertrudis Miramar;

Chihuitan; La Soledad Salinas; Tres Rios)

Santo Domingo

T. pallidipennis (S. Miguel Amatitlan; Santa

Cruz Fraile; S. Agustin Atenango; S.

T. mazzottii

T. phyllosoma

T. picturata **

T. barberi

T. dimidiata

T. gomeznunezi

R. prolixus
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Continuacion... Tabla 1

Santiago Jamiltepec; Putla;

Aire,; limites con Guerrero)

Cerro del

R. prolixus (Nejapa de
Madero)

Lorenzo Vista Hermosa)

T. barberi (Agua Blanca; La Chilana; La Compaiiia;

Jalapa del Valle; Piedras Negras; Rojas de
Cuahutemoc; S. Andrés Zautla; S. Baltasar Guelavila;
S. Isidro; S. Juan Bautista Guelache; S. Miguel del
Valle; S. Pedro Apodstol; San Sebastian Tutla; Santa
Cruz Papalutla; Santa Gertrudis; Santa Maria
Coyotepec; Santiago Yosondua; Santiago
Suchilquitongo; Tlacolula de Matamoros; Teotitlan del

Valle)

T. dimidiata (Asuncién Lachixila; Chaxnaban; S.
Francisco Yovego; S. Isidro; S. José Chinatequilla; S.
José Comaltepec; San Mateo Cajones; S. Miguel
Quetzaltepec; S. Sebastian Yutanino; Santa Ana; El

Tesoro; La Victoria; Villa Union)

T. bolivari (Charco Seco; El Tule; Villa Union)

T. nitida (El Gavilan; S. Miguel Tlamichico)

R. prolixus (Nejapa de Madero; S. José las Flores)

* Municipios no reportados

** Especie de dudosa presencia en el estado
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Figura 6. Distribucion potencial de ocho especies de triatominos en Oaxaca. Tomado de
Ramsey et al., 2000.

X. TAXONOMIA

Se han descrito 137 especies de triatominos en el mundo distribuidos en 18
géneros formando 6 tribus: 1)Alberproseniini: Alberprosenia; 2)Bolboderini:
Bolbodera, Belminus, Parabelminus, Microtriatoma; 3) Cavernicolini: Torrealbaia,
Cavernicola; 4)Linshcosteini: Linshcosteus; 5)Rhodniini: Rhodnius, Psammolestes y
6)Triatomini: Triatoma, Meccus, Dipetalogaster, Mepraia, Eratyrus, Panstrongylus,
Hermanlentia, Paratriatoma (Carcavallo et al., 2000; Hypsa et al., 2002; Galvao et al.,
2003).

Debido a que la mayoria de las especies de la subfamilia Triatominae son
morfologicamente muy similares cuando se encuentran en estadios ninfales y algunos

en estadios adultos (ver figura 3), con frecuencia existen problemas de clasificacion.
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Estos problemas taxondémicos son importantes cuando se trata de establecer
cudles son los vectores de importancia epidemioldgica en el pais, los cuales no pueden
ser reconocidos debido a que en la mayoria de los insectos colectados se encuentran en
estadios ninfales (Magallon-Gastélum et al., 1998; Vidal-Acosta et al., 2000; Flores et
al., 2001; Paredes et al., 2001; Brenicre et al., 2004; 2007). Se ha tratado de buscar
herramientas morfoldgicas para el reconocimiento de especies en estadios ninfales,
empleando caracteristicas morfologicas como el tamano de la cabeza y diversos
aspectos de los aparatos reproductivos (Rodriguez-Sanchez et al., 2003; Bustamante et
al., 2004; Lehmann et al., 2005), sin embargo sélo se han aplicado a ciertas especies y
no han logrado en su totalidad sus objetivos. También se han realizado estudios
morfométricos, los cuales han ayudando principalmente a la diferenciacion entre
poblaciones de especies; por ejemplo, empleando la morfometria de la cabeza de la
especie T. dimidiata se han distinguido poblaciones de diferentes regiones geograficas

del pais (Lehmann et al., 2005).

En los ultimos anos, los métodos basados en el analisis del ADN, han tenido
gran impacto en la resolucion de problemas de clasificacion y reconocimiento de
especies, asi como para andlisis filogenéticos, ya que no se ven afectados por
variaciones ambientales, ni del desarrollo del organismo estudiado, ademas el nimero
de polimorfismos detectados es ilimitado, se pueden seleccionar secuencias especificas
en todo el genoma y se puede analizar lo que se expresa y lo que no se expresa. Entre
algunos métodos empleados para el estudio de los triatominos, basados en el analisis del
ADN, se encuentran los RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), el
SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) y la secuenciacion del ADN tanto

nuclear como mitocondrial (Monteiro et al., 2001).
XI. MARCADORES MOLECULARES EN TRIATOMINOS

El empleo de estas técnicas han sido de gran utilidad en diversos andlisis, por
ejemplo, a nivel de géneros, los estudios con RAPD’s han demostrado gran eficacia,
logrando diferenciar a Panstrongylus, Rhodnius y Triatoma, ademds de poder

diferenciar a especies cercanamente relacionadas del género Rhodnius (R. pictipes, R.
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ecuadorensis, R. neglectus, R. nasutus, R. robustus y R. prolixus) (Garcia et al., 1998).
Sin embargo en el caso de algunas especies del complejo Phyllosoma, que al igual que
las del género Rhodnius son muy cercanas (7. longipennis, T. picturata y T.
pallidipennis), no se encontraron perfiles de bandeo que pudieran diferenciar a T.
longipennis de T. picturata, en tanto que se observaron pocas bandas para diferenciarlas
de T. pallidipennis (Brenic¢re et al., 2003). Por otro lado, analizando la variacion
genética de distintas especies representativas de los géneros Rhodnius, Triatoma y
Panstrongylus empleando SSCP, se observd su utilidad para determinar variaciones
inter ¢ intraespecificos. En este analisis, los géneros Triatoma y Panstrongylus
estuvieron cercanamente relacionados, con respecto a el género Rhodnius (Stothard et

al., 1998).

Los analisis empleando secuencias parciales de ADN también han sido muy
utiles; en el caso de secuencias mitocondriales, se ha empleado porciones de los genes
del RNA ribosomal mitocondrial (12S y 16S), citocromo oxidasa I (COI) y el citocromo
B (mtCytB) principalmente. Diferentes especies de triatominos han sido analizados con
estos marcadores, como por ejemplo, algunas especies del género Rhodnius (R.
prolixus, R. robustus, R. pictipes, entre otros), Panstrongylus (P. megistus) y diferentes
complejos de especies del género Triatoma (T. infestans, T. protacta, T. dimidiata, y
otros), en el que solo se han trabajado con dos especies del complejo Phyllosoma, T.
mazzottii (12S y 16S) (Garcia et al., 2001) y T. pallidipennis (CytB) (Lyman et al.,
1999). Los genes 128, 16S y el COI, fueron utilizados para ver relaciones filogenéticas
entre diferentes especies de complejos de triatominos; los dos primeros marcadores
presentaron un porcentaje de 32.7 y 32.2 % de sitios variables respectivamente, lo que
nos indica que son buenos marcadores para distinguir a nivel de complejos, sin embargo
no se analizaron especies de complejos muy estrechamente relacionados (complejo
Phyllosoma y especies del género Rhodnius; Garcia et al., 2001). En los analisis de las
secuencias del ADN de origen nuclear, también se han empleado diferentes tipos de
marcadores. Los mas empleados corresponden a marcadores del ADN ribosomal

(rADN), como la sub-unidad pequefia o 18S, con la cual se encontré una temprana
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divergencia entre las tribus Triatomini y Rhodniini, mostrando ser un buen marcador a
nivel de poblaciones, sin embargo a nivel de géneros y de especies estrechamente
relacionadas fue incapaz de resolver las afiliaciones genéticas (no pudiendo distinguir
entre los géneros Panstrongylus y Dipetalogaster del género Triatoma y las especies del
complejo Phyllosoma) (Bargues et al., 2002). EI ITS-2 (Internal Transcribed Spacer 2),
perteneciente al ntADN ha sido de gran utilidad para resolver relaciones filogenéticas
desde niveles superiores hasta sub-especies e hibridos (Marcilla et al., 2001; Bargues et

al., 2002).
XII. ITS-2 Y CytB

El ITS-2 de origen nuclear y el CytB de origen mitocondrial, son marcadores
moleculares que han ayudado a resolver relaciones filogenéticas y taxondmicas en
especies de triatominos. El ITS-2 forma parte del ADN ribosomal, se encuentra entre la
subunidad 5.8S y la subunidad grande 28S (Figura 7; Coleman, 2003), por ser parte del
ADN ribosomal ha sido utilizado en estudios filogenéticos desde phyla hasta
poblaciones (Bargues & Mas-Coma, 1997), ademas de emplearse como marcador

diagnoéstico para la diferenciacion de especies (Bargues et al., 2001).

T
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TRENDS in Genahcs

Figura 7. Ubicacion del ITS-2 dentro del cistron ribosomal. Tomado de Coleman, 2003.

Son varias las ventajas que proporciona el uso del ITS-2 como marcador
molecular, por ejemplo, dado que la region del ITS se encuentra altamente representado
en el genoma, se puede amplificar con cantidades pequenas de ADN; las secuencias
altamente conservadas dentro de la mayoria de los genes del ntADN son muy utiles en

el disefio de oligonucleotidos “universales”, lo cual facilita la amplificacion del ITS.
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Estos marcadores despliegan bajos niveles de homoplasia (similitud no debida a
parentesco), ademas detecta grupos monofiléticos (taxones derivados de un solo
ancestro comun) y polifiléticos (taxones con diferentes ancestros), con los que se puede
obtener informacién valiosa acerca de la evolucion y las relaciones entre taxa que
divergieron relativamente hace poco tiempo, menos de 50 millones de afos (Marcilla et

al., 2001).

En distintas especies del género Triatoma y Rhodnius, se ha empleado el ITS-2
como marcador molecular, siendo de gran utilidad para resolver relaciones
supraespecificas, especificas y subespecificas. En el caso particular de las especies
pertenecientes al complejo Phyllosoma, el ITS-2 las logré diferenciar, ademas de
analizar sus relaciones filogenéticas con especies de otros complejos (Martinez et al.,
2006). En el caso de T. dimidiata, se observd una variacion entre los individuos de
diferente procedencia (Marcilla et al., 2001), indicando que este marcador puede
diferenciar entre poblaciones de especies de lugares diferentes. Por otro lado, en el
género Panstrongylus, se analizaron diferentes especies, utilizando este mismo
marcador, logrando resolver problemas de ancestria, sugiriendo que este género es

polifilético (Marcilla et al., 2002).

Por otro lado, el ADN mitocondrial presenta ciertas caracteristicas que lo hacen
especialmente util para estudios de evolucion molecular y taxonémicos, debido a que ya
se cuenta con la caracterizacion completa de su genoma en el caso de los triatominos
(Dotson y Beard., 2001), presenta numerosas copias dentro de cada individuo,
existiendo hasta 1000 por célula (Ingman y Gyllensten., 2001), su transmision es por
via materna por lo que no hay recombinacion (Sutovsky et al., 1999), presenta una
rapida tasa de evolucion que es de 5-10 veces mas que el ADN nuclear (Brown et al.
1982), ademas de presentar numerosos polimorfismos e inclusive la insercidon ancestral
de fragmentos de mtADN en el genoma nuclear.

El CytB es una proteina que pertenece al ADN mitocondrial, este tltimo ya se

tiene secuenciado para la especie 7. dimidiata, siendo de 17, 019 pares de bases (Dotson
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& Beard, 2001). El CytB se encuentra delimitado por el gen que codifica para la
proteina ND6 y por un segmento de gen que codifica para RNA de transferencia; su
tamafio es de 1132 pares de bases que codifican una proteina de 377 residuos de
aminodcidos, tienen un anillo nitrogenado llamado porfirina que encierra un atomo
metalico de hierro. Esta molécula desempefia una funcion vital en el transporte de

energia quimica en todas las células vivas (Figura 8).

............ o [l

Figura 8. Ubicacion del CytB dentro del ADN mitocondrial. Los cuadros con las letras S, P, T 'y
H corresponden a RNA de transferencia; el signo de interrogacion sefiala la presencia de una
secuencia probablemente de un gen pero que no tiene homologia con otras secuencias.

