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2 Resumen

En Guatemala, el principal vector de la enfermedad de Chagas es Triatoma dimidiata
infectadas con Trypanosoma cruzi. A pesar de que se han realizado muchos esfuerzos de
control en zonas de riesgo, la especie 7. dimidiata aun no se encuentra controlada y sigue
siendo un problema de salud publica en Guatemala. Actualmente la paratransgénesis es
una alternativa al control de los parasitos transmitidos por insectos vectores a partir del
uso de simbiontes bacterianos intestinales, por lo que el estudio de la microbiota de 7.
dimidiata representa un punto de partida importante. El objetivo de este estudio fue el de
caracterizar la microbiota intestinal de 7. dimidiata domésticas infectadas con 7. cruzi.
Esto se realizO mediante secuenciacion de nueva generacion de las regiones
hipervariables del gen 16S rRNA en muestras intestinales de 7. dimidiata. Mediante este
estudio se obtuvieron los perfiles taxondmicos y se analizé la diversidad de la microbiota
intestinal de 7. dimidiata. Asi mismo, se conocieron los taxones bacterianos distintivos y
se determiné la presencia de bacterias con potencial de paratransgénesis. En el presente
estudio se obtuvo que la diversidad de la microbiota intestinal de los especimenes de 7.
dimidiata domésticos e infectadas con 7. cruzi ha sido similar a la de aquellos
especimenes no infectados con 7. cruzi. Se han encontrado diferencias en la diversidad y
composicion de la microbiota intestinal de los especimenes de 7. dimidiata domésticos en
funcién de la localidad de origen y se identificaron los géneros Corynebacterium y

Staphylococcus se presentan como taxones con potencial paratransgénico.

Palabras clave: Gen 16S rRNA, secuenciacion de nueva generacion, perfil taxonéomico,

bacterias, enfermedad de Chagas.

Abstract

In Guatemala, the main vector of Chagas disease is Triatoma dimidiata infected with
Trypanosoma cruzi. Although many control efforts have been made in risk areas, the

species 1. dimidiata is still not controlled and continues to be a public health problem in

9
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Guatemala. Currently, paratransgenesis is an alternative to the control of parasites
transmitted by insect vectors through the use of intestinal bacterial symbionts, so the
study of the microbiota of 7. dimidiata represents an important starting point. The
objective of this study was to characterize the intestinal microbiota of domestic 7
dimidiata infected with T. cruzi. This was performed by next-generation sequencing of
the hypervariable regions of the 16S rRNA gene in intestinal samples of 7. dimidiata.
Through this study, taxonomic profiles were obtained and the diversity of the intestinal
microbiota of 7. dimidiata was analyzed. Likewise, the distinctive bacterial taxa were
known and the presence of bacteria with paratransgenesis potential was determined. In
the present study, it was found that the diversity of the intestinal microbiota of domestic
T’ dimidiata specimens infected with 7. cruzi has been similar to that of those specimens
not infected with 7. cruzi. Differences have been found in the diversity and composition
of the intestinal microbiota of domestic 7. dimidiata specimens depending on the locality
of origin and the genera Corynebacterium and Staphylococcus are presented as taxa with

paratransgenic potential.

Keywords: 16S rRNA gene, next generation sequencing, taxonomic profile, bacteria,

Chagas disease.

Introduccion

La enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica del continente americano, es
conocida como una enfermedad zoondtica de importancia en los paises con bajos
ingresos de América Latina (Bern, 2015). Asi mismo, es una enfermedad que puede
producir sintomas leves como fatiga, celulitis facial y fiebre, o puede presentarse
miocarditis o meningoencefalitis en algunos casos graves (Bertocci et al., 2013). Es
transmitida por vectores hematdfagos de la subfamilia de insectos Triatominos que han
sido infectados por el parasito Trypanosoma cruzi (Coura, 2014). El parésito 7. cruzi

ingresa al ser humano por medio de la picadura del triatomino, encontrandose en las

10
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heces del insecto (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). El vector, se alimenta de la
sangre del hospedero y defeca en el sitio de la picadura, entrando asi, el parasito al
torrente sanguineo del hospedero (Pérez-Molina & Molina, 2018). Para Guatemala, el
principal vector que transmite a 7. cruzi a los humanos, es Triatoma dimidiata
(Bustamante et al., 2014). T. dimidiata es una especie nativa de la region, que ha logrado
colonizar tanto ambientes selvaticos como ambientes habitados por seres humanos
(Flores-Ferrer et al., 2019). Esto le ha permitido alimentarse de animales domésticos,
como gallinas, perros y gatos y también directamente de los seres humanos
(Torres-Montero et al., 2012). Estas caracteristicas vectoriales, han permitido que los
paises menos desarrollados y con poblaciones mas vulnerables, presenten una prevalencia
mayor para la enfermedad de Chagas en comparacion con los de los paises mas
desarrollados. A nivel mundial, se estima que entre 6 y 7 millones de personas sufren de
esta enfermedad, mientras que 100 millones de personas se encuentran en riesgo en el
continente americano (Mills, 2020). Especificamente para Guatemala, la prevalencia se
encuentra en 1.2 personas infectadas, por cada 100 habitantes y 1.4 millones de personas

en riesgo de contraer la enfermedad (World Health Organization, 2015).

Es por ello que, para contrarrestar los efectos de esta enfermedad sobre la poblacion
guatemalteca, se han invertido una gran cantidad de recursos econdémicos destinados a
combatir la reproduccion del vector 7. dimidiata, empleando principalmente insecticidas
en el interior de las viviendas aledafas a zonas selvaticas y zonas definidas como zonas
de riesgo (Waleckx et al., 2015). Sin embargo, estas metodologias no han tenido los
resultados deseados debido a varios factores ecoldgicos del vector y factores
socioeconomicos de los pobladores. Asi mismo, es de suma importancia mencionar el
alto costo de estos esfuerzos, tanto a nivel econdmico como en el uso de personal y el
tiempo necesario para llevar a cabo estos programas de control vectorial (Giirtler &
Yadon, 2015). Dado que los paises mds afectados son paises de bajos recursos
econdmicos, es de suma importancia dirigir los recursos econémicos de tal manera que

los esfuerzos tengan un efecto beneficioso. Ademas, se ha demostrado que 7. dimidiata

11
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presenta resistencia a ciertos insecticidas, haciendo necesario el uso de nuevas
herramientas para el control vectorial (Reyes et al., 2007). En la actualidad, uno de los
temas mas importantes en el control de vectores, es la paratransgenésis (Wilke & Marelli,
2015), que consiste en el uso de simbiontes bacterianos de insectos, para interferir con la
transmision de patogenos transmitidos por vectores, técnica que ha demostrado ser eficaz
en el control de vectores (Lopez-Ordonez et al., 2018), dado que los simbiontes
bacterianos desempefian un papel vital en el metabolismo de los insectos vectores

hematofagos.

Sin embargo, poco se conoce de la microbiota presente en los intestinos de 7. dimidiata,
ya que es una técnica novedosa y que ha cobrado auge en las ultimas dos décadas, siendo
necesario que se realicen andlisis de los componentes de la microbiota que puedan jugar
un papel importante en la infeccion de 7. dimidiata por T. cruzi. Es por ello que mediante
el presente estudio se realizd un analisis genémico de la microbiota de individuos de la
especie 1. dimidiata que presenten infeccion por 7. cruzi y lo cual permitidé conocer los
componentes presentes en su microbiota, con el objetivo de ser utilizados en el control
de la infeccion por 7. cruzi. Esto se realizo a partir de un andlisis comparativo entre la
microbiota de individuos de 7. dimidiata que presenten al pardsito 7. cruzi, con la
microbiota de individuos que no presenten infeccion por 7. cruzi. Con ello se pudo
conocer las diferencias entre los simbiontes bacterianos que se encuentran en los
intestinos del insecto que puedan jugar un papel importante en la infeccion de T

dimidiata por T. cruzi.

Antecedentes

Desde la década pasada se han realizado estudios para comprender la microbiota
intestinal de 7. dimidiata. En Brasil evalu6 las regiones V6-V8 del gen 16s rRNA y
obtuvo una baja diversidad en la microbiota intestinal de 7. dimidiata, siendo el género

Arsenophonus el mas predominante en 7. dimidiata (Gumiel et al., 2015). Asi mismo, en

12
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el estudio realizado por Lopez-Ordofiez y colaboradores (2018) se obtuvieron a los filos
Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria, como los mas importantes. De dichos filos
los géneros mas representativos fueron Staphylococcus, Brevibacterium 'y Delftia,
respectivamente. Otro analiz6 la microbiota de 7. dimidiata por medio del gen 16S
encontrando que la diversidad era menor en ninfas respecto a especimenes adultos.
Ademas, se presentaron diferencias en la composicion de la microbiota de 7. dimidiata al
evaluar la infeccion de 7. cruzi, demostrandose que en los especimenes infectados se
encontraron bacterias de las familias como Nocardiaceae y Pseudomonadaceae, mientras
que en aquellos especimenes no infectados se observaron bacterias de las familias
Staphylococcaceae, Comamonadaceae, Flavobacteriaceae, Bacillaceae, Moraxellaceae y
Enterobacteriaceae (Polonio et al., 2021). De igual manera, se ha reportado que
especimenes de 7. dimidiata infectados por 7. cruzi poseen significativamente mas
especies de bacterias que aquellos especimenes que no estan infectados (Orantes et al.,
2018). En otro estudio se reportaron diferencias entre ninfas y adultos. Siendo que las
ninfas presentan especies de bacterias de las familias Mycobacteriaceae,
Salinisphaeraceae, Methylobacteriaceae y Nocardiospsaceae (Murillo-Solano et al.,
2021). Por tultimo, es importante mencionar que otras especies de triatominos también
han sido estudiadas. Tal es el caso de las especies 7. pseudomaculata 'y T. brasiliensis, de
las cuales la microbiota intestinal se compone principalmente de bacterias pertenecientes
a los filos Proteobacteria y Actinobacteria. Asi mismo, el género mas abundante fue

Serratia (Gumiel et al., 2015).

