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INTRODUCCION

El informe final cumple la funcidn de mantener una organizacién con respecto al avance de las
actividades planificadas a realizarse durante el periodo de EDC, permitiendo asi hacer un analisis de
las actividades realizadas, la calidad de las mismas y que el profesor supervisor pueda dar un
seguimiento adecuado al trabajo realizado por el estudiante en su unidad de practica. La
presentacion oral del informe cumpliria la funcién de compartir experiencias con el resto de
estudiantes y aprender de las mismas para mantener un nivel de trabajo alto con respecto a lo
realizado.

La presente prdctica permitid, mediante las actividades de servicio y docencia, mejorar las
condiciones en las cuales se encuentran las colecciones pertenecientes al LENAP, obtener el
conocimiento adecuado para tener la capacidad de impartir éste a otras personas interesadas en
adquirirlo, asi como para poner en practica las técnicas aprendidas durante el proceso en las
actividades de investigacidn y contar con la capacidad de analizar los resultados obtenidos y discutir
adecuadamente los mismos.

Se presenta un resumen de las actividades tanto de servicio como de docencia, la descripcién de la
actividad realizada, los objetivos alcanzados durante las mismas y las limitaciones que se pudieron
presentar al llevarlas a cabo. Finalmente, se presenta un cuadro en el cual se expone la cantidad de
horas empleada para cada actividad, la cantidad de horas asignadas inicialmente mediante el plan
de trabajo para cada actividad y el porcentaje de horas completadas segun lo asignado.

CUADRO RESUMEN DE LAS ACTIVIDADES DE EDC

Programa/ Fecha Horas EDC Horas EDC % de Horas EDC de
Actividades propuesta asignadas Acumuladas Avance/acumuladas
A. Servicio
Servicio Coleccs. Febrero 40 hrs. 40 hrs. 100%
Bases de datos Febrero-octubre 50 hrs. 28 hrs. 100%
Bioterio Febrero-octubre 36 hrs. 26 hr. 100%
Actividades Febrero-octubre 20 hrs. 60 hr. 100%
aniversario
Colecciones Febrero-octubre 50 hrs. 30 hr. 100%
triatominos
Diseccién de | Febrero-octubre 20 hrs. 6 hrs. 100%
triatominos
Gestion de calidad de | Febrero-octubre 12 hrs. 7 hr. 100%
laboratorios
Alimentacién de | Febrero-octubre 9 hrs. 4 hrs 100%
chinches
Apoyo giras de campo Junio 48 hrs. 92 hrs 100%
Preparacién de bolsas | Febrero-octubre - 1 hr. -
de viveres*
Traslado equipo - - 1 hr. -
coOmputo*
Panel-Foro Rocja - - 4 hrs. -
Pomtila*
Material INFOUSAC* - - 9.5 hrs -
Total 268.5 hrs 100%




ACTIVIDADES REALIZADAS DURANTE LA PRACTICA DE EDC

ACTIVIDADES DE SERVICIO

B. Docencia

Conferencias Loyola- 27 Febrero 5 hrs. 5 hrs. 100%

Vermont

Capacitaciones Marzo-Mayo 40 hrs. 81 hrs. 100%

internas biologia

molecular

Docencia por Marzo 25 hrs. 10 hrs. 100%

aniversario

Capacitaciones Marzo-mayo 12 hrs. 8 hr. 100%

diseccion

Elaboracién de Mayo-Junio 20 hrs 5hrs 100%

muestrarios

Homenaje Lic. Mario - - 1 hr. -

Dary*

Seminario - - 2.5 hrs. -

Bioinformatica*

Exposiciones 25-28 Abril - 11.5 hrs. -

INFOUSAC*

Total 124 hrs 100%
392.5 hrs

ACTIVIDAD 1: Mantenimiento de las bases de datos digitales.

OBJETIVOS: Contar con una base de datos actualizada y ordenada.

DESCRIPCION: Se actualizaron las bases de datos GENEPO y se cred una nueva para
los especimenes de la investigacion de EDC a través de la plataforma Google Drive,
de manera que los datos recabados sean de facil acceso.

RESULTADOS: Se actualizé la informacién ya ingresada en las bases de datos
GENEPO y se establecid una base de datos propia con el fin de consultar la
informacidn a utilizar durante la fase de investigacién.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 2: Mantenimiento del bioterio.

OBJETIVOS: Mantener limpios y en éptimas condiciones a los ratones de laboratorio
gue son utilizados para la alimentacidn de chinches y estudios para el laboratorio.
DESCRIPCION: Se contribuyé con la limpieza del drea general del bioterio, las mesas
de trabajo y se ordend el material ubicado en las estanterias, ademas de apoyar en
el mantenimiento de las jaulas de los ratones y alimentacion de los mismos.
RESULTADOS: Organizacién del material ubicado en dos estanterias y limpieza
general del area del bioterio.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 3: Gestion de la Calidad en Laboratorios de Biologia Molecular.
OBJETIVOS: Mantener las condiciones ideales de las dreas asignadas para analisis
molecular.