Los estudios realizados con este marcador en triatominos han generado
resultados consistentes con la taxonomia aceptada de la subfamilia Triatominae (se
analizaron algunas especies de la tribu Rhodniini y la Triatomini), distinguiendo a las
dos tribus asi como a los subgrupos de estas. Se ha estudiado ademas especies del
género Rhodnius que presentan problemas de identificacion, logrando separarlas y
confirmando la taxonomia que se tenia de este grupo (Lyman et al., 1999). En especies
mexicanas, se ha empleado este marcador para analizar el complejo Phyllosoma y su
relacion con otros complejos de especies, logrando separar claramente a este complejo

de los otros, ademads, dentro del complejo Phyllosoma se logro diferenciar a las especies

(Martinez et al., 2006).
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JUSTIFICACION

Dado que solo se cuenta con drogas muy tdxicas para tratar la Enfermedad de
Chagas en etapa aguda, los cuales generalmente causan efectos secundarios, se ha
enfocado el control de la enfermedad a su principal via de adquisicion, es decir, al
insecto vector: los triatominos. Una forma de control incluye el uso de insecticidas, sin
embargo se ha visto que éstos son costosos y de corta duracion, lo que hace que en
algunos lugares haya re-infestacion, y en aquellos en los que se encuentran especies que
viven en simpatria, alguna tolere mas el insecticida y llegue a desplazar a la especie
predominante. Asi para poder enfocar las estrategias de control hacia los vectores, es
necesario conocer varios de sus aspectos bioldgicos, por ejemplo su habitat, sus ciclos
bioldgicos, sus porcentajes de infeccion con el parasito, sus fuentes de alimentacion, su
distribucidn, sus relaciones genéticas, su interaccion con el humano, entre otros.

Meéxico alberga un gran nimero de triatominos, de los cuales, poco se conoce de
sus aspectos biologicos. Ademds un gran problema que presenta este grupo de insectos,
es que solo se pueden clasificar taxonomicamente en estadio adulto, y esto se debe a
que existe una gran similitud morfoldgica entre las ninfas y en algunos adultos, y dado
que en la gran mayoria de las colectas de campo se encuentran individuos en estos
estadios es dificil determinar la especie, si hay mas de una y cudl es la de mayor
importancia epidemiologica. Por otro lado, aunque existen numerosos reportes de
colectas de triatominos en México, es importante darle un seguimiento a estas en los
estados, ya que constantemente encontramos reportes de nuevas especies y de nuevas
distribuciones que en muchos casos no concuerda con las descritas anteriormente.

En particular, el estado de Oaxaca cuenta con mas de seis especies descritas,
incluyendo algunas de presencia dudosa, y a pesar que se han hecho colectas existen
zonas escasamente analizadas, y con reportes de personas infectadas con 7. cruzi, como
por ejemplo, comunidades de la region del Istmo, en las que se ha encontrado
anticuerpos contra el parasito en mas del 80% de las personas que presentan afecciones
al corazén. Por lo que los estudios enfocados a la distribucion, habitat, genética
poblacional y a la identificacién correcta de los triatominos son esenciales, si se desea

tener un control exitoso de la Enfermedad de Chagas.
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HIPOTESIS

Dada las condiciones geograficas y ecologicas que pueden favorecer la presencia
de triatominos y a los reportes de serologia positiva a 7. cruzi reportadas en la region
del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, esperamos encontrar una presencia diversa de
especies de triatominos infectados con 7. cruzi en diferentes localidades de la region y

en estrecho contacto con la poblacion humana.
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OBJETIVOS

General

Realizar un estudio genético y entomologico de insectos triatominos en cinco

comunidades de la region del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca.

Particulares

- Determinar la presencia del insecto y en qué habitat se encuentra.

- Identificar las especies morfoldgica y genéticamente.

-Analizar la heterogeneidad genética entre los triatominos de las zonas colectadas.

- Analizar parametros entomologicos: indice de infeccion, indice de infestacion, indice

de colonizacion.
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MATERIALES Y METODO

Zona de colecta.- La region del Istmo de Tehuantepec es una de las ocho regiones
geoecondmicas del estado de Oaxaca, se ubica al sureste de la entidad entre los
paralelos 15° 49' 12" y 17° 27' 00" y los meridianos 93° 54' 36" y 95° 58' 40", con una
altitud maxima de 2000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m); colinda al norte con el
estado de Veracruz, al sur con el golfo de Tehuantepec, al este con el estado de Chiapas
y al oeste con las regiones de la sierra sur y de la costa del Pacifico. La region cuenta
con una superficie total de 26,214.37 km? que representa el 26% de la superficie total
del estado, incluyendo 41 municipios repartidos en dos Distritos (Tehuantepec y

Juchitan) (www.oaxaca.gob.mx).

Determinacion de las comunidades de estudio.- A excepcion de Santo Domingo
Tehuantepec, el cual cuenta con una poblacion de 39, 161 habitantes (INEGI, 2005), el
resto de las areas de estudio se escogieron con base a: localidades menores a 5000
habitantes, tipo de clima e informes de personas infectadas con el 7. cruzi. Por un lado,
se eligieron localidades con pocos habitantes para que de esta manera se pudiera tomar
una muestra representativa del lugar. La distribucion de los climas es un factor que
puede determinar la distribucion de los insectos, por lo que se decidid tomar este otro
parametro para determinar el lugar de estudio, para ello se tomaron como base los
mapas de climas determinadas por el INEGI (www.inegi.gob.mx). Ademas se revisaron
los registros de donadores de sangre en el Banco de Sangre del Hospital Civil de Salina
Cruz, durante el periodo de 2004-2005, en este hospital se concentran habitantes de un
gran numero de comunidades aledafias, esto con el fin de averiguar las localidades de
procedencia de personas que hubiesen sido rechazadas para donar sangre, por presentar
anticuerpos contra 7. cruzi. De esta manera se escogieron las siguientes comunidades:
San Mateo del Mar, Magdalena Tequisistlan, San Miguel Ecatepec, Santa Maria Petapa
y Santo Domingo Tehuantepec (Figura 9).
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Figura 9. Ubicacion de las comunidades dentro del estado de Oaxaca. Cada comunidad se encuentra
marcada con una estrella.
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* Magdalena Tequisistlan

Se localiza en las coordenadas geograficas 95° 36’ longitud oeste, 16° 24’ latitud
norte, a una altitud de 190 m.s.n.m. Limita al norte con Santa Maria Totolapilla, al sur
con San Pedro Huamelula, al poniente con Asuncién Tlacolulita, Santa Maria Ecatepec
y Nejapa de Madero y al oriente con Santa Maria Jalapa del Marqués, San Miguel
Tenango y Santo Domingo Tehuantepec. La superficie total del municipio es de 599.64
km? (Figura 10). Su clima es semicalido, subhimedo con lluvias en verano y vegetacion
de tipo selva baja. El grupo étnico predominante es el mixe y en menor proporcion se
encuentra el zapoteca. El municipio esta compuesto por 16 agencias municipales, de las
cuales se escogio a la cabecera del municipio, Magdalena Tequisistlan, que cuenta con
una poblacion aproximada de 3860 habitantes (www.inegi.com; censo poblacional
2005). La mayoria de las viviendas estan construidas con cemento y en una menor
proporcidén con madera, ldmina o barro; se produce maiz y hortalizas para el auto
consumo; el 30% de la poblacion se dedica a la cria de ganado vacuno y a la

explotacion de yacimientos de marmol (www.oaxaca.gob.mx).

@ Magdalena Tequisisiian
~ San Miguel Ecatepec
A Tehuantepec

* San Mateo del Mar

Distrito Tehuantepec

REGION ISTMO

Figura 10. Localizacion de los municipios estudiados dentro del Distrito de Tehuantepec. Tomado
de www.oaxaca.gob.mx
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* San Mateo del Mar

Se localiza al sur de la region del Istmo, pertenece al distrito de Tehuantepec y
se ubica en las coordenadas 94° 59’ longitud oeste, 16° 12’ latitud norte, a una altitud
de 10 m.s.n.m. (Figura 10). Limita al norte con Juchitdn de Zaragoza y San Pedro
Huilotepec, al sur con el Océano Pacifico, al oriente con Salina Cruz y San Pedro
Huilotepec, y al poniente con la Laguna Inferior. La superficie total del municipio es de
75.2 km®. Su clima es calido subhtimedo, con oscilaciones térmicas cortas, lluvias en
verano y principios de otofio. El municipio esta constituido por nueve regidurias, de las
cuales se escogid para el estudio la cabecera del municipio que tiene el mismo nombre,
el cual tiene una poblacion aproximada de 1715 habitantes que pertenecen al grupo
étnico huave (www.inegi.com; censo poblacional 2005). Mas de la mitad de las
viviendas estan construidas de techo de palma, paredes de carrizo y pisos de arena. Su

principal actividad econdmica es la pesca (www.fallingrain.com; www.oaxaca.gob.mx).

*San Miguel Ecatepec

Es una de las agencias pertenecientes al municipio de Magdalena Tequisistlan,
(Figura 10). Se ubica a 96° 43 longitud oeste y al 16°13" latitud norte a una altitud de
699 m.s.n.m. Su clima es templado subhumedo con lluvias en verano. El grupo étnico
predominante es el mixe y en menor proporcion se encuentra el zapoteco. Su poblacion
es de aproximadamente 677 habitantes (www.inegi.com; censo poblacional 2005). Mas
de la mitad de las viviendas estan construidas de paredes de lodo y techos de carrizo,
lamina o tejas. Su principal actividad econdmica es la agricultura, predominantemente
el maiz, teniendo generalmente al lado de sus casas sus pequefios sembradios

(www.fallingrain.com; www.oaxaca.gob.mx).

* Santa Maria Petapa

Se localiza en el distrito de Juchitan, en las coordenadas 95° 07’ longitud oeste y
16° 49’ latitud norte, a una altura de 260 m.s.n.m. (Figura 11). El municipio tiene una
superficie total de 145.44 Km® Limita al norte con los municipios de San Juan

Guichicovi y Matias Romero, al sur con Santo Domingo Petapa y El Barrio de la
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Soledad, al oeste con San Juan Guichicovi y

427 Santa Marla Petapa

Santo Domingo Petapa, al este con Matias
Romero. Su clima es céalido hiimedo con
REGION ISTMO
lluvias abundantes en las estaciones de
=y ben primavera, verano Yy otofio; su tipo de
vegetacion es bosque de pino-encino
4 (www.conabio.com). El  grupo étnico
_ o o predominante es el zapoteca y el menor
Figura 11. Localizacion del municipio de
Santa Maria Petapa dentro del Distrito de ~ proporciéon el mixe; de todas las regidurias

Juchitan, indicado con el color gris.

con las que cuenta, se analizo6 la de El Paraiso,
Tomado de www.oaxaca.gob.mx

La Paz y La Unién, que en conjunto tienen
814 habitantes (www.inegi.com; censo poblacional 2005). Se encuentran edificadas
viviendas construidas con pisos de tierra y cemento, muros de tabique y madera, y
techos de loza y tejas. La riqueza natural més importante es la forestal, se explotan los
bosques para obtener maderas finas y de construccion, en tanto que la agricultura es la

base de la economia del municipio, en donde se cultiva maiz, frijol, café y hortalizas.

*Santo Domingo Tehuantepec

Se localiza a 16° 17’ de latitud norte y 95° 25° de latitud oeste con una altura de
99 m.s.n.m. (Figura 10). Colinda al norte con los municipios de Santa Maria Jalapa del
Marqués, Santa Maria Mixtequilla y Magdalena Tlacotepec; al sur con el Océano
Pacifico; al oeste con San Pedro Huamelula, San Miguel Tenango y Magdalena
Tequisistlan; al este con San Pedro Comitancillo, San Blas Atempa y Salina Cruz. La
superficie es de 965.8 kilémetros cuadrados que en relacion al estado es el 1.01. Su
clima es calido humedo con lluvias en las estaciones de primavera, verano y otofio; el
tipo de vegetacion es selva baja caducifolia (www.conabio.com). El grupo étnico
presente es el zapoteca. Cuenta con mas de 30 localidades, siendo la cabecera de
municipio, Tehuantepec, la escogida para nuestro andlisis, esta localidad cuenta con 39,

161 habitantes (www.inegi.com; censo poblacional 2005). Se encuentran edificadas
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viviendas construidas principalmente de cemento. Sus principales actividades

econdmicas son la agricultura, la ganaderia, la pesca y el turismo.