5 Planteamiento del problema

La enfermedad de Chagas consiste en una antropozoonosis causada por el parasito 7.
cruzi. La enfermedad afecta a un aproximado de 6-8 millones de personas alrededor del
mundo y causa un aproximado de 50,000 muertes anuales. Asi mismo, alrededor de 100
millones de personas se encuentran con riesgo de adquirir la enfermedad en

Latinoamérica. Siendo, de esta manera, uno de los principales problemas de salud publica
13
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en la region (Lidani et al.,, 2019; Molina, Salvador & Sanchez-Montalva, 2016). La
principal forma de transmision del 7. cruzi a los humanos es por medio del contacto con
las heces de especies de triatominos quienes son principales vectores de la enfermedad,
siendo en Guatemala la especie 7. dimidiata el principal vector. No obstante, la
transmision también puede darse a través de transfusiones sanguineas, trasplantes de
organos y transmision vertical de madre a hijo (Polonio et al., 2021). A pesar de que se
han realizado muchos esfuerzos de control en zonas de riesgo, las especies de triatominos
aun no se encuentran del todo controladas y sigue siendo un problema de salud publica en
el pais. El Laboratorio de Entomologia Aplicada (LENAP) ha realizado varios estudios
para comprender la enfermedad. De ellos se pueden mencionar, un estudio de 5 afios
realizado en los 22 departamentos del pais en el cual se obtuvieron 1,675 especimenes de
T. dimidiata de 4,218 triatominos colectados. Asi mismo, se observdé una tasa de
infeccion por 7. cruzi del 20.6% (Monroy et al., 2003). Recientemente, en un estudio
realizado en once comunidades de Jutiapa se observd que cinco comunidades se

encontraron con muy altas tasas de infeccion (Monroy et al., 2022).

El control de la enfermedad de Chagas se ha abordado de diferentes maneras siendo la
mejora de vivienda y los enfoques ecologicos y de intervencion tradicional, entre otros,
los llevados a cabo en el pais obteniendo resultados positivos (Castro-Arroyave, Monroy
& [Irurita, 2020; Monroy et al., 2012; Pennington et al., 2021). Actualmente, la
paratransgénesis se posiciona como una alternativa al control de los parasitos
transmitidos por insectos vectores a partir del uso de simbiontes bacterianos intestinales
que los insectos poseen (Hurwitz et al., 2011), por lo que el estudio de la microbiota de 7.
dimidiata representa un punto de partida importante para la paratransgénesis en el pais
(Polonio et al., 2021). De tal manera, estudios recientes sugieren que las especies
Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus luteus y Bacillus megaterium cuentan con un
potencial uso en paratransgénesis (Lopez-Ordonez et al., 2018). Asi mismo, otros
estudios como el realizado por Polonio y colaboradores (2021) sugieren que interferir el

desarrollo de la microbiota asociada durante el desarrollo ontogénico del hospedero

14
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proveeria una estrategia para el control del vector, por lo que el conocer la microbiota de
especimenes 7. dimidiata del pais genera un potencial grande en el control de la

enfermedad de Chagas.

Marco teorico
Enfermedad de Chagas
Generalidades

La enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica del continente americano,
presentando mayor prevalencia e incidencia en los paises menos desarrollados de
América Latina (Steverding, 2014). La Organizacion Mundial contra la Salud ha descrito
a esta enfermedad como un indicador de la pobreza y la desventaja, ya que afecta a
poblaciones con poca visibilidad y poca voz politica, siendo causa de estigma y
discriminacién, es relativamente descuidada por los investigadores, y tiene un impacto
considerable en morbilidad y mortalidad en paises pobres (World Health Organization,
2010). La enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises latinoamericanos, desde el sur
de USA hasta el norte de Argentina y Chile (Malik et al., 2015). La distribucion actual de
la enfermedad de Chagas es consecuencia de dos principales causas: la transmision
vectorial doméstica en la poblacion de América Latina y migracion a gran escala de las
zonas rurales a las urbanas en los ultimos 50 afos (Razi & Rezzende, 2012). La
prevalencia de esta enfermedad es notablemente mas alta en Bolivia (6.1 casos/100
habitantes), Argentina (3.6/100 habitantes), Paraguay (2.1/100 habitantes), Ecuador
(1.4/100 habitantes), El Salvador (1.3/100 habitantes) y Guatemala (1.2/100 habitantes)
(WHO, 2015).

Esta enfermedad es una enfermedad zoonética, transmitida por vectores de los insectos
de la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) y causada por los kinetoplastidos
T. cruzi (de Oliveira et al., 2018). La manera en la que se transmite es a partir del

momento que el insecto hematofago, infectado por 7. cruzi, se alimenta de la sangre del
15
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humano (Rossi et al., 2003). 7. cruzi es excretado en las heces de un triatomino infectado
sobre la piel humana o cerca de las membranas mucosas. Los parasitos atraviesan la
dermis a través de excoriaciones en la piel y obtienen acceso sistémico. Una vez dentro
de las células huésped, se reproducen, lo que conduce a la lisis celular y la diseminacion
en la sangre (Jansen et al., 2020). Los sintomas causados por el parasito incluyen una fase
aguda y una fase cronica. La fase aguda puede ocurrir en los primeros afos de la
infeccidon y normalmente es asintomatica, pero en ocasiones presenta fiebre, inflamacion
en el sitio de inoculacidon, edema palpebral en un sélo parpado, linfadenopatia y
hepatoesplenomegalia. Esta fase dura de 4 a 8 semanas y la parasitemia disminuye
sustancialmente a partir de los 90 dias (Bern, 2015). La fase cronica inicia
espontaneamente conforme la parasitemia se ve disminuida. Afecciones a drganos
ocurren en el 30-40% de los pacientes que desarrollan una fase crénica, incluyendo dafio
al corazon, higado, bazo, eséfago, intestino grueso y cerebro (Pérez-Molina & Molina,

2018).

Trypanosoma cruzi

El protozoo hemoflagelado 7. cruzi causa la enfermedad de Chagas, una de las
enfermedades tropicales desatendidas mas importantes de la humanidad (Bern et al.,
2011). En 1909 fue descrita como una especie nueva de parasito y fue descubierta por el
médico brasilefio Carlos Justiniano Ribeiro Chagas. La especie 7. cruzi estd compuesta
por una poblacion heterogénea de diversas cepas circulantes en la naturaleza, con
variabilidad genética observada entre ellas (Zingales, 2018). Los animales hospederos de
este parasito incluyen mamiferos y un insecto hematéfago que actia como vector,
perteneciente al orden Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Jansen et
al., 2020). El protozoo tiene tres formas que han sido clasificados morfolégicamente por
la posicidon que presenta su cinetoplasto en relacién al nucleo de la célula y por la
aparicion del flagelo: amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes (Martins et al., 2012).

El amastigote es la forma intracelular del parasito, que se encuentra en los tejidos de los
16
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mamiferos infectados, este carece de flagelo exterior y membrana ondulada (De Souza et
al., 2010). Por su parte, la forma de epimastigote se encuentra en el aparato digestivo del
triatomino, presenta flagelo libre, cinetoplasto anterior al nucleo y membrana ondulante
poco desarrollada (Hernandez et al., 2012). Por ultimo, el tripomastigote no posee
capacidad de replicarse y corresponde a la forma infecciosa extracelular, que se encuentra

tanto en los huéspedes invertebrados como en los vertebrados (Cardoso et al., 2016).

Triatoma dimidiata

T dimidiata (Latreille, 1811), es conocido como uno de los vectores de la enfermedad de
Chagas, son insectos reduvidos hematdfagos del 6rden Hemiptera, Familia Heteroptera y
pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Dujardin et al., 2000). Es una especie muy
variable con un amplio rango geografico: desde México, a través de América Central
hacia Venezuela, Colombia, Ecuador y el norte de Peru (Dumonteil & Gourbiere, 2004).
El origen de la especie parece ser del sur de México/norte de Guatemala. Es actualmente
el principal vector de Chagas en Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica, y el
segundo mds importante en Honduras y Colombia (Pech-May et al., 2019). Es una
especie variable, con formas que poseen distinto comportamiento, patrones cromaticos y
proporciones en dimensiones corporales y estructuras genitales (Fernandez et al., 2005).
Diferencias entre las poblaciones de 7. dimidiata parecen tener un efecto directo sobre el
control vectorial, por ejemplo, en algunas areas de Nicaragua no se observa reinfestacion
tras insecticida, sin embargo, en otras areas, como en el departamento de Jutiapa en
Guatemala, existen reportes de reinfestacion de los domicilios y peridomicilios (Acevedo
et al., 2000; Nakagawa et al., 2003). 7. dimidiata presenta un comportamiento social,
comparten habitat entre grandes grupos, se alimentan de una gran variedad de huéspedes,
los cuales incluyen especies silvestres y domésticas, asi como el ser humano. La sangre
humana se encuentra frecuentemente en los componentes intestinales de individuos de 7.

dimidiata encontradas en sitios domiciliares o peri domiciliares (Quiros-Gomez et al.,
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2017). Como parte de la dinamica de transmision de 7. cruzi, en Guatemala se ha

reportado un indice de infeccion de 19.1% (Monroy et al., 2003).

