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RESUMEN

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi, cuyo principal vector en Bolivia es Triatoma infestans, objetivo del
control vectorial del Programa Nacional de Chagas. Para verificar la efectividad de las
estrategias de control y delimitacién de zonas de riesgo, se cuenta con indicadores
. entomoldgicos, uno de ellos es la prevalencia de infeccion por T. cruzi en los vectores. Sin
embargo, no existe por el momento una estrategia de muestreo capaz de definir correctamente
este indice al nivel de una comunidad, ademas existen factores de variacion en el célculo de
este indice, pero son raramente tomados en cuenta porque no son muy bien conocidos. El
objetivo del presente trabajo es analizar algunos factores de variacion en la estimacién de la
prevalencia de infeccion e investigar varias estrategias de muestreo (aleatorio, estratificado,
nimero de insectos a colectar) para minimizar los errores de estimacién. Entre los factores de
variacion, se estudiaron factores espaciales como los lugares de captura de los insectos
(dormitorios, almacenes, gallineros etc.), y factores temporales como el estado de desarrollo de

los insectos.

Se trabajo con insectos de comunidades del Chaco boliviano de la Provincia Cordillera
en el departamento de Santa Cruz (La Brecha y Palmarito) y los Valles Interandinos Secos en
la Provincia Campero en Cochabamba (Lagar Pampa y Eje Pampa), en los cuales se identificd
la presencia de 7. cruzi y sus DTUs (Unidades discretas de tipificacion), por el método de
PCR-multiplex. Se observd que la prevalencia de infeccion varia a nivel temporal y
geografico-espacial, debido a la dindmica poblacional inter-relacionada de los vectores y de
los mamiferos que son las fuentes de alimentacion para el insecto. Las simulaciones de
muestreo demostraron que una captura aleatoria de por lo menos 200 insectos, de diversos
estadios, en las viviendas infestadas de una comunidad, es una forma de muestreo que da una
estimacion confiable de la prevalencia de infeccién. Sin embargo, desde un enfoque de
importancia epidemiolégica, se recomienda trabajar solamente al nivel de los dormitorios, y

no en todas las estructuras de una vivienda (cocina, almacén, troja, corral, etc.).
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1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una antropo-zoonosis
endémica de las Ameéricas. Es causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi y
afecta a millones de personas (WHO 2007). En el 80% de los casos humanos, el parasito es
transmitido por un insecto Hemiptero de la familia Reduviidae, siendo en Bolivia el principal
vector Triatoma infestans (Schofield 1985), el cual desarrolla su ciclo de vida dentro de las
viviendas, en una estrecha relacién con el humano. Debido a la importancia vectorial
intradomiciliar de este insecto, el control de la enfermedad de Chagas en Bolivia se basa
principalmente en el control vectorial, rociando las casas y sus alrededores con insecticidas
residuales de la familia piretroides. Medir el impacto del control vectorial sobre la transmision
del parasito es de suma importancia, para tal objeto la PAHO/WHO (OMS) recomienda
indicadores de evaluacion a nivel entomolégico, serolégico y clinico, los dos ultimos se
realizan principalmente en nifios menores de cinco afios (WHO 1991). Los factores

entomologicos definidos por la OMS se presentan en la Tabla 1.

El presente trabajo contempla el indicador entomoldgicos denominado indice de

infestacion natural o prevalencia de infeccion en T. infestans.

Este indice se lo define como la prevalencia de infeccion por 7. cruzi en una poblacién
de vectores (OPS 1987; WHO 1991). Este indicador se emplea también para la estratificacion
en zonas de riesgo de la enfermedad, y asi poder definir estrategias de control vectorial para
cada area geografica. Actualmente este indicador entomoldgico es manejado por el Programa
Nacional de Chagas (PNCH), como uno de los indicadores de riesgo vectorial de la

enfermedad. Sin embargo, el calculo de este indice no estd todavia optimizado debido a que el



PNCH no define ningun tamafio minimo de muestra y tampoco una forma de muestreo ptimo

(esfuerzo de muestreo), afectando asi la precision de los resultados.

En el presente trabajo se analizan algunos de los factores relacionados con la
metodologia de muestreo y el esfuerzo del mismo (tamafio de muestra), y como estos pueden
afectar a la determinacion de la prevalencia de infeccion. En particular, se analizan los efectos
de la edad de los insectos, del lugar de captura dentro de la comunidad de estudio, y del
numero de insectos analizados sobre la estimacion de la prevalencia de infeccion al nivel de

una comunidad.

Tabla 1: Indicadores entomolégicos para el control de la enfermedad de Chagas. Adaptado de (WHO 1991).

Indicador entomolégico Determinacion

N° de casas infestadas por triatominos

indice de infestacion .
N° de casas examinadas

x 100

indice de densidad N° de triatominos ca.pturados % 100
N° de casas examinadas

. . ., N° de triatominos capturad
Indice de hacinacion - p . % % 100
N° de casas con triatominos

. . .. N° de localidades infestadas con triatominos
[ndice de dispersion - - x 100
N° de localidades examinadas

. . N° de casas con ninfas de triatominos
Indice de colonizacién - — ————— X 100
N° de casas positivas para triatominos

indice de infestacion natural N° de triatominos con T. cruzi

. ) .. X 100
(Prevalencia de infeccion) N° de triatominos examinados 0




1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Evaluar el impacto de los factores de heterogeneidad a nivel espacial (geografico) y
temporal (desarrollo ninfal) sobre la determinacién de la prevalencia de infeccién en T.

infestans por T. cruzi.

1.1.2. Objetivos especificos

e Identificar y caracterizar el parasito 7. cruzi en ninfas y adultos
(hembras y machos) de T. infestans.
e Comparar los patrones de prevalencia a distintos niveles de
jerarquizacién geogréfica:
> A nivel macro-geografico en cuatro comunidades del Chaco
y de los Valles secos.
> A nivel micro-geografico entre viviendas y entre estructuras

de viviendas de diferentes usos domésticos.

e Analizar las tendencias de variacion de la prevalencia segin la
estructura etaria de T. infestans.

e Comparar la variaciébn en las prevalencias de infeccion segin
diferentes tamafios de muestra.

e Plantear las condiciones de muestreo Optimas para calcular una

prevalencia de infeccidn en 7. infestans.



2. MARCO TEORICO

2.1. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una parasitosis endémica de
las Américas, particularmente de América Central y del Sur (WHO 2002). Es causada por el
flagelado Trypanosoma cruzi. En esta infeccion parasitaria, sistémica y cronica, el 30% de los
infectados desarrolla graves cardiopatias y/o mega formaciones digestivas (WHO 2007). Se ha
estimado que alrededor de 7 a 8 millones de personas se encuentran infectadas con 7. cruzi en
todo el mundo, pero principalmente en paises de Latino América (WHO 2013) y 75-90
millones estan expuestas a la infeccién (Rodriguez & Pinto 2009). El ciclo de 7. cruzi
involucra un amplio rango de hospederos mamiferos e insectos vectores del orden Hemiptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Lent 1948). La transmision del parésito se da por
diferentes vias como la sanguinea o placentaria, pero la transmision vectorial es significativa,

siendo responsable de méas del 80% de los casos humanos (WHO 2007; WHO 2011).

En Bolivia cerca de dos tercios del territorio presentan altas tasas de prevalencia y
morbi-mortalidad (WHO 2011). Es asi que la enfermedad de Chagas representa un serio
problema de salud publica tanto por su magnitud, trascendencia, impacto y dificil control. En
el pais las acciones contra la enfermedad de Chagas surgen desde los afios ochenta, con
diversas iniciativas a nivel regional, una de la mas destacadas fue la “Iniciativa de los paises
del Cono Sur para la eliminacién del Triatoma infestans y Control de la Transmision
Transfusional del Trypanosoma cruzi” (INCOSUR-Chagas) creada en 1991. A partir de 1999
se inicia el marco del Programa Nacional de Control de la Enfermedad de Chagas (PNCCH), y
en el 2000, sobre la base del crédito del Banco Interamericano de desarrollo (BID) se
extienden las actividades del PNCCH a todo el territorio endémico de Bolivia y se desarrolla

el PNCCH con sede en La Paz. El PNCCH centra sus actividades en cinco componentes:



e Control vectorial: con aplicacion de insecticidas de accion remanente.
o Investigacion y vigilancia entomolégica: con capacitacion del recurso
humano, para mantener los indices de infestacion por debajo del 3%.

e Diagndstico y tratamiento de Chagas crénico reciente infantil: con el

diagnéstico y tratamiento en menores de 15 afios.

o Chagas congénito: mediante el diagndstico y seguimiento de nifios
nacidos en los seis departamentos endémicos de Bolivia (Cochabamba,
Chuquisaca, La Paz, Potosi, Santa Cruz y Tarija).

o Informacion, educacion y capacitacion (IEC): con capacitacion
comunitaria dentro el area, en base a la vigilancia e implementacion de

habitos saludables en los pobladores.

2.2. TRIATOMA INFESTANS, PRINCIPAL VECTOR EN BOLIVIA

2.2.1. Bio-ecologia de T. infestans

Para que un triatomino tenga importancia epidemioldgica en la transmision de T. cruzi
debe cumplir ciertas caracteristicas biolégicas en relacién con su entorno, estas son:
adaptacién al domicilio, antropofilia, susceptibilidad a la infeccion y capacidad de transmitir
T cruzi. En conjunto estas caracteristicas facilitan la transmision de T. cruzi al ser humano y
definen la capacidad vectorial del triatomino (Dujardin et al. 2000). Aunque en Bolivia hay
vectores candidatos a domiciliarse como Triatoma sordida (Noireau & Rojas 2007), T.
infestans ha sido verificado como el principal vector doméstico de la enfermedad de Chagas
(Rojas et al. 2007), esto por sus caracteristicas de capacidad vectorial (Noireau & Rojas 2007)
(Tabla 2), y por esto es el principal blanco de los programas de control vectorial (Gutierrez

2004).



Triatoma infestans es un insecto estrictamente hematéfago muy bien adaptado al
ambiente doméstico, donde encuentra abundantes refugios principalmente en viviendas de
construccion precaria. De esta forma este insecto mantiene una estrecha relacién con el
humano, el cual constituye una de sus fuentes alimenticias, entre una amplia gama de
vertebrados mamiferos y también aves (estas Ultimas no son hospederas de 7. cruzi). T.
infestans tiene fototaxia negativa, por lo que evita la luz, y durante la noche sale de sus

refugios en busca de alimento (Schofield 1979).

Tabla 2: Caracteristicas en capacidad vectorial de T. infestans. Adaptado de (Noireau & Rojas 2007)

Caracteristica en capacidad vectorial Valoracion Descripcion

Nivel de domesticidad Elevado El desarrollo completo del insecto
se realiza dentro la vivienda

Tasa de reproduccion Alta forman colonias domésticas
grandes

Antropofilia Muy comun El humano como principal fuente
de alimento

Infeccion por T. cruzi Muy comtn

Tasa de metaciclogénesis Alta Tasa de transformacion de
epimastigotes a tripanomastigotes
metaciclicos

Tiempo de la primera deyeccion Corto Deja sus heces infectadas sobre la

piel del huésped inmediatamente
luego de alimentarse sobre este

Desde el punto de vista ontogénico, 7. infestans posee tres fases de desarrollo: huevo,

cinco estadios inmaduros (ninfas), y la forma alada adulta (Bar et al. 1994) (Figura 1).



Figura 1. Estadios de desarrollo de T. infestans. Se observa de izquierda a derecha en el respectivo orden:
husvos, los estadios ninfales de N1 a N5 y los estados adultos (macho y hembra).

En climas célidos y con poca variabilidad témmica, 7. infestans tiene hasta dos
generaciones anuales con igual longitud temporal. En lugares con marcada estacionalidad,
como es el caso del Chaco arido y semiarido, donde los veranos son muy calurosos y los
inviernos muy frios (con frecuentes heladas), pueden ocurrir dos generaciones anuales pero de
diferente longitud temporal, una ocurre en cuatro meses (octubre-enero) y la otra en los
restantes ocho meses (febrero-septiembre) (Gorla & Schofield 1989). Durante los meses mas

frios la reproduccion se interrumpe y el desarrollo de las ninfas se prolonga.

2.2.2. Ciclo de transmision vectorial y capacidad vectorial de T. infestans

El ciclo de transmisidon vectorial implica tanto al hospedero (vertebrado) como el

vector (insecto), en los cuales 7. cruzi cample su ciclo de desarrollo (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de desarrollo de 7. cruzi. A. El parasifo (tripomastigote sangufneo) ingresa al insecto cuando
este ingiere sangre infectada, B. a Jo largo de su lracto digestivo sufre una serie de transformaciones
(esferomastigote, epimastigote), C. resultando en la expulsién de tripomastigotes metaciclicos en las
deyecciones, D. que al entrar en contacto con la mucosa del vertebrado, ingresan al a las células para
pasar a su forma multiplicativa (amastigote), E. Jos cuales son liberados al torrente sanguineo como
tnpomastigotes sanguineos, F. y pueden invadir otros érganos para multiplicarse.

