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RESUMEN

Las técnicas moleculares para la deteccion de infeccion natural y fuente de alimentacion
en vectores secundarios de la enfermedad de Chagas cuando son aplicadas a ejemplares
capturados en areas endémicas, historicamente ocupadas por Triatoma infestans,
proporcionan a las investigaciones epidemiolégicas respuestas mas exactas con relacion
a la transmisibilidad de la enfermedad. El presente estudio tiene como objetivo emplear
biomarcadores moleculares para evaluar el impacto de la infestacion intra y peridomicilar
de Triatoma sordida en viviendas bajo vigilancia entomolégica de departamentos de la
Region Oriental del Paraguay en el periodo 2007 al 2015. Un total de 559 ejemplares de
T. sordida capturados en 253, 91 y 52 viviendas de los departamentos Paraguari, San
Pedro y Cordillera, respectivamente fueron analizados. La infestacion detectada fue del
24% al 48% asi como una elevada colonizacion intradomiciliar del 5% al 36% en los tres
departamentos. La deteccién molecular de infeccion natural oscilé entre el 14% y 44%; y
en 111 ejemplares se determind la fuente de alimentacién. EI marcador molecular
citocromo b permiti6 demostrar por vez primera un elevado porcentaje de triatominos
con sangre humana como fuente de alimentacién, principalmente en Cordillera con un
82% (28/34 T. sordida capturados). Estos hallazgos dejan en evidencia el avance del T.
sordida en la ocupacion del nicho ecoldgico de T. cruzi y la capacidad de esta especie
secundaria como vector en la transmisién de T. cruzi en comunidades de la Regién
Oriental.
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Molecular techniques integrated to the entomological
surveillance of Chagas disease vectors: Study of the
secondary vector Triatoma sordida in the Eastern Region
of Paraguay

ABSTRACT

When molecular techniques for the detection of natural infection and blood meal source
in secondary vectors of Chagas disease are applied to specimens captured in endemic
areas, historically occupied by Triatoma infestans, provide more accurate answers to
questions about transmissibility of the illness and further contribute to the
epidemiological studies. The aim of this study was to evaluate the impact of intra and
peridomiciliary infestation of Triatoma sordida in households from the departments of the
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Eastern Region of Paraguay, under entomological surveillance during the period 2007 to
2015, by using the molecular biomarkers technology. A total of 559 specimens of T.
sordida captured in 253, 91 and 52 households from Paraguari, San Pedro and Cordillera
departments, respectively, were analyzed. The infestation detected was from 24% to
48% as well as a high intradomicialiary colonization from 5% to 36% in the three
departments. The molecular detection of natural infections ranged from 14% to 44% and
in 111 specimens the meal source was identified. The molecular marker cytochrome b
allowed to demonstrate, for the first time, high frequency of triatomines with human
blood as a food source, mainly in Cordillera as it was determined in 82% (28/34) of the
T. sordida captured. These findings demonstrate a progress of T. sordida into the
ecological niche of T. cruzi and the abillity of this secondary species as a vector of the
transmission of T. cruzi in communities from the Eastern Region of Paraguay.