Enfermedad de Chagas en Guatemala

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica en Guatemala, comunidades
dentro de 21 de los 22 departamentos nacionales presentan triatominos dentro de
viviendas en comunidades rurales y periurbanas, afectando principalmente a los
departamentos del oriente del pais (Tabaru et al., 1999). En la actualidad, Guatemala
cuenta con el reporte de 3 vectores de la enfermedad de Chagas: los triatominos 7.
dimidiata, T. nitida y Rhodnius prolixus, con T. dimidiata como el principal vector, ya que
frecuenta areas domiciliarias (Calderén et al., 2004). Por su parte, esfuerzos basados en
fumigacion empleando insecticidas quimicos, resultdé en la erradicacion del vector R.
prolixus. Sin embargo, T. dimidiata es un organismo mas complejo ecologicamente y
sugiere un mayor riesgo para la poblacién guatemalteca (Hashimoto & Schofield, 2012).
Esta es una especie nativa y originaria de Guatemala, sumamente adaptada a los
ambientes selvaticos y dareas domiciliarias, se ha reportado que estos insectos se
alimentan de humanos, animales domésticos y animales silvestres (Moller Molina, 2016).
Se conoce que el parasito transmitido por el triatomino, 7. cruzi, se encuentra en
poblaciones silvestres de armadillos (Dasypus novemcinctus) y zarigiieya (Didelphis
virginiana) (Rosypal et al., 2011). En las zonas donde la enfermedad de Chagas es
endémica, 7. dimidiata generalmente se puede encontrar en casas rurales y estructuras
peridomésticas. Esta especie se esconde en grietas en paredes de adobe, bajo yeso suelto,
detras de muebles, detras de cuadros u otros adornos de pared, y debajo de las camas
(World Health Organization, 2002). Como medidas para el control vectorial, se realizaron
encuestas entomoldgicas a cargo de las municipalidades, para determinar la distribucion
del vector. Estas encuestas fueron seguidas por la implementacion de un Programa
Nacional de Control de la Enfermedad de Chagas que aplicod insecticidas en todos los

municipios afectados. Las evaluaciones de la iniciativa mostraron que los niveles de
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infestacion de 7. dimidiata se redujeron hasta nueve veces en muchos municipios
(Hashimoto et al., 2012). Sin embargo, a pesar de las maultiples aplicaciones de
insecticidas, los niveles de infestacion permanecieron agrupados en algunos sitios y
contintan siendo elevados (Manne et al., 2012). Como se ha mencionado anteriormente,
la enfermedad de Chagas contintia afectando a una gran cantidad de pobladores de bajos
recursos del pais a pesar de los esfuerzos realizados, presentando la enfermedad en 1.2

personas de cada 100 habitantes (World Health Organization, 2015).

Microbiota de T. dimidiata

Se han realizado diversos estudios para conocer y evaluar la microbiota de 7. dimidiata.
Un estudio realizado en Brasil evaluo las regiones V6—V8 del gen 16s rDNA y obtuvo
una baja diversidad en la microbiota intestinal de 7. dimidiata, habiendo poco menos de
veinte especies predominantes, siendo el género Arsenophonus el mas predominante en 7.
dimidiata (Gumiel et al., 2015). Asi mismo, en el estudio realizado por Lopez-Ordofiez y
colaboradores (2018) se obtuvieron a los filos Firmicutes, Actinobacteria y
Proteobacteria, como los mas importantes. De dichos filos los géneros mas
representativos fueron Staphylococcus, Brevibacterium y Delftia, respectivamente. Otro
estudio que analizd la microbiota de 7. dimidiata por medio del gen 16S mostrd que la
diversidad era menor en ninfas al comparar con especimenes adultos. Asi mismo, la beta
diversidad indicd6 que en las ninfas se observd una mayor abundancia de bacterias
pertenecientes a las familias Staphylococcaceae, Brevibacteriaceae, y Bacillaceae,
mientras que en los adultos la diversidad se compuso de diversas familias. Finalmente, de
manera interesante se presentaron diferencias en la composicion de la microbiota de 7
dimidiata al evaluar la infeccion de 7. cruzi, demostrdndose que en los especimenes
infectados se encontraron bacterias de las familias como Nocardiaceae y
Pseudomonadaceae, mientras que en aquellos especimenes no infectados se observaron
bacterias de las familias Staphylococcaceae, Comamonadaceae, Flavobacteriaceae,

Bacillaceae, Moraxellaceae y Enterobacteriaceae (Polonio et al., 2021). De igual manera,
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se ha reportado que especimenes de 7. dimidiata infectados por 7. cruzi poseen
significativamente mas especies de bacterias que aquellos especimenes que no estan
infectados (Orantes et al., 2018). En otro estudio se observé que especies de las familias
Mycobacteriaceae, Salinisphaeraceae, Methylobacteriaceae y Nocardiospsaceae se
encontraron unicamente en ninfas de 7. dimidiata, mientras que especies de las familias
Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae y Sphingomonadaceae fueron mas abundantes

en ninfas que en adultos (Murillo-Solano et al., 2021).

Otras especies de triatominos también han sido estudiadas. Tal es el caso de las especies
T. pseudomaculata y T. brasiliensis, de las cuales la microbiota intestinal se compone
principalmente de bacterias pertenecientes a los filos Proteobacteria y Actinobacteria. Por
otro lado, Firmicutes y Bacteroidetes también fueron detectados pero en menores
proporciones. Finalmente, el género mas abundante fue Serratia y especies como S.
marcescens, Dietzia sp., Gordonia terrae, Corynebacterium stationis 'y Corynebacterium

glutamicum también fueron encontradas (Gumiel et al., 2015).

Paratransgénesis

La paratransgénesis consiste en el uso de bacterias simbiontes genéticamente modificadas
para expresar moléculas efectoras al volver a ser introducidas dentro de vectores de
interés (Durvasula et al., 1997; Hurwitz et al., 2011). La paratransgénesis es una
metodologia de control, ya utilizada en vectores como Anopheles, Aedes y Culex, entre
otros, transmisores de dengue, chikungunya, zika, etc. (Wilke & Marrelli, 2015). La
paratransgénesis requiere la previa caracterizacion de la microbiota del vector, haciendo
énfasis en aquellas bacterias que se encuentran establecidas en los vectores de interés y

que pueden ser transmitidos a las siguientes generaciones (Pidiyar et al., 2004).

Entre las caracteristicas necesarias que las bacterias potenciales para paratransgénesis
deben presentar, son que la molécula efectora debe lograr el efecto deseado sobre el

vector, la bacteria debe poseer un mecanismo para transmitir la molécula al vector y las
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bacterias deben tener la capacidad de sobrevivir en el vector por un tiempo suficiente
para que la produccion de moléculas efectoras sea en las cantidades necesarias para que
ejerzan un efecto sobre el vector (Riehle et al., 2007). Entre otras caracteristicas
necesarias resalta que la poblacion de bacterias simbidticas debe existir dentro del vector
a estudiar y estas deben ser especificas para un determinado vector, las bacterias deben
ser susceptibles a cultivo y manipulacion genética, las bacterias genéticamente
modificadas deben ser estables y su capacidad para volver a infectar al vector huésped no
debe verse afectada, las moléculas efectoras producidas por las bacterias deben poder
interactuar con el patdégeno de interés y es necesario un método efectivo para que las
bacterias genéticamente modificadas puedan ser dispersadas entre las poblaciones

naturales de los vectores (Beard et al., 2002).

La utilidad de la paratransgénesis se ha evaluado en diferentes vectores de enfermedades.
En especies de mosquitos como Aedes aegypti y Phlebotomus argentipes se han evaluado
especies de bacterias que se encuentran asociadas a las funciones de digestion y en
procesos anabolicos como la vitelogénesis y ovogénesis. Se ha probado que al erradicar
dichas bacterias (Bacillus megaterium y Brevibacterium linens) la fecundacion se ve
afectada y se produce una tasa de crecimiento mucho menor, siendo esta una posibilidad
para controlar las poblaciones de mosquitos y prevenir la transmision de patdégenos (Gaio

et al., 2011; Hillesland et al., 2008).

Paratransgénesis en triatominos como alternativa de control de la enfermedad de

Chagas

Actualmente la paratransgénesis se posiciona como una alternativa al control de los
pardsitos transmitidos por insectos vectores a partir del uso de simbiontes bacterianos
intestinales (Hurwitz et al., 2011). Diversos estudios en paratransgénesis de 7. dimidiata
han generado resultados prometedores en los que se sugieren que especies como S.

saprophyticus, M. luteus y B. megaterium poseen un potencial uso en paratransgénesis
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destinada al control de 7. dimidiata (Lopez-Ordonez et al., 2018). De igual forma, hay
estudios que, al evaluar la microbiota de 7. dimidiata en diferentes estadios de su ciclo de
vida, han podido identificar bacterias asociadas al desarrollo ontogénico. Por lo tanto,
dichos estudios sugieren que al interferir, por medio de paratransgénesis, en el desarrollo
de la microbiota asociada al desarrollo ontogénico del hospedero se podria conseguir una
estrategia para el control del vector y de esa manera un control en la enfermedad de

Chagas (Polonio et al., 2021).

En otras especies de triatominos se ha evaluado la paratransgénesis. Ejemplo de ello son
los estudios llevados a cabo con Rhodnius prolixus en los que se ha sugerido el potencial
de Rhodococccus rhodnii para infectar a 7. cruzi y de esa manera representa un candidato

para controlar la enfermedad por medio de paratransgénesis (Beard et al., 2002).

