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INTRODUCCION TABLA1l. RESULTADOS OBTENIDOS PARA XENODIANOSTICO Y PCR
La enfermedad de Chagas es una infeccion sistemica causada por el parasito Xenodiagnostico

Trypanosoma cruzi. En e_sta zponosis participan un gran numero de .reservorios Muestras positivas por T. cruzi 11
vertebrados y vectores triatominos. En Panama, el humano es parasitado por T.

cruzi y Trypanosoma rangeli. Siendo el primero el agente causal de la — : —

enfermedad de Chagas y el segundo un hemoflagelado no patégeno de alta Muestras positivas por T. rangeli — e
prevalencia en nuestro medio. La deteccion de la infeccion por T. cruzi y T.

rangeli en reservorios silvestres es importante para conocer y comprender el Muestras positivas por 12 24
papel eco-epidemioldgico de estos parasitos, la persistencia de la infeccion en el Tripanosomas

entorno silvestre y la prevalencia de los parasitos en cada huesped. Muestras negativas 75 63
Actualmente, las pruebas de Xenodiagnostico y la PCR han sido utilizados

Independientemente para detectar la infeccion por estos flagelados en mamiferos

silvestres. Sin embargo, los resultados varian debido a las propiedades de la Total de muestras analizadas

prueba usada y a caracteristicas particulares de la infeccidn en huéspedes y e

vectores evaluados.

OBJETIVO

Evaluar el desempano de la metodologia de Xenodiagnostico acoplada al PCR en
el diagnostico de la infeccion con T. cruzi y T. rangeli en mamiferos reservorios
silvestres.

METODOLOGIA

Gell. PCR- Multiplex (T. rangeli / T. cruzi) (Electroforesis/ gel de Agarosa al 2%)

Se evaluaron animales silvestres considerados potenciales reservorios de la 1 (Marcador molecular 100 bp DNA Ladder, Promega), 2 ( Control positivo. por.T.
enfermedad de Chagas (zarigleyas, monos perezosos Yy ratas espinosas) rangeliy T.cruzi), 3y 5 (Muestras positivas por T. cruzi procedente de zarigiieya y rata
capturados en las comunidades de Las Pavas y Trinidad de Las Minasen la zona espinosa), 4 y 8 (muestras positiva por T. rangeli procedente de monos perezosos), 6
Oeste de Panama. Los animales fueron anestesiados y a cada animal se le (control negativo de extraccion), 7 (Control negative e EE i

- negativas). El producto amplificado por T. cruzi fue de 100 bp y el de T. rangeli fue por
colocaron 5 - 10 chinches triatominos procedentes de colonias esteriles del 170 bp.

CIDEP, Facutad de Medicina, Universidad de Panama. Luego de alimentarse por
30 minutos, los chinches fueron colocados en evanses con papel filtro por un
periodo de 30 dias. Las heces de estos chinches fueron revisadas
periodicamente por microscopia para determinar la infeccion con Tripanosoma
spp. Posteriormente, se proceso el contenido intestinal de los vectores y se
extrajo el ADN empleando un Kit comercial (Promega). EI ADN se utilizo para
realizar una PCR multiplex (Chiurrillo M., 2003), que amplifica simultaneamente
una secuencia subtelomérica de las especies T. cruzi y T. rangeli. Todos los
procedimientos que Involucran el uso de animales en este estudio fueron
aprobados por CIUCAL-ICGES antes de su ejecucion.

Gel 2. PCR- Multiplex (T. rangeli / T. cruzi) (Electroforesis/ gel de Agarosa al 2%).

Carriles 1, 2, 3y 4 (Muestras positivas por T. rangeli) procedentes de perezosos, carril 5

Envase para Xenodiagnostico Chinches después de alimentarse (control negativo de extraccién), carril 6 (Control negativo de PCR), carril 7 (Control

————— — _ " A 2 I I positivo de T. rangeli), carril 8 ( Control positivo de T. cruzi) y carril 9 (Marcador

Y < : f = S | N molecular 100 bp DNA Ladder, Promega). El tamafio del producto amplificado fue de
' RS Ny 100 bp por T. cruziy 170 bp por T.rangeli.

Grafical. Resultados de PCR-Xenodiagnostico positivos con respecto al
reservorio
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DISCUSION

El Xenodiagnostico ha sido utilizado por anos para el diagnostico y
aislamiento de Tripanosomas en reservorios silvestres. Se basa en la
capacidad biologica de los triatominos de permitir la multiplicacion de
los parasitos. Sin embargo, es una técnica laboriosa y potencialmente
poco sensible cuando la infeccion con los tripanosomas no se establece
totalmente y su presencia en las heces es baja o nula. Por otro lado, la
PCR ha sido reportada como una técnica altamente sensible, pero aun
asi de poca ayuda cuando la parasitemia en el vertebrado infectado es
muy baja. Los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran que
la combinacion de estas dos metodologias aumenta la sensibilidad para
) - AE— B — el diagnostico de la iInfeccion con tripanosomas en mamiferos
Revision de vectores reservorios. Ademas, permite diferenciar claramente infecciones por T.

— cruzi y/o T. rangeli y detectar infecciones mixtas.
CONCLUSION
RESULTADOS
La técnica de xenodiagnostico-PCR es una herramienta util para el
diagnostico y caracterizacion de las infecciones con T. cruzi y T. rangeli
Se analizaron muestras de 87 mamiferos. Mediante el andlisis por en mamiferos-reservorios silvestres. Este tipo de analisis permitira una
Xenodiagnostico tradicional por microscopia, se obtuvieron 75 muestras mejor evaluacion del papel d_e los rESQINONDSTEN la _epldemlolog|a,de la
negativas (86%) y 12 muestras (14%) positivas por Trypanosoma spp. Al menos enfe,rm_edad de Chagas y la infeccion con T. rangeli en nuestras areas
un chiche de cada Xenodiagnostico fue analizado por PCR, obteniendo 63 endemicas.
. 0 " | . )
muestras negativas (72%), 11 muestras positivas por T. cruzi (13%) y 13 AGRADECIMIENTO

muestras positivas por T. rangeli (15%). De las 24 muestras positivas por
Tripanosomas:

- 6 ratas Espinosas fueron positivas por T. cruzi (/%) y 0 por T. rangeli.

- 2 zarigueyas fueron positivas por T. cruzi (2.6%) y 0 por T. rangel..

- 3 perezosos fueron positivos por T. cruzi (3.4%) y 12 por T. rangeli (15%).

Agradecemos el financiamiento de la SENACYT (Proyecto COL11-043).
También, se agradece a los funcionarios: Roberto Rojas, José
Montenegro (ICGES) y Enrique Martinez (MINSA) por su importante
colaboracion brindada en el trabajo de campo.

& SENACYT