Keywords: T. sordida, natural infection, cytochrome B, blood meal source.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma cruzi, afecta
aproximadamente a 6 millones de personas, distribuida en casi toda América Central y
Sur. Las manifestaciones clinicas y caracteristicas epidemiolégicas son altamente
variables entre una y otra zona endémica “?. En Paraguay se estima que
aproximadamente 150.000 personas estarian infectadas . Existen areas histéricamente
endémicas, como Paraguari y Cordillera de la Region Oriental, donde la seroprevalencia
en la década pasada era del 10 al 12% en el grupo etareo de 15 a 45 afios ® y en la
Regién Occidental o Chaco en las comunidades indigenas las prevalencias estaban por
encima del 50%®™. El principal vector transmisor de la enfermedad de Chagas en la
Regién del Cono Sur de América ha sido el Triatoma infestans®, sin embargo, el parasito
puede tener como vectores a mas de 140 especies de triatominos, y los reservorios
incluyen a 150 especies de 24 familias de animales domésticos y silvestres®®. El
fendmeno basico de la transmisiéon vectorial del T. cruzi al hombre y la adaptacion de los
triatominos al ecotopo doméstico, mas precisamente su domiciliaciéon, dependen de
factores tales como su grado de antropofilia, disponibilidad de alimento y condiciones de
la vivienda. La transmision vectorial se lleva a cabo principalmente a través de vectores
estrictamente domiciliados. En Paraguay, se ha logrado la eliminacion de la transmision
vectorial intradomiciliar por T. infestans en la Regién Oriental en el afio 2008 y se
encuentran desde esa fecha bajo vigilancia entomoldégica, esta situacidon crea un nicho
disponible para T. sordida (vector secundario abundante en peridomicilio en areas
rurales)(”. En reportes previos de nuestro grupo de trabajo, sobre la capacidad vectorial
de la especie T. sordida provenientes de areas endémicas de la Region Oriental (afio
2005 al 2007) y Occidental (afios 2013 al 2015) del Paraguay, ya se describié una
elevada colonizacién e infeccidon natural. En el departamento de Concepcién (R. Oriental)
la colonizacion intradomiciliar fue del 44% con una infeccién natural del 11%®; mientras
que en el Chaco Paraguayo (R. Occidental) se ha estimado un 87% de riesgo de
transmisiéon de T. cruzi intradomiciliar por T. sordida®. Estos resultados evidencian la
capacidad adaptativa de esta especie al domicilio, y un incremento de su potencial
vectorial para transmitir la enfermedad de Chagas en areas del pais. Con el fin de
ampliar el estudio sobre este vector en otros departamentos, el presente estudio tuvo
como objetivo emplear biomarcadores moleculares para evaluar el impacto de la
infestacion intra y peridomicilar de T. sordida en viviendas bajo vigilancia entomolégica
de departamentos de la Regién Oriental del Paraguay en el periodo 2007 al 2015.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y poblacién: Se analizaron un total de 559 ejemplares de T. sordida
con datos epidemioldgicos como sitio de captura y estadio, distribuidos de la siguiente
manera: 335 ejemplares de 253 viviendas de Paraguari, 144 ejemplares de 91 viviendas
de San Pedro y 80 ejemplares de 52 viviendas de Cordillera, capturados en el periodo
2007 al 2015 por funcionarios del SENEPA (MSP y BS) y conservados a -20°C. Los
triatominos fueron clasificados taxondémicamente segin Lent y Wygodzinsky®® 'y
analizados por microscopia 6ptica por funcionarios del departamento de Entomologia del
SENEPA. La captura de los ejemplares en cada vivienda corresponde a una actividad
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realizada dentro de la vigilancia entomoldgica del Programa Nacional de Chagas, en
localidades previamente fumigadas por la presencia de T. infestans (vector primario).
Diseccion de triatominos: Se disect6 el contenido abdominal de los 559 ejemplares de
T. sordida colocados en tubo individuales con buffer de lisis compuesto por soluciéon Tris
pH 7,4, EDTA, NaCl y SDS®9.

Extraccion de ADN: Para la extraccion de ADN se realizé la incubacion de cada tubo con
5 ul de proteinasa K (20 g/mL) a 60°C por 1 hora. La enzima fue inactivada por
calentamiento a 95°C por 10 minutos. El ADN fue purificado por el método de extraccién:
fenol-cloroformo descrito por Sambrook et al.*? y precipitacién con etanol puro, previa
adicién de 20pug de gludgeno y acetato de sodio 3M, pH 5,4 en un 10% del volumen
recuperado. El pellet de ADN se resuspendié en 100 L de agua destilada estéril ¢,
Infeccion natural con T. cruzi: La identificacion especie especifica de T. cruzi se
realizé6 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. y ADN kinetoplastidico con cebadores 121 y 122®? Los productos amplificados
fueron analizados en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados bajo un transiluminador UV.