El mecanismo normal de infeccion del insecto vector se da mediante la picadura e
ingestion de sangre de un hospedero infectado. Por este medio los tripanomastigotes
sanguineos ingresan al insecto, ¢ inmediatamente se diferencian en formas redondeadas
(esferomastigotes) o directamente pasan a su forma multiplicativa epimastigote, estos se
multiplican en el intestino del insecto (Dias 1934; Mshelbwala & Ormerod 1973). En la parte
rectal del insecto, los epimastigotes se adhieren a las glandulas rectales donde se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos (infectivos para los mamiferos) y son liberados por las
deyecciones del vector (Kollien et al. 1998). Los tripomastigotes metaciclicos liberados en las
deyecciones, entran en contacto con la lesion de la picadura o cualquier mucosa en el
hospedero. Por ejemplo, una forma frecuente de evidenciar esto en seres humanos, es por el
signo de Romaiia, que indica que el parasito ha ingresado por la conjuntiva ocular (Romafia
1935) (Figura 3).



Figura 3. Signo de Romaiia que indica que el pardsito ha ingresado por la conjuntiva ocular.

Al penetrar activamente en gran nimero, los parasitos son fagocitados por células de
defensa, dentro de las cuales se transforma a amastigotes que se multiplican activamente, esta
fase aguda dura cinco dias y el parasito puede encontrarse en el interior de las fibras
musculares. Estos amastigotes son liberados al torrente sanguineo en forma de tripomastigotes
sanguineos, donde pasan algunos dias, y pueden invadir diferentes organos, y dentro de las
células reticulo-endoteliales, se transforman nuevamente en amastigotes, continuando asi el

ciclo de infeccion en el mamifero (Brener & Alvarenga 1975).

2.3. MANEJO DE LA PREVALENCIA DE INFECCION EN T. INFESTANS
EN EL CONTROL DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En Bolivia, el area de dispersion de 7. infestans cubre aproximadamente €l 60% del

territorio, en zonas geograficas comprendidas entre los 300 a 3000 m.s.n.m., ocupando casi



toda la superficie territorial de los departamentos de Tarija, Chuquisaca, y parcialmente

Cochabamba, Santa Cruz, Potosi y La Paz (WHO 2011) (Figura 4).

Figura 4. Area de dispersion de 7. infestans en el territorio boliviano. (Modificado de Ibish. 2009)

El aiio 2000, el Gobierno de Bolivia con crédito del Banco Interamericano de
Desarrollo (BID) y el apoyo técnico de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS/
OMS), estructura el Programa Nacional de Chagas (WHO 2011). Actualmente este programa
maneja acciones para el control de la transmision que incluyen examenes preventivos de

pacientes y el tratamiento gratuito, y el control vectorial. El control vectorial se basa
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esencialmente en campafias de fumigacion con insecticidas de efecto residual de tipo
piretroide en los domicilios y peri-domicilios de las viviendas infestadas, con el objetivo de
reducir las densidades poblacionales del vector en las comunidades endémicas (Gutierrez
2004). Paises como Brasil, Chile y Uruguay han tenido €xito en programas de eliminacién de
este vector, a diferencia de Bolivia donde hay dificultades para aplicar y mantener estos

programas (Catalé et al. 2007).

La factibilidad de los programas de control vectorial se sostiene por peculiaridades
bioldgicas de comportamiento de este vector, que lo hacen altamente susceptible: 1) tiene
pequeila capacidad de dispersién activa, o sea, una gran estabilidad de las poblaciones
domiciliadas; 2) lenta reposicion poblacional (en términos promedio, nuevas generaciones se
desarrollan en aproximadamente un afio); y, ademds, 3) todos los estadios evolutivos estan

simultaneamente presentes en el mismo ecotopo (Schofield 1979).

Es necesario el monitoreo sistematico de los efectos del control vectorial sobre la
transmisién de la enfermedad. Para este monitoreo la OMS lista una serie de indicadores que
son sensibles para cuantificar la enfermedad y su riesgo (WHO 2007), uno de los cuales es a
través de la determinacion del indice T/T, expresado tambi€én como prevalencia de infeccion
en los vectores. Es un indicador entomoldgico que se calcula por comunidades para verificar la
interrupcién de la transmision vectorial (Salvatella 1995). La prevalencia como indicador
entomologico, también es empleado para la estratificacién de un area determinada, segin
diferentes niveles de riesgo de transmisién, y asi poder aplicar estrategias de control

diferenciadas para cada caso (WHO 2002).
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2.4. PARAMETROS QUE INFLUYEN EN EL CALCULO DE LA
PREVALENCIA DE INFECCION EN T. INFESTANS

Diversos estudios que estiman la prevalencia de infecciéon en las poblaciones de T.
infestans, revelan que varia segin una serie de factores, que pueden ser clasificados en dos

grandes categorias: bioldgicos (referentes al vector) y ambientales.

2.4.1. Factores biolégicos del vector

2.4.1.1. Densidades de T. infestans y frecuencia de alimentacion

Al ser T. infestans hemat6fago obligatorio, su ciclo de vida y la dindmica poblacional
depende de manera critica de la interaccion con los hospederos vertebrados (Schofield 1979).
De manera general el tamafio poblacional de triatominos en el intradomicilio esta relacionado
con el nuamero de hospederos disponibles, y el estatus nutricional de la poblacién depende del
nimero de insectos por hospedador (Giirtler et al. 2009), ademas se ha demostrado que la
cantidad media de sangre ingerida es inversamente proporcional a la densidad de insectos
(Schofield 1980).

Es asi que, un aumento en la densidad de triatominos induce una mayor percepcion de
las picaduras sufridas por el hospedero, ocasionando interrupciones frecuentes durante el
proceso de alimentacion, lo cual disminuye la cantidad media de sangre ingerida, al disminuir
la ingesta de sangre se prolonga el periodo de desarrollo ninfal, reduciendo la fecundidad de
hembras y promoviendo la dispersion de los adultos (Schofield 1985). Ademas los insectos
deberan aumentar la frecuencia de picaduras para suplir la insuficiencia alimentaria, con lo que

se tiene mayor probabilidad de que se infecten en un periodo de tiempo més corto.
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2.4.1.2. Proporcion de mamiferos infectados y preferencias tréficas

Triatoma infestans es considerado como un oportunista en cuanto a sus fuentes de
alimentacion, por lo que no se puede hablar de preferencias troficas como tal (WHO 1991), de
modo que la “eleccidon” de la fuente de alimento, se rige por la accesibilidad al alimento
(presencia, abundancia, movilidad y cercania del hospedero) (Vazquez et al. 1999) y por la
dinamica poblacional del insecto (denso-dependencia). La probabilidad de infeccién en los
triatominos, esta sujeta a la proporcién de mamiferos infectados disponibles, siendo uno de los
factores que influyen la prevalencia de infeccion y retroalimenta el ciclo de transmision
vectorial (Giirtler ef al. 1996; Girtler et al. 1998a; Vazquez, et al. 1999). Cabe mencionar, que
las aves no son hospederos del parasito (Minter-Goedbloed & Croon 1981), pero la presencia
de las mismas tiene efecto sobre el aumento en la densidad poblacional del vector (al ser una
buena fuente de alimento) (Glirtler, er al. 2009), siendo un factor de riesgo de infestaciéon

(Cécere et al. 1997) y posible infeccion.

2.4.1.3. Tasa de ingestion (Tl) segtun edad del vector

Otro de los pardmetros que influyen en la prevalencia de infeccion, estd en relaciéon con
el comportamiento de alimentacion, donde el principal parimetro es la tasa de ingestion (77),
que es definida como la cantidad de sangre ingerida por unidad de tiempo (mg de sangre /
min.), que varia segun la especie de vector, y considerablemente entre estadios ninfales de la
misma especie (Catala, et al. 2007, Cécere, et al. 1997). Por ejemplo para Triatoma
brasilensis, el primer estadio tiene una 77 de 0.4 mg/min, mientras que para el quinto estadio
es de 10.6 mg/min (Guarneri et al. 2003). Una mayor tasa de ingestion, derivaria en una mayor
probabilidad de infectarse con I. cruzi, en relacion con una mayor densidad de parasitos

ingeridos junto con la sangre y la frecuencia de alimentacién (Giirtler, ef al. 1996).
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2.4.1.4. Factores fisiologicos

La interaccion de T. cruzi con el triatomino es mediada por factores provenientes tanto
del insecto vector como del parasito (Garcia E. & Azambuja 1991) siendo actualmente
conocido que el desarrollo del parasito en el vector depende de la cepa del mismo, como del
origen geografico del insecto (Dumonteil ez al. 2012; Perlowagora-Szumlewicz & Carballo-
Moreira 1995; Vallejo et al. 2012). En este sentido, se viene realizando estudios sobre los
factores que determinan la interaccion vector-parasito; es asi que se ha observado, que la
densidad de parasitos varia a lo largo del tracto digestivo del insecto, por la influencia de
diferentes procesos digestivos (Cortez 2000; Garcia E. & Azambuja 1991; Gonzales & Garcia
1992), esto también es corroborado por el trabajo de Vallejo, et al. (2012), en el que verifica la
presencia de factores tripanoliticos contra T. cruzi II, V y VI ademés de 7. rangeli, en la
hemolinfa y el extracto estomacal de los triatominos R. prolixus y R. robustus (Ursic-Bedoya

& Lowenberger 2007).

De esta forma, el éxito de la metaciclogénesis y la prevalencia de una u otra cepa de T
cruzi, podria depender de €stas interacciones interespecificas que se deben tomar en cuenta
como pardmetros que influyen la estimacion de la prevalencia de infeccion en los vectores, a

una escala mas detallada.

2.4.2. Factores ambientales

Al ser T. infestans un insecto poiquilotermo su desarrollo morfolégico y metabodlico
dependeran de las condiciones fisicas del medio ambiente, especificamente de la temperatura y
humedad. Trabajos realizados en épocas diferentes del afio, reportan diferencias significativas
en la prevalencia de diferentes estadios de T. infestans (Giojalas et al. 1990; Giirtler et al.
1998b), estas diferencias se deben a que los factores ambientales regulan el metabolismo y la

frecuencia de alimentacién del insecto, esto especialmente relacionado con la época
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reproductiva de 7. infestans, por lo que, durante las épocas humedas y célidas los insectos se
alimentaran con mayor frecuencia que en épocas secas y frias (Lopez et al. 1999), con lo que
aumenta el riesgo de que las poblaciones del vector se infecten, esto dependiendo de la

presencia y accesibilidad a fuentes infectadas con 7. cruzi.

2.5. CALCULO DE LA PREVALENCIA DE INFECCION EN EL VECTOR

La estimacion de la prevalencia de infeccion se realiza mediante el andlisis de los
triatominos para identificar qué proporcion estd infectada con el parasito. Esto se realiza

mediante técnicas microscopicas o moleculares.

2.5.1. Identificacion de los parasitos por microscopia

Esta técnica es sencilla y no muy costosa, donde se analiza al microscopio la presencia
de T. cruzi (en estado de tripomastigote metaciclico) en las deyecciones de los triatominos
mediante ligera presion en su abdomen y observacion de la deyeccion en liquido fisiologico
debajo un microscopio. Este método es facil de realizar tanto en laboratorio como en el campo,
pero tiene baja sensibilidad en insectos infectados con baja densidad de parésitos. Ademads, las
muestras deben ser frescas, y cuando se tiene gran cantidad de insectos colectados, el analisis
inmediato se dificulta. Por otro lado, al trasladar los insectos al laboratorio después de varios
dias de colecta, se corre el riesgo de que algunos mueran y lleguen en mal estado, impidiendo

la determinacion de la prevalencia de infeccion por la técnica microscopica.

2.5.2. Identificacion de los parasitos por técnicas de biologia molecular

Para aumentar la sensibilidad en la deteccion del parasito se han desarrollado una serie

de técnicas moleculares, con las que se puede identificar y clasificar a 7. cruzi a partir de
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muestras del contenido intestinal de los insectos, incluso si estos llevan muertos un periodo de
tiempo largo, conservados debidamente (en etanol y a bajas temperaturas). Ademas estas
técnicas permiten la clasificacion de los diferentes linajes de parasitos presentes en una

poblacion.

