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Resumen 

La enfermedad de Chagas causada por el parásito Trypanosoma cruzi, es 

un problema grave de salud pública en el Ecuador por múltiples razones: Afecta a 

personas que viven en zonas de bajos recursos económicos, inadecuada política 

gubernamental para su erradicación, alto índice de prevalencia del parásito en el 

principal vector endémico de la enfermedad (Triatoma dimidiata) que en esta 

investigación resultó el 72,63%. La presente investigación se efectúo en cuatro 

comunidades de la costa ecuatoriana: Barrio Lindo, El Morrón, Altamira y Cruz 

Roja, que pertenecen al cantón General Villamil Playas, provincia del Guayas. El 

trabajo de campo se ejecutó con la ayuda del Servicio Nacional de Control de 

Enfermedades Transmitidas por Vectores, SNEM.La prevalencia del parásito en el 

vector Triatoma dimidiata fue de 72.33% analizado en las cuatro comunidades de 

estudio. Se encontró una diferencia significativa en el barrio Cruz Roja a 

comparación de las otras comunidades. El análisis de la presencia del parásito 

Trypanosoma cruzi en muestras de heces de chinchorros (Triatoma dimidiata) se 
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llevó a cabo con los primers específicos S35 y S36, para lo cual obtuvimos el 

100% de las mestras analizadas positivas; en la caracterización molecular se 

emplearon los primers TC, TC1 y TC2 para identificar el tipo de especie del 

parásito y se encontró 40% de las muestras (10/25) que pertenecían a 

Trypanosoma cruzi Tipo II. 

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, identificación molecular, 

caracterización molecular. 

 

Abstract 

Changes disease caused by the parasite Trypanosome cruse is a major 

public health problem in Ecuador for many reasons: It affects people living in low-

income areas, inadequate government policy to eradicate, high prevalence of the 

parasite endemic in the main vector of the disease (Triatoma dimidiata) in this 

research was the 72.63%. This research was conducted in four communities of the 

Ecuadorian coast: Barrio Lindo, El Morrón, Altamira and Cruz Roja, belonging to 

General Villamil Playas canton, Guayas Province. The field work was carried out 

with the help of the National Control of Vector-Borne Diseases, SNEM. The 

prevalence of the parasite in the vector Triatoma dimidiata was analyzed 72.33% in 

the four communities. We found a significant difference in the district Cruz Roja in 

comparison of other communities. Analysis of the parasite Trypanosoma cruzi in 

stool samples of hammocks (Triatoma dimidiata) was performed with specific 

primers S35 and S36, for which we obtained 100% of the analyzed sample 

positive, in the molecular characterization were used primers TC, TC1 and TC2 for 

identifying the type of species of parasite and found 40% of the samples (10/25) 

belonging to Trypanosoma cruzi Type II. 

Key words: Trypanosoma cruzi, molecular identifided, molecular 

caracteization. 

 



INTRODUCCIÓN 

1.1 Formulación del problema 

La enfermedad de Chagas 

causada por Trypanosoma cruzi, es 

transmitida por un vector llamado 

Triatoma dimidiata, insecto endémico 

de varias zonas en Ecuador, se 

transmite por la picadura del insecto 

vector, puede transmitirse de manera 

vertical de la madre al feto, por mala 

manipulación de muestras 

contaminadas, por objetos 

cortopunsantes contaminados, por 

transfusión sanguínea y por 

trasplantes de órganos (Guevara, 

1999). 

Los parásitos infectantes 

salen de las deyecciones del vector y 

pueden introducirse al organismo a 

través del orificio de la picadura, 

heridas o excoriaciones de la piel o 

atravesando directamente la mucosa 

ocular, nasal o bucal, la enfermedad 

presenta varias formas clínicas, en 

las cuales se puede o no presentar 

las diferentes sintomatologías para 

detectar la enfermedad, como por 

ejemplo el signo de Romaña (Figura 

1.1), que se puede manifestar en una 

fase aguda de la enfermedad, este 

síntoma se presenta en bajos 

porcentajes siendo los niños los más 

afectados (Botero & Restrepo, 2003).  

 

Figura 1.1: A. Picadura de Triatoma 

dimidiata en la mejilla, nótese 

que puede ser confundida con la 

picadura de otro insecto o 

animal. B. El Signo de Romaña, 

edema ocular característico 

cuando el vector libera al 

parásito en sus heces en un 

área cercana al ojo (Carabarín 

et al., 2011). 

Según Guhl et al (2001), 

luego de algunas semanas del 

contagio, se presenta una fase 

indeterminada la cual puede durar 

varios años y así mismo presentar o 

no presentar síntomas típicos, con 



frecuencia los pacientes no presentan 

síntomas y llevan una vida normal. 

Trypanosoma cruzi es un 

parásito altamente complejo, del cual 

aún nos queda mucho por investigar, 

dándonos hasta ahora gran dificultad 

para crear una vacuna eficaz debido 

a su variabilidad genética, al ciclo 

biológico del agente infeccioso y a la 

autoinmunidad generada por el 

huésped durante la infección crónica. 

Es por tanto, que la enfermedad de 

Chagas constituye una de las 

enfermedades más importantes del 

continente americano haciéndola la 

enfermedad más incomprensible 

debido a todos los aspectos 

mencionados anteriormente (Días et 

al., 2002).  

Según la Organización 

Panamericana de la Salud/ 

Organización Mundial de la Salud 

(OPS/OMS), en el 2005 registraron 

en Latinoamérica y Ecuador la 

prevalencia de contagios de 

Trypanosoma cruzi en pobladores 

donde resulta ser endémica la 

enfermedad de Chagas. 

  

El Ecuador cuenta con un 

programa oficial de control de la 

enfermedad de Chagas, creado por el 

grupo del Servicio Nacional de 

Control de Enfermedades 

Transmitidas por Vectores SNEM, 

según este grupo, el sistema de 

control presenta limitaciones 

económicas de presupuesto anual y 

de personal capacitado suficiente en 

el país el cual han hecho que sea de 

baja eficiencia, siendo este un 

resultado de suma importancia para 

mostrar una correlación de la 

enfermedad y el hombre. 

1.2 Justificación del problema 

La enfermedad de Chagas se 

transmite por Triatominos (Hemíptera: 

Rediviidae) que son insectos 

hematófagos que habitan 

especialmente en palmeras del 

género Phytelephas (Abad & Franch, 

2003) y en lugares donde las 

condiciones de vivienda y servicios 

básicos es insuficiente.  Según 

Botero (2003), las hojas de las 

palmeras se utilizan para la 

elaboración de los techos de las 

casas, haciendo favorable la 

infestación de viviendas con los 



insectos vectores facilitando la 

transmisión de la enfermedad (Figura 

1.2).  

El estudio epidemiológico de 

Trypanosoma cruzi en las 

poblaciones humanas representa un 

gran avance en la investigación ya 

que nos permite desarrollar 

programas de control contra la 

transmisión vectorial, a través del 

programa de eliminación a los 

insectos infectantes, este método de 

control está basado en el rozamiento 

continuo de un insecticida que elimina 

específicamente al insecto vector 

(SNEM, 2010).  

Figura 1.2: Domicilio con desechos y nidos 

de gallinas, favorables para el 

desarrollo y reproducción del 

vector causante de la 

enfermedad de Chagas. 

 

 

 

 

 

Los mecanismos de 

patogenicidad del Trypanosoma cruzi 

no son bien comprendidos hasta la 

actualidad, pero con la 

caracterización molecular se pondrá  

énfasis en distinguir las especies del 

parásito Trypanosoma cruzi 

encontrado en cada zona endémica 

del Ecuador y así tomar las medidas 

precautelarías y casi personalizadas 

a cada paciente contagiado con la 

enfermedad (Guevara, 1999). 

Según Grijalva (2001), las 

pruebas moleculares descritas para la 

caracterización de cepas de 

Trypanosoma cruzi son muy 

importantes en el análisis de la 

enfermedad de Chagas, ya que 

ayudan a comprender de mejor 

manera los aspectos relacionados a 

la infección y/o las patologías 

asociadas que pueden presentarse 

como consecuencia de la infección, 

ya que se sabe que los parásitos o 

productos asociados a él son los 

responsables de problemas 

digestivos y cardiacos en humanos. 