DESCRIPCION: Se revisaron cada dos dias los deshumificadores de los laboratorios
de biologia molecular, vaciando el agua en las areas designadas en caso de
encontrar llena la cubeta recolectora de agua. También se realizé un monitoreo de
temperaturas de los tres congeladores y del aire acondicionado, registrando estas
actividades en las hojas de control de gestién de calidad. Asi mismo, mensualmente
se realizé una limpieza general de los laboratorios de biologia molecular y de las
zonas inmediatamente exteriores a éstos para asegurar las condiciones de trabajo
ideales en los mismos.

RESULTADOS: Limpieza y mantenimiento de los laboratorios de biologia molecular.
LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 4: Diseccion de triatominos.

OBJETIVOS: Apoyar en la diseccion de especimenes recibidos como producto de las
actividades de vigilancia vectorial en diversas aldeas.

DESCRIPCION: Los triatominos colectados fueron enviados vivos en frascos grandes
con malla de seda y una cinta eldstica para garantizar su supervivencia. Los frascos
cuentan con etiquetas preparadas por las familias de aldeas de vigilancia del vector
o por personal del Ministerio de Salud. Al encontrarse éstas en el laboratorio, el
contenido de los frascos se evalud visualmente para identificar el estadio del
triatomino, tomando las precauciones adecuadas para separar cada espécimen. Los
datos necesarios seran anotados en el cuaderno de coleccidn y el espécimen sera
disectado para lograr la extraccién del contenido de la ampolla rectal, que sera
colocado entre un porta y cubre objetos con solucién salina para su observacidn en
un campo microscépico, en el cual se revisara la presencia del parasito Tripanosoma
cruzi.

RESULTADOS: Observacion e identificacion de T. cruzi en doce especimenes de
triatominos examinados.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 5: Alimentacion de chinches.

OBJETIVOS: Mantenimiento del cultivo de chinches vivas, asegurando buenas
condiciones de las mismas.

DESCRIPCION: Se alimentaron los triatominos con vida pertenecientes a la coleccién
del LENAP, permitiendo que éstas se alimenten de una rata que fue inmovilizada a
través de una malla, sin obstruir la capacidad para respirar de éste. Posteriormente,
los triatominos fueron devueltos a su sitio correspondiente en la incubadora y se
registro el proceso en las hojas de control y en el cuaderno de control adecuado.
RESULTADOS: Tres alimentaciones exitosas de chinches, registradas
adecuadamente en las hojas de control.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 6: Apoyo en coordinacidn de actividades del 25 aniversario del LENAP.
OBJETIVOS: Colaborar con la organizacién de las actividades a realizar, asegurando
el cumplimiento de los objetivos de cada actividad.

DESCRIPCION: Se apoy6 en la logistica de cada actividad, tanto en la elaboracién de
material didactico o informativo a utilizar en las mismas, como en listados de
asistencia, reparto de material didactico durante la actividad, elaboracién de
diplomas, entre otras.



RESULTADOS: Actividades de presentacion de investigaciones de biologia molecular
llevadas a cabo en el LENAP y proyectos elaborados en conjunto con las
universidades de Loyola y Vermont coordinados exitosamente.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 7: Mantenimiento de colecciones de triatominos.

OBIJETIVOS: Tener una coleccién de triatominos en éptimas condiciones.
DESCRIPCION: Se realizé una revisién de cada frasco de la coleccién de triatominos
para asegurar que cada frasco tenga una cantidad adecuada de alcohol y éste se
encuentre en buen estado. Se evalud la condicion en la que se encontraba el alcohol,
reemplazando el mismo con una solucién nueva si la actual presentaba un color
amarillento. Ademas se revisaron las condiciones del organismo, con el fin de
comparar éstas con las reportadas en el cuaderno de coleccién y realizando las
anotaciones pertinentes, en caso que las condiciones hayan cambiado. Durante esta
actividad también se revisd que los frascos estén sellados con parafilm y las
etiquetas de identificacion de los mismos. De igual forma, se ingresaron
debidamente a las colecciones existentes los organismos enviados por parte de
trabajadores del Ministerio de Salud y de familias pertenecientes a diferentes aldeas
del pais.

RESULTADOS: Hasta 3,000 frascos pertenecientes a la coleccion revisados vy
alrededor de 80 organismos ingresados a las colecciones.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 8: Salida de campo a Almolonga, Jutiapa.

OBJETIVOS: Apoyo en traslado de equipo, toma de datos y organizacién de material
necesario para las giras que campo a realizarse.

DESCRIPCION: Se apoyé en traslado de equipo, toma de datos durante la jornada
de serologia llevada a cabo durante el viaje de campo, organizacién del material,
revisién del mismo, escaneo y organizacién de los documentos obtenidos durante
el viaje de campo.