Colecta de triatominos.- En cada localidad se analizO de manera aleatoria
aproximadamente el 10% de las viviendas. En ellas, se realiz6 la colecta por el método
hora/hombre (Oliveira, 1997) y de manera manual dentro del domicilio y peridomicilio,
durante un afio. Los triatominos capturados fueron colocados en botes de pléstico con
tapas, a las cuales se les hicieron agujeros; los botes fueron marcados con una clave
especifica para cada localidad y para cada casa incluyendo la fecha de colecta. A cada
insecto se le asigno su propia clave, la cual se compone del nombre del lugar de colecta
con el nimero asignado a cada individuo y con caracteristicas especificas como son, el

numero de la casa, su ubicacion dentro de ella, su estadio y sexo.

Determinacion de factores de riesgo.- Se determinaron los factores socioeconémicos de
los habitantes de la localidad mediante el empleo de cuestionarios; el formato del
cuestionario fue tomado del estudio que sobre la Enfermedad de Chagas realizo el
grupo de Médicos sin Fronteras (Anexo 1). Las viviendas fueron clasificadas segtn el
material de construccion del techo, muro y piso; asi si la vivienda tenia tanto techo
como muro y piso de un material clasificado como “sin riesgo” (cemento, concreto,
lamina de asbesto, ladrillo, block, piedra) se design6 como casa; cuando tanto el techo
como el muro y el piso eran de material “con riesgo” (madera, carrizo, palma, zacate,
teja, adobe, tierra) eran de tipo choza, y cuando alguno de los materiales fueron de
riesgo se clasifico como jacal (Segura ef al., 2005). De cada respuesta se obtuvo el
porcentaje y se compar6 con las otras comunidades, finalmente los resultados fueron

graficados.
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Indices entomologicos.- Los indices entomoldgicos que se determinaron fueron

definidos segin la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2002):

* Indice de infeccion:

Numero de casas infestadas por triatominos X 100

Numero de casas examinadas

* Indice de hacinamiento:

Numero de triatominos capturados
Numero de casas con triatominos

* Indice de colonizacion:

Numero de casas con ninfas de triatominos X 100
Numero de casas con triatominos

* Indice de infeccion natural:

Numero de triatominos con 7. cruzi X 100
Numero de triatominos examinados

Evaluacion de la infeccion de insectos por T. cruzi.- La presencia de 7. cruzi en las
heces de los triatominos vivos se determind por observacioén directa al microscopio.
Para ello de apretd suavemente el abdomen de cada insecto, dejando caer las heces
sobre un portaobjetos que contenia una gota de bufer de fosfatos (PBS), posteriormente
estas muestras se observaron al microscopio Optico a 40X y se determin6 la presencia
de T. cruzi por sus caracteristicas morfoldgicas, entre las que destacan la presencia del

cinetoplasto y del flagelo (Flores, 2001).

Identificacion morfologica de insectos.- La identificacion morfologica de los
triatominos se realizd con ayuda de las claves de Lent & Wygodzinsky (Lent &
Wygodzinsky, 1979) y fue corroborada por el Dr. Ricardo Alejandré de la Escuela

Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional. Dos ejemplares
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machos y dos hembras fueron depositados en la Colecciéon del Laboratorio de
Tripanosomiasis del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad

Nacional Autbnoma de México.

Identificacion genética de insectos.- Para la identificacion genética se empelaron dos
marcadores moleculares: ITS-2 (Villalobos, 2005) y el mtCytB (Martinez, 2003). Para
ello se realizaron los siguientes pasos:

* Extraccion de ADN.- Se emplearon dos patas del insecto, las cuales se congelaron en
un tubo de 1.5 mL usando nitrégeno liquido, e inmediatamente se maceraron con ayuda
de un micropistilo hasta pulverizarlas. Estas se resuspendieron en 1 mL de solucion de
extraccion (50 mM de Tris-Cl (pHS), 50 mM de EDTA (pHS), 50 mM de NaCl, 20
pg/mL de RNAsa y 1% de SDS), se dejé incubando a 55°C por una hora. Al término, se
agregd 150 puL de Proteinasa K (30 mg/mL), se agitd cuidadosamente y se incub6 a
37°C toda la noche. La extraccion de ADN se realizd mediante la técnica de fenol-
cloroformo descrita por Sambrook y colaboradores (1989) con algunas modificaciones
realizadas por Martinez y colaboradores (Martinez et al., 2006), al finalizar la
extraccion, el ADN se resuspendié en agua previamente esterilizada, filtrada e irradiada
(EUF). La concentracion de ADN se cuantifico mediante el espectrofotometro de
capilares (Gene Quant pro, Amersham Pharmacia Biotech), el cual nos proporciona
ademas de la cuantificacion, la pureza del ADN mediante lecturas de absorbancia de
260 y 280 nm, considerando que una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 50
ug/mL de ADN.

* PCR.- La reaccion en cadena de la polimerasa se realizd en un volumen de reaccion
de 25 pL, el cual contenia 200 ng de ADN, 2.5 pL de solucion para PCR 1X, 0.25 pL
dNTPs a 50 mM, 1 pL de oligos a 100 pM, 1 pL. Tag polimerasa (Taqg gold 5 U,
Perkin elmer), 2.5 uL de MgCl, a 50 mM y agua EUF. Los oligos utilizados para la
amplificacién del ITS-2 fueron sintetizados a partir del publicado por Marcilla y
colaboradores (Marcilla ef al., 2001), para los del CytB fueron tomados de Martinez y
colaboradores (Martinez et al., 2006). Las secuencias de los oligonucleotidos para el

ITS-2  fueron: directo 5° CTAAGCGGTGGATCACTCGG 3" y reversa
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5'GCACTATCAAGCAACACGACTC 3" 'y para el CytB, directo 5’
CGAATTAGTTAAATGATTRTGRGG 3 y reversa 5
TATGCRAATAGGAARTATCATTC 3.

La PCR consistid en un paso inicial a 95 °C por 10, un segundo paso de
desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos; 35 ciclos de amplificacion, las cuales incluyen
un minuto a 94°C (desnaturalizacion de las hebras de ADN), un minuto a 55°C
(alineamiento de los oligonucleotidos) y un minuto a 72°C (elongacion); y un paso final
de elongaciéon por 7 minutos a 72°C (modificado de Wincker et al., 1994). Los
fragmentos amplificados se observaron en un gel de agarosa al 1.5% en solucion de
electroforesis TAE 1X, corridos a 120 volts por 90 minutos aproximadamente en una
camara de electroforesis horizontal; el gel se tifié con bromuro de etidio y se observo en
un transiluminador.

* Clonacion.- Para la insercion del producto de PCR en el vector de clonacion y
posteriormente a las células bacterianas se utilizo el kit de clonacion TA Cloning kit
(Invitrogen, No. Cat. K2040), siguiendo la metodologia del proveedor.
* Extraccion de ADN de pldasmido.- Después de la clonacion (kit de clonacidn), se
verificéd el inserto deseado (ITS-2 o CytB), para ello se extrajo el ADN de plasmido,
mediante la técnica de lisis alcalina, brevemente, se centrifugd el cultivo bacteriano en
un tubo de 1.5 mL a 14 000 rpm por un minuto, para obtener la pastilla de células
bacterianas. A la pastilla obtenida, se agregé 150 pL de solucion I (500 mM Glucosa,
25 mM Tris-HCI pHS, 10 mM EDTA pHS), se agit6 fuertemente; se agregé 200 pL de
solucion II recién preparada (0.2 N NaOH, 1 % SDS), se mezclo por inversion de 4 a 6
veces; se agregd 100 uL de solucion III (5 M de acetato de potasio, 11.5 mL de 4cido
acético glacial 99.7% de pureza, agua) y se mezcld por inversion de 4-6 veces. Se
centrifugd a 14 000 rpm por 10 minutos (4°C). Se extrajo todo el sobrenadante y se
pas6 a un tubo eppendorf de 1.5 mL, y se agregdé 500 uL de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico en una proporcidén 25/24/1 y se centrifugd a 14 000 rpm por 5 minutos; se
recuper6 la fase superior (o fase acuosa) y se transfirié a otro tubo de 1.5 mL y se le
agregd 500 UL de cloroformo, se centrifugd a 14 000 rpm por 5 minutos. Se recupero la

fase superior y se paso a otro tubo de 1.5 mL, al cual se le agregdé 1 mL de etanol frio y
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se deja a -70°C por una hora. Se centrifugd a 14 000 rpm por 10 minutos. Se tird el
sobrenadante y se quedd con la pastilla, la cual se lavé con etanol al 75%. Finalmente se
resuspende la pastilla de ADN con 30 pL de solucién TE con RNAsa [20 pwg/mL].

* Digestion del ADN de plasmido.- E1 ADN de plasmido se digiri6 con la enzima
EcoRI. La digestion se realizé en un volumen de 20 uL, el cual contenia 2 uL. de ADN
de plasmido (no cuantificado), 2 uLL de solucion de ligacion 10X, 1 uL de EcoRI (1 U)
y 15 pL de agua estéril. Los controles de la digestion sélo contenian 2 uL. del ADN de
plasmido y 18 uL de agua estéril. Estas reacciones se dejaron incubando 3 horas a
37°C. Las digestiones se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% con buffer TAE 1X a
120 volts por 90 minutos; el gel se tiid6 con bromuro de etidio y se observo en el
transiluminador de rayos U.V., para verificar cuales clonas poseen el inserto esperado.
Las clonas que tuvieron el inserto deseado se volvieron a sembrar en medio LB liquido
con kanamicina (50 pg/mL) a 37°C toda la noche, para de nuevo ser extraido el
plasmido, con el QIAprep® Miniprep Kit (QIAGEN, No. Catalogo 27104), esto con el
fin de tener ADN de pldsmido con una mejor pureza y concentracion. El ADN se
cuantifico en el espectrofotometro de capilares.

* Secuenciacion.- Las clonas que contenian los insertos de interés fueron secuenciados
en el secuenciador automatico Abi Prism 310 (Applied Biosystems). Los
oligonucleodtidos utilizados fueron el M13 Reverse y el T7 promoter, los cuales se
encuentran dentro del vector de clonacion.

* Analisis genético.- Las secuencias obtenidas se procesaron para verificar que no
existieran errores en la impresion de la secuenciacion y para obtener las secuencias
consenso. Las secuencias fueron alineadas usando el programa Clustal W2

(www.ebi.ac.uk). Los parametros utilizados para este alineamiento fueron los

predeterminados por el programa, ademas se revis6 manualmente el alineamiento. Para
determinar las regiones del ITS-2 y del CytB, se alinearon las secuencias obtenidas en
este trabajo con aquellas secuencias del ITS-2 y del CytB para especies de triatominos
reportados en el GenBank, de esta manera por homologia, se establecieron las
secuencias. Finalmente, se determinaron los sitios variables de cada secuencia

comparada con la del GenBank.
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Se utiliz6 el programa Modeltest (Posada & Crandall, 1998) para determinar
cudl es el modelo de evolucion que mejor se ajusta a nuestros datos. El modelo de
sustitucion de nucleotidos escogido fue el Hasegawa, Kishino y Yano con distribucion
gamma (HKY; Hasegawa et al., 1985) tanto para las secuencias del mtCytB como para
las del ITS-2. Con estos datos obtenidos en el Modeltest se corrieron filogramas con los
programas Mr. Bayes (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) y PAUP (Swofford, 2001); en el
caso del PAUP se utiliz6é el método de maxima parsimonia con un boostrap de 1000
repeticiones. En el caso del método probabilistico (Mr. Bayes) el analisis fue realizado
para diez millones de generaciones. Para el método de parsimonia se realizo un arbol de
consenso de mayoria. Para el arbol probabilistico se realizdé un consenso después de
eliminar a los primeros 100 &rboles obtenidos, esto al analizar los valores de
verosimilitud con respecto a las generaciones y determinar el burn-in. Para la
visualizacion grafica de los arboles obtenidos se utilizo el programa TreeView (Page,
1996). La especie 7. infestans fue empleada como grupo externo, después de analizar a
las especies T. lecticularia, T. rubida y Rhodnius prolixus. Por otro lado, se construyo
una matriz de distancias en el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) version 3.0 (Kumar et al., 2004), utilizando la opcion “Distancia” contenida

en el menu principal y empleando las distancias de Kimura dos parametros.
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RESULTADOS

Colectas de campo

El estudio de campo se realizo en cinco comunidades de la region del Istmo de
Oaxaca. En los municipios se obtuvo el permiso de los encargados municipales para la
realizacion del proyecto. Durante un afio, en cada comunidad se escogieron al azar las
casas analizadas, de tal manera que al finalizar el estudio, contdramos con
aproximadamente el 10% de las casas de las comunidades muestreadas
(www.inegi.com). En cada casa, se establecié comunicacién con el jefe de familia o el
encargado, se le explicaba de manera general el motivo de nuestra presencia y se pedia
permiso para poder revisar sus casas, siempre respetando sus decisiones. A los jefes de
familia o encargados se les aplicaba un cuestionario sobre aspectos sociales, médicos y

relacionados a la Enfermedad de Chagas y sus vectores (ver factores de riesgo; Anexo

).