Para la tipificacion de 7. cruzi se han empleado diferentes métodos en los que se
requiere por ejemplo extractos del parésito para la caracterizacion de isoenzimas con la técnica
de MLEE (Electroforesis de enzimas multilocus); el analisis especifico de los patrones de
diferentes enzimas (zimodemas) por electroforesis denominado RFLP (polimorfismo para la
longitud de fragmentos de restriccion), que se realiza con el ADN del kinetoplasto (kDNA)
(Miles et al. 1978), estos métodos requieren el cultivo del parasito. En cuanto al ADN nuclear,
hay varias herramientas molecular disponibles para la caracterizacion de T. cruzi, una de ellas
es la tipificacion por RAPS (ADN polimérfico amplificado al azar) que usa cebadores cortos
de secuencias al azar, los cuales pueden amplificar fragmentos desconocidos del ADN
formando multiples patrones de bandas que pueden ser especificas para un linaje (Brisse et al.
2000). Otra de las técnicas que emplea el ADN nuclear del pardsito es la PCR-multiplex, este
método molecular detecta la presencia del parasito usando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para el gen mini-ex6n (ME), presente en el genoma nuclear del parasito, en
cerca de 200 copias dispuestas en secuencias repetidas en tdndem, que consta de tres regiones
distintas: el exon, el intron y la region intergénica. El exon es una secuencia de 39 pares de
bases, altamente conservada entre el orden Kinetoplastida; el intrén es moderadamente
conservado entre el mismo género y la region intergénica o espaciadora (NTS-ME) es muy
variable entre especies y linajes del parasito y es la que se amplifica por la PCR-multiplex

(Fernandes er al. 2003).

16



3. METODOLOGIA

3.1. SITIO DE ESTUDIO

Las poblaciones de 7. infestans han sido obtenidas de cuatro comunidades: Palmarito y
La Brecha pertenecientes a la Provincia Cordillera del departamento de Santa Cruz; Eje Pampa
y Lagar Pampa, pertenecientes a la Provincia Campero del departamento de Cochabamba

(Tabla 3, Figura 5).

Tabla 3: Sitios de colecta de las poblaciones de T. infestans.

Palmarito La Brecha Eje Pampa Lagar Pampa
Departamento Santa Cruz Santa Cruz Cochabamba Cochabamba
Provincia Cordillera Cordillera Campero Campero
Municipio Gutiérrez Charagua Aiquile Aiquile
Latitud S:19.48752 $:19.50139 S:18.62572 S:18.45512
Longitud W: 63.45803 W:62.56703 W:65.17261 W:64.99045
Altitud (m.s.n.m.}) 938 414 1687 1675

Tanto Palmarito como La Brecha pertenecen a la regién del Chaco boliviano, pero en
diferentes eco-regiones: Palmarito pertenece a la eco-regién del Chaco Serrano, con altitudes
que varian de 700 a 2000 m y una temperatura media anual de 26°C (0°C a 42°C). Es la
porcién mas seca del Chaco, con una precipitacién promedio anual entre 700-1000 mm entre
diciembre y abril. La vegetacion es propia del bosque xérico, bajo y espinoso. La Brecha
pertenece a la eco-region del Gran Chaco, con altitudes que van desde los 200 a 600 m, con

temperatura promedio anual de 25°C-26°C (1°C a 48°C), y precipitacion media anual de 400-
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900 mm. La vegetacién es propia del bosque seco deciduo bajo, donde predominan las

cactaceas columnares (Montes de Oca 2005).

Eje Pampa y Lagar Pampa pertenecen a la eco-regiéon de los Bosques Secos
Interandinos, propiamente los Valles cochabambinos, con altitudes entre 500-3300 m, una
temperatura anual entre 7-24° C (0°C a 30°C), precipitacion anual de 500-700 mm. La
vegetacion es propia del bosque seco deciduo, predominan los géneros de Acacias, Ceiba,

Prosopis y Capparis (Montes de Oca 2005).
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Figura 5. Ubicacion de las cuatro comunidades de estudio.
Fuente: Disefio propio en ArcGIS
Cada comunidad estd constituida por 40 a 90 casas. Los habitantes se dedican a la
agricultura, la caza y zafra, y sus viviendas son hechas con material local. Las paredes son

construidas con tabique en la region del Chaco (Figura 6 a y b) y con adobe en la regidn de los
Valles (Figura 6 ¢ y d). Estos materiales de construccion son muy favorables para el
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establecimiento de poblaciones de T. infestans (WHO 1991) especialmente porque presentan
grietas y espacios entre tabiques. En las comunidades se encuentran también animales
domésticos como perros, gatos, cabras, chanchos, gallinas que también favorecen la presencia
de los triatominos en sus refugios (corrales, gallineros, chiqueros, etc.) o por sus habitos de

vida ( Figura 7).

Figura 6. Viviendas caracteristicas de la regién del Chaco y los Valles. a y b: Viviendas del Chaco en Santa
Cruz. a. casa en Palmarito; b. casa en La Brecha; ¢ y d: viviendas de los Valles de Cochabamba: ¢. casa

en Lagar Pampa;, d. casa en Eje Pampa.
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Figura 7. Fuentes de alimentacion de triatominos. a. un chiquero en Palmarito. b. una gallina empollando
sobre una cama

3.2. COLECTA DE TRIATOMA INFESTANS

Los insectos fueron capturados segun la técnica de blsqueda activa (WHO 1991) por
personal capacitado del INLASA en las cuatro comunidades de estudio entre marzo y abril del

2011 en La Brecha y Palmarito, y en diciembre del 2011 en Lagar Pampa y Eje Pampa.

Cada insecto fue identificado por morfologia usando claves de identificaciones
estandar (Lent & Wygodzinsky 1979). Los insectos se registraron en una base de datos con las

caracteristicas siguientes:

e Un cddigo individual

» Laespecie

» El estadio de desarrollo (N1 a NS5, adulto)
e El sexo de los adultos (macho / hembra)
e La comunidad de colecta

* La vivienda de colecta
o El tipo y uso del ambiente de la vivienda donde se hizo la colecta

(dormitorio, cocina, almacén, gallinero, troje, corral de animales, bafio etc.)
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Cada insecto se colocd en tubos individuales Eppendorf de 1.5ml con etanol al 70%. Se

rotularon con el c6digo del insecto, y se conservaron a -20°C hasta su procesamiento.

3.3. DETECCION DE T. CRUZI EN LOS INSECTOS POR PCR

La deteccion e identificacion de T. cruzi en los triatominos fue realizada mediante la
técnica PCR multiplex del gen mini-ex6n del ADN nuclear de 7. cruzi (Fernandes et al. 2001),
este método permite no solamente detectar la presencia del pardsito y diferenciarlo de
Trypanosoma rangeli, si no también caracterizar el parasito segun su pertenencia a uno de tres
grupos principales de DTU (Unidades Discretas de Tipificacion, clasificacién de clones de T.
cruzi) en funcién al tamafio del amplicon (Fernandes, et al. 2001; Lewis ef al. 2009). El
fragmento de amplificacion varia segin el DTU del parésito entre 250 y 150 pares de bases
(Tabla 4).

Tabla 4: Identificacién de los DTU segtin el tamario del amplicén del ADN de T. cruzi.

Tamarfio del amplicén (pb) DTU
150 Telll - TelV
200 Tcl
250 Tell-TeV-TeV!

3.3.1. Extraccion del ADN

A los insectos de mayor tamafio (N4, N5 y adultos), se les extrajo el tubo digestivo
(intestino y recto) con tijeras y pinzas quirtrgicas individuales para evitar contaminacion entre
individuos. Con los insectos de menor tamafio (N1, N2 y N3), en caso de no poder hacer la
extraccion del tubo digestivo, se cort6 la parte basal del abdomen, el cual contiene la parte

final del tubo digestivo y la sangre de la que se ha alimentado el insecto.
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El tejido extraido se sometid al protocolo de extraccion de ADN con CTAB al 2%, este
protocolo fue ligeramente modificado, adecuando cantidades y tiempos debido a la

consistencia y espesor de las muestras (Anexo 1).

3.3.2. Identificacion y caracterizacion de T. cruzi por PCR

La identificacion de T. cruzi se realizd con la PCR-multiplex (Fernandes, et al. 2001).
Las condiciones fueron ligeramente modificadas de la manera siguiente: Un volumen de 2 pL
de ADN se sometié a amplificacion por PCR-Multiplex en 23 pL del mix de reacciéon que
contenia: 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP's, 0,4 pM de cada cebador (Tabla 5) y 0,03
U/uL de Taq DNA polimerasa (Promega). En un termociclador (Hybaid), se realizaron 35
ciclos de amplificacion sobre la base del perfil siguiente: 5 minutos a 94° C, una vez; 30
segundos a 94° C, 30 segundos a 53° C, 1 minuto 30 segundos a 72° C, por 35 repeticiones; y 7

minutos a 72° C, una vez.

Tabla 5. Cebadores de la PCR-multiplex (Fernandes, et al. 2001} para la identificacién de T. cruzien T.

infestans y caracterizacion de los linajes.

Nombre Secuencia Funcion
TC1 5'-ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG-3' Identificacion de Tcl
TC2 5-TTGCTCGCACACTCGGCTGATCG-3' Identificacion de Tcll-TCV-TcVi
Z3 5-CCGCGWACAACCCCTMATAAAAATG-3' Identificacion de Tcll-IV
TR 5'-CCTATTGTGATCCCCATCTTCG-3 ldentificaciéon de T. rangeli
MEOF 5-TACCAATATAGTACAGAAACTG-3 Universal

La calidad de los productos de amplificacion (banda tinica y evidente) y su tamafio fue
evaluado por electroforesis en gel de agarosa al 3.0%, con EZ-Vision (Amresco, OH, USA) y
en tampon TAE a 100 voltios por 45 minutos; se empled como estdndar de peso molecular el

Marcador SmartLadder Small Fragment (escalera de 100 pb) (Eurogentec, Angers, France).
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Los triatominos infectados por 7. cruzi fueron asi identificados con claridad, visualizando los

geles bajo luz UV (Figura 8), permitiendo los calculos de prevalencia de infeccion.

(rb)

Figura 8. identificacion de T. cruzi mediante visualizacion de la corrida electroforética. Los carriles 1y 10
son el marcador molecular (escalera 100 pb), camiles 6, 7 y 8 son los controles positivos (de 150, 200 y
250 pb respectivamente) y el camil 9 es el control negativo. Cada carnl de corrida representa un individuo
de T. infestans: los camiles 3, 4, 5y 15 son muestras positivas para T. cruzi (250 pb que corresponde a
Tcll). Los camiles 2, 11 al 14, son muestras que no presentaron el parasito.

3.4. ANALISIS DE LAS HETEROGENEIDADES EN EL CALCULO DE LA
PREVALENCIA DE INFECCION

Dentro de los factores de heterogeneidad en la prevalencia de infeccion de los
triatominos por 7. cruzi existen dos dimensiones interrelacionadas que se logré analizar con

los datos del estudio:

e Una dimension temporal; relacionada con el periodo de tiempo que

vive el insecto (representada por los estadios de desarrollo),
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suponiendo que la probabilidad de infectarse aumenta con el tiempo de
de vida o estadio de desarrollo (por la frecuencia de alimentacidn).

¢ Una dimension espacial; debida a aspectos etologicos del insecto, que
se desarrolla en colonias y con poca dispersion, la probabilidad de
infeccion dependera del entorno de los insectos (ej. hospederos

infectados).

3.4.1. Analisis de la dimensién temporal de heterogeneidad

Seis categorias fueron analizadas, representadas por el estadio de desarrollo de T.

infestans: N1, N2, N3, N4, NS y Adultos (subdivididos en hembra y macho).
3.4.2. Analisis de la dimension espacial de heterogeneidad
Tres niveles espaciales fueron analizados (Figura 9):

o Laheterogeneidad en la prevalencia de infeccion entre comunidades

e La heterogeneidad de la prevalencia de infeccién entre viviendas de
una misma comunidad

e La heterogeneidad de la prevalencia de infeccion entre ambientes de
una misma vivienda, y entre usos domésticos de los ambientes de una

comunidad
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Vivienda 1

Vivienda 2

Vivienda5 |

Figura 9. Clasificacion de las poblaciones de T. infestans segan la espacialidad geografica. Para ¢ andlisis
de la varacién de las prevalencia de infeccién, las poblaciones de T. infestans se clasificaron a nivel
macro- y micro-geografico: a nivel macro-geografico se compard la prevalencia entre comunidades (la
circunferencia verde indica el limite de la comunidad). A nivel micro-geografico se compard la
prevalencia entre viviendas (tnédngulos azules), y entre las estructuras de una misma vivienda
(rectangulos violetas), a la vez estos ambientes (A, B, C, D y G) tienen diferentes usos {como almacén
de viveres, diversos, cocina, dormitorio, gaflineroforral, respectivamente).