RESULTADOS: Se contribuyd en la toma de puntos GPS de 50 casas, ademas de
llenar las fichas epidemioldgicas y de consentimiento a 451 personas en dos
jornadas completas de trabajo y media jornada durante el ultimo dia. Se ordeng,
escaned, engrapo, y nombro los archivos electrdnicos de cada ficha epidemioldgica
y consentimiento presente.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDADES DE DOCENCIA

ACTIVIDAD 1: Capacitaciones internas sobre habilidades practicas y tedricas de
biologia molecular.

OBJETIVOS: Aprender las técnicas necesarias para los procesos a realizar durante el
periodo de EDC, asi como el manejo adecuado del equipo y la teoria que
fundamenta dichas técnicas.

DESCRIPCION: Se recibieron capacitaciones técnicas y tedricas sobre el uso del
equipo y el procedimiento adecuado para la extraccién del ADN, fundamentos
tedricos necesarios para poner en practica estos procesos, identificacion y
resolucidn de problemas presentados durante los analisis moleculares mediante el



uso de la herramienta Blast y el software Gel Analyzer, capacitaciones en analisis
morfométricos y sobre el manejo del equipo utilizado para técnicas de PCR
cuantitativo (qPCR). Con los conocimientos adquiridos, se impartieron las bases de
las técnicas de biologia molecular aplicadas en el laboratorio a 6 estudiantes que se
acercaron al laboratorio con el fin de aprender éstas.

RESULTADOS: Introduccién a las bases tedricas sobre la biologia molecular y los
procesos a seguir durante el periodo de EDC, capacitacién en morfometria y en el
uso del equipo utilizado para analisis cuantitativos de PCR y 6 capacitaciones
impartidas a estudiantes.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 2: Capacitacidn sobre las técnicas de diseccién de triatominos.
OBJETIVOS: Familiarizarse con las técnicas utilizadas para la diseccion de chinches.
DESCRIPCION: Se recibieron capacitaciones por personal del LENAP acerca de las
técnicas adecuadas para la diseccién de triatominos, identificacion del parasito
Trypanosoma cruzi e identificacion del estadio del organismo, asi como de los datos
a tomar para que éstos sean ingresados a la base de datos posteriormente.
RESULTADOS: Aprendizaje sobre las técnicas de diseccion de triatominos e
identificacion de multiples triatominos infectados con el parasito T. cruzi.
LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 3: Docencia impartida por investigadoras de la Universidad de Loyola 'y
la Universidad de Vermont.

OBIJETIVOS: Conocer sobre los proyectos de investigacion y académicos
desarrollados en LENAP en conjunto con las Universidades de Vermont y Loyola.
DESCRIPCION: Se participd en la charla impartida por las investigadoras con el fin
de familiarizarse con los procesos llevados a cabo en el LENAP. También se
proporciond asistencia a los estudiantes de la Universidad de Loyola que asistieron
a las conferencias y se les dio una introduccidn a las instalaciones de la USAC y los
procesos que se siguen dentro de la misma.

RESULTADOS: Participacién exitosa en una conferencia y en la guia a los estudiantes
de la Universidad de Loyola.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 4: Docencias por el 25 aniversario del LENAP.

OBJETIVOS: Desarrollar la actividad de la mejor manera posible y contribuir en
difundir la informacién.

DESCRIPCION: Participacién en los talleres y charlas realizadas con motivo de
celebracion del 25 aniversario del LENAP. Se apoyd logisticamente a los expositores
de las actividades de exposicién de los proyectos llevados a cabo con las
universidades de Loyola y Vermont, asi como en la presentacién de las diferentes
investigaciones llevadas a cabo en el LENAP fuera de la tematica de la biologia
molecular.

RESULTADOS: Exposiciones de investigaciones de biologia molecular realizadas en
el LENAP, asi como los proyectos llevados a cabo en conjunto con las universidades
de Loyola y Vermont completadas satisfactoriamente, ademads de participacion
como oyentes en ambas actividades.

LIMITACIONES: Ninguna.



ACTIVIDAD 5: Elaboracién de muestrarios del ciclo de vida de Triatoma dimidiata.
OBJETIVOS: Elaboracidn de muestrarios para que puedan ser expuestos en puestos
de salud y hospitales para que la poblacidn pueda observar el ciclo de vida de
Triatoma dimidiata.

DESCRIPCION: Se prepararon multiples muestrarios representando el ciclo de vida
de T. dimidiata mediante la preparacion de geles, sobre los cuales fueron colocados
triatominos en los diferentes estadios que éstos pueden presentar, asi como fichas
impresas sobre papel transparente con el fin de identificar los mismos.
RESULTADOS: Elaboracion de 20 muestrarios del ciclo de vida de T. dimidiata.
LIMITACIONES: Localizacidn de los estadios adecuados para los ciclos de vida.

ACTIVIDADES NO PLANIFICADAS

ACTIVIDAD 1: Traslado de equipo de cémputo hacia el bioterio.

OBJETIVOS: Contar con un area de trabajo limpia y ordenada.

DESCRIPCION: Se colaboré con el traslado de equipo que no se encuentra en
operacion desde las oficinas del LENAP hacia el bioterio, para que éste pudiera ser
almacenado y posteriormente procesado para ser dado de baja.