* Magdalena Tequisistlan

Se establecio contacto con el presidente municipal y el regidor de salud, los
cudles nos brindaron las facilidades para trabajar en la comunidad; se muestrearon 45
casas (Figura 12); la mayoria estaban construidas de cemento y so6lo algunas,
principalmente en los alrededores, eran de lodo y teja (Figura 13); en estas ultimas
casas, generalmente habian animales de corral. En nuestra busqueda, no encontramos
triatominos ni en el domicilio ni peridomicilio. Estos hallazgos concuerdan con las
respuestas de la mayoria de los habitantes de no conocer al insecto y tampoco asociarlo

a sus viviendas.
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Figura 12. Vista satelital del municipio de Magdalena Tequisistlan. Se muestra con estrellas las zonas
en donde se muestrearon las casas. Tomado de www.google.com, a una altura de 1.76 km.
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Figura 13. Tipo general de viviendas en la comunidad de Magdalena Tequisistlan.

* San Mateo del Mar

Se establecio contacto con el presidente municipal, el cual ofrecio la ayuda de un
traductor de la lengua nativa (huave), que fue de gran ayuda en aquellas casas en donde
ningun habitante hablaba espafiol. En esta comunidad se muestrearon 60 casas (Figura
14), de las cuales so6lo en siete se encontraron triatominos; mas del 60% de las casas
muestreadas eran construidas de palma, la cual funciona como su habitacién principal,
ademas de tener estructuras de igual construccion alrededor de ésta, que sirven de
cocina y bano (Figura 15). Las casas que se encontraron infestadas con triatominos se
ubicaron so6lo en la parte norte de la comunidad, la cual corresponde a una colonia de
reciente establecimiento y que ademads colinda con las zonas silvestres, lo que nos

sugiere la probable invasion humana al habitat de los insectos.
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Figura 14. Vista satelital de la comunidad de San Mateo del Mar, sefialando con estrellas las zonas
muestreadas y con una cruz la zona de la comunidad en donde se encontraron las casas con
triatominos. Tomado de ww.google.com, a una altura de 2 km.
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Figura 15. Tipo de vivienda encontrada en San Mateo del Mar. Se muestra con la lupa la localizacion
de los triatominos dentro de ellas, las cuales se encontraron entre las palmas que forman la habitacion.

* San Miguel Ecatepec

En esta comunidad se cont6 con el apoyo del agente municipal que informo a la
comunidad de nuestra visita. Se muestrearon 25 casas (Figura 16); construidas
principalmente de cemento y tejas (Figura 17). En ninguna de las casas analizadas se
encontraron triatominos, a pesar que algunos de los pobladores reconocieron al insecto,
sin embargo negaron haberla visto en sus viviendas, mas bien las conocian porque las
encontraban frecuentemente durante las noches cerca de sus animales o de ellos cuando
se disponian a descansar en sus sembradios, los cuales se encuentran ubicados en las

afueras de la localidad.
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Figura 16. Vista satelital de la comunidad de San Miguel Ecatepec, sefialando las zonas de colecta.
Tomado de ww.google.com, a una altura de 1.18 km.
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Figura 17. Tipo de vivienda en la comunidad de San Miguel Ecatepec.

* Santa Maria Petapa

En esta comunidad se cont6 con el apoyo del presidente municipal y del regidor
de salud; se muestrearon tres regidurias que se encuentran a 5 km aproximadamente de
la cabecera de municipio y que estan juntas, en ellas se muestrearon 20 casas (Figura
18), las cuales estaban construidas principalmente de cemento y tejas (Figura 19). En
ninguna de las casas se encontraron triatominos, y a diferencia de San Miguel Ecatepec,
en donde los habitantes si la habian visto aunque no en sus viviendas, en estas

regidurias nadie conocia la insecto.
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Figura 18. Vista satelital de la comunidad de Santa Maria Petapa, mostrado con flechas las tres
regidurias estudiadas. Tomado de ww.google.com, a una altura de 1.85 km.
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Figura 19. Tipo de vivienda en la comunidad de Santa Maria Petapa

* Santo Domingo Tehuantepec

En esta comunidad se muestrearon 92 casas (Figura 20), construidas de cemento
y laminas (Figura 21). En nueve casas se hallaron triatominos, los cuales se encontraron
unicamente en viviendas ubicadas en las afueras de la comunidad a pesar que también
se revisaron casas en el centro de esta y no se encontraron; estos hallazgos sugieren la
presencia del insecto en las casas fuera del centro de la comunidad pero no dentro de

ella.
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Figura 20. Vista satelital de la comunidad de Santo Domingo Tehuantepec, sefialando con estrellas las
zonas de colecta y con cruces aquellas zonas donde se ubicaban las casas con triatominos. Tomado de
ww.google.com, a una altura de 6.56 km.
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Figura 21. Caracteristicas de las viviendas en el municipio de Tehuantepec. A) Tipo de vivienda
encontrada frecuentemente en la comunidad; B) Localizacion de los triatominos en las viviendas,
presentando en el recuadro el sitio donde fueron hallados.

Factores de riesgo

Existen diferentes aspectos biologicos y sociales que se consideran como
factores de riesgo para estar en contacto con el vector y asi incrementar la incidencia de
infeccion con 7. cruzi, por ejemplo, el tipo de vivienda y la presencia de animales
domésticos y silvestres en contacto con poblaciones humanas, entre otros.

Se aplicaron cuestionarios a los jefes de familia para conocer aspectos que
pudieran estar relacionados a la presencia del triatomino. En Magdalena Tequisistlan y
Santa Maria Petapa, ninguna persona entrevistada reconocio al insecto, en tanto que en
San Miguel Ecatepec pocos los relacionaban a sus sembradios, estos resultados
concuerdan con la ausencia de triatominos en estas comunidades. El tipo de vivienda
fue heterogénea entre las comunidades analizadas, siendo los materiales de construccion
mas comunes, el concreto (Tehuantepec y Magdalena Tequisistlan), la palma (San
Mateo del Mar) y las tejas (Santa Maria Petapa y San Miguel Ecatepec). Se encontro
que en todas las comunidades, la poblacién convive con animales domésticos,
principalmente perros y gatos, mismos que pueden servir como fuente de alimento para

los triatominos (Grafica 1). Ademads, las personas encuestadas mencionan la presencia
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de ciertos animales silvestres, denominados por ellos como tlacuaches, murciélagos,

ZOrTos, iguanas y ratas.
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Grafica 1. Presencia de animales domésticos asociados a las viviendas en las cinco comunidades analizadas.

S6lo en San Mateo, las gallinas suelen entrar a las viviendas y quedarse a dormir
dentro de ellas. El tipo de vivienda de choza fue mayoritariamente encontrada en Santa
Maria Petapa, el de jacal en San Mateo del Mar y el de casa en Tehuantepec, sin
embargo en todas las comunidades, se encontraron por lo menos dos tipos de vivienda.
En todas las comunidades, la mayoria de las viviendas tenian mas de 10 anos de haberse
construido, ademas de la presencia de fisuras dentro de la vivienda, estos resultados
variaron, siendo San Mateo del Mar y Santa Maria Petapa las comunidades que
presentaban los mayores porcentajes (Tabla 2). Resultados similares fueron observados
en cuanto a la ventilacion de las viviendas. Pocas campanas de fumigacion se han
realizado en las comunidades, de las cuales pocas se han realizado en periodos menores

a seis meses. El nivel de educacion vario del 10% al 75% siendo Tehuantepec, el que
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presentd los mayores porcentajes (Tabla 2). Mas del 80% de los encuestados de todas
las comunidades coincidieron en no conocer de la Enfermedad de Chagas, ni que ésta

tuviera relacidon con los triatominos.

Tabla 2. Frecuencia de algunos factores de riesgo para la presencia del triatomino en las

comunidades analizadas.

Factores Tequisistlin ~ S. Mateo  S. M. Ecatepec S. M. Petapa Tehuantepec
% % % % %
Convivencia con el perro 30 22.5 40 37 40
Convivencia con el gato 20 22.5 20 22.2 16
Convivencia con gallinas 40 40 20 14.8 26.6
Lugar donde duermen los animales
Dentro * - 50 - - -
Fuera ** 80 16.6 100 100 100
Establo 20 33.3 - - -

Tipo de vivienda

Choza 40 334 65 85 -
Jacal - 66.6 - 15 -
Casa 60 - 35 - 100

Tiempo construccion vivienda

Menores a 10 anos - 20 - - -
Fisuras
Si 15 75 53.5 88 57.1
No 85 25 46..5 12 42.8
Ventilacion
Mala - 78 25 73 -
Regular 15 22 50 27 85.7
Buena 85 - 25 - 14.2

Fumigacion ***

Si 45 10 - - 35
No 55 90 100 100 65
Nivel de educacion adecuado **** 60 10 25 15 75

* En la habitacion principal (dormitorios).

** En el area peridoméstica.

*#* Se considera como si, aquellas viviendas fumigadas hace menos de seis meses.
*#%* Considerado como aquellos habitantes que sabian leer y escribir.
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Ciclo biolégico

Durante el afio en el que se realizaron las colectas de triatominos, se logrd
monitorear cada cuatro meses la abundancia y los diferentes estadios del insecto en las
comunidades donde fueron colectados (San Mateo del Mar y Tehuantepec), con el fin
de distinguir si existen patrones de estacionalidad relacionados al ciclo biologico de los
triatominos, los resultados obtenidos se muestran en la grafica 2. Como observamos en
la grafica, para la comunidad de San Mateo del Mar, en todos los periodos encontramos
insectos, siendo mas abundantes en el periodo de mayo a agosto con un 38% (57) de los
individuos colectados, ademas de una mayor presencia de ninfas en primer estadio y
adulto. Para los meses de septiembre a diciembre encontramos un aumento en ninfas de
cuarto y quinto estadio, ambas con 17.3% (26) de los individuos colectados, ademas de
un aumento del estadio adulto (20%). Los meses de enero a abril, fueron los menos
abundantes con el 29% (43) de individuos colectados; dentro de estos el segundo
estadio y los adultos fueron los mas abundantes. Estos datos siguieren que
probablemente estos insectos se estén reproduciendo mayoritariamente a principios de
afio en el periodo de enero a abril, de tal manera que encontramos la presencia de ninfas
de primer estadio, alcanzando su mayor abundancia en los meses de mayo a agosto,
correlacionando con el mayor indice de infestacion.