3.5. COMPARACION DE ESTRATEGIAS DE MUESTREO EN EL CAMPO
POR SIMULACIONES

Para comparar la variacion en las prevalencias de infeccion segun diferentes esfuerzos
de muestreo y estrategias de muestreo, se realizaron simulaciones a partir de las poblaciones

de T. infestans que se obtuvieron de cada comunidad en estudio. Estas simulaciones se

realizaron bajo los siguientes criterios:
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e Muestreo aleatorio de toda la comunidad con diferente tamafio de
muestra respecto al total de insectos capturados en la respectiva
comunidad. Se simul6 muestreos de 50%, 40%, 30% y 20%, tomando
al azar la cantidad respectiva de insectos a partir del niimero total de
individuos que sirvieron para el célculo de la prevalencia “real” de
cada comunidad. Este tipo de simulacion permite conocer si existe un
limite inferior de muestreo (nimero minimo de insectos a capturar)
para calcular una prevalencia de manera optima.

e Muestreo aleatorio estratificado segin vivienda. Para esto se
consider6 tomar diferente nimero de viviendas (50% y 20% segun el
total de viviendas en una comunidad) y en ambos casos también se
trabajo con diferente tamafio de muestra de 7. infestans (100% y 20%
de los insectos capturados en cada vivienda, simulando asi un
muestreo minucioso de la vivienda o un muestreo sin mucho esfuerzo).
En esta estrategia de muestreo, se pretende conocer un numero éptimo
de viviendas a muestrear en una comunidad y, dentro de las viviendas
seleccionadas, el esfuerzo de muestreo (esfuerzo importante, con una
bisqueda minuciosa para capturar 100% de los insectos presentes, o
un esfuerzo débil con el cual se captura solamente 20% de los insectos

presentes)

Las simulaciones de muestreo se realizaron con cien repeticiones y se efectuaron con la

ayuda del programa STATISTICA 8, y se obtuvieron nuevamente las prevalencias de infeccion.

3.6. PRUEBAS ESTADISTICAS

El célculo de las prevalencias de infeccion se hizo tomando en cuenta las diferentes

fuentes de heterogeneidad estudiadas: la comunidad, las viviendas, el tipo de estructura
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(dormitorio, gallinero etc.) y estadio ninfal del insecto. Las prevalencias de infeccién en 7.
infestans fueron calculadas con intervalos de confianza del 95% (IC 95%). Las comparaciones
entre varias prevalencias se hicieron con la prueba de razén de verosimilitud (G) al 95% de

significancia («=0.05) (Steel & Torrie 1992).

La comparacion de las prevalencia obtenidas después de las simulaciones (es decir con
un muestreo limitado de insectos) y la prevalencia “real” obtenida con el muestreo total de los
insectos en el terreno, se realizd obteniendo primero la media de las prevalencias después de
las 100 simulaciones y comparandola con la prevalencia “real” de la respectiva comunidad

mediante una prueba ¢ de Student para una muestra con 95% de significancia (a=0.05) (Steel
& Torrie 1992).

Los diversos cdlculos fueron realizados con los programas de estadisticas
STATISTICA (ver. 8.0) o SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version 18.0, SPSS
Inc.).
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4. RESULTADOS

4.1. DESCRIPCION DE LAS POBLACIONES EN ESTUDIO

En las cuatro comunidades, un total de 263 viviendas fueron muestreadas, de las cuales

188 estaban infestadas por lo menos con un individuo de 7. infestans. El indice de infestacion

general fue de 71% variando entre comunidades de 56% (Eje Pampa) a 86% (Palmarito)

(Tabla 6). Las comunidades de Palmarito y La Brecha presentan los indices de infestacion

general mas elevados (86% y 74% respectivamente), y en las mismas se ha encontrado la

mayor proporcion de viviendas con T. infestans infectados con T. cruzi (64% y 57%

respectivamente).
Tabla 6: Viviendas estudiadas por comunidad.
Promedio .
. Viviendas Viviendas insectos - Vlvu.endas: con T-
Comunidad . Indice de cruzi (% viviendas
existentes y con encontrados . .z ;
de captura ) ; . infestacion con T. infestans
analizadas T. infestans Ivivienda .
(min-max) infectados)
La Brecha 88 65 4-170) 74 % 37 (57%)
p . 16 o 0
almarito 80 69 (1-160) 86 % 44 (64%)
,';,aagnf; . 43 25 (1128) 58 % 6 (24%)
Ei 33 o o
je Pampa 52 29 (1-154) 56 % 11 (38%)
Total 263 188 71 % 92 (52%)

Un total de 3410 insectos se identificaron como 7. infestans, el 30% fueron capturados

en La Brecha, 33% en Palmarito, 28% en Eje Pampa y 9% en Lagar Pampa. La estructura
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poblacional por estadio de desarrollo se muestra en la Tabla 7. El 9% de los insectos eran N1;
9% N2; 14% N3; 17% N4; 24% NS y el 26% eran adultos (43% hebras y 57% machos).

Tabla 7: Macro poblaciones de T. infestans bajo estudio

Numero de individuos por estadio

Comunidad
d t Total
€ captura NI N2 N3 N4 N5 Q 3

La Brecha 135 158 149 111 208 100 135 996
Palmarito 30 39 132 238 345 173 169 1126
Lagar Pampa 20 42 65 49 65 23 55 319
Eje Pampa 107 78 144 189 208 90 153 969
Total 292 317 490 587 826 386 512 3410

4.2. HETEROGENEIDAD DE LA PREVALENCIA DE INFECCION ENTRE
COMUNIDADES

La prevalencia de infeccién general en cada comunidad se muestra en la Tabla 8§,
donde La Brecha presenta el valor mas alto (33%) en comparacion con las demds comunidades

(18% en Palmarito, 11% en Eje Pampa y 5% en Lagar Pampa).
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Tabla 8: Prevalencias de infeccion de T. infestans en las cuatro comunidades en estudio.

Comunidad Namero de insectos Insectos Prevalencia
analizada capturados ‘ positivos (IC 95%)
La Brecha 996 333 (0,301'?(;3.36)
Palmarito 1126 208 (0.1%_1(3 21)
Eje Pampa 969 105 (0.812).11 3)
Lagar Pampa 319 15 (o.c?é?c?.o7)

Las prevalencias globales son significativamente diferentes entre las cuatro
comunidades (G= 220.98, g.l.=3 P<0.001). Esta diferencia en las prevalencias de infeccion
también se observa entre comunidades de la misma eco-region. En el Chaco, la diferencia
entre Palmarito y La Brecha es significativa (G=62.48, g...=1, P<0.001), al igual que entre
Lagar Pampa y Eje Pampa en los Valles (G=12.19, g./.=1, P<0.001).

4.3. HETEROGENEIDAD ENTRE VIVIENDAS DE UNA MISMA
COMUNIDAD

La prevalencia varia significativamente entre viviendas de una misma comunidad
(Tabla 9).
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Tabla 9: Prevalencias de infeccion en viviendas de cada comunidad. * Tomando en cuenta las viviendas

que tenian mayor nimero de insectos capturados (n>39).

. Cddigo de Insectos Insectos . R?Z(,ST‘ de
Comunidad la vivienda* capturados positivos Prevalencia (IC 95%) verosnml!l'fud {al.)
Probabilidad P
102 70 0 0%
107 154 9 6% (2-10%)
207 93 3 3% (0-7%)
Eje Pampa 301 65 0 0% A
308 80 26 33% (22-43%)
401 79 8 10% (3-17%)
406 137 25 18% (12-25%)
405 145 85 59% (51-67%)
La Brecha 411 170 99 58% (51-66%) Ca=2r8
422 136 43 32% (24-39%)
420 88 8 9 (3-15%)
Lagar Pampa CV62A 45 2 4% (0-12%) GP(E);.;'Z%Q
Cv71 39 2 5% (0-12%)
112 160 18 11% (6-16%)
_ 408 42 7 17% (5-28%) G (3)= 532
Palmarito P=0.150
416 53 1 21% (10-32%)
504 69 15 22% (12-31%)

En Eje Pampa, de siete viviendas altamente infestadas (nimero de triatominos >39 en
cada una de las viviendas), la prevalencia de infeccion en los triatominos varia de 0 a 33%
(P<0.001). En La Brecha, tres casas altamente infestadas mostraron prevalencias
estadisticamente diferentes entre 32% y 59% (P<0.001). Por otro lado, en Lagar Pampa y
Palmarito, no se observo diferencias significativas entre viviendas (P>0.05). La prevalencia de

infeccion vari6 entre Sy 9% en Lagar Pampa y entre 11 y 21% en Palmarito (Tabla 9).
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4.4. HETEROGENEIDAD ENTRE ESTRUCTURAS DE UNA MISMA
VIVIENDA Y SEGUN USO DOMESTICO

4.4.1. Heterogeneidad entre estructuras de una vivienda

Analizando en detalle las viviendas de la tabla anterior (Tabla 9), se observo
diferencias en la prevalencia de infeccidn entre estructuras de las viviendas (Tabla 10). Por
ejemplo, la vivienda N°308 en Eje Pampa estaba constituida de un almacén y de un
dormitorio. La prevalencia en el almacén fue de 0% mientras en el dormitorio fue de 44.8%.

Sin embargo, en las otras viviendas, no se observo tal diferencia.
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Tabla 10: Comparacion de las prevalencia de infeccion entre ambientes domiciliarios. *Las estructuras
designadas como usos “diversos” en Lagar Pampa y Eje Pampa, son ambientes que no tiene una

funcionalidad definida, pueden ser depésitos con la presencia de olros animales.

) Razon de
- Ambiente Insectos Insectos . .
Vivienda (uso) capturados ositivos Prevalencia verosimilitud (g/)
P P Probabilidad P
) A (almacén) 22 0 0%
308-Eje 21.1(1)
Pampa B (dormitorio) 58 26 44.8% P<0.001
A (almacén) 6 4 67%
422-la 3.25(1)
Brecha B (dormitorio) 130 39 30% P=0.07
B (dormitorio) 45 10 22%
504- : 0.018(1)
Palmarito C (gallinero) 24 5 21% P=0.894
420- G (bafio) 33 5 15% 3.24 (1)
Lagar P=0.07
Pampa BC (diversos)* 51 2 4%

4.4.2. Heterogeneidad segln uso de los ambientes domiciliarios

Al comparar entre ambientes con un determinado uso doméstico, en cada comunidad
existen diferencias significativas (P<0.05). Los dormitorios aparecen como los lugares donde
la prevalencia de infeccion de los triatominos es la mas elevada, por lo menos en La Brecha,
Palmarito y Eje Pampa, con valores de 19% a 36%. Los almacenes también parecen ser
lugares donde la prevalencia de infeccion en 7. infestans es relevante (alrededor del 20%). Los
lugares donde la prevalencia de infeccién es la mas baja son en general los gallineros y

corrales donde la prevalencia varia de 0% al 10% (Tabla 11).
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Tabla 11: Comparacion en las prevalencias de infeccion entre estructuras con diferentes usos. *Las

eslructuras designadas como usos “diversos” son ambientes que no tiene una funcionalidad definida,

pueden ser dep0sitos con la presencia de otros animales.

Uso de estructura

Prevalencia de infeccion por comunidad (IC 95%)

Eje Pampa

Lagar Pampa

La Brecha Palmarito

Dormitorio
Cocina
Almacenamiento
Baifio

Diversos*

Corral

Gallinero

Troje

Razén de
verosimilitud (g./)
Probabilidad P

23% (16-31%)

6% (0-12%)
19% (12-27%)
4% (0-10%)
5% (2-9%)
9% (6-13%)
4% (1-8%)
15% (5-24%)

41.7 (7)
P <0.001

6% (2-10%)
0%
15% (3-27%)
3% (0-7%)
0%

0%

12.3 (5)
P <0.05

36% (33-39%) 19% (17-22%)

17% (0-34%) 12% (0-27%)

13% (5-21%) 23% (15-32%)

0% 0%
8% (0-19%) 10% (3-18%)
: 0%
344 11.9 (5)

P < 0.001 P <005

4.5. VARIACION DE LA PREVALENCIA ENTRE
INFESTANS

ESTADIOS DE T.

La prevalencia de infeccion segun los diferentes estadios de 7. infestans varia de forma

diferente segin la comunidad en estudio (Tabla 12), este escenario se muestra claramente

cuando comparamos los estadios menores (N1+N2+N3+N4) con los grandes (N5 + Adultos)

(Figura 10).
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Tabla 12: Prevalencias de infeccién por T. cruzi (en %) en diferentes estadios de 7. infestans. Entre

aréntesis se indica el intervalo de confianza al 95%
p

Estadio de desarrollo de T, infestans

Comunidad
N1 N2 N3 N4 N5 3 Q
. 21 12 15 7 5 12 9
Eje Pampa (14-29) (4-19) (9-21) @-11) (2-8) (7-18) (3-15)
Lagar 0 5 3 2 5 7 13
Pampa (0-11) (©-7) (0-6) (0-10) (0-14) (0-27)
34 35 36 27 29 38 37
La Brecha (26-42)  (27-42)  (29-44) (19-35) (23-35)  (30-46)  (28-46)
. 5 13 18 17 22 30
Palmarito 0 (0-12) (7-19) (13-22) (13-21)  (1628)  (23-37)

En las comunidades de Palmarito y Eje Pampa, las diferencias son significativas entre
estadios (Gg =36.89, P < 0.001 y Gg =25.77, P < 0.001 respectivamente). En Palmarito, la
prevalencia de infeccion posee una tendencia creciente con el estadio de los insectos, pasando
de 0% en las N1 a =20 — 30% en los adultos (Figura 10a). En Eje Pampa, la tendencia es a la
inversa, con una prevalencia mas elevada en los estadios menores (=20% en las N1), que en

los estadios grandes (=4-7% en N4-N5) (Figura 10d).
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Figura 10. Comparacion de prevalencias de infeccion entre estadios en las cuatro comunidades en

estudio. a. Palmarito, b. La Brecha, c. Lagar Pampa y d. Eje Pampa

En Lagar Pampa y La Brecha, la prevalencia de infeccion en los triatominos no varia

significativamente entre estadios de desarrollo (Gg =6.49, P = 0.370 y Gg =6.50, P = 0.369
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respectivamente). En Lagar Pampa, la prevalencia se mantiene =5-10% (Figura 10c) y en La

Brecha, el valor oscila entre 27-37% (Figura 10b).