7 Estado del arte

Durante los afios mas recientes ha surgido el tema de paratransgénesis como una
herramienta a futuro préximo para el control de insectos que actian como vectores de
distintas enfermedades (Ratcliffe et al., 2022). Esto ha sido uno de los impulsores para el
interés en el estudio de la microbiota de insectos vectores de enfermedades que afectan al
ser humano. Varios autores han mencionado la importancia acerca de la microbiota de los
insectos capaces de ser vectores y su capacidad vectorial. La microbiota asociada al
intestino puede interferir directamente con los patdgenos a través de mecanismos como la
lisis y la formacién de biopeliculas (Song et al., 2018) o indirectamente al afectar
aspectos intrinsecos del vector que determinan su competencia vectorial, como las
barreras del intestino medio y las glandulas salivales y su sistema inmunitario
(Cansado-Utrilla et al., 2021). Un ejemplo de esto, es la comparacion en la composicion
de la microbiota de garrapatas transmisoras de enfermedades vectoriales. En este estudio,
encontraron que las garrapatas infectadas con Theileria sp. presentan una menor

diversidad en su microbiota intestinal, al ser comparadas con las que no presentan
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Theileria (Adegoke et al., 2020). Asi mismo, hay varios trabajos dedicados a dipteros, en
los que se analiza la opcion de utilizar la paratransgénesis para combatir enfermedades
como la malaria, leishmaniasis y la enfermedad del suefio (Huang et al., 2022; Wijerathna
et al., 2020; Yang et al., 2021). Por su parte, para el género Triatoma, existe un estudio
que analiz6 la microbiota de 5 especies de éste género: 7. gerstaeckeri, T. sanguisuga, T.
indictiva, T. lecticularia y T. protracta. En dicho trabajo, se comparo6 la microbiota de los
individuos de triatominos que presentaban infeccion por 7. cruzi con los que no la
presentaban. Este estudio, mostr6é que la presencia de 7. cruzi no se veia relacionada con
la composicién de las comunidades bacterianas en el interior del intestino de estos
triatominos (Mann et al., 2020). Esto contrastando con los resultados obtenidos por
Montoya-Porras y colaboradores. Estos autores reportaron que la infeccion en triatominos
por T cruzi esta asociada con una mayor diversidad bacteriana en el microbioma
intestinal (Montoya-Porras et al., 2018). Con respecto al uso y los avances en la
paratransgénesis, Ratcliffe y colaboradores (2022) publicaron una revision en la que
incluye los avances de esta técnica en el control de las enfermedades vectoriales. En esta
se incluyen avances realizados en dipteros y hemipteros. Para los hemipteros presenta
una tabla con los resultados de varios estudios, en los cuales se ha logrado liberar
moléculas contra T.cruzi a partir de bacterias simbiontes modificadas genéticamente.
Gracias a esto, hay evidencia de la eliminacion del parasito a partir de paratransgénesis,

aunque ninguno de estos estudios fue realizado en 7. dimidiata (Ratcliffe et al., 2022).
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8 Objetivos
8.1 Objetivo General

8.1.1 Caracterizar la microbiota bacteriana intestinal de 7riatoma dimidiata
domésticas infectadas y no infectadas con Trypanosoma cruzi provenientes de

Guatemala.

8.2 Objetivos Especificos

8.2.1 Establecer la biodiversidad involucrada en la microbiota intestinal de T.

dimidiata domésticas infectadas y no infectadas con 7. cruzi.

8.2.2 Describir la distribucidn taxondmica bacteriana de 7. dimidiata domésticas

infectadas y no infectadas con 7. cruzi.

8.2.3 Identificar los biomarcadores microbianos de 7. dimidiata domésticas infectadas

y no infectadas con T cruzi.

8.2.4 Identificar las especies de bacterias con potencial de paratransgénico presentes

en la microbiota intestinal de 7. dimidiata domésticas infectadas con 7. cruzi.

9 Hipotesis

El componente bacteriano de la microbiota intestinal de Triatoma dimidiata domésticas
infectadas con Trypanosoma cruzi serd mas diverso a la de aquellos individuos que no se

encuentren infectados con Trypanosoma cruzi.

10 Materiales y métodos
10.1 Enfoque de la investigacion

Enfoque cuantitativo.
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10.2 Método

Se llevaron a cabo colectas manuales domiciliarios y peridomiciliarios de
individuos adultos vivos de 7. dimidiata en los departamentos de Jutiapa.
Huehuetenango y El Progreso. La colecta fue llevada a cabo por el personal técnico
experimentado del programa vectores de la Direccion de Area de Salud de los
departamentos. Los especimenes recolectados fueron enviados al LENAP en donde
se verificd la especie de los individuos colectados mediante claves dicotdmicas y se
determindé la presencia y ausencia de 7. cruzi mediante el andlisis microscopico de
las heces de los especimenes. Posterior a esto se realizd la diseccion de los
individuos en condiciones asépticas para la obtencion de la muestra intestinal de
cada individuo. Cada muestra intestinal fue almacenada en un tubo eppendorf' y se
almacen6 en un congelador a -20°C hasta el momento de la extracciéon del ADN. La
identificacion taxonomica, la determinacion de la presencia y ausencia de T. cruzi 'y
la diseccion de individuos fue guiada por bidlogos y quimicos bidlogos

experimentados en dichos procedimientos.

El laboratorio de biologia molecular del LENAP cuenta con una drea de extraccion
de ADN en donde se realizé el proceso de extraccion de ADN genomico para cada
una de las muestras intestinales. El analisis microbiano intestinal para cada muestra
se realiz6 mediante el método de secuenciacion de nueva generacion para el Gen
16s rTRNA. Esto se realizd mediante la plataforma Miseq de Illumina utilizando el
kit de secuenciacion Floracheck™ (Admera Health). La secuenciacion fue realizada
por la empresa Admera Health (New Jersey, USA) especializada en biologia
molecular. Por ultimo, para realizar los analisis bioinformaticos y estadisticos, el
equipo contd con bidlogos con experiencia para realizar dichos anélisis y elaborar el

informe final.
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10.3 Recoleccion de informacion

Las muestras empleadas en este estudio fueron de individuos vivos adultos de T
dimidiata infectados y no infectados con 7. cruzi provenientes de Jutiapa,
Huehuetenango y El Progreso. Las muestras fueron colectadas durante los meses de
marzo a septiembre del 2023. Se realiz6 un muestreo a conveniencia de 15
especimenes infectados con 7. cruzi y 15 no infectados con 7. cruzi para un total de
30 muestras. La muestra definida a conveniencia se debe a que se trata de un
estudio exploratorio y a los elevados costos para la secuenciacion de ADN. Todos
los individuos que se incluyeron en el estudio fueron disectados en la zona intestinal
bajo condiciones asépticas y se realizd una extraccion de ADN gendmico de dicha
zona intestinal. La identificacion taxondmica, andlisis de microscopia para la
determinacion de la presencia y ausencia de 7. cruzi y la diseccion intestinal fue
realizada por bidlogos y quimicos bidlogos. La extraccion de ADN gendmico de las
muestras intestinales se realiz6 mediante el protocolo de extraccion de tejido de

insectos con DNAzol.

Universo o poblacion: especimenes de 7. dimidiata de Jutiapa, Huehuetenango y El

Progreso.

Muestra: 15 especimenes de 7. dimidiata infectados con 7. cruzi y 15 especimenes
de T. dimidiata no infectados con 7. cruzi colectados en los departamentos de
Jutiapa. Huehuetenango y El Progreso. Muestra definida a conveniencia debido a

que se trata de un estudio exploratorio y a los elevados costos de secuenciacion.

Criterios de inclusion: Especimenes vivos de estadio adultos y de la especie T.

dimidiata.

Criterios de no inclusion: Especimenes muertos de estadios inmaduros y que no

pertenecen a la especie 7. dimidiata.

Criterios de seleccion de informantes: No aplica.
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Instituciones: Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia (LENAP),
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de
Guatemala; Instituto de Investigaciones Quimicas y Biologicas, Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

10.4 Técnicas e instrumentos
Colecta de especimenes

Se realizaron colectas directas (manuales) de 7. dimidiata adultos y vivos en los
departamentos de Jutiapa, Huehuetenango y El Progreso durante los meses de
Marzo a Septiembre del 2023. Las colectas fueron dentro de los domiciliarios y
peridomiciliarios y fue llevada a cabo por el personal técnico del programa
vectores de la Direccion de Area de Salud de dichos departamentos. Los
domicilios donde se realizaron las colectas, fueron seleccionados por los técnicos
del area de vectores segun la accesibilidad que estos tuvieron al domicilio. Pinzas
entomologicas y linternas fueron usadas para la colecta de los especimenes vivos y
estos fueron depositados en frascos colectores. Las colectas fueron llevadas a cabo
hasta que se cont6 con 15 especimenes de 7. dimidiata infectados con T. cruziy 15
especimenes de 7. dimidiata no infectados con 7. cruzi. Los especimenes
recolectados fueron enviados vivos al LENAP donde se verifico la especie de cada
uno de los especimenes, se determind si estan infectados con 7. cruzi, se disectaron
para la obtencion de los intestinos y se realizé la extraccion de ADN de cada una

de las muestras.
Identificacion Taxonomica de 7. dimidiata

La identificacion taxondémica de los especimenes a nivel de especie se realizo
mediante claves dicotomicas entomologicas. Los especimenes recolectados vivos
fueron anestesiados mediante su exposicion a una temperatura de -20 °C por 5

minutos. A los especimenes se les asigno un cddigo de muestra unico.
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Deteccion de 7. cruzi

La deteccion de 7. cruzi en los especimenes de 7. dimidiata se realizd mediante
microscopia. Para esto, se presion6 el abdomen de los especimenes vivos hasta
obtener gotas de heces fecales. Las heces fecales fueron colectadas, diluidas en 1
gota de solucién salina y fueron observadas en un microscopio a un aumento de

220x y 400x por 5 minutos para la busqueda de 7. cruzi activos.
Diseccion de especimenes y extraccion de ADN

Los especimenes recolectados fueron sacrificados por medio de incubacion a
-20°C. La superficie de los especimenes fue esterilizada mediante una solucion de
Hipoclorito de sodio al 0.50% y lavados utilizando agua destilada antes de su
diseccion. La diseccion de los especimenes se realizo bajo condiciones asépticas y
usando equipo de proteccidon personal (guantes, mascarilla y lentes), esta consistid
en realizar un corte lateral en la membrana conectiva y retirando la cuticula dorsal
mediante un forceps esterilizado, agujas de diseccion descartables y un
estereomicroscopio. Posterior a esto, se obtuvo el intestino desde el proventriculo

hasta el recto y se almacend a -80°C hasta su uso correspondiente.