En el caso de Tehuantepec, solo se logré registrar la distribucidon y abundancia
de los triatominos en dos periodos. En estos periodos se observo la mayor abundancia
en los meses de septiembre a diciembre con un 47% (70) de los individuos colectados,
con una incidencia mayoritaria de individuos en quinto estadio y adultos. El periodo de
enero a abril correlaciond con los datos de San Mateo del Mar, en ser los meses con
menos incidencia de triatominos (20 individuos colectados, 13%), sin embargo no se
colectaron tantos ejemplares adultos como en San Mateo del Mar. En estos dos periodos
se encontraron triatominos en estadios adultos; la presencia de ninfas en primer estadio
solo se presento en los meses de enero a abril, sin hallarse en los meses de septiembre a
diciembre, por lo que este ultimo periodo pudiera ser los posibles meses de
reproduccion sin embargo seria necesario colectar en los meses faltantes para poder

tener el registro de todos los periodos del afio.
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Grafica 2. Distribucion y abundancia de triatominos colectados en A) San Mateo del Mar y B) Tehuantepec.
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indices entomolégicos

En la comunidad de Tehuantepec fueron colectados 103 triatominos, todos ellos
se encontraron en el peridomicilio, entre rocas que funcionaban como pequeiias bardas
y entre amontonamientos de tabiques, en tanto, en San Mateo del Mar se encontraron
150 triatominos, los cuales fueron hallados en su totalidad entre las palmas de los
dormitorios, en ambas comunidades se encontraron insectos en todos los estadios
ninfales y adultos, siendo mas abundantes los estadios ninfales (Figura 22). Con los
datos del nimero total de insectos colectados, el nimero de casas revisadas y si el
insecto se encontraba infectado con el parasito, se obtuvieron los indices entomoldgicos

(WHO, 2002) para ambas localidades (Tabla 3).

San Mateo del Mar Tehuantepec

Adultos
(40%)

Adultos
(39%)

N4
(14%)

Figura 22. Distribucion total de las ninfas y los adultos en las comunidades de Tehuantepec y San Mateo
del Mar. Mas del 60% corresponden a estadios ninfales (N1-N5).

Menos del 12% de las casas revisadas en ambas poblaciones se encuentra
infestadas con el insecto, sin embargo para Tehuantepec hay menos insectos por casa
(11 por casa) que en San Mateo del Mar (21 por casa); en ambas comunidades los
indices de colonizacidon son altos, esto es importante ya que nos indica que el insecto
esta efectuando su ciclo de vida en las casas, sin embargo si hay que distinguir que en

Tehuantepec, los insectos se encuentran en el peridomicilio, en tanto que en San Mateo
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del Mar estan en el domicilio. En cuanto a los indices de infeccion con el parasito, se
encontr6 un mayor porcentaje de estos en los insectos colectados en Tehuantepec que

en San Mateo del Mar, siendo este porcentaje de 39.5%.

Tabla 3. Indices entomoldgicos obtenidos en Tehuantepec y San Mateo del Mar.

Indices
Tehuantepec San Mateo del Mar
Indice de infestacion 9.8% (9/92) 11.7 % (7/60)
Indice de hacinamiento 11.4 (103/9) 21.4 (150/7)
Indice de colonizacion 88.8%(8/9) 100% (7/7)
Indice infeccion natural 39.4%(37/94) 2.1% (3/143)
Total de insectos 103 150

Identificacion morfolégica

Las especies de triatominos pueden ser reconocidos cuando estos se encuentran
en estadios adultos y principalmente se emplean las claves morfoldgicas para estos
insectos realizados por Lent & Wygodzinsky (1979). Los triatominos colectados en
estadios adultos fueron revisados empleando esta clave, identificando a la especie
Triatoma phyllosoma como la Unica presente en las dos comunidades (Figura 23). Las

caracteristicas predominantes de esta especie son:

1.- Pronoto completamente negro;

2.- Conexivo negro con manchas amarillentas o naranjas;

3.- Corio predominantemente negro;

4.- Corio con pelos erectos y alargados;

5.- Hemelitros no sobrepasando el VI urotergito;

6.- Region ante-ocular de 2.5 a 2.8 veces mayor que la pos-ocular; segundo segmento

del rostro relativamente corto.
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20mm

Figura 23. Caracteristicas morfologicas importantes de Triatoma phyllosoma. a) Triatoma
phyllosoma; b) Vista del corio; ¢) Pilosidad abundante en el cuerpo; d) Abdomen ancho y alas
cortas.

Analisis genético

Como observamos en la figura 22, mas del 60% de los triatominos colectados se
encuentraron en estadios ninfales, y dado que s6lo pueden ser reconocidos en estadio
adulto, es importante definir que especies son las que se encuentran como ninfas. Para
identificar a las ninfas, empleamos dos marcadores moleculares (ITS-2 y CytB); para
ello escogimos el 10% de las ninfas para cada localidad en donde fueron encontradas,
de tal manera que se analizaron 10 ninfas por localidad, seleccionando dos individuos
por cada estadio ninfal, ademds de algunos ejemplares adultos (Tabla 4).

Adicionalmente incluimos dos individuos de la especie 7. phyllosoma, que habian sido
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colectados en dos comunidades aledafias a las muestreadas (Salina Cruz y Tlacolulita).

Los ejemplares analizados genéticamente, se encuentran descritos en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de los ejemplares genéticamente analizados.

Localidad Identificacion Estadio Sexo
San Mateo del Mar SMMOAXI15 | Adulto Q
SMMOAX54 |Ninfa, ler estadio ¥
SMMOAX145 |Ninfa, ler estadio -
SMMOAX1 Ninfa, 2do estadio -
SMMOAX112 |Ninfa, 2do estadio -
SMMOAX21 |Ninfa, 3er estadio -
SMMOAX90 |Ninfa, 3er estadio -
SMMOAX37 |Ninfa, 4to estadio -
SMMOAX?22 |Ninfa 4to estadio -
SMMOAX23 |Ninfa 5to estadio 3
SMMOAXS80 |Ninfa Stoestadio Q
Tehuantepec TEHOAX1 Adulto Q
TEHOAX4 Adulto Q
TEHOAX28 | Adulto Q
TEHOAX40 |Ninfa, ler estadio -
TEHOAXA41 Ninfa, ler estadio -
TEHOAX45 | Ninfa, 2do estadio -
TEHOAX27 | Ninfa, 2do estadio -
TEHOAX33 |Ninfa, 3er estadio -
TEHOAXS86 |Ninfa, 3er estadio -
TEHOAXS50 | Ninfa, 4to estadio -
TEHOAXSS5 | Ninfa 4to estadio -
TEHOAX25 | Ninfa 5to estadio 34
TEHOAX71 | Ninfa Stoestadio 34
Salina Cruz SCOAXI1 Adulto Q
Tlacolulita TLAOAXI Adulto Q

* En ninfas de ler. a 4to. estadio no se puede determinar el sexo.

Para cada ejemplar, se amplificaron las secuencias para el ITS-2 y el CytB, el
fragmento amplificado para el ITS-2 corresponde a un banda de aproximadamente 900
pares de bases, en tanto que para el CytB fue de 330 pares de bases (Figura 24). Estos

amplificados fueron clonados y mandados a secuenciar.
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900 pb

330 pb

Figura 24. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio para amplificados de ADN de
triatominos. Carriles: 1) Marcador de tamafio; Amplificados para el ITS-2: 2) SMMOAXIS; 3)
SMMOAX21; 4) SMMOAX23; 5) SMMOAX37; Amplificados para el CytB: 6) SMMOAXI15; 7)
SMMOAX21; 8) SMMOAX23; 9) SMMOAX37.

Cada secuencia obtenida, fue comparada con aquellas para triatominos accesadas
en el GenBank (www.genbank.com), todas las secuencias obtenidas para ambas
comunidades y con ambos marcadores, tienen un alto porcentaje de identidad (arriba del
98%) con la especie T. phyllosoma, lo que correlaciona con haber identificado a la
misma especie en estadio adulto. Por lo que las ninfas analizadas y los adultos

predominantemente pertenecen a esta especie.

Por otro lado, se encontraron dos ejemplares (SMMOAX21 y SMMOAX37) que
cuando se analizaron sus secuencias para el gen de CytB, estas se asemejaban mas a la
especie T. picturata, sin embargo sus secuencias con el ITS-2 eran 100% idénticas a la
especie 1. phyllosoma. Estos resultados fueron corroborados revisando mas clonas con
ambos marcadores; en el caso del ITS-2 las tres clonas analizadas para los dos
ejemplares siempre presentaban altos porcentajes de identidad con la especie T.
phyllosoma, en tanto que las clonas analizadas para el CytB tuvieron una proporcion de

1:2 con respecto a la especie T. picturata.
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Variacion intra-especifica

La variacion intra-especifica nos permite conocer qué tanta variacion existe entre
individuos de la misma especie. Para ambos marcadores, los porcentajes de variacion
encontrados para todos los individuos analizados fue menor al 2% entre ellos y también
al compararlos con las secuencias reportadas en el GenBank para la especie T.
phyllosoma. Hay que hacer notar sin embargo que en el caso particular del fragmento
del CytB se encontraron dos clonas para el individuo SMMOAX37 y una clona para el
individuo SMMOAX21 que presentaron porcentajes de identidad del 85% con la
especie T. phyllosoma.

Con las secuencias obtenidas para la identificacion genética, se construyd una
matriz de distancias utilizando las distancias de Kimura 2 parametros (Tabla 5). Como
observamos en la tabla los individuos de ambas comunidades presentan distancias
genéticas muy pequefias; en el caso del las secuencias del ITS-2 no sobrepasan el 0.01,

en tanto que para el CytB van del 0.02 al 0.2.
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Tabla 5. Matriz de distancias para los individuos de San Mateo del Mar y Tehuantepec. Por arriba de la diagonal se presentan las distancias
obtenidas con las secuencias del ITS-2, por debajo se encuentra las de CytB.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14J 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1SCOAX1 000 000 000 000 0060 000 001 000 000 001 000 001 000 000 001 000 000 001 001 001 001 0000100
2SMMOAX1 002 000 000 000 00CO 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.01 001 000001004
3lsMMoAx15,54,80, 0.02) 0.00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 001 001 001 000boi004
4SMMOAX21 002 000 000 000 000 000 001 000 000 001 000 001 000 000 001 000 000 001 001 001 000 000uoi100
5SMMOAX22 002 001 000 0.00 000 000 000 000 000 00CO| 000 000 000 000 000 000 000 000 001 001 000 000po1004
6SMMOAX23 002 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 001 001 000 000p01004
7SMMOAX37 000 002 002 002 002 000 000 000 000 00CO 000 000 000 000 000 000 00O 000 001 001 0060 000p01004
28SMMOAX90 002 000 000 000 000 0060 002 000 000 001 000 001 000 000 001 000 000 001 001 001 000 00000100
MMOAX112 | 0.00] 002 002 002 002 002 000 002 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 001 001 000 0.00p01004
10SMMOAX145 | 0.02) 000 000 000 000 000 002 000 002 001 000 000 000 000 000 000 000 000 001 001 000 000boioos
11TEHOAX1 002 000 000 0.00 000 000 002 000 002 0.00 0.00 001 000 0.00 0.01 000 000 0.01 ©0.01 001 0060 0.00b01004
12TEHOAX4.3341 | 0.02) 000 000 000 000 000 002 | 000 002 ©C00 0.00 000 000 000 000 000/ 000 000 001 001 000 0.00p01004
13TEHOAX25 000 002 002 002 002 020 000 002 000 0.02 002 0.02 000 000 001 000 000 001 001 0.01 0.00[ 0.00p01004
1ATEHOAX27 002 001 000 000 001 003 002 000 002 000 0.00] 000 002 000 000 000 000 000 001 001 000 0.00boio0s
15TEHOAX28 002 000 000 000 000 000 002 000 002 000 000 000 002 000 000 000 000 000 001 001 000 000po1004
16TEHOAX40 002 000 000 000 000 000 002 000 002 000 000 000 002 000 000 0.00 000 0.00 0©0.01 001 0060 0.00b01004
17TEHOAX45 003 002 002 002 002 016 003 002 003 002 002 002 004 002 0.02 002 000 0.00] 001 001 0080 0.00p02005
18TEHOAX50 0062 000 000 000 000 000 002 000 002 000 000 000 002 000 000 000 0.02 0.00, 0.01 0.01] 0.00 0.00p01.004
19TEHOAX55 002 001 000 000 0.01 003 002 000 002 0.00 0.00 000 002 001 000 000 0©0.02 0.00 0.01 0.01] 0.00] 0.00poioos
20TEHOAXT1 0062 000 000 000 0.00 000 002 000 002 000 000 000 002 000 000 000 002 000 000 0.01 0.01] 0.01po1004
21TEHOAXS86 001 003 003 026 0.00 026 001 003 001 0.03 003 003 001 003 003 003 0.04 003 003 003 0.01 0.01p01004
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Estas distancias van aumentando cuando se comparan con el resto de las
especies del C. Phyllosoma. Se obtuvo el promedio de las distancias de las especies
pertenecientes a este complejo con respecto a resto de los individuos analizados y se
generd un intervalo, que en el caso de las secuencias obtenidas con el CytB fue entre

0.11 y 0.15, en tanto que para el ITS-2 fue de 0.01 a 0.04.