Deteccion de fuente de alimentacion: Para la identificacion de la fuente de
alimentacién se empledé como marcador molecular el gen del citocromo b (Cyt b), por
medio de la técnica Reaccidon en Cadena de la Polimerasa seguida de Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP). Para la PCR que amplifica el gen
mitocondrial Cyt b se utilizaron los cebadores Cyt bl y Cyt b2 y para la RFLP de los
productos amplificados se emplearon las enzimas de restriccion: Hae Il y Mwo I;
descrito por Osnaghi et al. y Mota et al.®*'% que permite la determinacién de los
patrones de alimentacién. EIl ADN de 4 especies se emple6é como controles positivos:
humano, ave (gallina), roedor y perro segln protocolo descrito por Chena et al.*®. Los
productos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2%,
teflidos con bromuro de etidio y visualizados bajo un transiluminador UV.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 559 ejemplares de T. sordida, provenientes de los
departamentos Paraguari, Cordillera y San Pedro de la Region Oriental capturados en los
afios 2007 al 2015. En cuanto al lugar de captura y estadio, se observé una infestacion
intradomiciliar del 28%, 48% y 24% vy un indice de colonizacion (ninfas en el
intradomicilio) de 36%, 10% y 5%, en Paraguari, San Pedro y Cordillera
respectivamente. El nimero de ejemplares capturados en el peridomicilio en los tres
departamentos fue mayor que en el domicilio: 241/335 (72%) triatominos en Paraguari,
75/144 (52%) triatominos en San Pedro y 61/80 (76%) triatominos en Cordillera (Tablas
1Ay B).

Tablas 1 A y B: Sitio de captura (Intra/ Peridomiciliar), colonizacion e infeccién natural
de los 559 ejemplares de T. sordida por departamento- Estadios (ninfas: N, adultos: A)

Tabla 1A: Infestacién, colonizacion e infeccion natural intradomiciliar

EJEMPLARES DE T. sordida

Lugar de captura Total de Infestacion  Colonizacion Infeccion natural
ejemplares (20) (20) con T. cruzi
Paraguari 94 (34N y 60A) 28 36 21 (22%)
San Pedro 69 (7N y 62A) 48 10 8 (12%)
Cordillera 19 (1IN y 18A) 7 (37%)
Total 182 (42N y 140A) 24 5 36

N: Ninfas A: Adultos. Ninfas en el intradomicilio es indicador de Colonizacion.
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Tabla 1B: Infestacion, colonizacion e infeccion natural en peridomicilio

EJEMPLARES DE T. sordida

Lugar de . . .. .,
cl;%tura Total de Infestacion Colonizaciéon Infeccidn natural
ejemplares (%0) (%0) con T. cruzi
Paraguari 241 (28N/213A) 72 12 41 (17%)
San Pedro 75 (19N/56) 52 25 12 (16%)
Cordillera 61 (13N/48A) 76 21 28 (46%)
Total 377 (60N/317) 81

N: Ninfas A: Adultos. Ninfas en el intradomicilio es indicador de Colonizacion.

Identificacion de infeccion natural con T. cruzi por PCR: Se detecté infeccion
natural con T. cruzi en 117 de 559 (21%) ejemplares capturados, con un mayor indice de
infeccion en ejemplares de Cordillera 44% (35/80), seguido por Paraguari 19% (62/335)
y San Pedro 14% (20/144). Tablas 1A y B. En la Figura 1 se puede observar los
productos de PCR obtenidos con los cebadores 121-122.

500pb
300pb < 330pb
200pb

100pb

Figura 1: Amplificacion de ADN de T. cruzi en T. sordida. Productos amplificados de ADN de T. cruzi en T.
sordida con los cebadores 121, 122 que arrojan un tamafo de 330 pares de bases (pb). Carril 1: Marcador de
peso molecular de 100pb. Carril 2: control positivo de reaccidon de PCR equivalente a 100 parasitos. Carriles 3 'y
5: muestras de T. sordida con T. cruzi positivo equivalentes a 100 parésitos. Carril 4: control positivo de
reaccion equivalente a 10 parasitos.

