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RESUMEN

El gran Chaco es una eco-region que incluye Argentina, Bolivia y Paraguay; donde la
trasmision vectorial de la enfermedad de Chagas por Triatoma infestans (vector principal),
constituye hasta la fecha un problema de salud publica. EI Chaco paraguayo ocupa el 25%
de esta regidn, caracterizada por una baja densidad poblacional y localidades dispersas. El
objetivo de este estudio fue determinar el rol potencial de la especie Triatoma sdrdida
(vector secundario) en el ciclo doméstico de transmision de Trypanosoma cruzi. Se
aplicaron técnicas moleculares asociadas a indicadores entomoldgicos y epidemioldgicosa
436 ejemplares de T. sordida capturados en 147 viviendas del Chaco Paraguayo. Se detecto
infestacion y colonizacion en el intradomicilio y peridomicilio por T. sordida en 12 (8.2%) vy
79 (53.7%) viviendas de las 147 evaluadas, respectivamente. Al menos un ejemplar
infectado con T. cruzi fue detectado por PCR en las 12 viviendas con colonizacion
intradomiciliar y en dos de ellas por caracterizacion molecular se detecté en ninfas el
genotipo TC2. Adultos y ninfas en el peridomicilio de 4 viviendas dieron positivo para el
genotipo TC1. Se estima un elevado riesgo de transmision de T. cruzi intradomiciliar del
87%.Estos resultados evidencian capacidad adaptativa de esta especie en el domicilio, y un
incremento de su potencial vectorial para transmitir la enfermedad de Chagas en el Chaco
Paraguayo.
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Trypanosoma cruzi intradomicile transmission in the

Paraguayan Chaco
ABSTRACT

The Gran Chaco is an eco-region that includes Argentina, Bolivia and Paraguay; where the
vectorial transmission of Chagas disease by Triatoma infestans (main vector) is a public
health problem up to date. The Paraguayan Chaco occupies 25% of this region,
characterized by low population density and dispersed locations. The aim of this study was
to determine the potential role of the specie Triatoma sordida (secondary vector) in the
domestic cycle of transmission of Trypanosoma cruzi. Molecular techniques associated with
entomological and epidemiological indicators were applied in 436 specimens of T. sordida
captured in 147 dwellings of the Paraguayan Chaco. Infestation rate and colonization by T.
Sordida was detected in the intradomicile and peridomiciliary in 12 (8.2%) and 79 (53.7%)
of the 147 dwellings, respectively. In 12 houses were colonization was observed, at least
one specimen was PCR-T. cruzi positive, and in two of them genotype TC2 of T. cruzi were
detected innymphs by molecular characterization. Adults and nymphs in the peridomiciliary
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of 4 houses were positive for genotype TC1.A high risk of indoor transmission of T. cruzi is
estimated in 87%. These results demonstrate adaptive capacity of this specie in the
intradomicile, and increased vector potential to transmit Chagas disease in the Paraguayan
Chaco.

Keywords: T. cruzi, genotypes,T. sordida, infestation, colonization.

INTRODUCCION

En la enfermedad de Chagas el principal vector transmisor del Trypanosoma cruzi (agente
causal) en la Regién del Cono Sur de América Latina, es el Triatoma infestans. Esta via de
transmision ha disminuido notablemente en la ultima década, gracias a las decisiones
politicas y técnicas de los paises que con actividades sostenidas de control vectorial han
logrado el corte de la transmision intradomiciliar de T. cruzi por esta especie (1-3).

En la actualidad existe un riesgo permanente de re-infestacion de las viviendas desde
focos residuales de T. infestans como también el riesgo de la invasion de viviendas por
especies secundarias si no se llevan a cabo acciones de vigilancia entomoldgica sostenidas
en el tiempo y espacio (4,5). Los patrones ecoldgicos de estos vectores se han modificado
por el efecto de la deforestacién de bosques tropicales (6,7).

Muchas de las especies nativas adquieren importancia epidemioldgica debido a la
capacidad de intercambio entre habitats selvaticos y domésticos, asi como por su
potencialidad para reemplazar el nicho ecoldgico de triatominos estrictamente domiciliarios,
luego de la disminucién de estas especies por la acciones de control y vigilancia vectorial®.
Por esta razon es importante considerar la presencia de especies nativas de focos selvaticos
en proceso de colonizacion de las viviendas humanas y que son clasificados como vectores
potenciales para la transmision de la enfermedad, tales como las especies: Triatoma
sordida, Triatoma guasayana, Pastrongilusmegistus y otros (9,10).