RESULTADOS: Traslado de equipo de computo hacia el bioterio y ordenamiento de
las oficinas pertenecientes al LENAP.

LIMITACIONES: Ninguna notable.

ACTIVIDAD 2: Participaciéon en el homenaje al Lic. Mario Dary por parte de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

OBJETIVOS: Informarse acerca de la historia de la facultad y la importancia de la
biologia en Guatemala.

DESCRIPCION: Se participé en el acto de homenaje pdstumo al Lic. Mario Dary y el
reconocimiento por parte de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia hacia su
trabajo por la facultad y la fundaciéon de la Escuela de Biologia.

RESULTADOS: Participacidn exitosa en el acto, sin ninglin inconveniente
presentado.

LIMITACIONES: Ninguna notable.

ACTIVIDAD 3: Participacién en el Seminario “Nuevas perspectivas de apoyo entre la
Ingenieria y Medicina en Ciencias de la Salud: Biocomputacion clinica e informatica
biomédica en la investigacién del cancer”, impartida por la Escuela de Estudios de
Postgrado de la Facultad de Ingenieria

OBJETIVOS: Introducirse al area de la Bioinformatica y sus aplicaciones en las
ciencias bioldgicas.

DESCRIPCION: Asistencia al seminario impartido por profesionales del area de la
bioinformatica para introducirse a este campo y conocer acerca de los usos de ésta
y cdmo puede ser una herramienta atil dentro de los estudios de las ciencias
bioldgicas.

RESULTADOS: Participacion exitosa en el seminario impartido sin ningln
inconveniente.

LIMITACIONES: Ninguna notable.



ACTIVIDAD 4: Apoyo en la organizacion del Panel-Foro “Estudios de Impacto
Ambiental: Caso Hidroeléctrica en Rocja Pomtila”.

OBIJETIVOS: Colaborar con la organizacidon de la actividad, asegurando que los
objetivos de la misma se cumplan.

DESCRIPCION: Se apoyd en la organizacién de la actividad, transportando el
material a utilizar durante la misma y actuando como redactor de la actividad,
registrando las ideas y los comentarios realizados durante la misma.

RESULTADOS: Realizacién exitosa del Panel-Foro, cumpliendo los objetivos de la
misma y entregando la redaccién digital de lo mencionado por los panelistas
durante la duracién de la actividad.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 5: Participacién como expositores y preparacion de material de
exposicién para las actividades de INFOUSAC de la carrera de Biologia de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia.

OBJETIVOS: Contar con material suficiente para informar a la comunidad estudiantil
de nivel basico con deseos de ingresar a la Universidad de San Carlos acerca de las
caracteristicas de la carrera, dreas de desempefo y oportunidades que ofrece la
Escuela de Biologia.

DESCRIPCION: Preparacion de gafetes, trifoliares informativos, pénsums, carteles
informativos y traslado del material a utilizarse durante la actividad hacia las areas
de exposicion. También se participd en las actividades de INFOUSAC como
expositores del material didactico presentado por la Escuela de Biologia y de la
experiencia como estudiantes de la carrera de Biologia, asi como brindar
informacidn acerca de la carrera a las personas que asi lo requirieran.
RESULTADOS: Material preparado y trasladado exitosamente hacia las dreas de
desarrollo de la actividad. Participacidn exitosa en las exposiciones, sin ningun
inconveniente presentado.

LIMITACIONES: Ninguna.

ACTIVIDAD 6: Elaboracién de bolsas de viveres para pacientes que presentan la
enfermedad de Chagas.

OBJETIVOS: Preparar bolsas de suplementos nutricionales basicos para ser
entregadas a personas que presentan la enfermedad de Chagas y residen en zonas
rurales del interior del pais.

DESCRIPCION: Se llevé a cabo una organizacién y preparacién de bolsas de viveres
gue contenian suplementos nutricionales basicos como frijol, arroz, sopa, azucar,
etc., para que éstas pudieran ser entregadas a pacientes de escasos recursos y que
residen en zonas rurales en el interior del pais.

RESULTADOS: Preparacién exitosa de 27 bolsas de viveres para posteriormente ser
trasladadas a los vehiculos en las cuales serian trasladadas hacia las zonas en las que
seran entregadas.

LIMITACIONES: Ninguna.
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EVALUACION DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS ANALISIS DE FUENTES
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma cruzi, continda siendo un
problema de salud en latinoamérica, ocasionando mas de 10,000 muertes por afio.
Adicionado a esto, los tratamientos pueden tener efectos secundarios severos en los
pacientes, lo que puede conllevar el abandono del mismo. Por estos motivos, se ha
optado por enfoques holisticos cuya meta es disminuir la transmision del principal vector
para la regién centroamericana, Triatoma dimidiata, entre los cuales se encuentra el
enfoque de Ecosalud. Una de las maneras de evaluar la eficacia de dichos enfoques es la
identificacidn de los habitos bioldgicos empleando técnicas moleculares, asi como la
elaboracién de perfiles alimenticios y la evaluacién de patrones de infeccidon e infestacion.
Sin embargo, durante el desarrollo de algunos estudios previos se ha observado que
existen porcentajes de deteccidn bajos, establecidos por el porcentaje de insectos a los
cuales se les ha detectado como minimo una fuente alimenticia. Asi mismo, también se
han determinado niveles de reproducibilidad bajos durante los analisis de fuentes