Con los resultados obtenidos en el Modeltest se corrieron andlisis filogenéticos
en los programas PAUP y Mr. Bayes, empleando para ambos marcadores a la especie 7.
infestans como grupo externo. Las topologias obtenidas para ambos analisis son
similares, por lo que s6lo se muestran los arboles obtenidos con el programa Mr. Bayes
(figura 25).

En el arbol obtenido con las secuencias del CytB la mayoria de los individuos
analizados se agrupan dentro del clado que incluye a la especie 7. phyllosoma; dentro
de este clado podemos distinguir a dos grupos, el primero incluye 6 individuos
analizados, en tanto que el segundo tiene al resto. Existen clonas de dos individuos que

se encuentran agrupados con la especie 7. picturata.

Para el arbol obtenido con las secuencias del ITS-2, se observa so6lo un clado de
los individuos analizados, agrupandose con la especie 7. phyllosoma. Interesantemente,
el individuo TEHOAXS86 se ubica dentro del clado que agrupa al resto de las especies
pertenecientes al complejo Phyllosoma a diferencia de la secuencia del mismo

individuo con el CytB, con el cual no observamos esta agrupacion.
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Figura 25. Filogramas obtenidos para las secuencias del CytB (izquierda) y del ITS-2 (derecha). Los arboles fueron construidos con el modelo de
evolucion HKY en el programa Mr. Bayes. Los valores en los nodos representa la probabilidad posterior.
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DISCUSION

El Istmo de Tehuantepec, es una de las regiones mas grandes del estado de
Oaxaca; recientemente se ha descrito la presencia de tres especies de triatominos en la
zona: T. dimidiata, T. mazzottii y T. phyllosoma (Ramsey et al., 2000), sin embargo los
estudios mas detallados acerca del lugar de establecimiento, su cercania con la vivienda
humana y sus porcentajes de infeccion no han sido analizadas. Ademdas de estos
reportes, se cuenta con un estudio serologico, encontrando un 87.5 % de pacientes
positivos a los anticuerpos contra 7. cruzi (Reyes et al., 2001). Por lo que la basqueda
de triatominos en cinco comunidades de la regidén asi como la determinacion de

parametros entomologicos y su correcta clasificacion fue el objeto del presente trabajo.

Al analizar las cinco comunidades, Magdalena Tequisistlan y San Miguel
Ecatepec son dos de las tres en donde no se encontraron triatominos; estas comunidades
pertenecen al mismo municipio. En ambas, pocos habitantes reconocieron de manera
correcta al insecto, y pocos las ubicaban en sus sembradios. Esto ultimo se correlaciono
con haber encontrado un ejemplar de la especie 7. phyllosoma en una comunidad que se
encuentra entre estas dos (Tlacolulita), el insecto fue hallado en un sembradio, el duefo
informd que tampoco lo ha observado en su vivienda como lo reportaron los habitantes
de las otras dos comunidades, sino que son frecuentes en su sembradio y cerca de los
animales que se quedan en estos lugares. En estos municipios, es importante realizar
colectas en zonas silvestres y un andlisis de las probables barreras que pudieran estar
impidiendo el paso de los insectos a las viviendas humanas; por ejemplo, en nuestras
visitas a estas comunidades, pudimos notar la presencia de un rio que pudiera ser
considerado una barrera geografica, ya que la mayoria de los sembradios se ubicaban
pasando éste.

Otra comunidad muestreada en la que no se hallaron triatominos fue Santa Maria
Petapa. Probablemente en esta comunidad, los triatominos se encuentren habitando las
zonas silvestres, de tal manera que no tengan la necesidad de ingresar a las viviendas.
Esto puede ser posible ya que en los alrededores de la comunidad los habitantes

reportan la presencia de animales silvestres que pudieran funcionar como sus
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principales fuentes de alimento. Por otro lado, pocos habitantes tienen animales en sus
sembradios lo que pudiera estar influenciando el no haberlas visto en estos lugares. La
ausencia de insectos en estas tres comunidades fue confirmada por comunicacién
personal con los encargados de vectores de la Jurisdiccion Sanitaria No. 2 del Istmo, los
cuales tampoco tienen datos de triatominos en estas comunidades.

San Mateo del Mar y Tehuantepec fueron las comunidades en las que se
encontraron triatominos. A pesar que estas comunidades son aledafias a aquellas en
donde no se encontraron triatominos, se ha reportado que en buisquedas activas de estos
insectos por personal experimentado, han encontrado comunidades vecinas en donde
en una encuentran triatominos y en la otra no (Magallon-Gastélum et al., 2006). San
Mateo del Mar presenta mas del 80% de sus viviendas construidas de palma, la cual
funciona como la habitacion principal y en las cudles se encontraron a todos los
triatominos, teniendo en este tipo de viviendas un excelente refugio que los aisla de
depredadores y les asegura la alimentacion, ademds de que se establece una estrecha
relacion con el humano. Las casas en las que se encontraron triatominos se encuentran
ubicadas en una colonia de reciente formacion y en la que los habitantes han tenido que
talar arboles para la construcciéon de sus viviendas; esto es interesante ya que los
pobladores refieren que hace aproximadamente 12 anos hubo una campafia intensa de
fumigacion contra los mosquitos que transmiten el dengue, lo que afecté de manera
indirecta a los triatominos, a partir de esta fecha las poblaciones de estos insectos se
vieron disminuidas, de tal manera que actualmente los habitantes los ven de manera
escasa en sus hogares.

Tehuantepec, es la cabecera municipal y una de las comunidades mas grandes de
la region; la mayoria de las viviendas se encuentran construidas de concreto y en
términos generales las construcciones se encuentran en buen estado. Las casas en donde
se encontraron triatominos se encuentran ubicadas en la periferia de la comunidad. En
esta poblacion, los insectos no han llegado a invadir viviendas en el centro de la misma,
lo que probablemente este correlacionado con la cercania a la zonas silvestres de las

viviendas que se encuentran en los alrededores.
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En la comunidad de San Mateo del Mar, los triatominos se encontraron en su
totalidad dentro del domicilio, a diferencia de Tehuantepec, en la cual estaba en el
peridomicilio. Reportes del habitat de la especie encontrada en estas localidades (7.
phyllosoma) no existen, sin embargo se tienen datos para otras especies relacionadas a
ésta. Por ejemplo, 7. longipennis se ha encontrado asociada al peridomicilio (69.2%), y
en menor proporcion al domicilio (27.8%) en el estado de Nayarit (Martinez-Ibarra et
al., 2001), datos similares fueron obtenidos por otro grupo, para esta especie en el
mismo estado (Magallon-Gastélum et al. 2001). La especie T. picturata a diferencia de
T. longipennis se a colectado mas en el domicilio (58.1%) que en el peridomicilio
(41.9%); los triatominos colectados en estos dos tipos de habitat se encuentran
asociados en el peridomicilio a corrales de gallinas y cerdos, en tanto que dentro de la
casa se han encontrado en las paredes y en las camas (Martinez-Ibarra ef al., 2001). Por
otro lado, también existen especies que escasamente se encuentran asociadas a la
vivienda, por ejemplo, 7. dimidiata en la peninsula de Yucatan (Dumontiel et al.,
2002). Sin embargo, también se ha observado que dependiendo de la zona de estudio el
comportamiento de cada especie puede variar, en el caso de 7. dimidiata se ha
colectado principalmente en areas silvestres y peridomésticas en la peninsula de
Yucatdn (Dumontiel et al., 2004), sin embargo en el estado de Veracruz se ha
encontrado asociada al domicilio (datos no publicados). Por lo que es importante
destacar que por primera vez se describe que 7. phyllosoma es una especie que tiene la
capacidad de invadir y realizar su ciclo de vida en las viviendas humanas (tanto dentro

de ellas como en sus alrededores).

Se han reportado multiples factores asociados a la presencia del insecto y por lo
tanto al riesgo de transmision de 7. cruzi, principalmente en estudios realizados en
Sudamérica. Por ejemplo, la presencia del triatomino en el domicilio y el peridomicilio,
el tipo de vivienda y los posibles refugios del insecto dentro de ellas (pared, techo,
grietas), la presencia de animales domésticos, el desorden y la falta de limpieza en las
viviendas, entre otros (Schofield, 1985; Sanmartino & Crocco, 2000; WHO, 2002). En

estudios realizados en México, se reportan factores similares a los ya mencionados,
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ademas de otros, por ejemplo, el tiempo de construccion de la vivienda, la iluminacion
y ventilacion de las casas, la convivencia de la poblacion humana con los animales
domésticos y el grado de escolaridad (Ramsey et al., 2005; Segura et al., 2005). Al
parecer estos factores facilitan la infestacion y permanencia de los triatominos en las
viviendas y aumentan la relacion humano-vector. Otro factor es la convivencia con los
animales domésticos, ya que representan una fuente de alimento para los insectos. En
las comunidades estudiadas con triatominos, existian un gran nimero y variedad de
estos animales y ademas la convivencia era muy cercana a la poblacion humana, ya que
en muchos casos los animales se refugian dentro de las casas.

Por otro lado, se ha asociado la Enfermedad de Chagas a viviendas de tipo rural
como idoneas para el establecimiento del insecto, sin embargo existen reportes de
ciudades en las cuales el tipo de vivienda es de buena calidad de construccion y en las
cudles se encuentran los insectos (Ramsey et al., 2005). En nuestro estudio, tanto en
viviendas rurales como en aquellas consideradas urbanas, asi como con buena o mala
ventilacion e iluminacion, se encontraron triatominos. Por lo que en este caso, el tipo de
vivienda no determinaria la presencia del insecto. Sin embargo, en las que si, el tipo de
material de construccion podria ser un factor importante para la presencia de los
triatominos domiciliados, ya que la palma favorecié la domiciliacion del triatomino en
San Mateo del Mar.

Otro factor que se asocia a la vivienda, es el tiempo de haber sido construida
estd, considerando una mayor incidencia de triatominos en casas menores a siete afios
de edificacion (Ramsey et al., 2005); s6lo las viviendas en San Mateo del Mar
infestadas con triatominos tienen aproximadamente 5 + 1 afios de haberse establecido,
lo que correlaciona con este factor; sin embargo, en Tehuantepec esta caracteristica no
parece estar influenciando la presencia de los insectos, ya que las viviendas tienen mas
de 10 afios de construccidon. Sin embargo, la ubicacion de las casas con triatominos fue
una caracteristica que pareciera estar determinando la presencia del insecto en las
comunidades donde fueron hallados, ya que en ambas, las casas se encontraron en la

periferia de las comunidades y en areas muy cercanas a zonas silvestres. Estos
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resultados sugieren la correlacion del ambiente silvestre y los animales que en el
habitan con la presencia de triatominos en casas que presentan cercania a este ambiente.

La escolaridad es un factor que se ha asociado a la cultura médica en una
poblacion, pues se considera que a mayor escolaridad, mayor probabilidad existe de
tener informacion para el mejor cuidado de la salud, del entorno y viceversa
(Sanmartino & Crocco, 2000; Segura et al., 2005).

Con los resultados anteriores, no pudimos establecer factores generales que
pudieran determinar la presencia del triatomino en las localidades. Sin embargo, si se
puede establecer caracteristicas particulares en las localidades en las que fueron
encontrados los insectos (tipo de vivienda, la cercania con animales domésticos, etc).
Esto sugiere que la presencia de los triatominos requiere de la interaccion de multiples
factores, ya que no so6lo factores socioecondmicos particulares sino que también los
factores ambientales podrian estar favoreciendo la presencia de estos insectos en las

viviendas.

Con respecto a los indices entomoldgicos, pocas evaluaciones se han realizado
en México, sobretodo que incluyan un apropiado muestreo, los cuales serian
importantes en el conocimiento de las caracteristicas epidemioldgicas de la Enfermedad
de Chagas (Ramsey et al., 2005; Magallon-Gastélum et al., 2006).

En nuestro analisis, se encontraron bajos porcentajes de infestacion en ambas
comunidades (<12%), estos datos contrastan con los de otras especies de triatominos, en
donde estos porcentajes son altos, por ejemplo para la especie 7. pallidipennis en
Chalcatzingo (Morelos) el porcentaje de infestacion fue de 28.4% (Enger et al., 2004),
en tanto que para 7. longipennis en el municipio de Cuxpala (Zacatecas) sus porcentajes
eran superiores al 40% (Magallon-Gastelim et al., 2006).

