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RESUMEN
En el presente estudio se evaluaron indicadores entomoldgicos como: indices de infestacion,
colonizacién e infeccion natural y fuente de alimentacion de ejemplares de Triatoma sordida
capturados en el intra y peridomicilio de viviendas de los departamentos de Paraguari, San
Pedro y Cordillera de la Regién Oriental del pais en el periodo 2007 al 2015. El objetivo fue
determinar el rol potencial de la especie T. sordida (vector secundario) en el ciclo doméstico de
transmision de T. cruzi. Se aplicaron técnicas moleculares asociados a indicadores
entomoldgicos y epidemioldgicos a un total de 559 ejemplares de T. sordida: 335 ejemplares de
253 viviendas de Paraguari, 144 ejemplares de 91 viviendas de San Pedro y 80 ejemplares de
52 viviendas de Cordillera. La infestacion intradomiciliar detectada fue del 28%, 48% y 24% vy la
colonizacion fue 36%, 10% y 5% respectivamente. La infeccion natural se detectd en 19%, 14%
y 44% de los ejemplares respectivamente. Del total de 559 ejemplares analizados, en 111
ejemplares se determiné la fuente de alimentacion, encontrandose un porcentaje importante de
sangre humana como fuente de alimento en los ejemplares de T. sordida de los tres
departamentos estudiados; 7,5%, 10% y 82% respectivamente. Estos hallazgos evidencian la
capacidad de ésta especie de triatomino como transmisor potencial de T. cruzi en comunidades

de la Regién Oriental.

Palabras clave: T. sordida, infestacion, colonizacion, infeccion natural, fuente de alimentacion.
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RESUMEN

En el presente estudio se evaluaron indicadores entomolégicos como: indices de infestacion,
colonizacion e infeccién natural y fuente de alimentacion de ejemplares de Triatoma sordida
capturados en el intra y peridomicilio de viviendas de los departamentos de Paraguari, San
Pedro y Cordillera de la Region Oriental del pais en el periodo 2007 al 2015. El objetivo fue
determinar el rol potencial de la especie T. sordida (vector secundario) en el ciclo doméstico de
transmision de T. cruzi. Se aplicaron técnicas moleculares asociados a indicadores
entomoldgicos y epidemiologicos a un total de 559 ejemplares de T. sordida: 335 ejemplares de
253 viviendas de Paraguari, 144 ejemplares de 91 viviendas de San Pedro y 80 ejemplares de
52 viviendas de Cordillera. La infestacion intradomiciliar detectada fue del 28%, 48% y 24% y la
colonizacion fue 36%, 10% y 5% respectivamente. La infeccion natural se detectd en 19%, 14%
y 44% de los ejemplares respectivamente. Del total de 559 ejemplares analizados, en 111
ejemplares se determinoé la fuente de alimentacion, encontrandose un porcentaje importante de
sangre humana como fuente de alimento en los ejemplares de T. sordida de los tres
departamentos estudiados; 7,5%, 10% y 82% respectivamente. Estos hallazgos evidencian la
capacidad de ésta especie de triatomino como transmisor potencial de T. cruzi en comunidades
de la Region Oriental.
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INTRODUCCION

El principal vector transmisor en la Enfermedad de Chagas causada por el parésito
Trypanosoma cruzi en la Region del Cono Sur de América Latina, es el Triatoma infestans (1).
Esta via de transmision ha disminuido en la Gltima década, gracias a las decisiones politicas de
los paises que con actividades sostenidas de control vectorial han logrado el corte de la
transmision intradomiciliar de T. cruzi por esta especie. En la actualidad existe un riesgo
permanente de re-infestacién de las viviendas desde focos residuales de T. infestans como
también el riesgo de la invasion de viviendas por especies secundarias como el Triatoma
sordida. Muchas especies nativas adquieren importancia epidemiolégica debido a la capacidad
de intercambio entre habitats selvaticos y domésticos, asi como para reemplazar el nicho
ecologico de triatominos domiciliarios (2). Por esta razon es importante considerar la presencia
de especies nativas de focos selvaticos como: T. sordida, T. guasayana, Pastrongilus megistus
y otros en el proceso de colonizacién de las viviendas humanas y que son clasificados como
potenciales vectores de la enfermedad. Este estudio se planted con el objetivo de caracterizar
el rol potencial de la especie T. sordida procedentes de viviendas rurales de los departamentos

de Paraguari, San Pedro y Cordillera de la Region Oriental del pais.