El ADN gendmico fue extraido de las muestras intestinales de manera individual
mediante DNAzol (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante con ligeras variantes para optimizar la recuperacion del ADN. El
intestino de cada muestra fue individualizado en tubos eppendorf de 1.5 mL. Se
afiadié a cada muestra intestinal 100 pL. de DNAzol y se procesé con un pistilo
estéril hasta no ver partes reconocibles. Los tubos se centrifugaron por 10 minutos
a una velocidad de 10,400 rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante resultante
de cada muestra se transfirid6 a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL. El pellet
resultante del macerado se almacen6 a una temperatura de -20°C para su posterior
uso en extracciones de ADN. Fueron anadidos 500 pL de etanol absoluto a cada

tubo con el sobrenadante de cada muestra y se mezclo por inversion 8 veces. Se
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incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 3 minutos y luego se
centrifugaron a una velocidad de 6,600 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se removio el sobrenadante de cada muestra y se lavo el pellet con 800
uL de etanol al 70%. Posteriormente se hizo una mezcla por inversion 6 veces y
centrifugacion a una velocidad de 6,600 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se removi6 el sobrenadante de cada muestra, y el pellet fue lavado con
800 pL de etanol 70%, se mezcld por inversion 6 veces y centrifugacion a 6,600
rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Se removio el sobrenadante y se dejo
secar el pellet a temperatura ambiente por aproximadamente 30 a 45 minutos.
Posteriormente el pellet fue resuspendido en 50ul. de agua DEPC, cuantificado y

almacenado a -80°C.

La cuantificacion de ADN genomico para cada muestra fue realizada mediante el
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific). Cada muestra fue agitada
vigorosamente utilizando un vortex y se centrifugd brevemente. Posteriormente se
us6 1 pL de agua DEPC como blanco de lectura en el pedestal del NanoDrop One.
Posteriormente se colocd6 un 1 pL de cada muestra individualmente para ser
cuantificada. Se anotaron los valores de: concentracion en ng/ul, 260/280 y

260/230.
Secuenciacion de las regiones V3-V5 del gen 16s rRNA

Fueron enviados 20 pul de ADN genomico de cada muestra a una concentracion de
12.5 ng/ul en cadena fria a la empresa Admera Health, empresa que proveyo el
servicio de secuenciacion. Las muestras fueron analizadas mediante secuenciacion
de nueva generacion del gen 16s rRNA utilizando las regiones hipervariables
V3-V5. La plataforma utilizada fue Illumina MiSeq y se obtuvieron lecturas con
un largo de 2x250 (Paired-end). Los resultados de las secuenciaciones fueron

obtenidas en formato FASTQ para su posterior analisis.
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10.5 Procesamiento y analisis de la informacion
Analisis de Secuencias

Mediante el programa FASTQC version 0.11.9 se evaluo la calidad de los datos en
formato FASTQ, obtenidos de la secuenciacion. Los factores de calidad evaluados
mediante este programa fueron la calidad de secuencia por base, calidad de
secuencia por mosaicos, puntuaciones de calidad por secuencia, contenido de
nucleodtidos por posicion, porcentaje de GC en las secuencias, contenido de N en
las secuencias, distribucion del largo de las secuencias, nivel de secuencias
duplicadas, sobrerrepresentacion de secuencias y contenido de adaptadores. Se
utilizé Cutadapta version vl. 16 version para eliminar cada uno de los index de las
secuencias forward y reverse. Posterior a esto se utilizé el paquete DADA?2 version
1.16 (Callahan et al., 2016) para generar y analizar las graficas de perfiles de
calidad para las secuencias forward y reverse, filtrar, cortar, combinar y emparejar
las lecturas forward y reverse, construir tablas de amplicones de secuencia de
variantes (ASV), eliminar secuencias quimeras y realizar la asignacién taxondmica
a las ASV. La asignacion taxondémica por DADA?2 fueron realizadas mediante
método de clasificacion bayesiano. Se utilizé un valor 30 de calidad media para
realizar el filtrado y corte de secuencias. Todas aquellas posiciones que presenten
un valor de calidad media menor a 30 fueron eliminadas. Para la asignacion
taxonomica se utilizd la base de datos de referencia Silva 138 (Yilmaz, et al.,

2014).
Perfiles taxonomicos y presencia de bacterias paratransgénicas

Mediante los paquetes Phyloseq version 1.32.0 (McMurdie & Holmes, 2013),
Ggplot2 version 3.3.5 (Wickham, 2011) y MicrobiotaProcess v1.6.4, del ambiente
estadistico R, se obtuvieron los perfiles taxondmicos correspondientes para cada

grupo a nivel de dominio, filo, clase, orden, familia, género y especie.

Indices de Alpha y Beta diversidad, distancia entre grupos y Biomarcadores
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La biodiversidad de T. dimidiata infectadas y no infectadas con 7. cruzi fue
evaluada mediante la diversidad alfa y beta. La diversidad alfa de la microbiota del
grupo de 7. dimidiata infectada con T. cruzi y del grupo de T. dimidiata no
infectadas con 7. cruzi fue evaluada mediante los indices Shannon, Shannon
Inverso y diversidad observada mediante el paquete MicrobiotaProcess. La beta
diversidad entre los grupos de 7. dimidiata infectadas con 7. cruzi y T. dimidiata
fue evaluada mediante los valores de distanciamiento de Bray-Curtis utilizando el
paquete MicrobiotaProcess v1.6.4. Biomarcadores para cada uno de los grupos
fueron determinados mediante el analisis diferencial de expresion (Xu, et al.,
2023), usando el paquete de MicrobiotaProcess v1.6.4, utilizando un valor de

significancia de p = 0.05.

11 Resultados y discusion

11.1 Resultados

Se listan los datos de colectas de 34 especimenes de 7. dimidiata colectados. De ellos 18

fueron positivos para 7. cruzi, mientras que 17 fueron negativos. Obteniendo una positividad

de infeccion de 7. cruzi de 53% La mayoria de especimenes fueron recolectados en el

departamento de Jutiapa (85%). La mayoria de especimenes recolectados fueron hembras

(47%).

Tabla 1. Datos de colecta de especimenes de Triatoma dimidiata.

Namero Trypanosoma
de Departamento Municipio Localidad Estadio > cruzi
muestra ¢
. . Aldea El Cipres, .
1 Jutiapa Jutiapa e 1PTEs Macho Negativo

Canton Valencia
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) i Aldea El Cipres )
2 ’ Mach
Jutiapa Jutiapa Canton Valencia acho Negativo
Barrio C del
3 El Progreso  Guastatoya arrlo Lueva de Hembra Positivo
Negro
) ) Aldea El Cipres, .
4 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia Sto Negativo
) ) Aldea El Cipres, .
5 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia Sto Negativo
) ) Aldea El Cipres )
’ Mach
6 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia acho Negativo
) ) Aldea El Cipres, .
4
7 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia to Negativo
) ) Aldea El Cipres, )
t t H Negat
8 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia embra egativo
) ) Aldea El Cipres, .
9 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia Macho Negativo
) ) Aldea El Cipres, ..
10 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia Hembra Positivo
) ) Aldea El Cipres, ..
11 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia Hembra Positivo
) ) Aldea El Cipres, ..
12 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia Hembra Positivo
. . Aldea El Cipres ..
1 ’ Mach P
3 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia acho 0sitivo
) . Aldea El Cipres, ..
14 H P
Jutiapa Jutiapa Canton Valencia embra ositivo
) ) Aldea El Cipres ..
1 ’ Mach P
5 Jutiapa Jutiapa Canton Valencia acho 0s1t1vo
16 Huehuetenango Aguacatan Exchimal Hembra Positivo
San
17 Huehuetenango  Antonio Caserio Cahul Hembra Negativo
Huista
San ) .
18 Huehuetenango Caserio Las galeras Hembra Negativo

Antonio
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Huista
19 El Progreso  Guastatoya  Cueva del negro Hembra Negativo
20 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Hembra Negativo
21 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Hembra Negativo
22 Jutiapa Quesada Aldea La Brea 4to Negativo
23 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Macho Negativo
24 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Sto Positivo
25 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Sto Positivo
26 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Sto Positivo
27 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Macho Positivo
28 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Macho Positivo
29 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Hembra Positivo
30 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Macho Positivo
31 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Hembra Positivo
32 Jutiapa Quesada Aldea La Brea 3er Positivo
33 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Hembra Positivo
34 Jutiapa Quesada Aldea La Brea Hembra Positivo

Fuente: resultados de proyecto de investigacion.

Se listan los valores de concentracion y calidad del ADN extraido provenientes de 34

especimenes de 7. dimidiata.

Tabla 2. Concentraciones y calidad de ADN extraidos.

Numero de  Trypanosoma

_—— cruzi Volumen ng/ul 260/280 260/230
1 Negativo 49 ul 21,46 1,8 0,81
2 Negativo 49 ul 12,91 1,76 0,68
3 Positivo 49 ul 4,23 1,73 0,12
4 Negativo 49 ul 39,66 1,47 0,47
5 Negativo 49 ul 13,01 1,4 0,14
6 Negativo 49 ul 121,5 0,33 0,29
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7 Negativo 49 ul 14,64 2,01 0,97
8 Negativo 49 ul 2,14 1,41 0,09
10 Negativo 49 ul 6,98 1,89 0,13
11 Positivo 49 ul 8,58 1,44 0,2
12 Positivo 49 ul 180,17 2,02 0,7
13 Positivo 49 ul 321,51 2,03 1,5
14 Positivo 49 nl 543,6 1,84 1,3
15 Positivo 49 nl 1,7 1,99 0,06
16 Positivo 49 nl 8,53 2,05 1,45
17 Negativo 49 nl 7,65 1,12 0,28
18 Negativo 49 nl 4,23 1,53 0,28
19 Negativo 49 ul 97,5 1,86 0,53
20 Negativo 49 nl 299,46 2,03 1,58
21 Negativo 49 nl 4,48 3,08 0,11
22 Negativo 49 nl 26,38 1,44 0,34
23 Negativo 49 nl 94,83 1,96 1,73
24 Positivo 49 ul 10,88 1,82 0,12
25 Positivo 49 nl 5,78 1,96 0,5
26 Positivo 49 nl 10,76 1,57 0,48
27 Positivo 49 nl 93,43 2,04 0,5
28 Positivo 49 ul 633,65 1,99 1,24
29 Positivo 49 nl 20,85 2,07 0,1
30 Positivo 49 nl 50,85 1,77 0,24
31 Positivo 49 nl 107,14 1,9 0,37
32 Positivo 49 ul 2815,81 1,81 1,93
33 Positivo 49 ul 433,07 1,93 1,08
34 Positivo 49 ul 90,16 1,73 0,46

Fuente: resultados de proyecto de investigacion.
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Se listan los resultados de la secuenciacion del gen 16S rRNA de 23 muestras. Por cada
muestra se obtuvieron secuencias paired-end. Las secuencias totales obtenidas por muestra
fueron entre 118588 y 153675. Las bases totales obtenidas por muestra fueron entre 29.4 y
38.5 Mbp. Las longitudes de las secuencias obtenidas fueron de 53 pb. Los %GC obtenidas
fueron entre 52 y 57.