alimenticias. Por lo tanto, el objetivo del siguiente estudio es evaluar las potenciales
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fuentes de error en dichos analisis para poder asi reestandarizar el método de deteccion
de fuentes alimenticias por PCR. Estos resultados serdn de mucha utilidad para futuros
analisis de deteccién de fuentes alimenticias en triatominos.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una de las mas graves en temas de salud publica en América
Latina, pues la WHO estimé en 2017 que existen entre 6 a 7 millones de personas
infectadas con esta enfermedad a nivel mundial (WHO, 2017). El 80% de infecciones
reportadas son debidas a los vectores del pardsito Trypanosoma cruzi, con Triatoma
dimidiata como vector principal para Centro América (WHO, 2017; Sanmartino y Crocco,
2000).

La aplicacién de técnicas de control vectorial previenen la infestacidn de los vectores
dentro de las comunidades y los domicilios, entre las cuales estdn la mejora de vivienda,
rociamiento y la educacién en las comunidades (Oliveria, 1997). Con el método de
rociamiento se han observado casos de reinfestacion posteriores a la aplicacién de
pesticidas (Dumonteil, Ruiz-Pifia, Rodriguez-Félix, Barrera-Pérez, Ramirez-Sierra,
Rabinovich, Menu, 2004). Asi, las técnicas de mejora de vivienda y ensefianza de habitos
saludables estan entre las técnicas de control vectorial mas recomendadas debido a su
alta efectividad en el control del vector (Monroy, Bustamante, Pineda, Rodas, Castro,
Ayala, Quifiones y Moguel, 2009; Monroy, 2003; Lucero, Morrissey, Rizzo, Rodas, Garnica,
Stevens, Bustamante y Monroy, 2013).

Un método para evaluar la efectividad de las técnicas de mejora de vivienda y otros

enfoques ecosistémicos para el control vectorial es el estudio de las fuentes alimenticias
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del vector y de deteccidon de T. cruzi por medio de técnicas de PCR (Polymerase Chain
Reaction). Estas técnicas permiten determinar las especies de las cuales se han alimentado
los triatominos antes y después de aplicar el tratamiento. Asi como identificar la presencia
del parasito causante de la enfermedad de Chagas en el contenido intestinal del vector
(Dorn, Engelke, Rodas, Rosales, Melgar, Brahney, Flores y Monroy, 1999; Pellecer, Dorn,
Bustamante, Rodas y Monroy, 2013; Bustamante, Urioste-Stone, Juarez y Pennington,
2014).

Algunos estudios anteriores llevados a cabo en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y
Parasitologia -LENAP- no han presentado resultados consistentes. Se han obtenido
porcentajes de deteccion de fuentes alimenticias bajos en comparacidn con otros
estudios, afectando asi el andlisis de resultados (Pellecer, et al, 2013). Estos resultados
inconsistentes pueden deberse a problemas metodolégicos relacionados con inhibidores
de la PCR o por contaminacién de las muestras durante procesos previos a la
amplificacién, o bien, debido al bajo nimero de repeticiones (Fernandez-Cuenca, 2004).
Algunos procedimientos implican varias repeticiones y sugieren una evaluacion de la
reproducibilidad y sensibilidad de los resultados, asi como la identificacién y reduccién de
las posibles fuentes de error (Poutou, Burbano, Sierra, Torres, Carrascal y Mercado, 2005;
Mejia y Triana, 2005). Por las razones anteriormente expuestas, surge la necesidad de
llevar a cabo una validacion del método utilizado para la deteccién fuentes alimenticias
del vector y del parasito T. cruzi mediante técnicas de PCR, y determinar cudles son los

factores que disminuyen la reproducibilidad.
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Se realizo un andlisis del porcentaje de fuentes alimenticias detectadas para las muestras
de T. dimidiata y T. nitida obtenidas en Guatemala, Honduras y El Salvador. El mismo
consistié en una amplificacién de muestras de ADN previamente extraidas de organismos
muestreados en los paises anteriormente mencionados. Posterior a esto, se llevé a cabo
una electroforesis para detectar alguna fuente alimenticia segun la presencia o ausencia
de la secuencia de ADN amplificada. Estos resultados fueron contrastados con los
resultados obtenidos en estudios anteriores para determinar si existe alguna variacion en
los mismos.

Ante esto, surge la pregunta de cuales son las principales fuentes de error que
comprometen los resultados obtenidos mediante la técnica de PCR para los analisis de las
fuentes alimenticias del vector.