Recientes estudios 

filogenéticos en otros países, han 

informado de la presencia de 

múltiples cepas en una población de 

parásitos multiclonales, los mismos 

que podrían estar asociados con la 

virulencia de la enfermedad, las 



manifestaciones clínicas y demás 

características biológicas de los 

parásitos Trypanosoma cruzi. Aunque 

varias publicaciones han tratado la 

enfermedad de Chagas en el 

Ecuador, sin embargo, a nuestro 

entender, muy pocos como Garzón et 

al (2002), se han centrado en la 

genética del parásito y sus 

implicaciones epidemiológicas y 

biológicas. 

Es importante analizar 

también el pleomorfísmo natural de 

Trypanosoma cruzi, el cual se ha 

atribuido a la diferencia de severidad 

con que se presenta la enfermedad 

en el hospedero humano y otros 

mamíferos. Considerando la 

caracterización molecular de las 

cepas de Trypanosoma cruzi se 

destacan los aspectos biológicos, 

bioquímicos y moleculares para 

establecer un método de clasificación 

de las diferentes cepas de dicho 

parásito, de manera que las cepas 

que pertenezcan a un mismo grupo 

compartan estos aspectos y así una 

cepa pudiera ser representativa de 

este grupo, simplificando los estudios 

a realizar (Morel, 1999).  

 

METODOLOGÍA 

Zona de estudio 

La zona en la cual se ejecutó 

este proyecto se encuentra ubicada 

en la provincia de Guayas, en el 

cantón General Villamil Playas que 

está localizado a 96 kilómetros de 

Guayaquil. Limita al norte y este con 

los cantones Guayaquil y Santa 

Elena; al sur y oeste con el Océano 

Pacífico. La comunidad de Playas es 

una pequeña aldea con zona rural 

que consiste en aproximadamente de 

279,90 km2, con 14 km de playa, una 

de las mayores en el sur del Océano 

Pacífico; ecológica, la zona 

corresponde a un bosque seco 

tropical, con temperaturas que oscilan 

de 23°C de Mayo a Diciembre, 

temporada de Verano, a 30ºC enero 

hasta abril, durante la temporada de 

invierno, con estaciones lluviosas 

definidas. La población del cantón es 

básicamente urbana de 

aproximadamente 31.000 habitantes. 

El estudio fue realizado en las 

comunidades de Altamira, Barrio 

Lindo, El Morrón y Cruz Roja y el 

http://es.wikipedia.org/wiki/Guayaquil_(cant%C3%B3n)
http://es.wikipedia.org/wiki/Santa_Elena_(cant%C3%B3n)
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procesamiento de las muestras fue 

realizado en los laboratorios de la 

Unidad de Parasitología Molecular del 

Centro de Biomedicina de la 

Universidad Central del Ecuador. 

Análisis estadístico 

En primer lugar se emplean 

técnicas estadísticas descriptivas, 

que constituyen el análisis 

exploratorio inicial de los datos 

obtenidos. Seguidamente se procede 

a la aplicación de técnicas 

inferenciales con el propósito de 

deducir aspectos relacionados con 

las poblaciones muestreadas. 

Las muestras obtenidas de 

Triatomas dimidiatas fueron tomadas 

en cuatro comunidades del cantón 

General Villamil Playas provincia del 

Guayas. Se realizó un muestreo en 

cada casa designada para el análisis, 

para cada una de las comunidades; 

se efectuó un muestreo de cinco días 

laborables conjuntamente con 

miembros del Servicio Nacional de 

Control de Enfermedades 

Transmitidas por Vectores. 

 

Hipótesis de investigación 

 El parásito Trypanosoma cruzi 

Tipo II está presente, de 

manera significativa, en las 

muestras de vectores de 

Triatoma dimidiata 

recolectadas en la comunidad 

Barrio Lindo del cantón 

General Villamil Playas, 

provincia del Guayas. 

 El parásito Trypanosoma cruzi 

Tipo II está presente, de 

manera significativa, en las 

muestras de vectores de 

Triatoma dimidiata 

recolectadas en la comunidad 

El Morrón del cantón General 

Villamil Playas, provincia del 

Guayas. 

 El parásito Trypanosoma cruzi 

Tipo II está presente, de 

manera significativa, en las 

muestras de vectores de 

Triatoma dimidiata 

recolectadas en la comunidad 

Altamira del cantón General 

Villamil Playas, provincia del 

Guayas. 



 El parásito Trypanosoma cruzi 

Tipo II está presente, de 

manera significativa, en las 

muestras de vectores de 

Triatoma dimidiata 

recolectadas en la comunidad 

Cruz Roja del cantón General 

Villamil Playas, provincia del 

Guayas. 

 La prevalencia de 

Trypanosoma cruzi en los 

vectores Triatoma dimidiata no 

es igual en las cuatro 

comunidades muestreadas. 

Procedimiento  

Fase de campo 

Recolección y análisis del material 

fecal de Triatominos 

La recolección de los 

Triatominos se  realizó en cuatro 

comunidades del cantón General 

Villamil Playas en la provincia de 

Guayas, con la ayuda del equipo 

técnico del Servicio Nacional de 

Control de Enfermedades Trasmitidas 

por Vectores (SNEM),  los vectores 

fueron colectados por medio de 

búsquedas domiciliares y peri 

domiciliares, para su establecimiento 

se utilizó el plan de seguimiento que 

el SNEM contaba hasta la presente 

fecha de recolección de muestras. 

Para identificar los triatomas 

recolectados en la zona de estudio se 

utilizaron claves taxonómicas que 

corresponden a características 

morfológicas que distinguen las 

diferentes especies de triatomas, 

como en la zona de estudio el 

principal vector es Triatoma dimidiata, 

se llegó a verificar su especie con 

estas características morfológicas, 

tomadas de (Lehmann et al, 2005). 

Los especímenes se 

recolectaron en frascos de plástico, 

previamente etiquetados y con un 

apropiado sistema de ventilación 

(mediante huecos en sus 

alrededores), para facilitar el 

transporte y la supervivencia de los 

mismos (Figura 2.2). 

 

Figura 2.2: Recolección del vector Triatoma 

dimidiata. 



Posteriormente se trasladó 

las muestras de Triatominos 

recolectados a las instalaciones del 

Laboratorio de Parasitología de la 

Facultad de Medicina de la 

Universidad Central del Ecuador.  

Fase de laboratorio 

Observación microscópica 

Para determinar el nivel de 

infestación por Trypanosoma cruzi en 

el vector, se realizó la observación 

microscópica del contenido de heces 

fecales de los insectos colectados. 

Para esto, primero se hizo un 

conteo y clasificación de estos en 

ninfas 1er, 2do y 3er estadio, ninfas 

de cuarto estadio y adultos, para el 

estudio solo se analizó las ninfas de 

cuarto y quinto estadio y adultos 

(Figura 2.3). 

 

Figura 2.3: Clasificación de Triatoma 

dimidiata (SNEM, 2010). 

Mediante presión abdominal 

se obtuvo el material fecal de los 

Triatominos previamente alimentados 

con la sangre de ratones blancos de 

laboratorio sanos, estas muestras se 

disolvieron en solución salina 

fisiológica y fueron observadas al 

microscopio de luz (Carl Zeiss 

Jena®),  con objeto 40X en búsqueda 

de trypomastigotes de Trypanosoma 

cruzi, los cuales son formas móviles 

del parásito que se observan 

fácilmente (Figura 2.4). 

 

Figura 2.4: A. Triatominos 

alimentados con ratones blancos de 

laboratorio 

 

 

 

 

Figura 2.4: B. Presión abdominal 

para extraer muestra de heces fecales del 

vector. 

 



En el caso de que las 

muestras de heces fecales no sean 

proporcionadas por presión 

abdominal, se procedió a realizar una 

punción en el abdomen del vector 

para extraer el contenido abdominal, 

este procedimiento se realizó con una 

jeringa de insulina, con 0,5 mL de 

solución salina fisiológica al 0,9%, 

posteriormente se observó la 

presencia o ausencia de 

Trypanosoma cruzi en la muestra 

(Figura 2.5). 