Tabla 3. Resultados de la secuenciacion del gen 16S rRNA de 23 muestras.

Secuenci Bases Longitud de
Numero de muestra as totales la secuencia %GC*
totales (Mbp) (bp)

Forward (R1) 153675 38.5 251 52
23223D-01-01

Reverse (R2) 153675 38.5 251 52

Forward (R1) 119551 30 251 53
23223D-01-02

Reverse (R2) 119551 30 251 53

Forward (R1) 128471 32.2 251 54
23223D-01-03

Reverse (R2) 128471 32.2 251 52

Forward (R1) 121045 30.3 251 54
23223D-01-06

Reverse (R2) 121045 30.3 251 52

Forward (R1) 123810 31 251 56
23223D-01-09

Reverse (R2) 123810 31 251 56

Forward (R1) 121405 30.4 251 53
23223D-01-010

Reverse (R2) 121405 30.4 251 53

Forward (R1) 138450 34.7 251 53
23223D-01-011

Reverse (R2) 138450 34.7 251 54
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Forward (R1) 117308 29.4 251 55
23223D-01-012

Reverse (R2) 117308 294 251 55

Forward (R1) 125583 31.5 251 54
23223D-01-015

Reverse (R2) 125583 31.5 251 53

Forward (R1) 118592 29.7 251 53
23223D-01-016

Reverse (R2) 118592 29.7 251 53

Forward (R1) 125300 31.4 251 53
23223D-01-017

Reverse (R2) 125300 314 251 53

Forward (R1) 116358 29.2 251 53
23223D-01-018

Reverse (R2) 116358 29.2 251 53

Forward (R1) 121497 304 251 56
23223D-01-019

Reverse (R2) 121497 30.4 251 57

Forward (R1) 123593 31 251 54
23223D-01-020

Reverse (R2) 123593 31 251 54

Forward (R1) 120715 30.2 251 54
23223D-01-021

Reverse (R2) 120715 30.2 251 53

Forward (R1) 124176 31.1 251 53
23223D-01-022

Reverse (R2) 124176 31.1 251 53

Forward (R1) 137914 34.6 251 53
23223D-01-023

Reverse (R2) 137914 34.6 251 53

Forward (R1) 122342 30.7 251 53
23223D-01-024

Reverse (R2) 122342 30.7 251 53
23223D-01-025 Forward (R1) 143798 36 251 55

36



® ¢ Direccion General “La Usac investiga para el
de Investigacion bienestar de las personas
7 TRI (‘FNl‘PNF\le\ Universidad de San Carlosde Guatemala y el desarrollo sustentable

Universidad de San Carlos de Guatemala

Informe final de proyecto de investigacion. Ao 2023

Reverse (R2) 143798 36 251 54

Forward (R1) 129445 324 251 53
23223D-01-026

Reverse (R2) 129445 324 251 53

Forward (R1) 118588 29.7 251 53
23223D-01-027

Reverse (R2) 118588 29.7 251 53

Forward (R1) 128101 32.1 251 53
23223D-01-028

Reverse (R2) 128101 32.1 251 53

Forward (R1) 130421 32.7 251 53
23223D-01-029

Reverse (R2) 130421 32.7 251 53

*%GC = Porcentaje de guanina y citosina.

Fuente: resultados de proyecto de investigacion.

El analisis de perMANOVA indica una diferencia significativa entre la microbiota de los

especimenes de 7. dimidata a partir de la localidad de origen de los mismos.

Tabla 4. Comparacion de la microbiota presente en 7. dimidiata mediante analisis de

varianza multivariado permutacional (perMANOVA).

Variable F R’ p
Trypanosoma cruzi 1.8861 0.07904 0.099
Localidad 4.4057 0.18463 0.003
Estadio 1.0790 0.09043 0.331
Sitio de Captura 0.5454 0.02286 0.762
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relative abundance (%)

" p__Proteobacteria p__Bacteroidota ' p__Cyanobacteria ™ p__ Patescibacteria
" p__Firmicutes p_un_k_Bacteria ™ p__Acidobacteriota ™ Others
p__Actinobacteriota © p__Verrucomicrobiota ™ p_ Chloroflexi

Figura 1. Abundancia relativa de los Filos presentes en 7. dimidiata infectadas

y no infectadas por 7. cruzi.

La abundancia relativa obtenida entre ambos grupos es similar. En ambos
grupos los filos mas abundantes fueron Proteobacteria, Firmicutes y

Actinobacteriota, en ese orden respectivo.
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relative abundance (%)

" f__Enterococcaceae f__Pseudomonadaceae | f_ Corynebacteriaceae I f_ Enterobacteriace
f__Staphylococcaceae f__Chromobacteriaceae ' f_Rhodocyclaceae W Others
f__Moraxellaceae "' f_Comamonadaceae I f__Corynebacteriales_Incertac_Sedis

Figura 2. Abundancia relativa de las Familias presentes en 7. dimidiata

infectadas y no infectadas por 7. cruzi.

Se observan abundancias relativas similares entre ambos grupos a nivel de
Familia. En el grupo de infectadas las familias mas abundantes fueron
Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae, Enterococcaceae y
Enterobacteriaceae. En el grupo de controles las familias mas abundantes

fueron Rhodocyclaceae, Staphylococcaceae y Comamonadaceae.
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relative abundance (%)

1 g__Enterococcus g__Vogesella I g_ Tomitella 5 g_ Kiebsiella
g_ Staphylococcus ~ g_ Pseudomonas ™ g_ Dechloromonas B Others
g__Acinetobacter ' g__Corynebacterium ™ g__un_f__Comamonadaceae

Figura 3. Abundancia relativa de los Géneros presentes en 1. dimidiata

infectadas y no infectadas por 7. cruzi.

Se observan abundancias relativas similares entre ambos grupos a nivel de
Género. En el grupo de infectadas los géneros mdas abundantes fueron
Pseudomonas, Staphylococcus y Enterococcus. En el grupo de controles los
géneros mas abundantes fueron Staphylococcus, Corynebacterium,

Enterococcus y Acinetobacter.
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Figura 4. Diversidad alfa de la microbiota presente en 7. dimidiata infectadas
y no infectadas por 7. cruzi.
El anélisis de alfa diversidad llevado a cabo mediante Chaol, Observada y
Shannon indica que no hay una diferencia significativa entre ambos grupos
comparados, con valores de p de 0.48, 0.44 y 0.58, respectivamente.
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Figura 5. Diversidad alfa e indices de rarefaccion de la microbiota presente en

T. dimidiata infectadas y no infectadas por 7. cruzi.
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El analisis de alfa diversidad e indices de rarefaccion llevados a cabo mediante
ACE, Chaol y Observada indican que la diversidad presente en ambos grupos

es similar.

Treatment

* Control
Infectada

0.0 0.1 02 03 0.4 05

Figura 6. Diversidad beta de la microbiota presente en 7. dimidiata infectadas

y no infectadas por 7. cruzi.

El dendograma realizado por medio de distancias de Bray-Curtis indica la
existencia de tres grupos definidos. Los primeros dos compuestos por la
microbiota presente en 7. dimidiata infectadas y no infectadas por 7. cruzi,
respectivamente; mientras que el tercer grupo se encuentra compuesto por

microbiota presente tanto en 7. dimidiata infectadas como no infectadas.
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Figura 7. Analisis comparativo de la microbiota presente en 7. dimidiata
infectadas y no infectadas por 7. cruzi a partir de PCA y PCoA.

A=PCA. B=PCoA.

Los graficos de PCA y PCoA obtenidos demuestran que no existen diferencias
en la microbiota presente en 7. dimidiata infectadas y no infectadas por T.

cruzi.
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Al haberse encontrado una diferencia significativa entre la microbiota de los
especimenes de 7. dimidata a partir de la localidad de origen de los mismos
por medio del andlisis de perMANOVA, se procedid a caracterizar la
microbiota bacteriana de los especimenes de 7. dimidiata en funcion de dicha
variable. A continuacién, se presentan y describen los resultados

correspondientes a dichos analisis.
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Figura 8. Abundancia relativa de los Filos presentes en 7. dimidiata

provenientes de las localidades Aldea La Brea y Aldea El Ciprés.

Se presentan las abundancias relativas entre ambos grupos a nivel de Filo. En
la localidad Aldea La Brea se obtuvo una mayor abundancia relativa del Filo
Proteobacteria. Por otro lado, los especimenes de la Aldea El Ciprés

presentaron una mayor abundancia relativa del Filo Firmicutes.
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Figura 9. Abundancia relativa de las Familias presentes en 7. dimidiata

provenientes de las localidades Aldea La Brea y Aldea El Ciprés.

Se presentan las abundancias relativas entre ambos grupos a nivel de Familia.
En la localidad Aldea El Ciprés se obtuvo una mayor abundancia relativa las
Familias Staphylococcaceae y Corynebacteriaceae. Por otro lado, los
especimenes de la Aldea La Brea presentaron una mayor abundancia relativa

de las Familias Enterococcaceae y Moraxellaceae.
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Figura 10. Abundancia relativa de los Géneros presentes en 7. dimidiata

provenientes de las localidades Aldea La Brea y Aldea El Ciprés.