Como obijetivo principal del estudio se pretende estandarizar la técnica de PCR para los
analisis de las fuentes alimenticias del vector, realizando para esto una evaluacién de la
reproducibilidad de las muestras que presentan inconvenientes en sus resultados
mediante multiples repeticiones de los procesos de PCR aplicados a éstas anteriormente,
comparando los resultados obtenidos durante la investigacidn con los obtenidos
previamente y establecer las posibles fuentes de error que podrian propiciar estas
diferencias. A través de este estudio se establecerd un procedimiento de evaluacién de
fuentes alimenticias en triatominos que permita obtener resultados mas certeros y
confiables.

MATERIALES Y METODOS

Andlisis de reproducibilidad
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La reproducibilidad, que consiste en |la capacidad de lograr replicar el mismo resultado
gue en un andlisis o estudio previo, fue evaluada a través de 3 repeticiones del proceso de
PCR y de andlisis electroforético. Este se orientd hacia las muestras utilizadas en un
analisis previo de fuentes alimenticias, donde se presentd una discrepancia en los
resultados de las fuentes alimenticias detectadas. El equipo, los reactivos utilizados y los
procesos practicados en ambos estudios no presentaron diferencias, salvo el reemplazo
de bromuro de etidio por el reactivo SYBR Green como agente intercalante durante la
electroforesis.

Andlisis de muestras por PCR

El procedimiento de PCR llevado a cabo consistié en la amplificacién de las muestras de
ADN conservadas en un rango de temperatura de -20 a -252C, utilizando un cebador
diferente para cada fuente analizada (humano, cerdo, gallina, rata, ratén, tacuazin, perroy
T. cruzi) y controles positivos especificos para cada cebador. Los controles positivos fueron
obtenidos de diversas maneras: 1) el control de humano se obtuvo del personal del
LENAP, 2) los controles de cerdo y gallina a partir de carne comercial, 3) los controles de
rata, ratdn y tacuazin fueron obtenidos a partir de muestras de sangre de individuos
muestreados en Guatemala, 4) el control de perro fue donado por la Universidad de
Vermont de Estados Unidos. A los controles negativos preparados durante el proceso de
amplificacidon se les anadié agua en grado molecular en sustitucion del material genético
de las muestras. Posterior a la adicion del ADN a la mezcla maestra, las muestras fueron

amplificadas mediante un termociclador SimpliAmp de la casa comercial Life
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Technologies. Los ciclos de temperatura especificos para cada fuente alimenticia se
encuentran detallados en el Cuadro 2.

Al finalizar la amplificacidn,las muestras con las secuencias amplificadas fueron
almacenadas a 42C hasta llevar a cabo la electroforesis. Posteriormente, se corrieron en
una camara de electroforesis a una carga de 160 voltios. Para esto ultimo se prepard un
gel de agarosa al 2% (p/v) utilizando SYBR Green como agente intercalante del ADN y
escaleras de 50 pares de bases (pb). Los resultados de la electroforesis fueron visualizados
en un transiluminador de la casa comercial Major Science, capturando la imagen de las
muestras y analizando las mismas en el software GelAnalyzer 2010a.

Prueba de los cebadores de rata y raton

Debido al parentesco de la rata y ratén y para evitar sesgos, se llevo a cabo una prueba
para determinar la eficiencia del cebador de rata y ratdn utilizado durante el estudio. Para
esto, se selecciond una chinche de la coleccién del LENAP. Dicha chinche se alimentd con
rata doméstica albina (Rattus norvegicus var alba) y con raton (Mus musculus).
Posteriormente, la chinche fue disectada y se extrajo el material genético intestinal
(sangre) mediante el kit de extraccion DNEasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN). Esto, para
amplificar el ADN obtenido durante este proceso y analizarlo posteriormente mediante
una electroforesis en gel de agarosa, identificando si se presentaban resultados positivos
para las secuencias de los cebadores de rata y ratén en la muestra obtenida, asi como en
diluciones 1:5, 1:10 y 1:20 preparadas a partir del material genético extraido.

Andlisis estadistico
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Para determinar si existe alguna diferencia significativa entre los resultados obtenidos
durante el presente estudio y los obtenidos en estudios previos, se llevé a cabo un analisis
de chi-cuadrado, donde los resultados obtenidos durante el presente estudio fueron los
resultados observados, y los obtenidos previamente como los resultados esperados.

Para establecer si existen diferencias significativas entre los porcentajes de deteccidn en
las diferentes fuentes alimenticias, en cada repeticién, asi como para determinar si existe
una variabilidad en la reproducibilidad de los andlisis durante el estudio, se utilizé un
ANOVA. El ANOVA también fue utilizado para detectar variabilidad entre los porcentajes
de deteccidn en las diferentes fuentes alimenticias.

RESULTADOS

Se observé un bajo porcentaje de deteccidn, inferior al esperado (Cuadro 1). Si bien en
algunas fuentes alimenticias como las de perro y T. cruzi se obtuvo un nimero similar de
resultados positivos a los obtenidos previamente, en otras fuentes alimenticias como
humano, cerdo y tacuazin el nimero de positivos resulté significativamente mas bajo de lo
esperado. Por lo que predominaron los resultados negativos para la evaluacion de las
fuentes humano, perro, ave, tacuazin, rata y raton, sin alcanzar las muestras positivas el
50% total de muestras analizadas en ninguna fuente alimenticia.