 

Figura 2.5: A. Punción con jeringa de 

insulina conteniendo solución 

salina fisiológica estéril.  

 

Figura 2.5: B. Muestra de heces fecales del 

triatomino lista para observación 

microscópica. 

 

 En los casos de triatomas 

con resultados positivos, se procedió 

a realizar cultivo en medio líquido, 

inocular animales de experimentación 

y parte de esta solución se congeló a 

-20oC, para posteriormente ser 

utilizada en PCR y caracterización 

molecular (Figura 2.6). 

 

Figura 2.6: Inoculación en medio de cultivo 

líquido LIT. 

Infecciones experimentales 

En los casos de triatomas con 

resultados positivos, se procedió a 

tomar parte de la muestra y se realizó 

inoculaciones en animales de 

laboratorio para desarrollar una 

infección experimental que permita 

luego aislar el parásito en los medios 

apropiados, para lo cual se inoculó a 

tres ratones blancos de laboratorio 

(Bioterio de la Universidad Central del 

Ecuador), con 1,5 mL de heces de 

triatominos para aislar la cepa, 

después de obtener parasitemia 

visible en estos, se procedió a hacer 



punción cardiaca, por cada ratón se 

recolectó aproximadamente 1 - 2.5 

mL de sangre para posteriormente 

proceder a infectar con 0.5 mL a seis 

nuevos ratones de 10 semanas, 25 

gramos, con 10 x 106 trypomastigotes 

/ mL (Figura 2.7). 

 

Figura 2.7: Punción cardiaca de ratón. 

A partir de los 7 días de 

infección se procedió a observar 

posible parasitemia en los ratones 

previamente inoculados con el 

parásito, en la verificación de 

parasitemia visible se utilizó una gota 

de sangre fresca de la cola del ratón, 

la cual fue desinfectada con alcohol y 

se realizó un corte en la punta de su 

cola, esta gota de sangre se observó 

al microscopio (Carl Zeiss Jena) 

campo por campo hasta ver posible 

parasitemia dentro de la placa.  

 

Posteriormente a la presencia 

de parásitos en la sangre del ratón, 

se procedió a realizar hemocultivos 

en la cámara de flujo laminar 

(EACH®) con todas las condiciones 

de esterilidad en medio líquido LIT 

(Triptosa de Infusión de Hígado), se 

realizó punción cardiaca en el ratón y 

se tomó 1.5 mL de sangre del ratón 

infectado en 10 mL de medio LIT, se 

dejó en la incubadora a 28°C por 35 

días para observar crecimiento del 

parásito dentro del medio líquido, se 

mantuvo diariamente observación 

continua a los medios para descartar 

contaminación (Figura 2.8). 

 

Figura 2.8: Hemocultivo de la sangre de 

ratones infectados con 

Trypanosoma cruzi. 

 

 

 



Aislamiento y cultivos de 

Trypanosoma cruzi 

Para el aislamiento se utilizó 

el medio líquido de cultivo LIT (Liver 

Infusion Tryptose), como se describe 

a continuación en la Tabla 2.4. Para 

la recolección de las heces de los 

triatomas positivos mediante 

observación microscópica, se lavó la 

parte posterior del vector con una 

solución a base de solución salina 

fisiológica estéril,  estreptomicina 

10000 µg/ml, penicilina 10000 

units/mg y gentamicina 10000 µg/mL. 

Cada 24 horas se observó los cultivos 

para comprobar esterilidad y a partir 

de los 35 días aproximadamente se 

realizó una prueba microscópica para 

observar el crecimiento de parásitos. 

Tabla 2.4: Composición del medio LIT 

(Liver Infusión Tryptose). 

Reactivos Cantidad 

NaCl 7.5g 

KCl 0.4g 

Triptosa 5g 

Sucrosa 2g 

Liver infusión 5g 

Hemina 20mg 

Suero Fetal Bovino 70mL 

Estreptomicina (10000 
µg/ml) 

0.1mL 

Penicilina (10000 units/mg) 0.1mL 

Gentamicina (10000 µg/ml) 0.1mL 

Técnicas Moleculares 

Extracción de ADN. 

Para la extracción de ADN se 

utilizó un protocolo de extracción 

modificado a partir de estudios 

realizados por la Ingeniera Yosselin 

Vicuña (2009), se utiliza la materia 

fecal de los vectores como lo 

detallamos a continuación (Mantis, 

1989). 

EXTRACCIÓN ADN (Trypanosoma 

cruzi) A PARTIR DE MATERIA 

FECAL DE Triatoma dimidiata 

 Las muestras de heces de 

Triatominos disueltas en 

solución salina estéril se 

centrifugó, 5 minutos a 4000 

rpm a 4oC, se retiró el 

sobrenadante. 

 Se adicionó 50 µL de buffer de 

lisis (EDTA 0.1 M, NaCL 015 

M) y se agitó por inversión. 

 Se agregó 100 μL de 

Proteinasa K 0.1mg/ml, 50 µL 

de SDS 0.5% y se mezcló por 

inversión. 

 



 Se Incubó a 56oC durante 2 a 

3 horas agitando los tubos por 

inversión cada hora 

 Se adicionó a cada tubo un 

volumen igual de Fenol pH 8 y 

se agitó con vortex. 

 Se centrifugó a 10000rpm 

durante 10 minutos a 4oC. 

 Se transfirió el sobrenadante y 

se agregó, un volumen igual 

Fenol-Cloroformo-Alcohol 

isoamílico 25:24:1 y se mezcló 

con vortex 

 Se Repetió el paso 6, y 

transfirió el sobrenadante, se 

agregó un volumen igual de 

cloroformo y se mezcló por 

inversión. 

 Se centrifugó 10000rpm 

durante 10 minutos, se separó 

el sobrenadante 

 Se adicionó a cada tubo 0.1 

volumen de acetato de sodio 

pH 4.8 y 2-5 volúmenes de 

etanol absoluto frió. Se mezcló 

suave y lentamente hasta que 

aparezca la madeja forma del 

DNA, se dejó precipitar -20°C. 

Toda la noche 

 

 Se centrifugó a 10000 rpm 

durante 20 minutos a 4°C y se 

retiró el sobrenadante. 

 Se agregó 300 µL de etanol al 

70% frío, se mezcló 

lentamente por inversión y se 

centrifugó a 10000 rpm 

durante 20minutos a 4oC. 

 Se retiró todo el alcohol que 

sea posible y se dejó secar. 

 Al pellet de ADN se le adicionó 

250 µL de buffer TE (Tris-

EDTA) 1X. se dejó incubar a 

37°C por 60 minutos 

mezclándolo por inversión 

continuamente. 

 Se extrajo nuevamente el ADN 

y se repitió del paso 7 hasta el 

paso 15. 

 Se dejó el pellet disolver en 

TE. 

 

Cuantificación y determinación de 

la pureza del ADN extraído. 

Paso 1: Electroforesis en geles de 

agarosa al 1.5% 

 Para cuantificar y determinar 

presencia de ADN extraído se 

utilizó electroforesis en geles 

de agarosa al 1.5%. Para la 



preparación del gel se pesó 0.4 

gr de agarosa y se colocó en 

un vaso de precipitación con 

25mL de TAE (Tris-Acetato-

EDTA) 1%, se colocó en el 

microondas por 35 segundos 

hasta que la agarosa quede 

totalmente disuelta. 

 Se vertió el gel en un “gel 

holder” evitando la formación 

de burbujas de aire, ya que 

estas pueden afectar la 

separación de las bandas de 

ADN. Se inserta la peineta y se 

deja el gel en un lugar seguro 

sin moverlo hasta que se 

polimerice completamente. 

 Se colocó el gel en un tanque 

de electroforesis. Añadiendo 

suficiente buffer de 

electroforesis TAE 1X para que 

cubra el gel. 

 Remover la peineta y colocar 

las muestras en las fosas 

usando una micropipeta. 

 

 

 

 

 

Paso 2: Preparación de las 

muestras para la 

electroforesis 

 Agregar a las muestras 

solución de tinción Dye con 

una relación 5:1 (8µL de la 

muestra + 2µL de la solución 

Dye). 