T.sordida estd asociado como fuente de re-infestacién de viviendas tratadas con
insecticidas (11). Se ha descrito que en la region del Chaco paraguayo, tanto el control
vectorial como la vigilancia entomoldgica se ve afectado por el aislamiento de las viviendas
y problemas de acceso que unidos a las costumbres culturales de los habitantes (tribus
indigenas), hace que aln persistan viviendas infestadas, a pesar de los esfuerzos realizados
por el servicio nacional de control vectorial®. El Programa Nacional de Chagas realiza
actividades de vigilancia entomoldgica en areas endémicas, en el Chaco. En un reporte del
afio 2013 se indica que fueron evaluadas entomoldogicamente 1.840 viviendas y rociadas
1.100 viviendas, capturando 663 ejemplares de T. sdrdida y colonizacion intradomiciliar del
T. sordida en las viviendas (12).Se realizé este estudio con el fin de obtener indicadores
gue permitan inferir sobre el potencial de T. sérdida como vector en la transmision de la
enfermedad de Chagas en esta region del pais.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y poblacion: Se analizaron 436ejemplares de T. sordida capturados
entre los anos 2010-2013 en 147 viviendas de 40localidades dispersas en los tres
departamentos de la Region Occidental o Chaco. En Alto Paraguay los ejemplares fueron
capturados en 64 viviendas ubicadas en 9 localidades dispersas en 2 distritos; mientras que
en Boqueron y Pte. Hayes, los ejemplares fueron capturados en 51 y 32 viviendas, ubicadas
en 18 y 15 localidades de 3 y 4 distritos, respectivamente. Datos epidemioldgicos como sitio
de captura y estado evolutivo de los triatominos fueron registrados en cada vivienda.

Los ejemplares de T.sordida fueron previamente clasificados taxondmicamente seguln
Lent y Wygodzinsky (13) por especie y estado evolutivo, en el Departamento de
Entomologia del SENEPA, y fueron remitidos al Dpto. de Biologia Molecular y Biotecnologia
del IICSdonde se conservaron a -20°C hasta su procesamiento. Cabe resaltar que no se han
detectado triatominos de la especie T. infestans y T. guasayana en las localidades donde
fueron capturados los ejemplares de T. sordida durante el periodo del presente estudio.

El peridomicilio de las viviendas del Chaco Paraguayo se caracteriza por no contar con
una delimitacion entre el area silvestre y las viviendas. Esto se observa mayormente en las
poblaciones indigenas, mientras que en las viviendas de menonitas y paraguayos criollos la
acumulacién de lefia y gallineros es lo mas resaltante. Animales domésticos, principalmente
perros se observa en la mayoria de las viviendas.
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Diseccion de triatominos: Se realiz6 la diseccion de los insectos para realizar la
extraccion de ADN de cada ejemplar, cada uno de los 436 ejemplares disectados fue
colocado en tubos y se resuspendieron en buffer de lisis compuesto por solucién Tris pH 7,4,
EDTA, NaCl y SDS.

Extraccion de ADN: Se realiz6 la incubacién de cada tubo con 5 ul de proteinasa K (20
ug/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 extraccion: fenol-cloroformo descrito por
Sambrook et al. (14)y precipitacion con etanol, previa adicion de 20 pg de glucégeno vy
acetato de sodio 3M, pH 5,4 en un 10% del volumen recuperado. El sedimento de ADN se
disolvié en 100 L de agua destilada estéril.

Infeccién natural con T.cruzi y caracterizacion molecular:

La identificacién especie especifica de T.cruzi fue por el método PCR empleando como
blanco las secuencias repetitivas de ADN nuclear (microsatélites) de T.cruzi, utilizando los
cebadores TCZ1 y TCZ2 descrito por Moser et al.(15).

La identificacién de genotipos de T.cruzi: se realizd6 por medio de la amplificacién del gen
constitutivo de la regiéon del mini-exén (16).

Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 2%, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados bajo un transiluminador UV (16).

RESULTADOS

Se recibieron en el laboratorio un total de 436 ejemplares de T. sordida, colectados de
147 viviendas del Chaco en el periodo 2010-2013. La captura de ejemplares en cada
vivienda es una actividad realizada dentro de la vigilancia entomoldgica, en localidades
previamente fumigadas por la presencia de T. infestans. No se han registrado otras especies
en intradomicilio o peridomicilio de las viviendas incluidas en este estudio.

En relaciéon al lugar de captura y estadio, se observo que 12 (8.2%) y 79 (53.7%) de las
147 viviendas evaluadas estaban infestadas con ninfas en el domicilio y peridomicilio,
respectivamente (tabla 1). En el intradomicilio de las 23 viviendas se capturaron 69
ejemplares de los cuales 33 (47.8%) estaban infectados con T. cruzi (tabla 2).

Tabla 1. Distribucion de las 147 viviendas infestadas con 7. sordida segun el sitio de
captura, colonizacion y ejemplares infectados con T. cruzi.

N° de viviendas con T. sordida

Estadio de Viviendas con Viviendas con
ejemplares INTRADOMICILIO ejemplares PERIDOMICILIO ejemplares
capturados Total infestadas infectados con T. Total infestadas infectados con
cruzi (**) T. cruzi (**)
Ninfas (*) 12 (8.2%) 12 (100%) 79 (53.7%) 30 (38%)
Solo ejemplares o o o o
adultos 11 (7.5%) 8 (72.7%) 45 (30.6%) 20 (44.4%)
Total 23 (15.7%) 20 (87%) 124 (84.4%) 50 (40.3%)

*La presencia de ninfas en el domicilio de las viviendas es un indicador de colonizaciéon, se han detectado
ejemplares adultos en las viviendas colonizadas. **Viviendas donde se ha detectado al menos un ejemplar
infectado con T. cruzi
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Tabla 2. Distribucién de 436 ejemplares de T. sordida segun estado evolutivo, lugar de
captura e infeccién con T. cruzi.