4.6. PREVALENCIA DEL PARASITO SEGUN LOS DTUs

La Tabla 13 muestra la proporcion de los grupos de DTU de 7. cruzi en los triatominos
de cada comunidad. El grupo TclI-V-VI es el grupo predominante en las comunidades de La
Brecha (49%), Palmarito (67%) y Lagar Pampa (40%), indicando una circulacion
predominantemente doméstica del parasito. Sin embargo, en Palmarito y Lagar Pampa, se
observo también una alta proporcion del grupo Tel (=25-30%), indicado la circulacién de T.
cruzi proveniente del ciclo silvestre. En La Brecha, también se observaron importantes
proporciones del grupo TclII-IV. Este grupo es el mas abundante en Eje Pampa, y el grupo
TclIl-V-VI es el de menor proporcion. En Eje Pampa, es también sobresaliente la presencia del

grupo Tcl, indicando un ciclo silvestre.

En todas las comunidades (menos Eje pampa) se observo infecciones mixtas en baja

proporcion (< 7% como maximo).

Tabla 13: Proporcion de los DTUs de T. cruzi (% de triatominos infectados por comunidad)

Lagar

Grupo de DTU La Brecha Palmarito Pampa Eje Pampa
Tcl 5 24 33 38
Tclll-IV 43 8 20 54
Tcll-V-Vi 49 67 40 8
Infecciones mixtas 4 1 7 0
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4.7. SIMULACIONES DE ESTRATEGIAS DE MUESTREO DE
TRIATOMINOS EN EL CAMPO

4.7.1. Muestreo aleatorio de los insectos

En esta estrategia de muestreo, se simul6 un muestreo al azar 100 veces, con muestras
del 50%, 40%, 30% o 20% de los insectos capturados en cada comunidad, y se estimé la
prevalencia de infeccién. El promedio obtenido fue comparado a la prevalencia global, pero
también los valores extremos (minimo y maximo) obtenidos en las simulaciones, para

examinar la probabilidad de encontrar un valor demasiado alejado al valor real.

4.7.1.1. Muestreos aleatorios en la comunidad La Brecha

En la Brecha se capturaron 996 insectos, por lo que con las simulaciones del 50% de
los insectos se obtuvo un promedio de 500 insectos por aleatorizacion (min=452; max=545).
Igualmente, con 40%, 30% y 20% de los insectos potenciales, se sortearon un promedio de
400 (min=445; max=364), 300 (min=326; max=265) y 200 (min=228; max=168) insectos
respectivamente. La distribucion de los valores de prevalencia obtenidas con 100 simulaciones

en cada tipo de sorteo se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Distribucién de prevalencias de infeccién obtenidas por simulacién aleatoria para La Brecha: a.
con el 50% del total de insectos, b. con el 40% de Jos insectos, c. con el 30% de Jos insectos y d. con el
20% de los insectos.

Mediante el test de ¢ de Student no se identifico ninguna diferencia significativa entre
las prevalencias medias de cada tipo de aleatorizacion y la prevalencia “real” calculada con el

total de insectos de La Brecha y estimada a 33% (Tabla 14).
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Tabla 14: Simulaciones de prevalencia de infeccién de cuatro tipos de muestreo aleatorio respecto al total
de insecto en La Brecha. Valores de las medias obtenidas para los cuatro tipos de muestreo y su
comparacion con la prevalencia obtenida en La Brecha (0.3343) mediante la prueba t de Student.

Resultado de la

Muestreo respecto al total

de insectos “potenciales” §imuIaC|on tigl)
=996 Media M Mi P
(n=996) (terr. est.) ax n
0.334 0.13 (102)
50% #0.0015) 937 030 P=0.89
0.334 -0.08 (113)
40% (0.001g) 038 029 P=0.93
0.332 -0.97 (101)
30% (#0.0023) 039 026 P=0.33
0.337 0.97 (99)
20% (00029) 041 029 P=0.33

Sin embargo, se observé variaciones entre los valores maximos y minimos de la
prevalencia en las simulaciones (Tabla 14). Los valores maximos de prevalencia calculada
varian de 0.37 (con 50% de los insectos) a 0.41 (con 20% de los insectos). Los valores
minimos varian de 0.26 a 0.30. Estos valores fueron comparados con ¢l valor “real” y no se
detecté ninguna diferencia cuando 50% (max: ¥’=1.78; y min: x>=1.36; P>0.05 en ambos
casos) o 40% (max: x2=2.74; y min: x2=2.22; P>0.05 en ambos casos) de los insectos fueron
muestreados. Sin embargo, la diferencia entre en la prevalencia de infecciéon “real” y el
minimo valor obtenido con 30% de los insectos (0.26) fue del 7% siendo estadisticamente
diferente (x2=4.84; P=0.03). Del mismo modo, la diferencia entre el valor “real” y el valor
méximo, obtenido con 20% de los insectos (0.41) fue del 8% siendo significativo (x°=3.98;

P=0.045).

Las distribuciones de las prevalencias simuladas por tipo de sorteo indican que con un
esfuerzo menor (20% de los insectos potenciales), hay mas probabilidades de encontrar
valores extremos (minimas o maximas) alejados del valor “real” (Figura 11). Eso también se
detecta con el aumento en el intervalo de confianza a medida que se reduce el tamafio de

muestra (Tabla 14;Figura 12).
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Figura 12. Variacion de la prevalencia segin el tamaiio de muestra en La Brecha. (IC del 95%).

Los resultados indican que con un esfuerzo de muestreo menor, es decir con pocos
insectos capturados, la prevalencia de infeccién en triatominos tiende ser erroneamente

estimada.

4.7.1.2. Muestreos aleatorios en la comunidad Palmarito

En Palmarito se capturaron 1126 insectos, por lo que con las simulaciones del 50% de
los insectos se obtuvo un promedio de 561 insectos por aleatorizacion (min=521; max=602}.
Igualmente, con 40%, 30% y 20% de los insectos potenciales, se sortearon un promedio de
449 (min=406; max=486), 338 (min=289; max=381) y 225 (min=192; max=249) insectos
respectivamente para cada sorteo. La distribucion de los valores de prevalencia obienidas con
100 simulaciones en cada tipo de sorteo se muestran en la Figura 15(Anexo 2).

Mediante el test de ¢ de Student no se identifico diferencias significativas entre las
prevalencias medias de cada tipo de aleatorizacion y la prevalencia “real” calculada con el

total de insectos de Palmarito y estimada a 18% (Tabla 15)
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Tabla 15: Simulaciones de prevalencia de infeccién de cuatro tipos de muestreo aleatorio respecto al total
de insecto en Palmarito. Valores de las medias obtenidas para los cuatro tipos de muestreo y su
comparacion con la prevalencia obtenida en Palmarito (0.1847) mediante la prueba t de Student.

Muestreo respecto al total Resultado de la simulacion

de insectos “potenciales” . t(gl)
(n=1126) (izl'idc;Zt.) Max  Min P
50% ( s y 021 016 040
40% (ig::)g?B) 0.21 015 RS
30% cooo 028 016 1319
20% ( o , 024 010 0.22 (99)

En las simulaciones, los valores maximos variaron de 0.21 (con 50% de los insectos) a
0.24 (con 20% de los insectos). Los valores minimos estuvieron entre 0.10 y 0.16 (Tabla 15).
Estos valores fueron comparados con el valor “real” de prevalencia de infeccién donde el
maximo valor difiere en un 6% al “real”, no se detectd6 ninguna diferencia significativa
(;*=0.004, P>0.05) en ninguno de los casos, exceptuando el valor minimo de la simulacién del
20% de insectos en la que se observd que diferia de la “real” en un 8% con diferencias
significativas (°=8.54, P=0.003). Las distribuciones de las prevalencias por tipo de sorteo
indican que con un esfuerzo menor (20% de los insectos potenciales), hay mas probabilidades
de encontrar valores extremos (minimos o maximos) alejandose del valor “real” (Figura 15 en
Anexo 2). Eso también se detecta con el aumento en el intervalo de confianza a medida que se

reduce el tamafio de muestra (Tabla 15) y (Figura 16 en Anexo 2).

Al igual que para La Brecha, los resultados indican que con un esfuerzo de muestreo

débil, la prevalencia de infeccion en triatominos puede ser erroneamente estimada.
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4.7.1.3. Muestreos aleatorios en la comunidad Lagar Pampa

En Lagar Pampa se tuvo un total de 319 insectos por lo que en las simulaciones con el
50% se obtuvo un promedio de 159 insectos (max=182, min=129), con 40% 129 (max=147,
min=106), con 30% 96 (max=113, min=81) y con 20% 65 insectos (max=90, min=45). La
distribucion de los valores de prevalencia obtenidas con 100 simulaciones en cada tipo de

sorteo se muestran en la Figura 17 (Anexo 2).

Mediante la prueba ¢ de Student no se observaron diferencias significativas al comparar
las prevalencias medias obtenidas por simulacion con la prevalencia “real” en Lagar Pampa

estimada a 5% (Tabla 16).

Tabla 16: Simulaciones de prevalencia de infeccion de cuatro tipos de muestreo aleatorio respecto al fotal
de insecto en Lagar Pampa. Valores de las medias obtenidas para los cuatro tipos de muestreo y su
comparacion con la prevalencia obtenida en Lagar Pampa (0.0470) mediante la prueba I de Student.

Resultado de la

Muestreo respecto al total

de insectos “potenciales” Me d?;mulacién _ ”g'-)
(n=319) (terr.est) Max Min
50% (18:8313) 0.08 0.02 0559
40% (18:8(4)36) 010 o002 000559
30% (ig:gg?) 009 0 °~207.7(§)9)
S o o oD

En las simulaciones, los valores de prevalencia maximos hallados fueron de 8% a 13%
y los minimos de 0% a 2%. Al comparar cada uno de estos valores con el de la prevalencia
“real” se obtuvo que para las simulaciones del 50% y 40% no hay diferencias significativas
(x*=0.004, P>0.05 para todos los valores), pero al comparar el valor méximo obtenido en la

aleatorizacion del 20% de insectos, se observd una variacion con la “real” de 8% la cual es
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significativa (x2=4.98, P=0.02). Al comparar el valor minimo obtenido en la aleatorizacion de
30%, se observd una variacion del 5% siendo esta significativamente diferente a la “real”

(x*=3.39, P=0.02).

Al igual que para las anteriores comunidades, las distribuciones de las prevalencias por
tipo de sorteo indican que con un menor esfuerzo de muestreo (20% de insectos potenciales),
la probabilidad de encontrar valores extremos (minimos o maximos) es mayor, y se aleja al
valor “real” (Figura 17 en Anexo 2). Eso también se detecta con el aumento en el intervalo de

confianza a medida que se reduce el tamaifio de muestra (Tabla 16) y (Figura 18 en Anexo 2).

A igual que para las comunidades anteriores, los resultados indican que con un
esfuerzo de muestreo débil, la prevalencia de infeccién en triatominos tiende a ser
erroneamente estimada. En Palmarito y La Brecha, la prevalencia real era elevada (18% y 33%
respectivamente), y con las simulaciones, no se obtuvo ninguna estimacién con valor cero. Sin
embargo, en Lagar Pampa donde la prevalencia real era solamente de 5%, las simulaciones
indicaron que hay un 6% de probabilidad de encontrar falsos negativos (valor cero) en
prevalencia. Asi, con un muestreo débil, las probabilidades para sefialar erroneamente, que la

comunidad esta libre de infeccion, es elevada en este caso (Tabla 17).
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Tabla 17: Probabilidades de obtener un falso negativo segiin simulacién de muestreo.

Probabilidad de un

Tipo de simulacién de muestreo Comunidad
falso negativo
Muestreo aleatorio (50%, 40%, 30% y 20% de los insectos) La Brecha 0%
Muestreo aleatorio (50%, 40%, 30% y 20% de los insectos) Palmarito 0%
Muestreo aleatorio (50%, 40% y 30% de los insectos) Lagar Pampa 0%
Muestreo aleatorio (20% de los insectos) Lagar Pampa 6%
Muestreo aleatorio (todos los casos) Eje Pampa 0%

4.7.1.4. Muestreos aleatorios en la comunidad Eje Pampa

En Eje Pampa se tuvo un total de 969 insectos por lo que en las simulaciones con el

50% se obtuvo un promedio de 482 insectos (max=515, min=443), con 40% de 388

(max=419, min=351), con 30% 291 (max=324, min=266) y con 20% 194 insectos (max=219,

min=166). La distribucion de los valores de prevalencia obtenidas con 100 simulaciones en

cada tipo de sorteo se presentan en la Figura 19 (Anexo 2).