Paso 3: Corrida del gel de 

electroforesis  

 Se colocó 10µL de cada una 

de las muestras y 6µL del 

marcador en cada pocillo del 

gel. 

 Se colocó solución TAE 1X en 

la cámara de electroforesis 

hasta que recubra el gel y 

permita el paso de corriente. 

 Se Aseguró que el gel este 

bien colocado en la cámara de 

electroforesis desde el polo 

negativo (negro) hacia el polo 

positivo (rojo). 

 Se reguló la cámara de 

electroforesis entre 60 a 80 

voltios por 2 a 3 horas. 

 Se retiró el gel de la cámara 

luego que todas las muestras 

hayan migrado a través del gel. 

 



 Se colocó el gel en un 

recipiente plástico y se tiñó con 

SYBR SAFE® por 30 minutos. 

 Finalmente se colocó el gel 

bajo una lámpara UV para 

observar las bandas de ADN 

formadas. 

Determinación de la concentración 

y pureza de las muestras de ADN 

mediante espectrofotometría 

NANODROP 2000™. 

Se utilizó el procedimiento del 

manual de NANODROP 2000™. Para 

lo cual primero se inició la 

programación al modo ADN en el 

sistema del espectrofotómetro con 

unidades de la cuantificación ng/µL, 

factor de dilución 1 y factor para 

medir ADN 50. Se limpió el lector con 

papel absorbente y con una pipeta se 

colocó 2µL de TE con el que se diluye 

el ADN extraído, esto se realizó para 

la calibración del equipo y para 

encerarlo. Luego se colocó 2µL de la 

muestra y se realizó la medición 

anotando los valores de 

concentración en ng/µL de pureza. 

Para cada nueva lectura se realizó 

una limpieza del equipo siguiendo el 

mismo procedimiento antes 

mencionado.    

Reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) 

Las muestras de ADN 

extraídas con el protocolo 

anteriormente mencionado serán 

usadas para PCR, descrito a 

continuación.  

Materiales y reactivos 

 Para el ADN control positivo se 

utilizó muestras 

proporcionadas del Centro 

para Control y Prevención de 

Enfermedades CDC de 

Atlanta. 

 Secuencia de ADN 

previamente publicada, la cual 

nos proporcionó datos 

específicos para el estudio. 

 Primers específicos S35 y S36 

de Trypanosoma cruzi, los 

cuales fueron obtenidos 

comercialmente (TIB Molbiol) 

para amplificar un fragmento 

de 330pb y determinar la 

presencia de Trypanosoma 

cruzi en las muestras de ADN 

extraído, los que se detallan en 



el Cuadro 2.1 (Guevara et al., 

1996 & Taibi et al, 1995). 

 Primers específicos de TC, 

TC1 y TC2 del tipo de 

Trypanosoma cruzi para 

amplificar fragmentos de 

300pb de las muestras 

extraídas de ADN, los que se 

detallan en el Cuadro 2.2 

(Guevara et al., 1996 & Taibi et 

al., 1995). 

 Reactivos para la PCR 

detallados a continuación en el 

Cuadro 2.3 y 2.5. 

 Termociclador Applied 

Biosystems 2720 Thermal 

Cycler, bajo las siguientes 

condiciones de 

Desnaturalización, 

Alineamiento y Extensión. 

Cuadro 2.1: Primers utilizados para la 

presencia de Trypanosoma cruzi 

en las muestras de ADN 

extraídas de las heces de los 

vectores 

Primers Secuencia 5`-3` Fragmento 

S35 AAATAA TGT 
ACG GGK GAG 
ATG CAT GA  

330[pb] 

S36 GGT TCG ATT 
GGG GTT GGT 
GTA ATA TA   

330[pb] 

  

Cuadro 2.2: Primers utilizados para la 

caracterización de las cepas de 

Trypanosoma cruzi en las 

muestras de ADN extraídas de 

las heces de los vectores. 

Primers Secuencia 5`-3` Fragmento 

TC CCC CCC TCC 
CAG GCC ACA 
CTG 

300[pb] 

TC1 GTG TCC GCC 
ACC TCC TTC 
GGG CC 

300[pb] 

TC2 CCT GCA GGC 
ACA CGT GTG 
TGT G 

300[pb] 

 

Para la prueba de 

identificación de Trypanosoma cruzi 

los materiales y químicos adicionales 

para la PCR (Go Taq 

DNApolimerasa, DNTP's, Buffer 5x, 

MgCl2) se obtuvieron de PROMEGA, 

USA.  

Para cada reacción se 

preparó un cóctel (master mix) en la 

siguiente proporción y con la 

precaución de añadir la enzima Go-

Taq DNA Polimerasa al final. 

 

 

 

 



Cuadro 2.3: Reactivos y cantidades 

utilizadas para técnica de PCR. 

Reactivos inicial Rx 
N°22 

dNTP Mix 1 1 
MgCl2 
(25mM) 

1 1 

GoTaq 5X 
Buffer 

3 3 

Primer 1 
(2.5µM) 

0,4 0,4 

Primer 2 
(2.5µM) 

0,4 0,4 

GoTaq 
Polymerasa 

0,125 0,125 

Agua ultra 
pura 

8,10 8,10 

ADN 1 2 
Vol final 15 16 

La amplificación se realizó en un 

termociclador Applied Biosystems 

2720 Thermal Cycler, bajo las 

siguientes condiciones de 

Desnaturalización, Alineamiento y 

Extensión: 

Cuadro 2.4: Ciclos del 

termociclador para la amplificación de los 

primers S35 y S36. 

Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 95°C 

5min 1 ciclo 

Desnaturalización 
95°C 

1min 30 
ciclos 

Alineamiento 
60°C 

1min 30 
ciclos 

Extensión 
72°C 

1min 30 
ciclos 

Extensión final 
72°C 

5min 1 ciclo 

4°C Hasta el 
análisis de 

los 
productos 
del gel de 
agarosa 

 

Para la prueba de 

caracterización molecular de las 

cepas de Trypanosoma cruzi, los 

materiales y químicos adicionales 

para la PCR (Go Taq 

DNApolimerasa, DNTP's, Buffer 5x, 

MgCl2) se obtuvieron de PROMEGA, 

USA.  

Para cada reacción se 

preparó un cóctel (master mix) en la 

siguiente proporción y con la 

precaución de añadir la enzima Go-

Taq DNA Polimerasa al final. 

Cuadro 2.5: Reactivos y cantidades 

utilizadas para técnica de PCR. 

Reactivos Concentració
n inicial 

Concentració
n final 

dNTP Mix 0,125 0,125 
MgCl2 
(25mM) 

1,25 1,25 

GoTaq 5X 
Buffer 

2,5 2,5 

Primer 1 
(10 uM) 

0,125 0,125 

Primer 2 
(10 uM) 

0,125 0,125 

Primer 3 
(10 uM) 

0,125 0,125 

GoTaq 
Polymeras

a 

0,05 0,05 

Agua ultra 
pura 

5,7 5,7 

ADN 2,5 2,5 
Volumen 

final 
12,5 12,5 

 



La amplificación se realizó en 

un termociclador Applied Biosystems 

2720 Thermal Cycler, bajo las 

siguientes condiciones de 

Desnaturalización, Alineamiento y 

Extensión: 

Cuadro 2.6: Ciclos del termociclador para la 

amplificación de los primers TC, 

TC1 y TC2. 

Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 
inicial 94°C 

5min 1 ciclo 

Desnaturalización 
94°C 

30min 30 
ciclos 

Alineamiento 
55°C 

30min 30 
ciclos 

Extensión 
72°C 

45min 30 
ciclos 

Extensión final 
72°C 

5min 1 ciclo 

4°C Hasta el 
análisis de 

los 
productos 
del gel de 
agarosa 

 

 

RESULTADOS 

Recolección de Triatominos en las 

comunidades Barrio Lindo, El 

Morrón, Altamira y Cruz Roja del 

cantón General Villamil Playas. 

Un total de 206 Triatominos 

fueron recolectados en las 

comunidades de Bario Lindo, El 

Morrón, Altamira y Cruz Roja como lo 

demuestra la Tabla 3.1. Las muestras 

fueron recolectadas durante todo el 

día bajo escombros, en casas de 

animales domésticos, nidos de aves y 

dentro de las viviendas. 