Escasos reportes se tienen en cuanto al indice de hacinamiento de triatominos en
Meéxico, en el caso de T. longipennis se encontraron 28.3 triatominos por casa, en tanto
que para 7. barberi fue de 7.5 (Magallon-Gastélum et al., 2006; Breniere et al., 2007).
En la comunidad de San Mateo del Mar, mas insectos se observaron en las viviendas

que en Tehuantepec (21.4 y 11.4 respectivamente), lo que perjudica de manera directa a
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los pobladores ya que hay mas posibilidad en San Mateo del Mar de infeccidon por este
insecto. Si estos resultados se correlacionan con los indices de colonizacion obtenidos
resulta importante, ya que observamos 100% de colonizacion en San Mateo del Mar,
esto es, existen mas insectos por casa y todos se encuentran realizando su ciclo de vida
en la vivienda. A nivel epidemiologico esto es un factor muy importante ya que
establece una relacion mas estrecha entre los insectos y el hombre. Asociado a esto,
existen algunos reportes es los cuales se trata de hacer una correlacion entre el tipo de
vivienda y los porcentajes de colonizacidén (Cerece et al., 2002), sin embargo, en este
estudio, el tipo de construccion en ambas localidades es diferente, encontrando
viviendas de palma en una y de concreto en la otra, localizando insectos en ambas, por
lo que en este caso no existiria una correlacion entre el tipo de construccion y la
presencia del insecto.

Por otro lado, destaca que los porcentajes de infeccion natural con 7. cruzi sean
bajos para San Mateo del Mar (2.1%) y altos para Tehuantepec (39.4%). En el caso de
Tehuantepec, estos porcentajes son altos comparandolos con los resultados obtenidos:
1) para diferentes especies de triatominos en Oaxaca, por ejemplo Vidal-Acosta y
colaboradores (2000) reportaron porcentajes de infeccion que van del 4.1 al 9.1%; 2)
con otras especies en otros estados, para 7. dimidiata en la peninsula de Yucatan fue de
34% (Dumontiel et al., 2002), para T. longipennis en Colima de 33.3% (Espinoza-
Gomez et al., 2002); 3) o similares a los reportados para 7. infestans, principal vector
domiciliado en Sudamérica (WHO, 2002; Gurtler et al., 1998). Algunos estudios de
caracter epidemioldgico han demostrado que en las zonas donde predominan vectores
con un comportamiento ornitofilico la prevalencia de la infeccion con el pardsito en
humanos, asi como las manifestaciones clinicas de la enfermedad tienden a ser minimas
(Calderén-Arguedas et al., 2003), por lo que los bajos porcentajes de infeccion
encontrados en San Mateo del Mar podrian deberse a la presencia de gallinas como
fuente de alimento, los cuales se encuentran en todas las casas con triatominos. Se ha
descrito que los Unicos animales que no se infectan con el pardsito son las aves
(DaMatta et al., 2000; Teixeira et al., 2006), las cuales podrian estar funcionando como

una barrera natural para detener la infeccion a los humanos; en el caso de Tehuantepec,
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en las casas donde se encontraron a los insectos no existian gallinas, pero si la presencia
de otro tipo de animales domésticos como los perros y gatos que son susceptibles a la
infeccion. Resultaria interesante analizar la procedencia de la fuente de alimentacion del
insecto en ambas comunidades para poder determinar si esto es lo que esta

influenciando los bajos porcentajes de infeccion.

De todos los triatominos capturados, la tnica especie encontrada en estadio
adulto asi como las ninfas analizadas genéticamente pertenecen a la especie T.
phyllosoma (Burmeister, 1935). Esta especie ha sido reportada en los estados de
Guanajuato, Oaxaca, Nayarit y Jalisco (Lent y Wygodzinsky, 1979; Zarate y Zarate,
1985; Cortés-Jiménez ef al., 1996; Magallon-Gastélum et al., 1998; Vidal-Acosta ef al.,
2000; Ramsey et al., 2000), sin embargo Zarate y Zarate (1985) consideran que esta
especie sensu stricto so6lo se encuentra en el estado de Oaxaca, datos que se ven
correlacionados con la ausencia de reportes de la presencia de esta especie en otros
estados de la Republica. 7. phyllosoma fue encontrada a nivel del mar (San Mateo del
Mar), a 100 metros (Tehuantepec) y a 700 (Tlacolulita), lo que concuerda con lo
reportado acerca del intervalo de altitudes para esta especie que va de 0 metros hasta los
1200 m.s.n.m. (Jurberg et al., 1996; Ramsey et al., 2000).

Es interesante destacar que en este trabajo solo se encontrd a esta especie, la cual
al parecer se encuentra distribuida de forma limitada aun en el estado de Oaxaca, y al
parecer confinada a la region de la costa; datos similares fueron reportados por Ramsey
y colaboradores (2000), empleando programas computacionales en los que se tomaron
caracteristicas ambientales para predecir la distribucion potencial de la especie en el
estado (precipitacion, altitud y temperatura); sin embargo la probable distribucion de 7.
phyllosoma en Oaxaca también abarca parte de la zona central del estado, las cuales
comparten ciertas caracteristicas ambiental de los lugares de colecta de la especie pero
que no se tienen datos de su presencia. Dado que al parecer esta especie esta poco
distribuida seria interesante seguir las colectas de campo a lo largo de la costa

oaxaquefia y verificar hasta donde llega su distribucion hacia el estado de Guerrero.
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Los analisis genéticos nos permiten conocer la variacién existente entre los
individuos de una misma especie y entre especies, asi como sus relaciones filogenéticas.
Analisis de las variaciones intra-especificas en triatominos, empleando al ITS-2 y al
CytB como marcadores moleculares son escasos, particularmente con especies
mexicanas. Por ejemplo, con el CytB, se analizaron poblaciones de 7. recurva y T.
rubida de diferentes comunidades del norte de México y sur de Estados Unidos de
Norteamérica, para 7. rubida se lograron obtener clados que separaban a los individuos
distribuidos en México de los del sur de EUA; datos similares fueron obtenidos con la
especie T. recurva (Pfeiler et al., 2006). Para el ITS-2, se ha analizado poblaciones de
T. dimidiata del estado de Campeche, logrando diferenciar a los individuos
provenientes de zonas selvaticas de aquellos que se encuentran en dreas no selvaticas
(Tamay-Segovia ef al., aceptado).

En nuestro analisis, la variacion intra-especifica observada con el ITS-2, entre
las dos poblaciones de triatominos (San Mateo del Mar y Tehuantepec) y los ejemplares
de Tlacolulita y Salina Cruz no sobrepasan el 1%, lo que correlacion6 con la variacién
esperada para individuos de la misma especie empleando este marcador (Villalobos,
2005; Martinez et al., 2006). En el caso del CytB estas variaciones fueron menores al
4%, resultados que también han sido reportados para este marcador (Martinez et al.,
2006). Estos datos, nos indican la poca variacion existente entre estas poblaciones, las
cuales podrian deberse a la cercania entre las comunidades, ya que Tehuantepec de San
Mateo del Mar se encuentra a aproximadamente 30 km. de distancia, en tanto que de
estas a Tlacolulita la distancia es de aproximadamente 80 km. Estos datos podrian
correlacionarse con los resultados obtenidos entre individuos de la especie
Panstrongylus rufotuberculatus de Ecuador y Colombia, en los cuales solo se
encontraron cuatro nucleotidos diferentes: dos mutaciones (una transicion A/G y una
transversion T/A) y en el tamafo de un microsatélite que corresponden a la insercion de
dos bases, el de Ecuador tenia (AT)s y el de Colombia (AT)s; sin embargo, estas
diferencias no son mayores del 1% y no logra separarlas, independientemente que las
distancias geograficas sean aun mayores a los de las comunidades analizadas en este

estudio (Marcilla et al., 2002).
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Cuando se realizd la construccion del filograma para las poblaciones analizadas
se utilizaron dos modelos de evolucion para poder correlacionar las topologias
obtenidas. Los arboles generados con los dos marcadores presentaron la misma
topologia, es decir, la distribucion de los diferentes grupos de especies fueron similares.
Se encontré un clado que incluia a todos los individuos analizados genéticamente, los
cuales se encontraron relacionados a la especie 7. phyllosoma (clado Phyllosoma), 1o
cual concuerda con las identificaciones de las ninfas y los adultos, asi como con las
distancias tan cortas observadas.

En el arbol generado con las secuencias del CytB, el clado Phyllosoma se
encuentra a su vez dividido en dos clados, uno de ellos se encuentra conformado por
seis individuos que representan a todas las comunidades analizadas; el otro clado
incluye al resto de ellos; no se encontré alguna relacion bioldgica que pudiera estar
separando a los individuos del subclado I del II, como por ejemplo, similitudes en el
sitio de colecta, el estadio en el que se encontraron o el tipo de habitat. El individuo
TLAOAXI es el que se encuentra mas alejado del resto de los individuos dentro del
clado Phyllosoma, éste individuo fue colectado en habitat silvestre y en una comunidad
alejada de las otras, por lo que su posicion en el filograma puede reflejar estas
diferencias. Seria necesario realizar analisis poblacionales, incluyendo a mas individuos
de las otras localidades, con el fin de determinar las tasas de migracion y el
establecimiento de alelos similares en diferentes poblaciones. Por otro lado, dentro de
este mismo arbol observamos la presencia de clonas de dos individuos que no se
agruparon dentro del clado de la especie T. phyllosoma, sino que se encontraron junto a
la especie T. picturata. Estos resultados son interesantes ya que estan reflejando la
variabilidad que presenta este marcador; actualmente nuestro grupo de trabajo investiga
las causas relacionadas a estas variaciones dentro del CytB.

En el caso del arbol generado con las secuencias del ITS-2 no se encontraron
subdivisiones, observandose un solo clado para todos los individuos analizados , siendo
este clado al que agrupa a la especie 7. phyllosoma. S6lo el individuo TEHOAXS86 se
agrupa con el resto de las especies que integran al complejo Phyllosoma; es importante

considerar que ya se han realizado analisis de las especies de este complejo empleando
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los mismos marcadores utilizados en nuestro analisis, observando que el arbol generado
con las secuencias del ITS-2 no logro separar a todas las especies del complejo. Por
ejemplo, 7. bassolsae no se diferencia genéticamente de 7. pallidipennis, en tanto que
T. phyllosoma no se separ6d de T. mazzotti (Martinez et al., 2006). Por lo anterior, el
individuo TEHOAXS86 podria reflejar la cercania filogenética que presenta este grupo,
ademas de la presencia de la especie 7. mazzotti dentro del clado donde se encuentran la
mayoria de las secuencias analizadas. Se sabe que el tipo de evolucién reflejado por el
ITS-2 y el CytB es diferente. Se ha descrito que la tasa de mutacién de los genes
mitocondriales es mas alta que la de los genes nucleares (en una proporcién de 10
mutaciones porcada una en el nucleo; Brown et al., 1982); siendo mas claro el proceso
de divergencia en aquellas especies muy relacionadas filogenéticamente. En este caso,
seria adecuado analizar estos resultados con otros marcadores moleculares para tratar de
tener mas herramientas informativas de la evolucion no soélo de 7. phyllosoma sino

también del resto de las especies del complejo Phyllosoma.

Un aporte importante de este trabajo fue el emplear marcadores moleculares en
la identificacion de especies en estadios ninfales; como ya se menciond, no existen
claves morfoldgicas que nos ayuden a diferenciarlas. La identificacion de estos estadios
es importante, ya que cuando hay especies en simpatria es dificil determinar cudl es la
predominante, asi como asignar el status de especie, hay que considerar que en muchos
reportes de colectas de campo (Vidal-Acosta et al., 2000; Flores, 2001) incluido este,
mas del 60% de los individuos colectados se encuentran en estos estadios, es por ello
que la busqueda de alternativas para su identificacion se hace necesaria. La propuesta
de realizar las identificaciones con marcadores moleculares resulta ser una buena
alternativa, ya que como observamos en este trabajo, los marcadores empleados dieron
una buena resolucién en la identificacion de especies.