Mediante la prueba ¢ de Student no se observaron diferencias significativas al comparar

la media obtenida mediante simulacion con la prevalencia “real” en Eje Pampa estimada a

11% con los valores medios de las aleatorizaciones (Tabla 18).
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Tabla 18: Simulaciones de prevalencia de infeccion de cuatro tipos de muestreo aleatorio respecto al total
de insecto en Eje Pampa. Valores de las medias obfenidas para los cualro tipos de muestreo y su
comparacién con la prevalencia obtenida en Eje Pampa (0.1083) mediante la prueba t de Student.

Resultado de la

Muestreo respecto al total

de insectos “potenciales” Me d?;mulacién t (g‘-)
(n=969) (zerr. est) Max Min
0.11 -0.046(99)
0,
50% (+0.0009) 0.14 0.08 0.96
0.11 0.53 (99)
0,
40% (£0.0012) 0.14 0.08 0.59
0 0.10 0.77 (99)
30% (£0.0015) 0.14 0.06 0.43
0.10 -1.19 (99)
20% (£0.0021) 0.16 0.06 0.23

En las simulaciones, los valores maximos de la prevalencia fueron de 14% a 16% y los
minimos de 6% a 8%. Al comparar cada uno de estos valores con el de la prevalencia “real” de
11% se obtuvo que para todas las simulaciones no hay diferencias significativas (x*=0.004,
P>0.05 para todos los valores), a excepcion del valor minimo obtenido con la aleatorizacion
del 30% de insectos. En este caso, se observé una variacion con la “real” del 5% la cual fue

significativa (x*=5.55, P=0.02).

Al igual que para las anteriores comunidades, las distribuciones de las prevalencias por
tipo de sorteo indican que con un menor esfuerzo de muestreo, la probabilidad de encontrar
valores extremos es mayor, alejandose del valor “real” (Figura 19 en Anexo 2). Eso también se
detecta con el aumento en el intervalo de confianza a medida que se reduce el tamarfio de

muestra (Tabla 18) y Figura 20 (en Anexo 2).

En Eje Pampa, donde la prevalencia “real” de 11%, valor intermedio entre el de 5% de
Lagar Pampa y los valores elevados de 18% y 33% de Palmarito y La Brecha, las simulaciones
no registraron una prevalencia de cero. Asi, en este caso, con un muestreo débil no se

observaron falsos negativos (Tabla 17).
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4.7.2. Muestreo estratificado por viviendas

En este tipo de muestreo, se eligié diferentes numeros de viviendas (50% y 20% del
total de viviendas disponibles en cada comunidad), y en cada vivienda seleccionada, se simuld
dos tipos de muestreo: un muestreo minucioso (es decir tomando en cuenta el 100% de los
insectos capturados), o un muestreo parcial, tomando al azar solamente el 20% de los insectos
capturados. Asi, para cada comunidad, se trabaj6 con las siguientes proporciones de viviendas

e insectos respectivamente: 50/100; 50/20; 20/100 y 20/20.
4.7.2.1. Muestreos estratificados en la comunidad de La Brecha

En La Brecha se muestreo un promedio de 503 insectos en la simulacién de S0/100
(max=779; min=236), en la simulaciéon 50/20 se obtuvo un promedio de 101 insectos
(max=166; min=43), en la simulaciéon de 20/100 un promedio de 196 insectos (max=604;

min=54), y en la de 20/20 un promedio de 40 insectos (max=89; min=14).

La prueba de ¢ de Student indica que hay diferencias significativas entre la prevalencia
“real” de La Brecha estimada en 33% y las simulaciones de muestreo donde se toman en
cuenta 20% de viviendas. No hay diferencias significativas, cuando se toman en cuenta el 50%
de las viviendas (Tabla 19). Estos resultados indican que un muestreo tomando en cuenta
solamente 20% (o menos) de las vivienda no proporcionara una estimaciéon real de la
prevalencia en un pueblo. También se encontrd valores de prevalencia méximos que van de
46% a 59% y los minimos de 0 a 16%, valores significativamente diferentes a la prevalencia
“real” de 33% (x>>0.004, g.1.=1, P<0.05). Asi, en cualquier tipo de muestreo, hay riesgos en
subestimar o sobrestimar la prevalencia real de manera significativa. Ademas, en la estrategia
20/20, se encontr6 una probabilidad de 1% de obtener un falso negativo (Tabla 20), aun
cuando la prevalencia “real” era muy elevada (33%). Esta estrategia de muestreo, muy basica

y poco fuerte, no es entonces adecuada, incluso cuando la prevalencia “real” es elevada.
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Tabla 19: Prevalencia de infeccion segin muestreo aleatorio estratificado en La Brecha. Valores para la

prueba t de Student de comparacién de medias (medias comparadas a: 0.33) para las prevalencias

obtenidas en los cuatro tipos de muestreo aleatorio esiralificado. **significativamente diferente P<0.05.

Simulacion de Muestreo Prevalencia de infeccion:
respecto al total de Resultado de t(gl.)
insectos “potenciales” simulaciones g
{n=996) Media Max Min
{%viviendas:%insectos) (terr. est)
. 0.340 0.93 (99)
50:100 (£0.0062) 046 0.16 0.35
) 0.332 -0.25 (99)
50:20 (£0.0076) 0.51 0.12 079
. 0.294 -3.21 (99)
20:100 (£0.0125) 0.52 0.04 0.001**
. 0.276 -4.09 (99)
20:20 0.0142) 059 0.00 0.0001**

Las distribuciones de las prevalencias por tipo de sorteo indican que con un menor

esfuerzo de muestreo (20/20 de insectos potenciales), la probabilidad de encontrar valores

extremos (minimos o maximos) es mayor, alejandose del valor “real” (Figura 13). Eso también

se detecta con el aumento en el intervalo de confianza a medida que se reduce el tamafio de

muestra (Tabla 19; Figura 14).
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Figura 14. Variacion en la estimacion de la prevalencia de infeccién segin muestreo aleatorio estratificado
en viviendas de La Brecha. a. (20:20) es un muestreo del 20% del total de viviendas y de las mismas
se obtiene una muestra de20% de insectos en cada una. b. (20:100) muestreo del 20% de las viviendas
y el total de insectos de las mismas (100%). ¢. (50:20) muestreo del 50% de las viviendas y de cada una
se obtiene el 20% de insectos. d. (50:100) muestreo del 100% de insectos en el 50% de las viviendas de
la comunidad.

El hecho de encontrar un falso negativo en la estrategia (20/20) (Tabla 20), demuestra
que cuando el esfuerzo de muestreo es bajo (20% de las viviendas y un esfuerzo bajo de
bisqueda de triatominos en cada vivienda), existe una probabilidad de decir que la prevalencia
de infeccion es cero cuando en realidad es elevada. Por eso, la estrategia de muestreo

estratificado no es recomendable, sobre todo si el esfuerzo de muestreo es bajo.
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Tabla 20. Probabilidades de obtener un falso negativo segun simulacion de muestreo estratificado. Entre
paréntesis estan Ias proporciones de las viviendas seleccionadas y la proporcién de insectos

muestreados en cada una

Tipo de simulacion de muestreo Comunidad Probabilidad de un falso negativo
Muestreo aleatorio estratificado (20% / 20%) La Brecha 1%
Muestreo aleatorio estratificado (todos los tipos) Palmarito 0%
Muestreo aleatorio estratificado (50% / 20%) Lagar Pampa 32%
Muestreo aleatorio estratificado (20% / 100%) Lagar Pampa 21%
Muestreo aleatorio estratificado (20% / 20%) Lagar Pampa 57%
Muestreo aleatorio estratificado (20% / 100%) Eje Pampa 3%
Muestreo aleatorio estratificado (20% / 20%) Eje Pampa 5%

4,7.2.2. Muestreos estratificados en la comunidad de Palmarito

En Palmarito, para el sorteo 50/100 se obtuvo un promedio de 548 insectos
(max=752; min=324), en el sorteo de 50/20 se obtuvo un promedio de 108 insectos (max=153;
min=66), en la simulacién de 20/100 un promedio de 229 insectos (max=446; min=108), y en

la de 20/20 un promedio de 45 (max=96; min=21).

Las pruebas de ¢ de Student indican que hay diferencias significativas entre la
prevalencia “real” de Palmarito estimada a 18% y la simulaciones 50/20. En las demas
simulaciones no se encontrd diferencias significativas (Tabla 21). También se encontré valores
de prevalencia méximos que van de 27% a 41% y los minimos de 4% a 13% y al comparar
estos valores extremos con la prevalencia “real”, se hallé que en todos los casos hay

diferencias significativas (x>>0.004, g.1.=1, P<0.05).
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Las distribuciones de las prevalencias por tipo de sorteo indican que con un
menor esfuerzo de muestreo 20/20, la probabilidad de encontrar valores extremos

(minimos 0 maximos) es mayor (Figura 21 en Anexo 2).

Eso también se detecta con el aumento en el intervalo de confianza a medida que se

reduce el tamafio de muestra (Tabla 21) y (Figura 22 en Anexo 2).

Tabla 21: Prevalencia de infeccion segin muestreo aleatorio estratificado en viviendas de la comunidad
Palmarito. Valores para la prueba t de Student de comparacion de medias (medias comparadas a: 0.18)
para las prevalencias obtenidas en los cuatro tipos de muestreo aleatorio estratificado en casas de
Paimarito. **significativamente diferente P<0.05.

Prevalencia de infeccién:

Muestreo respecto al total Resultac_:lo de
de insectos “potenciales” simulaciones t(gl.)
(n=1125) Media P
0, v -0/ 3 -
(%viviendas:%insectos) (terr. est) Max Min
0.18 -1.24 (99)
: 0.27 0.13
50:100 (£0.0025) 0 0.21
) 0.17 -2.47 (99)
50:20 (0.0039) 0.32 0.08 0.01%
0.19 1.60 (99)
: 0.35 0.09
20:100 (£0.0053) 0.11
. 0.19 0.87 (99)
20:20 (£0.0074) 0.41 0.04 0.38

4.7.2.3. Muestreos estratificados en la comunidad de Légar Pampa

En Lagar Pampa el niimero promedio de triatominos sorteados por simulacién fue de
150 (max=274; min=47) para la estrategia 50/100. En la simulaciéon de 50/20, fue de 29
insectos (max=60; min=5), en la simulacion de 20/100 de 58 insectos (max=170; min=7), y en

la de 20/20 de 14 insectos (max=32; min=1).
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La prueba de ¢ de Student indica que, a excepcion de la aleatorizacion 20/20, en todos
los casos hay diferencias significativas entre la prevalencia “real” de Lagar Pampa y las

simulaciones de muestreo (Tabla 22).

Tabla 22: Prevalencia de infeccion segtin muestreo aleatorio estratificado en viviendas de la comunidad
Lagar Pampa. Valores para la prueba t de Student de comparacién de medias (medias comparadas a:
0.047022) para las prevalencias obtenidas en los cuatro tipos de muestreo en casas de Lagar Pampa.
**significativamente diferente P<0.05

Prevalencia de infeccién:

Muestreo respecto al total R_esultado de
de insectos “potenciales” simulaciones t(gl)
(n=319) . P
(%viviendas:%insectos) ( 121?.‘22&) Max Min
0.042 -2.88 (99)
: 0.08 0.01
50100 (+0.0015) 0.005**
0.037 -2.88 (99)
: .16 0.
50:20 (£0.0034) 016 0.00 0.005**
0.034 -5.09 (99)
: 0.10 0.00
20:100 (£0.0025) : ’ 0.00**
. 0.039 -1.06 (99)
20:20 (£0.0067) 0.50 0.00 0.28

También se encontrd valores de prevalencia maximos que van de 8% a 50% y los
minimos de 0 a 1%, estos rangos son demasiado amplios (alto error estandar) debido a los
bajos tamafios de muestra en las simulaciones, por lo que no se pudo encontrar diferencias

estadisticas significativas en ninguno de los casos (x>>0.004, g.1.=1, P>0.05).

Las distribuciones de las prevalencias por tipo de sorteo indican que con un menor
esfuerzo de muestreo, la probabilidad de encontrar valores extremos (especialmente minimos)
es mayor. Al presentar una prevalencia “real” baja (5%) la probabilidad de encontrar valores
extremos (minimos o maximos) es mayor (Figura 23 en Anexo 2). Esto también se observa al
tener intervalos de confianza amplios a medida que se reduce el tamaifio de muestra (Tabla 22)
y (Figura 24 en Anexo 2).
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Ademas la probabilidad de encontrar una prevalencia de cero en un muestreo de campo
es también elevada con un esfuerzo de muestreo (20% de los insectos), y aun mas elevada
cuando se muestrean pocas viviendas (20% de las viviendas) (Tabla 20). Asi, si el lugar a
muestrear es sospechoso de tener una baja prevalencia de infeccion, la estrategia de muestreo

por estratificacion de vivienda no es recomendable.