Tabla 3.1: Triatominos recolectados en las 

comunidad de estudio. 

 

Comunida
des 

Número de Triatominos 
recolectados 

Porcentaj
e de 

Triatomin
os 

recolecta
dos 

Barrio 
Lindo 

112 54.4% 

El Morrón 11 5.3% 

Altamira 9 4.4% 

Cruz Roja 74 35.9% 

TOTAL 206 100% 

 

Prevalencia de Trypanosoma cruzi 

en muestras de heces fecales del 

vector Triatoma dimidiata en las 

comunidades de estudio. 

Mediante la prueba de 

microscopía de las heces fecales del 

vector,  de un total de 206 

Triatominos recolectados, se 

determinó que el 72.33% (149/206) 

fueron positivos a Trypanosoma cruzi 

y 27.67% (57/206) fueron negativos. 

En la Tabla 3.2, se dio 

valores porcentuales de un análisis 



por microscopía de los 206 vectores 

recolectados en cada comunidad. 

Tabla 3.2: Prevalencia de Trypanosoma 

cruzi, del análisis de Triatoma 

dimidiata en las comunidades de 

estudio. 

Comunidades % Positivos 
% 

Negativos 

Barrio Lindo 67/112 (59.82%) 45/112 
(40,18%) 

El Morrón 8/11 (72.72%) 3/11 
(27,27%) 

Altamira 9/9 (100%) 0 

Cruz Roja 65/74 (87,83%) 9/74 
(12,16%) 

 

Extracción de  ADN de 

Trypanosoma cruzi y optimización 

de la PCR  

Para la extracción de ADN el 

presente estudio se basó en un 

protocolo ya estandarizado en 

trabajos previos, los cuales utilizaron 

Fenol – Cloroformo – Alcohol 

Isoamílico. 

Para determinar la integridad 

y presencia de ADN de Trypanosoma 

cruzi, se corrió un gel de agarosa al 

1.5% con primers específicos S35 y 

S36, teñido con bromuro de etidio, en 

el cual se utilizó un marcador 

molecular de 1000 pb para 

determinar el tamaño de las bandas 

de 330pb aproximadamente y se 

determinó la presencia de ADN como 

se muestra en la Figura 3.1, 3.2 y 3.3.  

Para la estandarización de la 

PCR se tomó en cuenta las 

concentraciones de los reactivos y se 

dio una estandarización en la corrida 

de la amplificación (Tabla 3.3, 3.4). 

Tabla 3.3: Estandarización de los reactivos 

utilizados en la PCR para 

mostrar presencia de 

Trypanosoma cruzi en las 

muestras de ADN extraídas de 

las heces de los vectores. 

Reactivos Concentración final Rx 
N°22 

dNTP Mix 1 
MgCl2 (25mM) 1 

GoTaq 5X Buffer 3 
Primer 1 (2.5µM) 0,4 
Primer 2 (2.5µM) 0,4 

GoTaq 
Polymerasa 

0,125 

Agua ultra pura 8,10 
ADN 2 

Volumen final 16 

 
Tabla 3.4:   Ciclos del termociclador para la 

amplificación de los primers S35 y S36. 

Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 
95°C 

5min 1 ciclo 

Desnaturalización 
95°C 

1min 30 ciclos 

Alineamiento 
60°C 

1min 30 ciclos 

Extensión 
72°C 

1min 30 ciclos 

Extensión final 
72°C 

5min 1 ciclo 

4°C 

Hasta el 
análisis de los 
productos del 

gel de 
agarosa 

 



 

 

Figura 3.1: Gel de Agarosa al 1.5% con los 

productos PCR, amplificando un 

fragmento con primer especifico 

(S35y S36) de Trypanosoma cruzi. 

M. Marcador comercial de 1 KB, C-. 

Control Negativo. C+. Control 

Positivo. Muestra de material fecal 

de los Triatomas dimidiata 

recolectados en las zonas de 

estudio. 

 

Figura 3.2: Gel de Agarosa al 1.5% con los 

productos PCR, amplificando un fragmento con 

primer especifico (S35y S36) de Trypanosoma 

cruzi. M. Marcador comercial de 1 KB, C-. Control 

Negativo. C+. Control Positivo. Muestra de 

material fecal de los Triatomas dimidiata 

recolectados en las zonas de estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3: Gel de Agarosa al 1.5% con los 

productos PCR, amplificando un 

fragmento con primer especifico 

(S35y S36) de Trypanosoma 

cruzi. M. Marcador comercial de 

1 KB, C-. Control Negativo. C+. 

Control Positivo. Muestra de 

material fecal de los Triatomas 

dimidiata recolectados en las 

zonas de estudio. 

Prevalencia de Trypanosoma cruzi 

por el método de PCR 

De las 149 muestras de 

heces de triatominos con resultados 

positivos en la microscopía, fueron 

seleccionados 25 muestras al azar 

para el análisis de PCR, tomando una 

concentración diluida y estandarizada 

de 2.5µM y un volumen aumentado 

de 0.4µL en los primers S35 y S36 

para la presencia de Trypanosoma 

cruzi, mostrando resultados positivos 

en las 25 muestras tomadas (100%) 

(Tabla 3.5).  

C+ C- M 

C- C+ M 

C+ C- M 



Tabla 3.5: Análisis de 25 muestras de heces 

del vector con primers 

específicos S35 y S36. 

 

Barrio 

% muestras 
positivas en la PCR 
con primers S35 Y 

S36 

Barrio Lindo 24% (6/25) 

El Morrón 24% (6/25) 

Altamira 24% (6/25) 

Cruz Roja 28% (7/25) 

Total 100% (25/25) 

Cuantificación del ADN control de 

Trypanosoma cruzi. 

El ADN inicial de 

Trypanosoma cruzi fue cuantificado 

mediante fluorometría y mediante 

espectrofotometría en el equipo 

NANODROP 2000™, los resultados 

se muestran en la Tabla 3.6.  

Como se indica en la Tabla 

3.6 la cantidad de ADN requerido en 

las 25 muestras tomadas para 

posteriores ensayos, debe estar por 

encima de 30 ng/µL, hay muestras 

con una cantidad considerable de 

ADN las cuales resultaron favorables 

en la caracterización.  

 

 

 

Tabla 3.6: Cuantificación del ADN en ng/µL 

de 25 muestras de heces de 

Triatominos. 

Muestra Barrio ng/uL 

Heces  Barrio 
Lindo 

30.9 

Heces  Barrio 
Lindo 

36.1 

Heces  Barrio 
Lindo 

191.1 

Heces  Barrio 
Lindo 

257.3 

Heces  Barrio 
Lindo 

165.8 

Heces  Barrio 
Lindo 

65.9 

Heces  El Morrón 30.8 
Heces  El Morrón 97.8 
Heces  El Morrón 83.9 
Heces  El Morrón 80.2 
Heces  El Morrón 125.2 
Heces  El Morrón 155 
Heces  Altamira 134.2 
Heces  Altamira 179.9 
Heces  Altamira 178.4 
Heces  Altamira 223.1 
Heces  Altamira 63.9 
Heces  Altamira 122.1 
Heces  Cruz 

Roja 
750.4 

Heces  Cruz 
Roja 

529 

Heces  Cruz 
Roja 

516.8 

Heces Cruz 
Roja 

46.9 

Heces Cruz 
Roja 

54.8 

Heces Cruz 
Roja 

37.6 

Heces Cruz 
Roja 

94.9 

 

Caracterización molecular 

Las 25 muestras estudiadas 

para la presencia de Trypanosoma 

cruzi, fueron sometidas nuevamente, 

bajo las mismas condiciones de 



concentración antes mencionadas, 

ahora con primers TC, TC1 y TC2 

(Figura 3.4 y 3.5). Para el análisis de 

la PCR en la caracterización 

molecular, se tomaron en cuenta las 

siguientes concentraciones de los 

reactivos utilizados, así como también 

el siguiente procedimiento para su 

amplificación (Tabla 3.7 y 3.8). 