Es importante mencionar que en México se cuentan con pocos estudios
poblacionales, por lo que resulta dificil tratar de correlacionar nuestros resultados con
otras especies mexicanas; por otro lado, 7. phyllosoma pertenece al C. Phyllosoma, un

grupo de especies endémicas del pais, a los cuales se ha propuesto considerarlas como
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una sola, lo que hace mas interesante analizar mas poblaciones de esta especie y poder
determinar si existen diferencias poblacionales, lo que contribuiria al conocimiento de
este importante grupo de especies.

Finalmente, nuestro pais alberga una alta diversidad de triatominos, por lo que
los estudios enfocados al conocimiento bioldgico de estos insectos de forma sistematica
y localizada son de gran ayuda para poder conocer las distribuciones, el tipo de habitat
al que se encuentran relacionados y la relacion que establecen con el ambiente humano,
con el fin de establecer buenas medidas de control bioldgico enfocados a cortar la

transmision de T. cruzi.
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CONCLUSIONES

1.- Se analizaron cinco comunidades de la regién del Istmo de Tehuantepec en busca de

triatominos, encontrdndolos s6lo en dos de ellas: San Mateo del Mar y Tehuantepec.
2.- La ausencia de triatominos en el resto de las comunidades podria deberse a ciertas
barreras geogréficas o conductuales del insecto que determinan su presencia s6lo en

zonas silvestres.

3.- Bajos porcentajes de colonizacion fueron encontrados en Tehuantepec y San Mateo

del Mar.

4.- Altos porcentajes de infeccién fueron obtenidos en triatominos colectados en

Tehuantepec, a diferencia de los bajos porcentajes encontrados en San Mateo del Mar.

5.- No se logro determinar factores de riesgo generales que pudieran determinar el

establecimiento de los triatominos en las comunidades.

6.- La unica especie encontrada en las comunidades analizadas fue Triatoma

phyllosoma.

7.- Empleando marcadores moleculares se logré identificar por primera vez a

triatominos en estadios ninfales.

8.- Existe una gran homogeneidad genética entre los individuos de las poblaciones

analizadas.
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PERSPECTIVAS

1. Realizar colectas de campo en la regién del Istmo, principalmente a los largo de
la costa oaxaqueia dirigiéndose hacia el estado de Guerrero, con el fin de tratar

de delimitar la distribucién de la especie T. phyllosoma.

2. Evaluar la presencia de triatominos en zonas silvestres cercanas a comunidades
en donde no se encontraron a estos insectos, para determinar factores

involucrados en la restriccion de su entrada a las viviendas.
3. Determinar las fuentes de alimento de los triatominos para poder correlacionar
los bajos porcentajes de infeccion encontrados en la comunidad de San Mateo

del Mar.

4. Realizar estudios poblaciones con la especie T. phyllosoma para determinar si

existe divergencia entre ellas.

5. Con los resultados de todas las evaluaciones anteriores, proponer medidas de

control de estos insectos en las comunidades.
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ANEXOS

ANEXO 1. Cuestionario aplicado a los habitantes de las comunidades analizadas.
CHAGAS CAP, ENCUESTA POBLACIONAL

Numero Identificacion: I I1 I T I

st s sk sfe sk sk sk s st st sfe sk s sk sk sk s sk st st s sfe sk sk sk sk sk st st sl sk sfe sk sk sk sie st sfe sk sl sk sk sk s sie st sfe s sl sk sk sk stk st st sk sk sl sk skoskeskeokeoskeoskosk

Entrevistador : ....ooovveiinnieeeeeeeeeees Traductor: ....covvveiieeie i,
1. Localidad : 2. Fecha de la Entrevista :

3. Hora de comenzar : 4. Hora de terminar :

5. Resultado de entrevista: 1 Completa U Incompleta

sk sk seosk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk seoske sk sk sk sk sk sk sk sk sk s ke sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk seoske sk sk sk sk sk sk s sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sksk
INFORMACION GENERAL

6. Edad : L I I 1 UN/C UN/s

7. Sexo : U Masculino 1 Femenino

8. Ha vivido aqui su familia durante los ltimos 10 afios?
U No QSi UN/C O N/S

skskoskockskskoskskskskoskskskoskskskoskskoskoskskosk ks sk sksko sk sksko sk sk sk sk sk sk sk sk ks sk sk sk sk ks sk ks sk ks sk ks sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk
NIVEL DE PREPARACION Y EDUCACION :
9. Idiomas que habla 9.Espaiiol U No aSi

9.0tro U No aSi

10. Capacidad para lectura WNolee WSilee UWN/C UON/S

10. Espaifiol U No QSi
10. Otro U No QSi
11. Educacion U Ninguna
Primaria U Incompleta U Completa
Secundaria U Incompleta U Completa
Preparatoria/ carrera técnica W Incompleta U Completa
Universidad U Incompleta U Completa
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sk st sk st sk sk sk sk sk skt sk sk sk sk skt s sk sk sk skt s skeosk sk sk skt s skosk skt skt sk skosk skt skt sk stk sk skt sk skosk skt skt sk skok skok skok

CONDICIONES DE VIDA Y VIVIENDA :

12. Personas viviendo en la casa U N/C UN/S

13. Menores de 13 aN/C UN/S
14. Fuente de electricidad : UNo USi UN/C UN/S
15. Fuente de agua : U Rio W Pozo U Recoleccion agua lluvia
U Agua entubada UN/C aN/sS

16. En ocasiones, ;alguien de la casa duerme en el monte?
U No a Si U N/C QN/S

st sfe sk sfe sk sk sk s st st sfe sk s sk sk sk s sk st st sfe sk sk sk sk sk sk sie st sl sk s sk sk sk sie st s sk sfe sk sk sk s sie st st s sk sk sk sk stk st st sk sk sk sk skoskeskeokeoskoskosk

CONTACTO CON ANIMALES DOMESTICOS O SILVESTRES :

17. ;Cuaéles de los siguientes animales tienen ustedes? :

Gatos ONo QsSi aN/C aN/s Ovejas ONo 0OSi 4AN/C 4aN/s
Perros UNo QSi UN/C anN/s Puercos UNo QSi WN/C UWN/S
Cabras ONo QsSi aN/C aN/s Conejos ONo 0OSi 4AN/C 4aN/s
Vacas UNo dSi UWN/C UN/s Caballos UNo QSi ONC UdN/S
Gallinas UNo OSi UN/C anN/s

Otros:

(***Si no tiene animales domésticos pase a la 19)
18. ;Entran algunos de estos animales a la casa?

4 No Q Si UN/C UN/S

19. Ha visto usted los siguientes animales alrededor de la casa?
Tlacuache UNo OSi UQN/C U N/S
Murciélagos WNo WSi UWN/C U N/S
Jabali UNo USi UN/C U N/S
Rata, raton UNo OSi QAN/C QN/S

19 Otros:

sk sk sk sfe sk st sk sk sk sk sk s sk sk sk sk sk sk skt sie sk sk sk sk sk sie sk sk sk sk sie sk sk st sie sk sk sk sie skt sk skeoskoskoskokeskokesikokosk

TRIATOMINOS /CHINCHES:

20. ;Hay chinches hociconas/besuconas en su casa ?
(muestre la tarjeta con los insectos)
U No
U Si, pero identifica la chinche incorrecta
USi, identifica la chinche correcta
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21. ;Cuando vio la chinche por udltima vez?
U Nunca (Pase a la 24)
U En las dltimas 24 horas
U No en las dltimas 24 horas pero si en los dltimos 7 dias
U No en los dltimos 7 dias pero si en los tltimos 30 dias
U No en los dltimos 30 dias pero si en el dltimo afio
U Desde hace mas de 1 afio
U N/C (Pase ala 24)
U N/S (Pase a la 24)

22. (En donde la vié?

23. ;Ha tratado usted de eliminar las chinches?
U No (especificar abajo, en el cuadro correspondiente)

23. Anotar por qué no se ha tomado una accion para eliminar a la chinche

USi (especificar abajo, en el cuadro correspondiente)

23. Descripcion de método utilizado para eliminar la chinche:

24. ;Ha sido usted picado por la chinche?

U No, nunca Q Si, algunas veces U Si, frecuentemente
WU N/C U N/S

25. ;Conoce usted alguna manera de evitar que la chinche le pique ?

U No,
USi, especifique:

26. (Ha recibido usted informacion/mensajes acerca de la chinche ?

U No (Pase ala 29) QSi U N/C U N/S

27. (Puede usted especificar de donde obtuvo usted esta informacion/mensajes?
Television
Radio

Comunidad, familiares
Asistente de salud

Clinica rural

Personal de control de vectores
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28. ;{Qué recuerda de esa informaciéon/mensajes?

29. ;Ha sido fumigada su casa?
U No, (Pase a 30) 1 Si, UN/C U N/S

A 5 BTV G 1 T2 1111 SN

Quién fumig6?

st s sk sfe sk sk sk s st st sfe sk s sk sk sk s sk st st sfe s sk sk sk sk st st sk sk she sk sk sk sk st sfe sk sl sk sk sk sk sie st st s sk sk sk sk sk sk st sk sk sl sk skoskoskeokeoskeoskosk

SINTOMAS

30. ;Ha presentado usted o un@ de 1@s niii@s esta lesion? (mostrar foto Chagoma)

UNo USi U N/C UN/S

31. ;Ha presentado usted o un@ de 1@s niii@s esta lesion? (mostrar foto signo
Romaiia)

UNo UQSi UN/C U N/S

st s s sfe sk sk sk s sk st sfe sk sfe sk sk sk s sk st sfe s sk sk sk sk sk sk st st sk sk sfe sk sk sk sk sk st st sk sfe sk sk sk sk sk st st s sk sk sk sk sk sk sk st sk sk sk sk sk skeske ke ke skosk

SECCION SOBRE CHAGAS :

32. ;Ha escuchado usted sobre la enfermedad de Chagas ?

UNo QSi UN/C U N/S

33. Actualmente ;hay personas infectadas con Chagas:
En su comunidad? dNo, 0Si QON/C QN/s
En Oaxaca? U No, asSi UAN/C U N/S
En México? U No, asSi QAN/C QN/S

34. ;Piensa usted que la enfermedad de Chagas es un problema serio?
U No muy serio U Muy serio U N/C U N/S
35. Cree usted que la enfermedad de Chagas es curable ?

U No QSi UN/C U N/S

sk sk sk sk sfe sk s sk ke sk sk s sk sk sk sk sk sk sk sk sk sie sk sk sk sk sie sk sk sk sk sie sk sk sk st sie sk sk sk sieoskoske sk soskoskoskok skok sk
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SECCION DE OBSERVACION :
(Entrevistador/a: Agradezca la atencion y dé por terminada la entrevista. Continde
con la observacion)

36. Condiciones generales de higiene/saneamiento:
37. Tipo de piso : U Tierra U Concreto U Baldosa U Madera
UOtro:

38. Tipo de techo: U Palma U Concreto U Baldosa  Madera
U Metal UOtro:

39. Tipo de pared : U Canas/palos trenzados U Madera
U Adobe resane completo Adobe resane incompleto
U Bloque/ladrillo resane completo U Bloque/ladrillo resane incompleto
Q Otro:
40. Condicion de marcos (ventanas y puertas): U Buena, sin grietas
U Mala, con grietas o roto




ANEXO 2. Lista de reactivos utilizados en la extracciéon de ADN y la clonacién.

Reactivo Proveedor No. de Catalogo
100 bp ADN ladder Gibco 15628-019
Acetato de sodio Sigma S-2889
Acido acético J.T. Baker 9507-05
Agarosa Life Technologies 0937
Alcohol etilico Sigma E702-3
Cloroformo Sigma C-2432
Cloruro de sodio Sigma S-9888
EDTA Gibco 808270
Fenol Sigma P-4557
Fenol/clorofotmo/alcohol isoamilico Sigma P-2069
Proteinasa K Sigma P-8044
Ribonucleasa A Sigma R-6513
SDS Gibco 15525-017
Agar Sigma A-6686
Desoxinucleotidos Boeheringer mannhem 1277049
dNTPs
EcoRI Invitrogen 15202-013
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN 27104
TA cloning Kit Invitrogen K2040-40
Taq polimerasa y buffer 10X Perkin Elmer N808-0010
Triptona Sigma T-9410
X-Gal Sigma B-4252
Yeast Extract Sigma Y-1625
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