OBJETIVO
Caracterizar el rol potencial en la transmision de la enfermedad de Chagas en ejemplares de la
especie T. sordida procedentes de viviendas rurales de los departamentos de Paraguari, San

Pedro y Cordillera de la Region Oriental del pais.

MATERIALES y METODOS

Area de estudio y poblacion: Se analizaron un total de 559 ejemplares de T. sordida: 335
ejemplares de 253 viviendas de Paraguari, 144 ejemplares de 91 viviendas de San Pedroy 80
ejemplares de 52 viviendas de Cordillera, capturados en el periodo 2007 al 2015. Fueron
registrados los datos epidemiolégicos como sitio de captura y estadio de los triatominos
capturados en las viviendas. Los triatominos fueron clasificados taxondmicamente segun Lent y

Wygodzinsky (3) por funcionarios del departamento de Entomologia del SENEPA (MSP y BS).
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Diseccion de triatominos: Se realizé la diseccion de cada uno de los 559 ejemplares de T.
sordida para la posterior extraccion de ADN, cada ejemplar disectado fue colocado en tubos
que contenian buffer de lisis compuesto por soluciones de Tris pH 7,4, EDTA, NaCl y SDS.

Extraccion de ADN: Se realizé la incubacion de cada tubo con 5 ul de proteinasa K (20
ug/ml) a 60°C por 60 minutos. La enzima fue inactivada por calentamiento a 95°C por 10
minutos. ElI ADN fue purificado por el método: fenol-cloroformo descrito por Sambrook et al (4),
se realizé la precipitaciéon con Etanol, previa adicion de 20 ug de Glucogeno y Acetato de sodio
3M, pH5, 4 en un 10% del volumen recuperado. EI ADN se resuspendié en 100ul de agua
destilada esteéril.

Infeccion natural con T. cruzi: La identificacion especie especifica de T. cruzi fue por el
método PCR empleando como blanco las secuencias repetitivas de ADN nuclear
(microsatélites) de T. cruzi, con los cebadores TCZ1 y TCZ2 descrito por Moser et al (5) y ADN
kinetoplastidico con cebadores 121 y 122 descrito por Degrave et al.

Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 2%, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados bajo un transiluminador UV.

Linajes y sublinajes de T. cruzi: La identificacién de genotipos de T. cruzi: se realizd por
medio de la amplificacion de los genes constitutivos de la region del mini-exén y del gen 24 Sa
Ribosomal (6). Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 2%,
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo un transiluminador UV (6).

Deteccion de fuente de alimentacion: Para la identificacion de la fuente de alimento se
emplearon los métodos: PCR y RFLP. Se realizé primeramente un PCR que consistié en la
amplificacion del gen de citocromo b (Cyt b), ADN mitocondrial, se utilizaron los cebadores Cyt
b 1y Cytb 2 descrito por Osnaghi y col y Mota y col (7-8).

Posteriormente se realizé la digestion de los amplificados de Cyt b con 2 enzimas de restriccion:
Hae Ill y Mwo | para la determinacion de los patrones de alimentacién, se emplearon ADN de 4
especies como controles positivos: humano, ave (gallina), marsupial/roedor y perro segun
protocolo descrito por Chena et al (9). Los productos amplificados fueron analizados en geles

de agarosa al 2%, teflidos con bromuro de etidio y visualizados bajo un transiluminador UV.