Algunas muestras que tuvieron un minimo de dos resultados positivos también habian
sido reportadas como positivas previamente (Cuadro 1). Sin embargo, también se
presenta el caso de muestras positivas que previamente habian sido reportadas como
negativas en el caso de perro, T. cruzi y rata. La muestra Prl representa la prueba llevada

a cabo para verificar la efectividad de los cebadores de rata y ratén, obteniendo durante



152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

ésta un resultado positivo para ambas fuentes alimenticias, asi mismo, se obtuvo un
resultado positivo para la dilucién 1:5 de esta muestra, no siendo asi para las diluciones
1:10y 1:20.

El nUmero de resultados positivos encontrados durante el presente estudio difiere
significativamente de aquellos obtenidos previamente, (X2=23.077; X1=14.07); gl=7;
IC=95%, p=0.00151359 (Serret, 1995, p. 321). Esto se debe principalmente, a la falta de
resultados positivos durante los analisis de las fuentes alimenticias de humano y cerdo.
No existe diferencia significativa entre los porcentajes de deteccién presentes en cada una
de las repeticiones llevadas a cabo (p=0.942, IC=95%). Por otro lado, si existe una variacion
significativa entre las fuentes alimenticias (p=0.0000000445, 95% de IC). Las diferencias
encontradas entre estas fuentes se encuentran en la relacion (Humano-Ave, Tacuazin-Ave,
T. cruzi-Ave, Perro-Cerdo, T. cruzi-Cerdo, Perro-Humano, T. cruzi-Humano, Perro-Tacuazin,
T. cruzi-Tacuazin, Rata-Perro, Ratdn-Perro, T. cruzi-Rata y T. cruzi-Ratén; figura 1),
encontradas con un posterior andlisis de diferencias significativas honestas de Tukey.
DISCUSION

Considerando los resultados negativos obtenidos para las fuentes alimenticias de cerdo,
humano, rata y raton, es posible que se haya dado una degradacion de ADN como
consecuencia de los continuos procesos de congelacién y descongelacion del ADN por la
accion de nucleasas endégenas, que son inactivadas por las bajas temperaturas (Gonzalez-
Andrade, 2006). De esta manera, la concentraciéon de ADN blanco no seria la adecuada
para lograr una amplificacion de las secuencias de los cebadores. Algunos autores (Rosero,

Gutiérrez, Cienfuegos, Jaramillo y Corre, 2010) recomiendan preservar una alicuota del
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material genético a temperaturas de -20 0 -80°C y realizar los analisis moleculares
rapidamente para evitar la degradacién del material expuesto a temperatura ambiente.
Durante los procesos de amplificacién de ADN llevados a cabo no se detectaron
problemas recurrentes en la deteccidn de los controles positivos, de manera que se
descarta que existiera algun inhibidor de la PCR, entre los cuales podemos mencionar:
cantidades elevadas de polisacaridos y compuestos fendlicos que impiden la accién de la
ADN polimerasa (Kim, et al, 1997). Asi mismo, debido a que se llevd a cabo una
amplificacién utilizando Unicamente controles positivos y negativos, obteniendo los
resultados esperados durante estas pruebas, se descarté la presencia de algun inhibidor
de la reaccion durante el estudio.

El resultado positivo obtenido para las diluciones 1:5 realizadas con el ADN extraido
durante la prueba llevada a cabo para los cebadores de rata y raton permitié establecer
gue a partir del procedimiento de extraccion se obtuvo una buena cantidad de ADN para
llevar a cabo la amplificacion. Durante las pruebas mencionadas, se realizd una busqueda
en BLAST utilizando la secuencia de los cebadores de rata y ratén. Los principales
resultados de dicha busqueda alinearon las secuencias con las especies Rattus norvegicus
vy Mus musculus, respectivamente. Ambas especies se encuentran distribuidas en
Guatemala (Puckett, et al, 2016; Goodwin y Larson, 1955), sin embargo, es necesario
esclarecer futuramente si dichas especies han sido reportadas en las areas de estudio.

Al no encontrar diferencias significativas entre las repeticiones, se considera que el
método llevado a cabo no es el causante de las diferencias entre los resultados obtenidos

con los logrados por el analisis previo de fuentes alimenticias. Ademas, esto permite
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establecer que un total de 3 repeticiones es un nimero adecuado para el analisis de
fuentes alimenticias, ya que algunas muestras obtuvieron un resultado positivo en una de
las repeticiones, mientras que para el resto de repeticiones el resultado fue negativo. Esto
se debe, posiblemente, a una contaminacién durante el procedimiento de amplificacién o
durante la electroforesis llevada a cabo para determinar la presencia de las bandas de
ADN.

Se recomienda realizar pruebas de deteccidn similares a las llevadas a cabo para los
cebadores de rata y ratdn, para establecer si existe una deteccion positiva con los
cebadores utilizados actualmente, asi mismo, se recomienda realizar alicuotas del
material genético para mantener diversas de éstas en stock.