Fuente de alimentacion: Del total de 559 ejemplares analizados, 111 (20%) dieron
positivos para el cyt b, ver en la Tabla 2. Sangre de roedores/marsupiales fue
mayoritaria como fuente de alimentacién en Paraguari 49/67 (73%), mientras que el
80% de los 10 ejemplares positivos de San Pedro contenian en el abdomen sangre de
aves. Un elevado porcentaje de triatominos con sangre humana como fuente de
alimentacion, se detectd en Cordillera en 28 (82%) ejemplares de T. sordida de los 34
cytb positivos capturados en ese departamento; y 5 de los 7 triatominos infectados con
T. cruzi y capturados en el intradomicilio se habian alimentado con sangre humana
(Tabla 3). En la Figura 2 se pueden observar los amplificados del gen cyt b en las
muestras de T. sordida y en la Figura 3 se observan los patrones de alimentacién
obtenidos con la enzima Hae Il1.
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Tabla 2: Fuentes de alimentacion detectadas en 111 ejemplares de T. sordida

PCR Gen Cyt b Patron detectado por PCR-RFLP
Procedencia Sangre Sangre
Ejemplares Cytb Sangre Sangre de ave Roedor de

Positivo Humana Marsupial Perro

Paraguari 67/335 (20%) 5 (7,5%) 11 (16%) 49 (73%) 2(3%)

San Pedro 10/144 (7%) 1 (10%) 8 (80%) 1 (10%)

Cordillera 34/80 (43%) 28 (82%) 6 (82%)

Total 111/ 559

<« 5000pb

<« 300pb
< 200pb
< 100pb

358 pb

Figura 2: Amplificacion del gen cyt b en las muestras de T. sordida. Carril 1: control positivo
ADN de la especie ave (gallina). Carriles 2, 3 y 4: muestras de T. sordida cyt b positivas. Carril 5:
control positivo de ADN humano. Carril 6: Marcador de peso molecular de 100 pares de bases.

= Sin conte
33pb
125ph =i 139
125pb
Tdph
Figura 3: Patrones de alimentacion en T. sordida con Hae I11. Carril 1: Control positivo de

especie humana con productos de 125 y 233 pb. Carril 2: muestra de T. sordida con patréon de
sangre humana. Carril 3: Marcador de peso molecular de 50pb. Carril 4: Control positivo de la
especie ave (gallina) con productos de 74, 125 y 159 pb. Carriles 5 y 6: muestras de T. sordida
con patron de sangre de gallina. Carril 7: producto de T. sordida cyt b positivo sin corte con Hae 111
con un tamafo de 358 bp.
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Tabla 3: Sitio de captura (Intra/ Peridomiciliar) e infecciéon natural asociados a la fuente
de alimentacion de los 559 ejemplares de T. sordida por departamento.

INFECCION NATURAL Y FUENTE DE ALIMENTACION
INTRA'Y PERIDOMICILIAR

EJEMPLARES DE T. sordida

Lugar de Cytb
* H kS
captura Total Total Intradom. (*) Peridom. (*) Total (**)
Paraguari 335 62 31 (1) 31 (4) 67 (73%
roedores)
San Pedro 144 20 8 (1) 12 10 (80% aves)
Cordillera 80 35 7 (5) 28 (23) 34 (82%
humanos)
Total 559

(*) sangre humana. (**) preferencia alimenticia mayoritaria detectada por la técnica PCR-RFLP
aplicada al gen Cytb ( ) ejemplares que dieron sangre humana como fuente de alimentacion e
infeccidon con T. cruzi en intra y peridomicilio.