Se presentan las abundancias relativas entre ambos grupos a nivel de Género.
En la localidad Aldea El Ciprés se obtuvo una mayor abundancia relativa de
los Géneros Staphylococcus 'y Corynebacterium. Por otro lado, los
especimenes de la Aldea La Brea presentaron una mayor abundancia relativa

de los Géneros Enterococcus 'y Acinetobacter.
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Figura 11. Diversidad alfa de la microbiota presente en 7. dimidiata

provenientes de las localidades Aldea La Brea y Aldea El Ciprés.

El analisis de alfa diversidad llevado a cabo mediante Shannon y Simpson
indica que existe una diferencia significativa entre ambos grupos comparados,
con valores de p de 0.046 y 0.038, respectivamente. Los demas indices
unicamente presentaron una tendencia a la significancia para la diferencia de
la microbiota presente en 7. dimidiata provenientes de las localidades Aldea

La Brea y Aldea EI Ciprés.
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Figura 12. Diversidad beta de la microbiota presente en 7. dimidiata

provenientes de las localidades Aldea La Brea y Aldea El Ciprés.

El dendograma realizado por medio de distancias de Bray-Curtis indica la
existencia de dos grupos definidos, cada uno de ellos compuestos por la
microbiota presente en 1. dimidiata provenientes de las localidades Aldea La

Brea y Aldea El Ciprés, respectivamente.
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Figura 13. Grafico de NMDS de la microbiota de especimenes de 7. dimidiata
provenientes de las localidades Aldea La Brea y Aldea El Ciprés calculado
con distancias de Bray-Curtis.

48



® ¢ Direccion General “La Usac investiga para el
M de Investigacion bienestar de las personas
" 7 TRICENTENARIA Universidad de San Carlosde Guatemala y el desarrollo sustentable

Universidad de San Carlos de Guatemala

| Informe final de proyecto de investigacion. Ao 2023

El grafico de NMDS realizado por medio de distancias de Bray-Curtis indica
la existencia de dos grupos definidos, cada uno de ellos compuestos por la
microbiota presente en 1. dimidiata provenientes de las localidades Aldea La

Brea y Aldea El Ciprés, respectivamente.
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Figura 14. Biomarcadores de la microbiota presente en 7. dimidiata

provenientes de las localidades Aldea La Brea y Aldea El Ciprés.

Se han identificado biomarcadores de la microbiota presente en 7. dimidiata
especificos para ambas localidades. Para la localidad de Aldea La Brea
destacan los géneros Cloacibacterium, Rheinheimera, Pseudoxanthomonas,
Acitenobacter, Pseudomonas y Dechloromonas. Por otra parte, en la Aldea El
Ciprés los géneros Clostridia, Corynebacterium, Bradyrhizobium 'y

Sphingomonas se presentan como biomarcadores especificos.

12.2 Discusion de resultados

La distribucion taxondémica de la microbiota presente en 7. dimidiata se presenta en las
figuras 1-3, habiéndo encontrado pocas diferencias entre el grupo de especimenes infectados

por T. cruzi y el grupo control. A pesar de no haberse encontrado diferencias entre ambos
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grupos a nivel de Filo, los resultados son similares a los reportados por Lopez-Ordofiez y
colaboradores (2018), siendo los Filos Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria los mas
abundantes en nuestro estudio y en estudio mencionado. Otros estudios han evaluado
diferentes especies de triatominos. Tal es el caso de las especies 7. pseudomaculata y T.
brasiliensis, de las cuales la microbiota intestinal se compone principalmente de bacterias
pertenecientes a los filos Proteobacteria y Actinobacteria, resultado similar al presentado en
nuestro estudio (Gumiel et al., 2015). De manera interesante, la familia Pseudomonaceae y el
género Pseudomonas se presentaron como una de las familias y géneros mas abundantes en
el grupo de T. dimidiata infectadas. Resultado que es similar al presentado en el estudio de
Polonio y colaboradores (2021) en el que se reportdé que en especimenes infectados se
encontrd una mayor abundancia de bacterias de la familia Pseudomonadaceae. Asi mismo, al
igual que en nuestro estudio, la familia Staphylococcaceae y el género Staphylococcus fueron
de los mas abundantes en el estudio de Lopez-Ordonez y colaboradores (2018). No obstante,
en dicho estudio también se obtuvo una mayor abundancia de los géneros Brevibacterium y
Delftia, los cuales no se han presentado como los mas abundantes en nuestro estudio. La
familia Staphylococcaceae ha sido reportada con una mayor abundancia relativa en grupos
controles (Polonio et al., 2021), por lo que no queda claro si la abundancia de dicha familia
se ve afectada por la infeccion de 7. cruzi. Finalmente, un estudio previo realizado en Brasil
evaluo las regiones V6—-V8 del gen 16s rDNA y obtuvo una baja diversidad en la microbiota
intestinal de 7. dimidiata, habiendo poco menos de veinte especies predominantes, siendo el
género Arsenophonus el mas predominante en 7. dimidiata (Gumiel et al., 2015). De manera
interesante, el género Arsenophonus no fue identificado en nuestro estudio, siendo los
géneros Pseudomonas, Staphylococcus, Corynebacterium, Enterococcus 'y Acinetobacter 10s

mas abundantes en la microbiota intestinal de 7. dimidiata.

Respecto a otras especies de triatominos, en el estudio de Gumiel y colaboradores (2015) se
ha reportado que el género Serratia fue el méas abundante en la microbiota de las especies 7.
pseudomaculata y T. brasiliensis, mientras que especies bacterianas como S. marcescens,
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Dietzia sp., Gordonia terrae, Corynebacterium stationis y Corynebacterium glutamicum
también fueron encontradas (Gumiel et al., 2015). De ellas, es interesante la presencia de
Corynebacterium stationis 'y Corynebacterium glutamicum pues Corynebacterium fue uno de
los géneros mas abundantes reportados en el grupo control de nuestro estudio. De tal manera,
destacan los géneros Staphylococcus 'y Corynebacterium. Un estudio previo ha identificado a
especies como S. saprophyticus, M. luteus y B. megaterium como potenciales especies para
aplicaciones de paratransgénesis destinadas al control del vector (Lopez-Ordonez et al.,
2018). A pesar de que el género Staphylococcus fue identificado como un taxén importante
en nuestro estudio, no fue posible identificarlo a nivel de especie, por lo que se recomienda
que en futuros estudios se pueda realizar una asignacion taxondémica de las especies del

género Staphylococcus presentes en la microbiota de 7. dimidiata.

En nuestro estudio no se encontrd una diferencia significativa entre la diversidad de la
microbiota presente en 7. dimidiata infectadas y no infectadas por 7. cruzi (figuras 4-7). No
obstante, dicho resultado no es congruente con lo reportado en estudios previos. Ejemplo de
ello son estudios que reportan diferencias significativas de diversidad bacteriana en los
especimenes infectados con los no infectadas y también han reportado un aumento
significativo en la diversidad bacteriana en los especimenes infectados (Gumiel et al., 2015;
Orantes et al., 2018). Asi mismo, en otras especies de triatominos se han encontrado
diferencias en la diversidad beta de la microbiota presente en especimenes infectados y no
infectados. Un estudio concluyd que en especimenes de 7. infestans, positivos a la infeccion
por T cruzi, géneros como Nesterenkonia, Alkalibacterium, Peptoniphilus 'y
Marinilactibacillu presentaron un aumento en la abundancia relativa; mientras que géneros
como Bosea, Mesorhizobium, Dietzia y Cupriavidus presentaron una menor abundancia
relativa (Waltmann et al., 2019). Otro estudio evalu6 la diversidad de la microbiota de T.
sanguisuga concluyendo que la composicion de la microbiota varia conforme al estado de
infeccion por 7. cruzi (Dumonteil et al., 2020). Resultados que no son consistentes con los
presentados en nuestro estudio.
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Por otro lado, estudios previos han evaluado el estadio de 7. dimidiata encontrando que
especies de las familias Mycobacteriaceae, Salinisphaeraceae, Methylobacteriaceae y
Nocardiospsaceae se encontraron Unicamente en ninfas de 7. dimidiata, mientras que
especies de las familias Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae y Sphingomonadaceae
fueron més abundantes en ninfas que en adultos (Murillo-Solano et al., 2021). En nuestro
estudio no ha sido posible realizar una comparacion entre estadios de 7. dimidiata por el bajo
nimero de especimenes en estados de ninfas (tabla 1). Seria valioso que estudios futuros
realizados en Guatemala evalien si la microbiota varia en funcion del estadio del vector. Esto
ultimo es importante debido a que existen estudios que, al evaluar la microbiota de T
dimidiata en diferentes estadios de su ciclo de vida, han podido identificar bacterias
asociadas al desarrollo ontogénico. Dichos estudios sugieren que al interferir, por medio de
paratransgénesis, en el desarrollo de la microbiota asociada al desarrollo ontogénico del

hospedero se podria conseguir una estrategia para el control del vector (Polonio et al., 2021).

El valor de p de 0.099 que fue obtenido al comparar entre 7. dimidiata infectadas y no
infectadas, tiende a la significancia, por lo que es posible que un esfuerzo de muestreo mayor
podria resultar en significancia estadistica al momento de diferenciar ambas microbiotas. De
tal manera, se recomienda un aumento en el nimero de muestras para futuros estudios en

Guatemala.