4.7.2.4. Muestreos estratificados en la comunidad de Eje Pampa

En Eje Pampa, el nimero promedio de triatominos sorteados fue de 487 (max=767,
min=249) para la estrategia de muestreo 50/100. En la simulacién de 50/20, el promedio de
insectos sorteados fue de 94 (max=151; min=51), en la simulaciéon de 20/100 de 221
(max=508; min=29), y en la de 20/20 de 43 (max=106; min=6).

La prueba de ¢ de Student indica que en las simulaciones 50/20 y 20/20 existen
diferencias significativas respecto a la prevalencia total Eje Pampa (11%) y no asi en las de
50/100 y 20/100 (Tabla 23). Los valores de prevalencia maximos encontrados van de 18% a
50% y los minimos de 0 a 2%, en los cuales se encontraron diferencias estadisticas

significativas respecto a la prevalencia “real” en todos los casos (x>>0.004, g.1.=1, P<0.05).

Las distribuciones de las prevalencias por tipo de sorteo (Figura 25 en Anexo 2)
indican que con un menor esfuerzo de muestreo, la probabilidad de encontrar valores extremos

(minimos y maximos) es mayor, alejandose ain mas del valor “real”.

Esto también se observa al tener intervalos de confianza amplios a media que se reduce

el tamafio de muestra (Tabla 23) y (Figura 26 en Anexo 2).
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Tabla 23: Prevalencia de infeccién segin muestreo aleatorio estratificado en viviendas de Eje Pampa.
Valores para la prueba t de Student de comparacién de medias (medias comparadas a: 0.11) para las
prevalencias obftenidas en los cuatro tipos de muestreo en casas de Eje Pampa. **significativamente
diferente P<0.05.

Prevalenci infeccion:
Muestreo respecto al total evalencia de

de insectos “potenciales” sRifns:llatac?:ngz t(gl.)
(n=969) Media P
o <iet or : .
(%viviendas:%insectos) (zerr. est) Max Min

. 0.104 -1.13 (99)

50:100 (20.0031) 0.18 0.02 0.2605
. 0.093 -3.34 (99)
50:20 (£0.0044) 0.20 0.01 0.0012**
. 0.106 -0.22 (99)

20:100 (0.0068) 0.29 0.00 0.8223
. 0.123 2.33 (99)
20:20 (£0.0093) 0.50 0.00 0.0218**

En Eje Pampa, donde la prevalencia “real” es mediana (11%), el muestreo por
estratificacion no es tampoco recomendable, debido a la existencia de una probabilidad de
obtener una prevalencia de cero cuando en realidad no lo es (Tabla 20), sobre todo si la
estrategia de muestreo es de baja calidad, es decir con pocas viviendas seleccionadas y un

esfuerzo bajo de busqueda de triatominos en las viviendas.
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5. DISCUSION

La enfermedad de Chagas es resultado de la interaccion entre el vector triatomino, el
parésito T. cruzi y hospederos mamiferos (WHO 1991) (Gurevitz ef al. 2011), la problematica
se debe abordar tomando en cuenta esta dindmica. Se menciona que los factores de riesgo para
la infeccion con T. cruzi dependen de la coexistencia del parasito, el insecto vector, la
disponibilidad del reservorio animal y las personas susceptibles dentro de ciertos rangos de
factores climéticos y geograficos, en combinacion con aspectos culturales, sociales y
condiciones econdémicas. Estos factores y condiciones determinan la colonizacién, la
alimentacién y la infeccién de T. infestans (WHO 1991). Al ser la dindmica de esta
enfermedad multifactorial y sus factores estar interrelacionados, se espera que el riesgo de
infeccién en triatominos (que se refleja en la prevalencia de infeccién) se vea también

influenciada por los factores ya mencionados (Gurevitz, ef al. 2011).

En el presente trabajo con insectos de la especie T. infestans capturados en cuatro
comunidades: dos del Chaco Boliviano y dos de los Valles. Estos insectos permitieron estudiar
la prevalencia de infeccion segun varios tipos de estratificacion: por comunidad, por vivienda,
por estructuras dentro de una vivienda, por el estadio de los insectos, y por tamafio muestral.
Los resultados demostraron que la prevalencia de infeccidon puede variar segun todos estos
niveles de estratificacién espacial o temporal, demostrando asi la dificultad de estimar una

prevalencia de infeccion global sin tomar en cuenta una estrategia de muestreo adecuado.

A nivel espacial, los resultados mostraron que la prevalencia de infeccion global es
variable entre comunidades. Este resultado no es sorpreridente ya que cada comunidad tiene
sus caracteristicas propias que influyen sobre la infeccién de los humanos, animales y
entonces de los vectores. Esto indica que la prevalencia de infeccidon como indicador se debe

realizar individualmente por comunidad y no a un nivel mas grande como el Municipio o la
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Provincia por ejemplo. Comparado con lo que se realiza en el Programa Departamental de
Chagas (caso La Paz) (P. Vidaurre, 2013, com. pers.), este indicador entomoldgico es
calculado por comunidad o localidad, lo cual es lo adecuado segun los resultados obtenidos
por Salvatella (1995). En el nivel micro-geogréfico, la prevalencia de infeccion varia segin el
lugar de captura de los insectos. Por ejemplo, la prevalencia no es homogénea entre un
gallinero y un dormitorio de una misma vivienda. De hecho, debido a la poca dispersion de los
insectos, los que tienen acceso a gallinas (no portadores de 7. cruzi), no seran infectados
comparando a los que estan en un dormitorio donde puede haber una persona o un animal
portador del parasito. Los insectos pueden desplazarse, y tener acceso a diferentes fuentes de
sangre, lo que influye en cuanto a su infeccién por T. cruzi. También, los animales de una
comunidad pueden circular entre viviendas y asi modificar las fuentes de sangre accesibles
para cada colonia de insectos. Al final, estos movimientos interrelacionados pueden esconder
el patrén tedrico de la prevalencia (es decir su incremento con el estadio de los insectos). Aun
cuando los insectos tengan la capacidad de dispersarse, esta dispersion no es suficiente para
permitir una homogeneizacion de la prevalencia de los insectos. Asi, la disponibilidad y
proporcién de hospederos infectados (personas, perros, gatos etc.) que es variable entre
viviendas y entre estructuras de una misma vivienda influyen sobre la prevalencia de infeccion
(Gurevitz, et al. 2011; Vazquez, et al. 1999). En consecuencia, una estimacién puntual en un
espacio reducido (vivienda, o aun peor en una estructura especifica de una vivienda) nunca es

representativa de la situacién real a nivel de la comunidad.

Los resultados del estudio demostraron en particular, que el uso doméstico del
ambiente llegaria a ser un factor de heterogeneidad importante. Dependiendo del lugar de
captura de los triatominos, la prevalencia de infeccion puede ser sobreestimada (en caso de
insectos provenientes principalmente de dormitorios por ejemplo) o subestimada (con insectos
provenientes de gallineros por ejemplo). Respecto a lo que se realiza en el Programa Nacional
de Chagas, no se especifica el lugar donde se capturan los triatominos, solo se indica si se

capturaron en peri o intradomicilio, pero al ver que los triatominos provenientes de ambientes

58



con diferentes usos influye en la sub o sobre estimacién de la prevalencia de infeccion, es
recomendable que se especifique las caracteristicas de uso doméstico de donde se obtienen los

triatominos.

La estrategia de muestreo para el calculo de la prevalencia de infeccion a nivel de la
comunidad debe entonces, tomar en cuenta esta variabilidad micro-espacial. Otra manera tal
vez de definir una prevalencia de infeccion en los triatominos, es centrar los esfuerzos de
muestreo en los dormitorios donde ocurre principalmente la transmision de Chagas a los seres

humanos y proponer asi una prevalencia “de dormitorio”.

Los resultados del estudio demostraron también que la prevalencia de infeccioén varia
con el estadio de los insectos. Sin embargo, el estudio no pudo demostrar una relacion siempre
creciente en la prevalencia de infeccion en los estadios de desarrollo como se esperaba o como
se observé en otros estudios (Giirtler, ef al. 1996; Gilirtler, et al. 1998a; Giirtler, et al. 1998b).
Esta relacion es tal vez cierta dentro de una poblacién de insectos casi aislada, con acceso a
una fuente de sangre cuya tasa de infeccidén es casi constante en el tiempo (es decir, la
proporcioén de animales infectados sigue siendo la misma a lo largo del tiempo). La relacién
creciente fue observada solamente en la comunidad de Palmarito, y aparentemente en Lagar
Pampa, pero debido al muestreo poco numeroso en esta comunidad (solo 15 insectos fueron
encontrados positivos por 7. cruzi), los resultados no son muy precisos. En la comunidad de
La Brecha la situacién es muy distinta, pues existe una alta prevalencia de infeccion desde los
estadios menores. Esto indicaria en primer lugar, que el riesgo de infeccion es mas alto en La
Brecha que en Palmarito. En segundo lugar, que las fuentes de alimento disponibles estan
altamente infectadas (incluido el humano), por lo que la probabilidad de que las colonias de 7.
infestans se infecten rapidamente desde los primeros estadios ninfales es también alta
(Vazquez, et al. 1999). En la comunidad de Eje Pampa los resultados son muy diferentes a lo
que se esperaba, los estadios ninfales menores (N1 a N4) presentan prevalencias

significativamente mayores que los grande (N5 y adultos) indicando en este caso una dinamica
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mds compleja de la circulacién del parasito. Una hipdtesis que podria explicar este patron de
prevalencia decreciente con la edad del vector podria ser una mortalidad diferencial debido al
parasito: los estadios mas avanzados tendrian una mortalidad mas elevada por una
determinada cepa (0 DTU) de parasitos mas agresiva. En este caso, factores inmunologicos
podrian también interferir con el calculo de la prevalencia de infecciébn (Garcia E. &

Azambuja 1991; Garcia E. S. et al. 1999; Garcia et al. 2007).

En las cuatro comunidades se hallaron los tres grupos de DTU de T. cruzi que puede
identifica la PCR-multiplex e incluso infecciones mixtas en porcentaje menor. Estos resultados
no se profundizaran aqui, pues es un nivel de complejidad mds detallado sobre la dinamica del
parasito, lo cual no es un objetivo del presente trabajo, y no es aspecto central en el control de
la enfermedad de Chagas para el Programa Nacional, pues todos los linajes clonales de T.
cruzi resultan ser agentes causales de la enfermedad. Es asi que este nivel de complejidad,
resulta interesante para futuros trabajos sobre la dindmica de las poblaciones de T. cruzi y sus
interacciones entre parasito-parasito, parasito-vector(s) y parasito-ambiente. Estos datos, como
las muestras, pueden ser usados para futuras investigaciones sobre los DTU existentes en el

area de estudio, ya que no se han reportado atn trabajos sobre el tema

Es importante recalcar que el estado epidemiolégico de una comunidad debe ser
complementado con otros indicadores seroldgicos y clinicos, como la incidencia y la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién humana (WHO 1991), pues la prevalencia de
infeccion en T. infestans solo refleja el estado de riesgo en las viviendas infestadas. Los
factores ya mencionados aumentan la complejidad de la prevalencia a través de los estadios de
desarrollo. Otros trabajos realizados (Giojalas, et al. 1990; Giirtler, et al. 2009; Giirtler, et al.
1996; Giirtler, et al. 1998a; Giirtler, et al. 1998b; Vazquez, et al. 1999) indican también la
influencia de la época del afio, proporcion de reservorios infectados y otras fuentes de
alimento presentes. Referente a la prevalencia segun el sexo de T. infestans no se han

reportado diferencias significativas, lo que difiere del trabajo realizado por (Lopez et al.
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1999), que indica que las hembras presentan mayores tasas de infeccion que los machos, esto
por la fase de reproduccion en la que deben alimentarse con mayor frecuencia para el

desarrollo de los huevos, lo cual tampoco se refleja en este trabajo.

También, el niimero de insectos necesarios para tener una estimacidn correcta de la
prevalencia es de importancia. Si pocos insectos son capturados, la prevalencia tiene de hecho
un intervalo de confianza grande y no puede ser usada como indice epidemioldgico en el

monitoreo de la transmision.

Los resultados obtenidos con la simulaciéon de muestreo aleatorio demostraron que
aun cuando el calculo promedio de la prevalencia de infeccién luego de 100 simulaciones es
casi idéntico al valor “real”, los valores extremos pueden ser muy distintos. Asi, si por “mala
suerte” se realiza un muestreo con esfuerzo débil de captura de triatominos en una comunidad,
el resultado podria ser muy diferente al valor “real”, y entonces no representativo de la
situacion en la comunidad. Por ejemplo, en La Brecha donde la prevalencia real fue de 33%,
se obtuvo valores por muestreo de 26 a 41%, en Palmarito de 10 a 24% cuando la prevalencia
real fue de 18%. Este fenémeno es mas agudo cuando la prevalencia de infeccién “real” es
baja, como fue el caso en la comunidad de Lagar Pampa donde la prevalencia fue de 5%. En
este caso, existe una probabilidad significativa de encontrar una prevalencia de cero cuando no
lo es, si el esfuerzo de muestreo es demasiado débil. En Lagar Pampa, esta probabilidad fue de
6%, es decir que de 100 “visitas” al pueblo que podria efectuar un equipo de técnicos para
muestrear los triatominos, seis saldrian “negativas”, y el pueblo podria ser declarado libre de
T. cruzi, cuando no es verdad. En caso de baja prevalencia, se debe aumentar el esfuerzo de
muestreo para no cometer este error (WHO 1991). Como es de esperar, en todos los casos, un
menor esfuerzo de muestreo incrementa la probabilidad de encontrar valores extremos
(minimos o maximos), alejandose del valor “real”. Y como en la practica nunca se sabe cual es
la proporcion de insectos existentes, el nimero de insectos Optimo a capturar, varia en cada

lugar. Sin embargo, los resultados del estudio en base a las cuatro comunidades permiten decir
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que una muestra al azar mayor a 200 triatominos es lo minimamente Optima para tener una

prevalencia que se asemeje a la real.