Tabla 3.7: Estandarización de los reactivos 

utilizados en la PCR para la 

caracterización molecular de 

Trypanosoma cruzi en las 

muestras de ADN extraídas de 

las heces de los vectores. 

 Reactivos 
Concentración 

final 

dNTP Mix 0,125 
MgCl2 (25mM) 1,25 

GoTaq 5X Buffer 2,5 
Primer 1 (10 µM) 0,125 
Primer 2 (10 µM) 0,125 
Primer 3 (10 µM) 0,125 

GoTaq Polymerasa 0,05 
Agua ultra pura 5,7 

ADN 2,5 
Volumen final 12,5 

 
Tabla 3.8: Ciclos del termociclador para la 

amplificación de los primers TC, 

TC1 y TC2. 

Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 94°C 5min 1 ciclo 
Desnaturalización 

94°C 
30min 30 ciclos 

Alineamiento 
55°C 

30min 30 ciclos 

Extensión 
72°C 

45min 30 ciclos 

Extensión final 
72°C 

5min 1 ciclo 

4°C Hasta el análisis 
de los productos 

del gel de 
agarosa 

 

 

 

Figura 3.4: Gel de Agarosa al 1.5% 

con los productos PCR, amplificando un fragmento 

con primers específicos (TC, TC1, TC2) de 

Trypanosoma cruzi. Marcador comercial de 1 KB y 

M muestra de material fecal de los Triatomas 

dimidiata recolectados en las zonas de estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5: Gel de Agarosa al 1.5% con 

los productos PCR, amplificando un 

fragmento con primers específicos (TC, TC1, 

TC2) de Trypanosoma cruzi. Marcador 

comercial de 1 KB y M muestra de material 

fecal de los Triatomas dimidiata recolectados 

en las zonas de estudio. 



El análisis en la 

caracterización molecular los cuales 

nos dio resultados positivos en 10 

muestras, 24% (6/25) en Barrio Lindo 

y 16% (4/25) en El Morrón (Tabla 

3.9), indicando que el Tipo II de 

Trypanosoma cruzi está presente en 

este análisis con un tamaño de banda 

aproximado de 300pb. 

Identificación molecular 

Con técnicas moleculares, se 

confirmó que el parásito encontrado 

en las muestras de heces obtenidas 

de Triatoma dimidiata es de 

Trypanosoma cruzi Tipo II, para lo 

cual hemos obtenido la secuencia de 

nucleótidos siguiente (Tablas 3.10, 

3.11 y 3.112). 

Secuencias analizadas 

Los siguientes estándares de 

restricción permitieron la 

caracterización de diferentes cepas y 

clones del parásito, en función a la 

semejanza que tiene los perfiles de los 

productos de digestión del ADN de 

minicírculos por endonucleasas de 

restricción. Por lo que las secuencias 

analizadas a continuación presentaron 

estándares de restricción idénticos o 

semejantes, representando así gran 

diversidad genética intraespecífica. 

Tabla 3.10: Secuencia analizada para el 

primer S35. 

Secuencia 
primers 

Nucleótidos (BLAST) 

 
 
 
 
S35 

1 ataatgtacg ggggagatgc atgatttttg 
gccccaaaag ttgaacgccc ctcccaaaac 
61 aagaatttcg taattttcgg aaccccttta 
tgtgtaattt ataccaccta tacctctacc 
121 ataccaccaa cacaacacta ccatcaagaa 
tacagaaact atagtatcat caatatcaag 
181 ataacacact caatgcaatc atacaatgcc 
ccacagaaca taacattttg tgttgtaaac 
241 tatatcatta gtatctactc tataaattat 
tattccggta cccctctcac ctctacatta 
301 caccaacccc aatcgaaccc ccacctcccc 
gaaaaattca caaaatcaat aaaataatgt 
361 acgggggaga tgcatgattt ttggccccaa 
aagttgaacg cccctcccaa aaccaacatt 
421 ttctgaaatt ccacatcttt ttcaaccatg 
ttataccata ccacaatcta ttacccacca 
481 tccaaccaaa caccaaatta taaaatgtaa 
ctgaatacat aactacaata acgttaacaa 
541 atctcatcca caaactcaca ccatgttctc 
ttacacaatg ttctcaacta catcattata 
601 attacagaaa atatactata tcctaaagac 
tcattataat atccaaaacc caccactcca 
661 cctcccttat attacaccaa ccccaatcga 
acc 

 

Tabla 3.11: Secuencia analizada para el 

primer S36. 

Secuencia 
primers 

Nucleótidos (BLAST) 

 
 
S36 

1 ataatgtacg ggggagatgc atgatttttc 
cgccccaaat ttgaacgccc ctcccaaaac 
 61 cacattttcc gaatcctcat aacccattcc 
taacccttac acaacattat aagatttatc 
121 aacaaactat agaataataa agaatatatt 
gtctaattta tctatacaaa catatcttat 
181 ctcttatatc atagttaata taatacacct 
ctacatacta taaacataca taacacctct 
 241 acaccatatt caattccaaa ttacactaca 
caccacccta tcctacccac cacattacca 
 301 cctctatatt acaccaaccc caatcgaacc 

 

 

 



Tabla 3.12: Secuencia analizada para el 

primer TC2. 

Secuencia 
primers 

Nucleótidos (BLAST) 

 
 

TC2 

1 acctgcaggc acacgtgtgt gtgtgtatgt 
atgtgtgtgt gccccaccca cctccggctc 
61 cttcatgttt gtgtcgtcgc tgcccttgtc 
tgcgcaagca cggtgtcctg tcgtgtccgt 
121 ctcgctgctt tgtgttctcg cactccaccg 
cgtgttttac ggtgttgcct gcgttttttg 
181 gtgtttttct gcttttttcc cgtcttttgg 
ctcctcgcac tgaaccgcct gcacacaccg 
 241 ctccgcacgc attagtcgcg tgtgttccgc 
cccccgacac tttctgtggc gctgatcggg 
 301 cgactccgcc ag 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Recolección de Triatominos en las 

comunidades de Barrio Lindo, el 

Morrón, Altamira y Cruz Roja y 

prevalencia de Trypanosoma cruzi 

en las muestras de heces fecales 

del vector Triatoma dimidiata en 

las comunidades de estudio. 

De 206 muestras analizadas 

de las heces del vector Triatomino, 

analizadas bajo microscopía de luz 

en el 72.33% se determino la 

presencia de Trypanosoma cruzi en 

las cuatro comunidades de estudio 

Barrio Lindo, El Morrón, Altamira y 

Cruz Roja y se analizó por la técnica 

de PCR para determinar la presencia 

del parásito en todas las muestras, 

posteriormente se realizó la 

caracterización molecular del parásito 

en estudio con primers específicos 

TC, TC1 y TC2.  

Este trabajo mostró una 

prevalencia del parásito 

Trypanosoma cruzi en el vector 

Triatoma dimidiata del 72.33% y 

haciendo una comparación con el 

estudio realizado por Vicuña (2009), 

donde se mostró que la prevalencia 

fue de 98.48%, se puede decir que 

existe hasta la actualidad una alta 

infección en la población del cantón 

General Villamil Playas. 

La enfermedad de Chagas, 

causada por el parásito Trypanosoma 

cruzi, es una enfermedad transmitida 

a humanos de manera vectorial por 

chinches hematófagos, que se 

encuentra confinada a la población 

que vive en zonas rurales de extrema 

pobreza. Sin embargo, debido a los 

movimientos migratorios de personas 

infectadas de estas zonas a zonas 

urbanizadas, esta enfermedad ha 

comenzado a dispersarse en 

proporciones preocupantes, 

transmitiendo la enfermedad por 

medio de transfusiones sanguíneas, 

trasplantes de órganos y vía 



placentaria de madre a hijo (Guevara 

et al., 2000).  

Las zonas de riesgo donde la 

transmisión vectorial existe con 

certeza, abarca 183 cantones (121 

áreas de salud) en 20 provincias del 

Ecuador, donde el principal vector 

encontrado en la zona de estudio fue 

Triatoma dimidiata y este es 

considerado como el principal factor 

de transmisión de la enfermedad de 

Chagas en la provincia del Guayas 

(Grijalva et al., 2011), De los 8.4 

millones de personas que viven en 

zonas endémicas, de 3 a 5 millones 

son especialmente vulnerables 

debido a las características de sus 

viviendas o a su situación económica 

baja (OPS, 2009). 