Tal como se presenta en la tabla 4, el analisis de perMANOVA indica una diferencia
significativa entre la microbiota de los especimenes de 7. dimidata a partir de la localidad de
origen de los mismos (p = 0.003). En la region son pocos los estudios que han evaluado la
variacion de la microbiota de 7. dimidiata proveniente de diferentes localidades. El estudio
de Orantes y colaboradores (2018) concluyd que la microbiota de 7. dimidata se encontraba

estructuradas en base a la localidad, identificdndose grupos provenientes Jutiapa, Chiquimula
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y Santa Ana. Dicho resultado es similar al que se presenta en nuestro estudio a partir del
dendograma y el grafico de NMDS basados en distancias de Bray-Curtis (figuras 12-13) en
los que se puede observar una diferencia de la microbiota entre las localidades de Aldea La
Brea y Aldea El Ciprés. A partir de nuestro estudio se ha observado dicha diferencia entre la
microbiota de especimenes provenientes de diferentes localidades, no obstante es importante
mencionar que nuestro estudio cuenta con un niimero limitado de especimenes y unicamente
considera dos localidades. Seria interesante que futuros estudios en el pais realicen proyectos
de investigacion en los que se realicen muestras en un mayor numero de localidades con el

objetivo de representar de mejor manera la region.

Mediante el andlisis diferencial de expresion se ha podido identificar biomarcadores de la
microbiota en las localidades estudiadas (figura 14). De ellos, el género Corynebacterium es
de los mas interesantes de analizar pues este es un género que se encontré con mayor
abundancia en el grupo control y es reportado como un género de bacterias productoras de
antibidticos (Gumiel et al., 2015). Asi mismo, el género Corynebacterium ha sido utilizado
en proyectos de paratransgénesis para el control de la enfermedad de Chagas. En dichos
proyectos bacterias del género son utilizadas como simbiontes genéticamente modificados de
Rhodnius prolixus y T. infestans, éstas producen anticuerpos contra 7. cruzi y de esa manera
lo erradican del organismo (Durvasula et al., 2008; Hurwitz, Fieck & Durvasula, 2012;
Ratcliffe et al., 2022). De tal manera, el género Corynebacterium, junto al género
Staphylococcus, se presentan como taxones con potencial paratransgénico en Guatemala, esto

con la finalidad de controlar la enfermedad de Chagas en el pais.
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13 Conclusiones

13.1 La diversidad de la microbiota intestinal de los especimenes de 7. dimidiata
domésticos e infectadas con 7. cruzi ha sido similar a la de aquellos especimenes no

infectados con 7. cruzi.

13.2 La microbiota bacteriana intestinal de 7. dimidiata domésticas infectadas y no
infectadas con 7. cruzi provenientes de Guatemala se compuso principalmente por bacterias
de los filos Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteriota. En el grupo de T. dimidiata
infectadas por 7. cruzi las familias més abundantes fueron Pseudomonadaceae,
Staphylococcaceae, Enterococcaceae y Enterobacteriaceae; y los géneros mas abundantes
fueron Pseudomonas, Staphylococcus y Enterococcus. En el grupo control las familias mas
abundantes fueron Rhodocyclaceae, Staphylococcaceae y Comamonadaceae; y los géneros

abundantes fueron Staphylococcus, Corynebacterium, Enterococcus y Acinetobacter.

13.3 No se han podido identificar biomarcadores microbianos de 7. dimidiata domésticas
infectadas y no infectadas con 7. cruzi. No obstante, el analisis en funcion de localidad de
origen indica que en Aldea El Ciprés taxones como Corynebacterium, Sphingomonas y
Bradyrhizobium representan biomarcadores de la localidad. Respecto a Aldea La Brea los
taxones identificados como biomarcadores son Chryseobacterium, Rheinheimera,

Pseudoxanthomonas, Pseudomonas 'y Dechloromonas.

13.4 En el presente estudio el género Staphylococcus presente en la microbiota intestinal
de T dimidiata domésticas infectadas con 7. cruzi ha sido identificado como un taxén con

potencial paratransgénico.

13.5 Se han encontrado diferencias en la diversidad y composiciéon de la microbiota

intestinal de los especimenes de 7. dimidiata domésticos en funcion de la localidad de origen.

13.6  Los géneros Corynebacterium y Staphylococcus presentes en la microbiota intestinal
de T dimidiata domésticas infectadas con 7. cruzi se presentan como taxones con potencial

paratransgeénico.
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14 Recomendaciones

14.1 Se recomienda que en futuros estudios se pueda realizar una asignacion taxondmica a

nivel de especie de la microbiota de 7. dimidiata.
14.2  Se recomienda aumentar el nimero de muestras para futuros estudios en Guatemala.

14.3 Se recomienda realizar otros estudios acerca de la microbiota bacteriana intestinal de
T. dimidiata domésticas infectadas y no infectadas con 7. cruzi en los que se evaluen las

localidades de origen y el estadio de los especimenes.

14.4 Realizar estudios de paratransgénesis utilizando a los géneros Corynebacterium y

Staphylococcus con el objetivo de control de la enfermedad de Chagas en el pais.
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16 Apéndice

17 Vinculacion

El presente proyecto de investigacion conté de la vinculacién con la Direccion de Area de
Salud de Jutiapa y con el Centro de Geociencias (CGEO) de la Universidad Nacional
Autonoma de México, campus Juriquilla. E1 CGEO provey6 de asesoria cientifica en el

analisis bioinformatico e interpretacion de resultados.
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no se concederan nuevos financiamientos de ninguna indole.

NOTA: La difusiébn y divulgacion, por cualquier medio, de los resultados de las
investigaciones tiene que incluir los créditos a la Digi y unidad avaladora. En la publicacion
de un libro debe anotarse en la contraportada lo siguiente: “Este libro es producto del
proyecto de investigacion: Nombre del proyecto, avalado, aprobado y cofinanciado por el
Fondo de Investigacion de la Direccion General de Investigacion, el nombre de la unidad
avaladora de la Universidad de San Carlos de Guatemala, fecha, codigo y numero de partida

del proyecto de investigacion™.
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En las publicaciones en medios escritos y revistas cientificas debe anotarse lo siguiente:
“Esta investigacion: Nombre del proyecto, fue cofinanciada por el fondo de investigacion de
la Direccion General de Investigacion Digi/Usac 2022, codigo y nimero de partida del
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con las leyes y/o politicas de propiedad intelectual que correspondan.

Los resultados obtenidos con el desarrollo del presente proyecto de investigacion seran
divulgados en diferentes medios. Primero, sera presentado un informe final a la Direccion
General de Investigacion (DIGI). Asi mismo, se participara en las conferencias y seminarios
de divulgacion de resultados organizados por la DIGI. Posteriormente, se escribird un
manuscrito para su publicacién en una revista indexada (nacional o internacional), de
preferencia una revista especializada en microbioma, entomologia o ecologia. Ademas, la
investigacion sera presentada por medio de conferencia o presentacion de podster en

congresos, simposios, seminarios, entre otras actividades académicas y cientificas.

19 Aporte de la propuesta de investigacion a los Prioridades Nacionales de Desarrollo
(PND) identificando su meta correspondiente

La investigacion aporta al cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible en
particular al objetivo de salud enfermedad, especialmente al grupo de zoonosis y
enfermedades transmitidas por vectores como lo es la enfermedad de Chagas. Mediante esta
investigacion se ha caracterizado la microbiota intestinal de 7. dimidiata infectadas con T.
cruzi de Guatemala. Adicionalmente, se obtuvieron los perfiles taxondmicos bacterianos, se
conoci6 la diversidad bacteriana de dicha poblacion, se determinaron los biomarcadores
bacterianos y las bacterias pertenecientes a su microbiota intestinal con potencial
paratransgénico. La informacion generada permite conocer mdas acerca de la interaccion
patogeno huésped y sobre la ecologia de la enfermedad de Chagas, dicho conocimiento

podria contribuir en la toma de decisiones del control vectorial de 7. dimidiata. También,
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permite establecer una nueva linea de investigacion cientifica en el pais y las bases para la
implementacion de control de 7. dimidiata mediante paratransgénesis con el fin de disminuir
los casos de la enfermedad y la tasa de mortalidad de Chagas en Guatemala. Por medio de
futuros proyectos de paratransgénesis se podran utilizar microorganismos que poseen una
relacion con el vector 7. dimidiata. Esto se logrard mediante un estudio que involucre la
identificacion del microorganismo, la seleccion de un gen de interés que pueda interferir con
el ciclo de vida del vector, modificacion genética del microorganismo en la que se introduce
el gen de interés, el establecimiento del microorganismo en el vector y el monitoreo del
vector con el objetivo de observar si su ciclo de vida se ve afectado garantizando, de esa

manera, el control del mismo.

20 Orden de pago final (incluir unicamente al personal con contrato vigente al 31 de

diciembre de 2023)
Categoria Registro Procede
Nombres y apellidos | (investigador de pago de Firma
[auxiliar) personal mes
(Si / No)
Francisco Josué Investigador 20220546 Si N
Lépez Hun w
César Camilo Carias Investigador 20210268 Si Y
Alvarado
Astrid Alejandra Auxiliar de 20210778 No
Morales Cabrera Investigacion Il

Nota: los contratos de investigadores finalizaron el dia 30 de noviembre de 2023.
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21 Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo
de los proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion,
articulos 13 y 20, deja constancia que el personal contratado para el proyecto de
investigacion que coordina ha cumplido a satisfaccion con la entrega de informes

individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago correspondiente.

Dr. Sergio Alejandro Melgar Valladares ~
Nombre del coordinador del proyecto de investigacion

Firma

Fecha: 29/02/2024
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21 Aval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o

Coordinador de investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos
de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente
informe mensual de las actividades realizadas en el proyecto (escriba el nombre del proyecto
de investigacion) en mi calidad de (indique: Director del instituto, centro o departamento de
investigacion o Coordinador de investigacion del centro regional universitario), mismo que

ha sido revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a lo planificado.

Dra. Maria Eunice Enriquez Cotton Directora
Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas

Vo.Bo. Nombre y cargo de quien da el aval al

informe

Fecha: 29/02/2024
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22 Visado de la Direccion General de Investigacion

gy
Vo.Bo, Dra Hilda Elena Valencia de Abril :
7" Coordinadora Programa Universitario de
Investigacion Interdisciplinaria en Salud
Firma

Fecha: 29/02/2024

Vo.Bo. Ing. Agr. Julio Rufino Salazar
Coordinador General de Programas

Fecha: 29/02/2024

/Digi2023
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