Si se elige hacer un muestreo estratificado, es decir elegir unas cuantas viviendas y
dentro de cada vivienda muestrear (con un esfuerzo fuerte o débil), los resultados pueden ser
muy diferentes de un sorteo al otro. También la probabilidad de tener resultados nulos de
prevalencia de infeccién aumenta. La situacién empeora ain mas si el esfuerzo de muestreo
dentro de cada vivienda es débil en lugar de muestrear la casi totalidad de los insectos
presentes. Los resultados del estudio mostraron que es recomendable muestrear igual o mayor
al 50% del total de las viviendas infestadas. Incluso cuando se muestrean la totalidad de los
insectos de cada vivienda, no es recomendable muestrear pocas viviendas, pues el riesgo de

falsos negativos es alto y mas cuando la prevalencia tiene valores bajos.
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se analiz6 la prevalencia de infeccion de T. infestans por T. cruzi
o indice T/T, en relacion con factores a nivel de las estrategias de muestreo que hacen que este
indice entomologico refleje diferentes valores, afectando la confiabilidad de este indice en su
uso como indicador de las estrategias contra esta enfermedad y/o para la estratificacion de

zonas de riesgo de infeccion vectorial para la poblacién humana.

Se observo que el calculo de la prevalencia de infeccion de T. infestans por T. cruzi, es
afectado por una serie de factores a nivel espacial y temporal. A nivel temporal no se vio
claramente la variacion de la prevalencia, pues no se hall6 una relacion creciente en la
prevalencia de infeccion segin los estadios de desarrollo de los insectos como se esperaba,
indicando la influencia de otras particularidades del medio o incluso por la interaccién vector-
parasito, donde se plantea como una hipétesis el efecto mortal que pueden tener ciertos DTU
sobre 7. infestans. También se logré identificar a T. cruzi y sus DTU en ninfas y adultos de T.
infestans provenientes de las comunidades del Chaco (La Brecha y Palmarito) y de los Valles
(Lagar Pampa y Eje Pampa), reportando en todos los casos proporciones variables de los DTU

e infecciones mixtas.

A nivel espacial, se observé que la prevalencia de infeccion es variable entre
comunidades, por lo que este indicador se debe calcular individualmente por comunidad. A
nivel micro-geografico, la prevalencia de infeccion varia segun el lugar de captura de los
insectos (tipo de estructura y su uso doméstico), lo que tiene relacion con la disponibilidad y
proporcién de hospederos infectados (personas, perros, gatos etc.) que varia entre viviendas y
entre estructuras de una misma vivienda. Es asi que la estimacién de una vivienda, o atin peor,
en una estructura especifica de una vivienda, no puede representar la situacion real de la

comunidad.
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El uso doméstico del ambiente es un factor de heterogeneidad importante, por el cual la
prevalencia de infeccion puede ser sobreestimada (en caso de insectos provenientes

principalmente de dormitorios) o subestimada (con insectos provenientes de gallineros).

La prevalencia de infeccion es un dato importante, pero para tener una idea clara de la
situacion epidemiolégica dentro de una comunidad debe ser complementado con otros
indicadores entomolégicos como: el indice de infestacion, el indice de densidad, el indice de
hacinacion y el indice de colonizacidn; e indices de incidencia y prevalencia de la enfermedad

en humanos.

La determinaciéon mas adecuada de la prevalencia de infeccion en 7. infestans es un
tema complejo debido a la multitud de factores que pueden influir sobre este indice que no son
solamente los factores vinculados a la heterogeneidad espacial, temporal y a los sesgos de
muestreo analizados en este trabajo. Es asi que este nivel de complejidad, resuita interesante
para futuros trabajos sobre la dindmica de las poblaciones de T. cruzi y sus interacciones entre

parésito-parasito, parasito-vector y parasito-ambiente.

El presente trabajo es un aporte importante al PNCCH para mejorar el disefio de
muestreo y la valoracién del indice T/T o prevalencia de infeccidn, con respecto a variables no
estudiadas anteriormente: espacial y temporal (etirea), sobre las cuales se deben tomar en
cuenta las siguientes recomendaciones para perfeccionar la estimacion de la prevalencia de

infeccidn a nivel de una comunidad:

e Realizar un muestreo aleatorio por busqueda activa de por lo menos
200 insectos, en mas del 50% de viviendas en las que se encontrd T,
infestans (infestadas) pues por debajo de este porcentaje, hay mayor

probabilidad de tener falsos negativos respecto a la prevalencia de
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infeccidn, y este riesgo es mayor cuando la prevalencia va
disminuyendo.

» Se debe tomar en cuenta que las viviendas se componen de ambientes
de diferentes usos domésticos, y se observo que el lugar de obtencion
de los insectos afectara en el calculo de la prevalencia de infeccidn,
por lo que es recomendable reportar este dato de colecta. Sobre este
punto podria ser méas importante tomar en cuenta solo la prevalencia
de infeccién de insectos provenientes de dormitorios, que es donde
existe el mayor riesgo de contacto e infecciéon para la poblacion
humana.

o Es necesario presentar los valores de prevalencia con su respectivo
intervalo de confianza, ademas de otros datos como numero de
dormitorios muestreados y cantidades maxima y minima de insectos
capturados. Estos datos nos pueden dar una referencia de la calidad de
muestreo realizado, y asi también del significado de la prevalencia de
infeccién en una comunidad.

s La metodologia para identificar a 7. cruzi en los triatominos empleada
por el Programa Nacional de Chagas, es por microscopia directa, la
cual, aunque es econdmica, tiene algunos inconvenientes como:

o Se deben realizar con insectos vivos o recientemente muertos, que
no siempre es el caso.

o La baja densidad del parasito puede ser indetectable

o No todos los insectos llegan en buenas condiciones, y se termina

realizando la prevalencia con pocos individuos.

Por estas falencias en la identificacién de T. cruzi, lo cual afecta directamente a
determinar la prevalencia de infeccion en T. infestans, se recomienda emplear otros métodos.

En el presente trabajo se empled una técnica molecular de PCR-multiplex, que es rapida y
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sensible para la identificacién de T. cruzi (Aliaga et al. 2010). Se puede emplear insectos
muertos o sus deyecciones (adecuadamente conservados en etanol 70% y -20°C), y ademas,

identifica los clones del parasito, que puede ser titil para futuros estudios.
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ANEXO 1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE T. CRUZI EN

TRIATOMINOS (CTAB 2% MODIFICADO)

W ® N A AL

— b et
W N -= O

14.

15.

Estimar volumen de la muestra en el tubo Eppendorf 1.5 ml.

Aforar a 200 pl con PBS, adicionar 200 pl de CTAB al 2% y homogeneizar.
Adicionar 20 pl de proteinasa K 20 g/ml y vortexear a fondo por 10 segundos.
Incubar por 1 hora a 65°C.

Sacar de la incubadora, adicionar 200 pl de cloroformo y mezclar por inversion.
Centrifugar por 5 min. a 12000 rpm.

Recuperar el sobrenadante en un tubo Eppendorf limpio.

Adicionar 200 pl de isopropanol frio y mezclar por inversion.

Centrifugar por 15 minutos a 12000 rpm.

. Desechar el sobrenadante (isopropanol) con una pipeta.
. Adicionar 200 pl de etanol al 70 % y centrifugar 5 min. a 12000 rpm.
. Desechar el etanol.

. Secar el ADN en una estufa o en una camara de silica gel (1 h. a 37°C) hasta que el

etanol se haya evaporado.
Resuspender el ADN con agua tri-destilada, estimando volimenes segin la cantidad
inicial de muestra.

Conservar el ADN a -20°C hasta su uso.
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Frecuencias de observacion

ANEXO 2. ALEATORIZACIONES

Muestreo aleatorio en la Comunidad de Palmarito
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Figura 15. Distribucion de prevalencias de infeccion obtenidas por simulacidn aleatoria para Palmarito: a.
con el 50% del total de insectos, b. con el 40% de los insectos, c. con el 30% de los insectos y d. con el
20% de los insectos
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Frecuencias de observacién

Muestreo aleatorio en la Comunidad de Lagar Pampa
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Prevalencias obtenidas por simulacion

Figura 17. Distribucién de prevalencias de infeccion obtenidas por simulacién aleatoria para Lagar
Pampa. a. con el 50% del total de insectos, b. con el 40% de los insectos, ¢. con el 30% de los insectos
y d. con el 20% de los insectos.
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Prevalencia de infeccion
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Figura 18. Variacién de la prevalencia segin el tamaifio de muestra en Lagar Pampa. (IC del 95%)
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Muestreo aleatorio en la Comunidad de Eje Pampa
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Figura 19. Distribucién de prevalencias de infeccién obtenidas por simulacion aleatoria para Eje Pampa: a.
con el 50% del total de insectos, b. con el 40% de los insectos, ¢. con el 30% de los insectos y d. con el
20% de los insectos.
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Muestreo estratificado en la Comunidad de Palmarito
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Figura 21. Distribucion de prevalencias de infeccién obtenidas por simulacién aleatoria estratificada para
Palmarito. a. simulacién 50:100 (con el 100% de insectos del 50% de viviendas de la comunidad), b. simulacién
50:20 (con el 20% de insectos del 50% de viviendas), c. simulacién 20:100 (con el 100% de insectos del 20% de
viviendas) y d. simulacién 20:20 (con el 20% de insectos del 20% de viviendas)
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Figura 22. Variacion en la estimacién de la prevalencia de infeccién segiin muestreo aleatorio estratificado

en viviendas de Palmarito. a. (20:20) es un muestreo del 20% del total de viviendas y de las mismas se
obtiene una muestra de20% de insectos en cada una. b. (20:100} muestreo del 20% de las viviendas y el
total de insectos de las mismas (100%). ¢. (50:20) muestreo del 50% de las viviendas y de cada una se
obtiene el 20% de insectos. d. (50:100) muestreo del 100% de insectos en el 50% de las viviendas de la

comunidad.
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Muestreo estratificado en la Comunidad de Lagar Pampa
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Figura 23. Distribucién de prevalencias de infeccién obtenidas por simulacién aleatoria estratificada para
Lagar Pampa. a. simulacién 50:100 (con el 100% de insectos del 50% de viviendas de la comunidad), b.
simulacién 50:20 (con el 20% de insectas del 50% de viviendas), ¢. simulacién 20:100 {con el 100% de
insectos del 20% de viviendas) y d. simulacién 20:20 (con el 20% de insectos del 20% de viviendas).
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Figura 24. Variacion en la estimacién de la prevalencia de infeccién segin muestreo aleatorio estratificado
en viviendas de Lagar Pampa. a. (20:20) es un muestreo del 20% del total de viviendas y de las
meEsmas se obfiene una muesira de20% de insectos en cada una. b. (20:100) muestrec del 20% de jas
viviendas y el total de insectos de las mismas (100%). c. (50:20) muestreo del 50% de las viviendas y de
cada una se obtiene el 20% de insectos. d. (50:100) muestreo del 100% de insectos en el 50% de las

viviendas de ]a comunidad.
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Muestreo estratificado en la Comunidad de Eje Pampa
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Figura 25. Distribucion de prevalencias de infeccién obtenidas por simulacion aleatoria estratificada para
Eje Pampa. a. simulacién 50:100 (con el 100% de insectos del 50% de viviendas de la comunidad), b.
simulacién 50:20 (con el 20% de insectos del 50% de viviendas), c. simulacién 20:100 (con ef 100% de

insectos del 20% de viviendas) y d. simulacion 20:20 (con el 20% de insectos del 20% de viviendas).
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Figura 26. Variacion en la estimaci6én de la prevalencia de infeccién segin muestreo aleatorio estratificado
en viviendas de Eje Pampa. a. (20:20) es un muestreo del 20% del total de viviendas y de las mismas
se obtiene una muestra de20% de insectos en cada una. b. (20:100) muestreo del 20% de las viviendas
y el total de insectos de las mismas (100%). c. {50:20) muestreo del 50% de las viviendas y de cada una
se obtiene el 20% de insectos. d. (50:100) muesireo del 100% de insectos en el 50% de las viviendas de
Ia comunidad,

85