N° de ejemplares de T. sordida

ESTADO EVOLUTIVO Infeccion Infeccion con
INTRADOMICILIO con T. cruzi PERIDOMICILIO T. cruzi
Ninfas 37 21(56.8%) 170 37 (21.8%)
Adultos 32 12 (37.5%) 197 22 (11.2%)
Total 69 33 (47.8%) 367 59 (16.1%)

Un total de 92 (21%) ejemplares de los 436 capturados dieron positivo por PCR para T.
cruzi. En 6 ejemplares se pudo determinar el genotipo TC1 o TC2 por amplificacion del mini-
exon, adultos y ninfas capturados en peridomicilio con el genotipo TC1 (selvatico), y ninfas
capturadas en intradomicilio con el genotipo TC2 (domiciliar).

En la figura 1 se puede observar los productos de amplificacion de 300 pb y 350 pb del
gen mini- exén, para la determinacion de los genotipos de T. cruzi.

400 bp

300bp =>
200 bp

100 bp

<€— 350bp

Figura 1. Amplificacion de ADN del gen mini-exon para determinacion de linajes de
T. cruzi. Carril 1: producto de amplificacion de control positivo de TC2; cepa de referencia
MNcl; () de 300pb. Carril 2: producto de 300 pb correspondiente a una muestra de T.
sordida (TC2). Carril 3: Marcador de peso molecular (100 pb).Carril 4: producto amplificado
de control positivode TC1; cepa de referencia Xio Cl> () de 350bp. Carriles 5, 6, 7:
productos de 350pb (TC1) correspondientes a tres muestras de T. sordida. Carril 8: Control
negativo de reaccion de PCR (H20).

DISCUSION

En el presente trabajo se describe uno de los mayores indices de infestacion
intradomiciliarporT. Sordida (15.7%), en donde el 87% de las viviendas infestadas
presentaban al menos un ejemplar infectado con T. cruzi. Otros autores han descrito
infestacion intradomiciliar de T. sordida en areas previamente ocupadas por T. infestans,
pero con un indice de infestacién e infeccion natural inferior (17-19) al observado en este
trabajo.

La preferencia de T. sordida en el peridomicilio sigue siendo mayor con respecto al
domicilio, teniendo en cuenta que de las 147 viviendas infestadas 124 (84.4%) presentaban
como sitio de captura el peridomicilio. Sin embargo, se evidencia un alto riesgo de
transmision vectorial intradomiciliar por T. sordida, si consideramos que en las 12(100%)
viviendas colonizadas de las 23 viviendas totales infestadas en el intradomiciliose detect6 al
menos un ejemplar infectado naturalmente con T. cruzi.
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Se observa un elevado indice de infeccion natural que supera a lo publicado hasta la
fecha, mayor en los triatominos capturados en el intradomicilio que en los encontrados en el
peridomicilio, con indices del 47.8% (33 infectados de 69 capturados y 16.1% (59
infectados de 367 capturados), respectivamente. En otros paises de la regién, como en
Bolivia donde T. sordida es la segunda especie considerada de importancia epidemioldgica,
un estudio realizado en el Dpto. de Santa Cruz (corresponde a la eco-regién del Chaco), han
reportado la presencia de T. cruzi en un 16,2% de los ejemplares de T. sordida del
intradomicilio (20).

Triatoma sordida representa un problema epidemioldgico en numerosos paises del Cono
Sur debido a su amplia valencia ecoldgica, que se manifiesta en su hallazgo en biotopos
silvestres, peridomésticos, asi como dentro de la vivienda (21).En Argentina, existen
publicaciones que indican desde el 2% hasta el 12% de infeccidon natural en ejemplares de
T. sordida capturados en el peridomicilio (22,23).

La densidad de ejemplares de T. sordida en el peridomicilio es mayor que en el domicilio,
367 triatominos en 80 viviendas y 69 triatominos en 67 viviendas, respectivamente; lo que
evidencia una adaptacion aun fuerte de T. sdrdida alperidomicilio.

Concluimos que en la Region del Chaco Paraguayo existe un alto riesgo de transmisién
vectorial intradomiciliar de T. cruzi por T. sordida si tenemos en cuenta el nimero de
ejemplares de T. sordidacapturados en el intradomicilio (colonizaciéon), la elevada infeccidon
natural y la deteccion del genotipodoméstico TC2 en ejemplares de T sordida en dos
viviendas.Los resultados obtenidos en este estudio permiten inferir que existe un alto riesgo
de transmision vectorial de la enfermedad de Chagas por T. sordida. Se evidencia una
fuerte invasion de esta especie en el domicilio de viviendas del Chaco Paraguayo, un vector
nativo y con adaptacion demostrada al peridomicilio. No existian hasta la fecha indicadores
fuertes de adaptacion al intradomicilio, por lo que el presente trabajo adquiere relevancia
para las acciones de control vectorial y vigilancia epidemioldgica en la Region del Gran
Chaco.
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