RESULTADOS
En la tabla 1 se puede observar la procedencia (intra/peridomiciliar) de los ejemplares de T.

sordida de los 3 dptos. estudiados, como asi también el estadio (ninfas, adultos) de los mismos,
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la infestacion intradomiciliar fue del 28%, 48% y 24% en Paraguari, San Pedro y Cordillera
respectivamente y el indice de colonizacion (ninfas en el intradomicilio) fue de 36%, 10% y 5%
respectivamente. Se detectd infeccion natural con T. cruzi en 19% (62/335), 14% (20/144) y
44% (35/80) de ejemplares de Paraguari, San Pedro y Cordillera, respectivamente; y en los
mismos se determinaron los linajes y sublinajes de T. cruzi. (Ver Tabla 2).

En la figura 1 se muestran los productos amplificados de ADN de T. cruzi en T. sordida con un
tamario de 198 pares de bases (pb), y en la tabla 2 se pueden observar las muestras T. cruzi
positivas y los linajes y sublinajes detectados en 62, 20 y 35 ejemplares de los tres dptos.
respectivamente, donde se detectaron T. cruzi | (selvatico) y sublinajes de T. cruzi I
(doméstico).

Del total de 559 ejemplares analizados, 111 ejemplares dieron positivos para el Cyt b; en la
figura 2 se pueden observar los productos de la amplificacion del gen Cyt b con un tamafio de
358pb y en la tabla 3 se muestran los patrones de alimentacion detectados por digestion con
enzimas de restriccion de las 111 muestras positivas por Cytb distribuidos por departamento, se

destaca la sangre humana como fuente de alimento en un 7,5%, 10% y 82% respectivamente.

Tablal. Sitio de captura (Intra/ Peridomiciliar) y colonizacién de los 559 ejemplares de T.

sordida analizados y estadios (Ninfas: N /Adultos: A)

INFESTACION Y COLONIZACION
INTRADOMICILIAR

Ejemplares de

0, 0,
T. sordida INTRADOMICILIO % PERIDOMICILIO % . Total
Ejemplares
Paraguari 94 (34N y 60A) 28 241 (28N/213A) 72 335
San Pedro 69 (7Ny61A) 48 75 (19N/56) 52 144
Cordillera 19 (INy 18A) 24 61 (13N/48A) 76 80
Total 559

N: Ninfas A: Adultos. Ninfas en el intradomicilio es indicador de Colonizacion.
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Figural. Productos de amplificacién por PCR de T. cruzi

300 bp
200 bp

100 bp

Figural. Amplificacion de ADN de T. cruzi en T. sordida. Carril 1. Marcador de peso
molecular. Carril 2: control positivo de reaccion de PCR equivalente a 100 parasitos. Carril 3:
control positivo de reaccién equivalente a 10 parasitos. Carril 4. muestra de T. sordida con T.
cruzi positivo correspondiente a 10 parasitos. Carril 5: muestra de T. sordida con T. cruzi
positivo correspondiente a 100 parasitos. Carril 6: muestra de T. sordida con T. cruzi
correspondiente a 100 parasitos. Carril 7: Control negativo de reaccién (H:0).
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Tabla2. Deteccion de infeccion natural con T. cruzi y determinaciéon de linajes y
sublinajes

T.sordidacon T. cruzi positivos. Linajes y sublinajes detectados

Procedencia
T. cruzi

Ejemplares de o ciivos % Tcl  Tclla Tclib/le Teclic  Telld ND

T. sordida
Paraguari 62 19 15 4 4 28 3 8
San Pedro 20 14 6 1 1 12 - -
35 44 7 6 1 9 - 12
Cordillera

ND: No Determinado

Figura2. Deteccién de fuente de alimentacion. Producto de amplificacion del gen Cyt b
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Figura 2. Amplificacion del gen Cyt b en T. sordida. Carril 1: Marcador de peso molecular.
Carril 2: muestra de T. sordida; cyt b positiva. Carril 3: control negativo de reaccion. Carril 4:
muestra de T. sordida positiva. Carril 5: control negativo de extraccion de ADN. Carril 6: muestra
de T. sordida sin producto amplificado (negativa). Carril 7: control positivo de ADN de la especie

ave (gallina). Carril 8: control positivo de ADN humano.