CONCLUSIONES

Los continuos ciclos de congelacidn y descongelacion de las muestras pueden ser los
causantes de los resultados negativos al degradar continuamente el ADN durante éstos.
No se detectd la presencia de algun inhibidor de la PCR durante el estudio.

Las cantidades de ADN obtenidas mediante los kits de extraccion utilizados para obtener
el material genético son suficientes para ser detectadas por una prueba de electroforesis
en gel de agarosa al 2%.

No se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de deteccion en las
diferentes repeticiones, estableciendo asi que el procedimiento llevado a cabo es el
adecuado para el analisis de fuentes alimenticias por PCR.
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Cuadro 1. Comparacién de los registros previos con las fuentes alimenticias observadas.

Mx Ave Cerdo Humano | Perro Tacuazin | T.cruzi Rata Ratdn
1147 1 1 1
1 1 1
1149 1
1
1152 1
1
1153 1 1 1
1 0 1
1154 1
1
1158 1
1
56 1
0
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278  Cuadro 2. Protocolos de las fuentes alimenticias utilizados en el termociclador.
Cebador | Primera Segunda etapa Ciclos Tercera
etapa etapa
Ave 959C/2 | 952C/30segs. | 552C/30 segs. | 722C/45 segs. 30 | 729C/5 min.
min.
Cerdo 929C/2 | 95°C/30segs. | 61°C/30 segs. | 722C/45 segs. 30 | 72°C/5 min.
min.
Humano | 94°C/2 | 952C/15segs. | 612C/1 min. 612C/1 min. 40 | 729C/5 min.
min.
Perro 949C/2 | 95°C/30segs. | 60°C/30 segs. | 722C/20 segs. 30 | 72°C/5
min. mins.
Rata- 959C/10 | 95°C/30 segs. | 582C/30 segs. | 722C/30 segs. 30 722C/5 min.
ratéon min.
T. cruzi 959C/2 | 959C/20 segs. | 5592C/10 segs. | 722C/30 segs 30 72°C/7 min.
min.
Tacuazin
279
280 Figura 1. Prueba de diferencias significativas honestas de Tukey sobre las fuentes alimenticias.
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282 La figura representa las diferencias encontradas entre las medias, siendo significativas aquellas
283  cuyo rango no pasa por un valor de 0.
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287  Revista seleccionada: PLOS ONE. http://journals.plos.org/plosone/



ANEXOS
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Anexo 2. Diplomas disefiados para la entrega a los expositores y participantes durante el
Seminario de Investigaciones de EDC. A) Diploma entregado a los expositores. B) Diploma
entregado a los participantes en la actividad

A)

- CERTIFICADO

DE PARTICIPACION

E( Subprograma EDC Biologia - otorga el presente reconocimiento a:

Por su_participacion como expositor en (a actividad
“Seminario de Investigaciones de TDC”

Otorgado el 2 de agosto del 2017



B)

El subprograma EDC Biologia agradece la participacion de:

Q/\%' e

En la actividad “Seminario de Investigaciones de EDC”

Guatemala de la Asuncion 2 de agosto del 2017

AR —— ——
4 \ Dra. Eunice Enriquez Liliana Vides

Profesora Supervisora Directora del programa EDC

Anexo 3. Diplomas e invitaciones elaboradas para las actividades planificadas con motivo
del 25 aniversario del LENAP. A) Diploma entregado a los miembros y antiguos miembros
del LENAP. B) Diploma entregado a los participantes de la actividad “Usos de técnicas
moleculares en el estudio de la Biodiversidad. C) Invitacion a la actividad “Usos de técnicas
moleculares en el estudio de la Biodiversidad”. D) Invitacidn al evento de gala
conmemorativo del 25 aniversario del LENAP.

) S 7 A t
Y 4 <//’/'//J/",;
= / Laboratorio de Tntomologia Aplicada y Parasitologia -
= g LENAP - oltorga el presente reconocimiento a:

Como integrante del equipo de investigacion del (aboratorio

Guatemala de (a Asuncion, 21 de julio del 2017




B)

Q)

|enap

de técnicas moleculares en el
Biodiversidad".

ehd
25 Avivenstrio

Cordialmznza les neitaros 2 asistir a las
exposizicnes de investigzcio-es sch-e
aplizazicnes de mézedes mleculares g es-
tuzdios de L3 biodivsrsidsc  -zalizacas en
AN o oe2dihlo o Lo activlsdades
de zniversario.



D)

El Laboratorio de Entomologia aplicada y parasitologia
Yierve el gueslo ote inwilenlo a las acliicladles de celebracin con
wnolivo ol rueestlic 25 aniversario

enap =

Cole io Je (Proresionales, Znna 1§ -
o |Cbs 5:00PM
JULIU a galén Julio César MénJez Monl:enesm

Anexo 3. Listado de asistencia llenado durante las actividades de docencia y servicio
llevadas a cabo en el LENAP.
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