En este estudio al vector 

Triatomino se lo encontró fácilmente 

en nidos de gallinas, nidos de ratas, 

en nidos de raposas, incluso dentro 

de las casas de animales domésticos 

y en poca cantidad dentro de los 

domicilios debido a que es un animal 

nocturno. 

 

La infestación está 

caracterizada por un alto porcentaje 

de Triatominos que viven en zonas 

peri domésticas que son comunes en 

zonas rurales de la costa ecuatoriana, 

para lo cual, mediante datos 

proporcionados por SNEM (2010), 

indicaron que los habitantes que 

viven en una zona rural se 

encontraron con un alto porcentaje de 

infestación de Triatominos en los 

alrededores de sus viviendas, debido 

a las bajas actividades de control que 

se les proporciona, haciendo de esto 

una alta posibilidad de contagio al 

humano. 

Como señala Grijalva (2011), 

la supervivencia de estos vectores en 

la mayoría de los casos es debido a 

la clase socio económica, como se 

mostró en este estudio en presencia 

de la clase de casas construidas en la 

localidad, son viviendas cuyos 

materiales de construcción a base de 

paja, madera pueden ser reservorios 

para esta clase de animales, así 

también, los restos de basura y 

desechos encontrados como llantas 

viejas facilitan la supervivencia de la 

especie porque son perfectos para la 

presencia de otros animales los 



cuales pueden servir de alimento a 

los vectores. Debido al bajo 

presupuesto que el grupo SNEM 

tiene cada año es muy difícil 

mantener un resultado positivo en las 

fumigaciones realizadas.  

Así también, el desarrollo de 

estrategias adecuadas para el control 

de la trasmisión vectorial de la 

enfermedad de Chagas, depende de 

la disponibilidad de datos confiables 

sobre la distribución geográfica, 

características ecológicas y 

tendencias conductuales de las 

especies de Triatominos presentes en 

la región. Se debería tomar en cuenta 

los índices de infestación domiciliaria 

y natural de estos vectores por 

Trypanosoma, la densidad y el 

potencial papel vectorial de estas 

especies, parámetros básicos en la 

aplicación de un posible programa de 

control a implementarse por el 

Ministerio de Salud Pública (Vargas, 

2005). 

Análisis de Triatominos 

Siendo Triatoma dimidiata un 

vector importante 

epidemiológicamente en la 

transmisión de la enfermedad de 

Chagas, es necesario empezar con 

un adecuado sistema de control en 

las comunidades que habita, para 

terminar con su ciclo biológico y de 

reproducción dentro de los mamíferos 

que son buenos reservorios del 

parásito dentro del ciclo de 

transmisión peri doméstica del 

humano (Carcavallo et al., 1998; 

Ruiz-Piña & Cruz-Reyes, 2002). 

La mayoría de la población 

ecuatoriana vive en zonas altas, 

donde no se encuentran Triatominos 

domiciliados, (con excepciones como 

la presencia de Triatoma carrioni en 

parroquias andinas del sur), y que no 

hay en el país vectores domésticos 

extremadamente eficientes como 

Triatoma infestans (abundante en el 

sur del Perú) o Rhodnius prolixus 

(principal vector en el norte de 

Colombia). Este puede ser el motivo 

a que las tasas generales de 

prevalencia en zonas no endémicas 

de nuestro país sean bajas, tomando 

en consideración a los países vecinos 

(Vicuña, 2009).  

Mediante este estudio, hemos 

podido observar que Triatoma 

dimidiata se está convirtiendo en un 



potente vector de Trypanosoma cruzi, 

presente en áreas consideradas 

como endémicas para la enfermedad 

de Chagas en humanos a pesar de 

los cambios ambientales existentes 

en nuestro país. 

El análisis de muestras de 

heces de Triatominos por 

microscopía de luz es una de las 

técnicas ampliamente utilizadas para 

estimar la prevalencia de Triatominos 

naturalmente infectados con 

Trypanosoma cruzi en estudios de 

vigilancia entomológica y de 

Triatominos infectados 

experimentalmente en insectarios. 

Sin embargo la observación 

microscópica directa presenta ciertas 

limitaciones en cuanto a sensibilidad 

y especificidad, siendo altamente 

dependiente de la experiencia del 

observador. En nuestro estudio no se 

tuvo esa dificultad ya que las pruebas 

de identificación del parásito por PCR 

con primers específicos S35 y S36 

mostró que de las 25 muestras 

tomadas al azar el 100% resultaron 

positivas al análisis de Trypanosoma 

cruzi. Pero en otros estudios 

realizados la técnica de microscopía 

no distingue entre parásitos con 

flagelos similares como Trypanosoma 

cruzi o Trypanosoma rangeli o 

Blastochritidia (Muschietti, 2010). 

Es posible que las muestras 

analizadas presenten una infección 

mixta, de Trypanosoma cruzi y 

Trypanosoma rangeli u otros 

flagelados no patógenos que infectan 

a los mismos hospedadores y se 

transmiten por el mismo vector. Estos 

motivos son los que han llevado a los 

investigadores a la utilización de mas 

estudios en diferente tipo de vectores 

que puedan tener infección por el 

mismo parásito con el fin de 

identificarlos (Miles et al., 1997; 

Núñez et al., 1997; Rodríguez et al., 

1998; Miralles et al., 2002).  

No se puede descartar la 

posibilidad de que ciertos vectores 

contengan una mezcla de parásitos 

dentro de su organismo, así como 

también puedan tener un mismo 

parásito con diferente especie, en la 

actualidad los estudios indicaron que 

esta posibilidad puede ser de gran 

tamaño, marcando una amplia 

posibilidad de síntomas diferentes en 

pacientes infectados y mostrando así 

un difícil diagnóstico de la 



enfermedad (Solari et al., 2001 & 

Breniere et al., 2002). 

El comportamiento del 

parásito Trypanosoma cruzi puede 

estar influenciado por el mismo 

hospedero o las condiciones del 

medio ambiente, lo que ha 

incrementado una tendencia a 

realizar una caracterización de las 

diferentes cepas de Trypanosoma 

cruzi. Así mismo, uno de los 

problemas planteados consiste en 

conocer si las diferencias que se 

observan en la presentación de los 

cuadros clínicos y en respuesta de 

los pacientes al tratamiento, se debe 

a las diferencias biológicas que 

presentan las cepas de Trypanosoma 

cruzi que prevalecen en cada área 

geográfica, o en las diferencias 

genéticas entre las poblaciones 

humanas susceptibles (Andrade, 

1985).  

Extracción de ADN, optimización 

de PCR y caracterización 

molecular 

La técnica de PCR ha sido 

utilizada para la detección de 

diversas infecciones parasitarias 

producidas por protozoarios como 

Trypanosoma cruzi, ha sido 

considerada la mejor prueba para el 

diagnóstico de la infección de la 

enfermedad, al amplificar pequeñas 

cantidades de ADN parasitario 

presentes en las muestras de heces 

fecales de los insectos vectores 

(Alarcón et al., 2009). En este estudio 

detectamos ADN de Trypanosoma 

cruzi en 100% (25/25) de muestras 

de heces de vectores colectados en 

las diferentes comunidades. 

La utilización de la PCR es 

eficaz y posee un elevado grado de 

sensibilidad (100%), más no permite 

discriminar la fase aguda o tardía de 

la infección, por lo tanto la aplicación 

de la metodología molecular y técnica 

de microscopía en las muestras de 

heces fecales de los Triatominos 

utilizados en este estudio, son 

ampliamente recomendables para el 

diagnóstico de la transmisión de la 

enfermedad de Chagas (Moreno et 

al., 2006). 

Guevara (1999), mencionó 

que las técnicas moleculares facilitan 

la confirmación de cada especie de 

microorganismos existentes, en este 

estudio la caracterización de 



Trypanosoma cruzi permitió 

establecer una relación más amplia 

en filogenética entre las diferentes 

especies de Trypanosomas cruzi 

existentes en nuestro país analizando 

diferentes vectores, esto es 

importante para la determinación de 

características parasitológicas entre 

individuos afectados con la 

enfermedad de Chagas y/o la 

patogenicidad de las diferentes cepas 

de Trypanosoma cruzi que en futuros 

estudios se puedan identificar en 

Ecuador. 