Tabla3. Fuente de alimentacién detectados.

Digestion del gen Cyt b

Procedencia de

Ejemplares de Sangre de Sangre
T. sordida Cytb Sangre Sangre de ave Roedor/ de
Positivo Humana (Gallina) Marsupial  Perro
Paraguari 67 5 11 49 2
San Pedro 10 1 8 1
Cordillera 34 28 6
Total 111
DISCUSION

La infestacion intradomiciliar encontrada del 28%, 48% y 24% en Paraguari, San Pedro y
Cordillera respectivamente es un indicador de la domiciliacion y adaptacion de ésta especie a

las viviendas humanas. Por otro lado, la densidad de ejemplares de T. sordida detectada en el
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peridomicilio es mayor que en el domicilio; 233/335 triatominos en Paraguari, 75/144 triatominos
en San Pedro y 61/80 triatominos en Cordillera, esto evidencia una adaptacion aun fuerte de T.
sordida al peridomicilio (10).

Se detectd infeccion natural con T. cruzi en 19% (62/335), 14% (20/144) y 44% (35/80) de
ejemplares de Paraguari, San Pedro y Cordillera, respectivamente; éstos indices detectados en
los tres dptos. fueron superiores a lo detectado por ejemplo en Argentina, donde se habia
reportado desde el 2% hasta el 12% de infeccion natural en ejemplares de T. sordida
capturados en el peridomicilio (11-12-13).

La deteccion de la fuente de alimentacion realizada por el método PCR-RFLP se realizo sobre
un total de 111 muestras que dieron cyt b positivos (67 de Paraguari, 10 de San Pedro, 34 de
Cordillera), se observd un porcentaje importante de sangre humana como fuente de
alimentacion en ejemplares de T. sordida de los tres departamentos estudiados (Paraguari, San
Pedro, Cordillera); 7,5%, 10% y 82% respectivamente. En Brasil ya se habian reportado datos
similares en cuanto a habitos alimenticios de ésta especie de triatomino en regiones de ese
pais (14). En Paraguay en 1997, se realizé un estudio sobre las preferencias alimentarias de
poblaciones domiciliarias y peridomiciliarias de triatominos procedentes del dpto. de Paraguari,
donde se encontraron tres fuentes de alimentacion mas frecuentes: sangre de aves de corral
(50,2%), sangre humana (14,7%) y de perro (5,3%), con menor frecuencia se encontré sangre
de gato y roedores (15).

También nuestro grupo de trabajo ha realizado estudios con T. sordida en lo referente a fuente
de alimentacion por el método PCR-RFLP del gen cyt b en ejemplares de otras areas de la
Region Oriental, por ejemplo en un estudio sobre un total de 216 ejemplares capturados en el
departamento de Concepcion, 11 dieron cyt b positivos, de los cuales 8 dieron patrén de sangre
humanay 1 ejemplar dio sangre de gallina como patron alimenticio (16).

CONCLUSION

La frecuencia elevada de infeccion natural con T. cruzi en los ejemplares de T. sordida e
infestacién intradomiciliar detectados, la presencia de T. cruzi selvatico en ejemplares de los
tres departamentos y los porcentajes importantes de sangre humana como fuente de
alimentacion en ejemplares de T. sordida de los tres departamentos estudiados (Paraguari, San
Pedro, Cordillera); 7,5%, 10% y 82% respectivamente, evidencian la capacidad de ésta especie

de triatomino como transmisor potencial de T. cruzi en comunidades de la Region Oriental.
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