DISCUSION

En este estudio se detectaron una elevada infestaciéon y colonizacién intradomiciliar de
ejemplares de T. sordida en las viviendas de tres departamentos de la Region Oriental,
ademas de una frecuencia importante de infecciéon natural con T. cruzi y sangre humana
como fuente de alimentacién. La especie T. sordida representa un problema
epidemioldgico en numerosos paises del Cono Sur debido a su amplia valencia ecolégica,
que se manifiesta en su hallazgo en biotopos silvestres, peridomésticos, asi como dentro
de la vivienda®®. Se destaca la elevada frecuencia de infeccién natural con T. cruzi en T.
sordida de los dptos. Paraguari, San Pedro y Cordillera (19%, 14% y 44%)
respectivamente, en estudios anteriores de nuestro grupo de trabajo sobre la capacidad
vectorial de la especie T. sordida provenientes de areas endémicas, se reporté en el
departamento de Concepcion 44% de colonizacion intradomiciliar y 10,6% de infeccion
natural® y en la Regién Occidental en un estudio publicado en el afio 2016, realizado con
T. sordida de los tres departamentos de la region, capturados en los afios 2010-2013 se
habia detectado en 147 viviendas, infestacion y colonizacion en el intradomicilio y
peridomiciliar del 8.2% y 53.7% respectivamente, ademas se estimd un elevado riesgo
de transmisién de T. cruzi intradomiciliar que fue del 87%®. Otro estudio del afio 2018
realizado con 220 ejemplares de T. sordida capturados en 67 viviendas de 24 localidades
del Chaco Paraguayo en los afios 2014-2016, se detect6 infestacion y colonizacion en el
intradomicilio del 19% y 38% y en el peridomicilio 81% y 80%, respectivamente e
infeccion con T. cruzi en un 17,3% de los ejemplares analizados®”. En paises de la
Regién del Cono Sur, como en Argentina, existen estudios que reportan desde el 2%
hasta el 12% de infeccion natural en ejemplares de T. sordida capturados en el
peridomiciliot819.

La densidad de ejemplares de T. sordida en el peridomicilio detectada en este estudio
fue mayor que en el domicilio, hecho que concuerda con lo reportado en la Region®® |o
que evidencia una adaptacién aun fuerte de T. sordida al peridomicilio.

En cuanto a la fuente de alimentacion detectados en los ejemplares analizados, se
destaca la sangre humana como fuente mayoritaria de alimentacién en los ejemplares de
los tres departamentos en un 7,5%, 10% y 82% respectivamente. En Paraguay ya en
1997 se realizaron estudios sobre las preferencias alimentarias de triatominos con
antisueros, uno de ellos realizado con poblaciones domiciliarias y peridomiciliarias de
triatominos procedentes de Paraguari reporté tres fuentes de alimentacibn 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®®. En Brasil ya se
habian reportado datos similares en cuanto a habitos alimenticios de ésta especie de
triatomino en regiones de ese pais®?.

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 areas de las
Regidnes Oriental y Occidental, en un estudio publicado en el afio 2012, sobre un total de
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216 ejemplares capturados en el departamento de Concepcion, 11 dieron cyt b positivos,
de los cuales 8 dieron patron de sangre humana y 1 ejemplar dio sangre de gallina como
patréon alimenticio® Un estudio en T. sordida de la Regién Occidental publicado
recientemente detectd la fuente de alimentacion en 13 de 220 ejemplares de T. sordida
analizados (6%), todos resultaron positivos para sangre de gallina y correspondian a
captura en el peridomicilio®”.

Se destaca en éste estudio el elevado porcentaje de triatominos con sangre humana

detectada como fuente de alimentaciéon, en los que también se detecté una frecuencia

elevada de

infeccion natural con T.

asi como

infestaciéon y colonizaciéon

intradomiciliar. Estos resultados evidencian la capacidad adaptativa de esta especie al
domicilio, y un incremento de su potencial vectorial para transmitir la enfermedad de
Chagas en areas del pais.

Conflicto de intereses: Los autores declaran que no existe conflicto de intereses.

Financiacion: Este estudio fue financiado por CONACYT, proyecto presentado en la
convocatoria 2013.
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