Diversos estudios muestran 

también que la virulencia de 

Trypanosoma cruzi, en los que se ha 

demostrado que depende del número 

de trypomastigotes inoculados, sin 

embargo Mazzotti (1940), atribuye la 

virulencia a la susceptibilidad del 

hospedero al parásito y Phillips 

(1960), lo atribuye a la localización y 

multiplicación de los parásitos en los 

tejidos infectados (Brener & Melo, 

1985). 

Análisis de los perfiles de 

digestión de kADN de Trypanosoma 

cruzi, revelan una extrema diversidad 

intraespecífica, demostrando que una 

única cepa del parásito podría 

contener dos o más genotipos 

clonales diferentes, representando 

probablemente clones que existen 

naturalmente y que fueron 

genéticamente aislados uno del otro 

con el pasar del tiempo (Britto & 

Constança, 2009). La clasificación de 

las cepas de Trypanosoma cruzi 

sirvió como importante herramienta 

epidemiológica para monitorear 

cepas específicas en la naturaleza, 

así como para entender el posible 

papel de la diversidad genética de 

Trypanosoma cruzi en el síndrome de 

la enfermedad.  

Estudios en la actualidad 

recomiendan que los taxones de 

Trypanosoma cruzi sean agrupados 

en dos linajes principales: 

Trypanosoma cruzi I (zimodema Z1 o 

linaje 2) y Trypanosoma cruzi II 

(zimodema Z2 o linaje 1). Estos 

estudios llevaron a la definición de 

una amplia hipótesis sobre las 

relaciones parásito-huésped-vector-

hábitat que abre la posibilidad de 

establecer el significado 

epidemiológico de la diversidad 

genética de Trypanosoma cruzi al 

vincular distintos genotipos con los 



grados de virulencia y patogenicidad, 

las formas clínicas, los niveles de 

respuesta al tratamiento 

antiparasitario o el comportamiento 

biológico de las cepas en diferentes 

huéspedes (Montamat, 1996). 

Boglio et al (1987), 

demostraron la existencia de 

patrones isoenzimáticos diferentes 

según la etapa del ciclo de vida en 

que se encuentra el parásito, 

observándose diferencias en el 

número de bandas, posición e 

intensidad de las mismas dando lugar 

a zimodemos diferentes. Estas 

diferencias obtenidas, según la etapa 

del ciclo de vida del parásito, pueden 

ser parte del proceso regulatorio 

asociado con cambios metabólicos y 

morfológicos de Trypanosoma cruzi, 

es por eso que el presente estudio tal 

como mostraron los resultados de la 

caracterización molecular con primers 

específicos TC, TC1 y TC2 indicó una 

notable diferencia entre cada una de 

las muestras analizadas, lo que nos 

dio a entender que si existe la 

posibilidad de zimodemos diferentes 

dentro de una misma población de 

vectores. 

Muchas de las cepas 

naturales de Trypanosoma cruzi son 

multiclonales y se encuentran 

compuestas de poblaciones del 

parásito tanto del grupo Trypanosoma 

cruzi I como del grupo Trypanosoma 

cruzi II. Sin embargo, este número de 

clones puede cambiar drásticamente 

a medida que trascurre la infección, 

ya que en la fase crónica de la 

enfermedad ciertos clones del 

parásito son eliminados 

probablemente como resultado de 

factores inmunológicos del hospedero 

o debido a la capacidad de 

multiplicación o requerimientos 

nutricionales de cada clon (Franco et 

al., 2003). Este puede ser otro de los 

motivos por los cuales en el presente 

estudio 15 de las 25 muestras nos 

dieron negativo para determinar la 

caracterización de la cepa existente 

en las muestras. 

Otros estudios, como 

secuenciación nucleotídica de los 

fragmentos amplificados usando una 

herramienta como Blast, busca 

similitudes de la secuencia dada por 

la especie del parásito, permitiendo 

así alinear la secuencia del fragmento 

amplificado con otras secuencias 



presentes en las bases de datos ya 

establecidas en estudios anteriores, 

con el objetivo de construir 

dendogramas que permitan ubicar 

filogenéticamente al organismo 

dentro de los tripanosomátidos 

(Muschietti, 2010).  

Infección experimental 

La infección a los ratones con 

Trypanosoma cruzi presentaron 

parasitemia visible en la prueba bajo 

microscopía, pero al realizar el 

hemocultivo de la sangre del ratón 

infectado y posteriormente realizar el 

análisis de la presencia del parásito 

por PCR, no mostró resultados 

positivos visibles, la baja cantidad de 

parásitos en el medio de cultivo 

inoculado pudo ser la causa por la 

cual no se pudo identificar el parásito 

en la prueba o a su vez la 

contaminación presente en el medio 

de cultivo dio como resultado una 

baja concentración del parásito para 

poder concluir con la prueba de 

identificación. A pesar de que la 

prueba de PCR utilizada es de alta 

sensibilidad y fue específica para la 

identificación la cantidad de ADN en 

el medio de cultivo fue muy baja para 

que nos indicara que Trypanosoma 

cruzi estaba presente en las 

muestras. 

Es posible también que el 

hemocultivo realizado con la sangre 

de los ratones haya sobrepasado el 

tiempo adecuado de crecimiento del 

parásito y el medio se haya quedado 

sin el alimento necesario para que el 

parásito siga multiplicándose 

(Guevara, 1999). 

Otros estudios han 

demostrado que existe una 

inestabilidad en los patrones 

electroforéticos isoenzimáticos 

después de pases sucesivos de las 

cepas por hospederos vertebrados e 

invertebrados y por medios de cultivo 

(Magalhaes & Brener, 1996). 

El realizar pruebas en medios 

de cultivo líquidos, como en el 

presente trabajo, puede facilitar el 

desarrollo del parásito “in vitro” para 

mantener la cepa para estudios de 

caracterización molecular, 

bioquímica, biológica y ecológica, 

haciendo de este método una prueba 

importante para la continuación de 

posibles investigaciones en el país. 

Es una prueba que demanda mucha 



precisión y control en la elaboración 

de su medio de cultivo, es por eso 

que con la continua observación 

permitirá mantener una cantidad de 

parásitos suficientes para posteriores 

investigaciones. 

De la gran cantidad de 

vectores Triatominos existentes en la 

población del cantón General Villamil 

Playas se encontró en un muestreo 

de 206 Triatominos, que el 72.33% de 

vectores analizados bajo microscopía 

tienen Trypanosoma cruzi presente 

en sus muestras.  

Las muestras recolectadas 

fueron en lugares donde las 

condiciones de vivienda no eran 

óptimas haciendo de esto un factor 

importante para la reproducción y 

permanencia del vector causante de 

la enfermedad. Dio como resultado 

positivo para la presencia de 

Trypanosoma cruzi en las cuatro 

comunidades de estudio de 59.82% 

(67/112) en Barrio Lindo, 72.72% 

(8/11) El Morrón, 100% (9/9) Altamira 

y 87.83% (65/74) en Cruz Roja. 

El análisis microscópico 

resultó de alta sensibilidad más no de 

alta especificidad para demostrar que 

existía Trypanosoma cruzi en las 

muestras analizadas, así también el 

estudio complementario para la 

identificación con PCR con primers 

S35 y S36 también mostró excelentes 

resultados 100% (25/25) en las 25 

muestras tomadas al azar en las 

cuatro comunidades para el presente 

estudio. 

La cantidad de ADN de 

Trypanosoma cruzi en las 25 

muestras analizadas tuvo como 

resultados cantidades superiores a 

30ng/µL, haciendolas favorables para 

el análisis de PCR. 

La prueba de PCR con los 

primers específicos TC, TC1 y TC2, 

mostraron resultados positivos en el 

análisis de caracterización molecular 

en 10 de las 25 (40%) muestras de 

heces de Triatominos analizadas para 

determinar la existencia de 

Trypanosoma cruzi Tipo II. 
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