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Resumen

Objetivo. Determinar las caracteristicas biolégicas y moleculares de las cepas de Panstrongylus sp.
nativas del norte del Perl. Métodos. Estudio observacional, descriptivo. Se utilizd material biologico
procedente de 5 diferentes regiones del norte del Perd, y por muestreo intencional se selecciond una
muestra de 50 especimenes. Para la caracterizacion de los especimenes a nivel molecular, se usé el
marcador ITS-2 del ADN ribosomal, mediante la técnica del PCR. Resultados. El 100% de las muestras
fueron clasificadas como Panstrongylus herreri. A nivel molecular se observaron 3 patrones diferentes de
la banda ITS-2: 960pb, 800pb y 750pb. Conclusién. 100% de las muestras fueron Panstrongylus herreri,
capturados en ambientes intradomiciliarios de regiones del norte del Pert, con un patron de ITS-2.

Palabras clave: Biologia Molecular; Panstrongylus; Enfermedad de Chagas; PerU (fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Objective. To determine the biological and molecular characteristics of the Panstrongylus sp. native to
northern Peru. Methods. Observational, descriptive study. Biological material from 5 different regions of
northern Peru was used, and a sample of 50 specimens was selected by intentional sampling. For the
characterization of the specimens at the molecular level, the ITS-2 marker of ribosomal DNA was used,
using the PCR technique. Results. 100% of the samples were classified as Panstrongylus herreri. At
the molecular level, 3 different patterns of the ITS-2 band were observed: 960bp, 800bp and 750bp.
Conclusion. 100% of the samples were Panstrongylus herreri, captured in intra-household environments in
northern regions of Peru, with an ITS-2 pattern.

Keywords: Molecular Biology; Panstrongylus; Chagas Disease; Peru (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Los triatominos son insectos hema-
tofagos pertenecientes a la familia Re-
duvidae y de la subfamilia Triatominae.
Tienen importancia epidemioldgica por-
gue un grupo de ellos transmiten el pro-
tozoario Trypanosoma cruzi, el agente
etioldgico de tripanosomiasis americana,
conocida como la enfermedad de Cha-
gas. En el norte del Peru existe una gran
diversidad de triatominos que cumplen el
rol de vector para la transmision de pa-
rasito Tripanosoma cruzi **** y uno de
ellos, el mas importante, es el triatomi-
no Panstrongylus herreri, por encontrar-
se en mayor porcentaje (mas del 90%)
en los estudios de campo realizados en
la zona norte o nororiente del pais, en-
contrando la mayoria de sus estadios en
areas intradomiciliarias ®'; asi por ejem-
plo, se ha reportado la presencia de este
triatomino en los departamentos de Piu-
ra, Cajamarca y Amazonas 9.

Para la clasificaciéon de los vectores de
los distintos parasitos, la taxonomia es
una herramienta base ©; sin embargo,
en los ultimos afios se ha complemen-
tado con herramientas moleculares para
realizar un analisis mas exacto y rapido.
Marcilla en el 2001 utilizé la regién del
segundo separador transcrito interno de
ADN ribosomal (ITS-2) como marcador
molecular para poder resolver relaciones
existentes entre distintas poblaciones de
triatominos. Esto permitié diferenciar a
los triatominos por el tamafio (nimero
de pares de bases) de amplificacién de
dicha regién ™. Luego, en 2002 Marcilla
realizd un estudio con los distintos géne-
ros de Panstrongylus indicando que Pans-
trongylus herreriy Panstrongylus lignarus
son la misma especie. Estos estudios
apoyan que dichas regiones de ADNr son
muy importantes para estudios filogené-
ticos y a varios niveles taxondmicos ®.

En el Peru, los estudios moleculares
por PCR en triatominos, sobre todo en
la regién norte del pais, son escasos. El
unico realizado fue en el afio 2008 por
Ancca, quien realizd un estudio en los de-
partamentos de Cajamarca y Amazonas,
reportando la presencia de Panstrongylus
herreri infectados por Trypanosoma cruzi,
y encontrando una amplificacién de la re-
gién ITS-2 de 960 pares de bases (pb) ©.

Si bien se ha reportado la presencia de
este vector en zonas donde antes no se
habia reportado ®% es aun desconoci-
da su presencia en otras areas geografi-
cas de nuestro pais. Asi, el objetivo de la
presente investigacion fue determinar las
caracteristicas bioldgicas y moleculares
de las cepas de Panstrongylus sp. nativas
del Perd, reportadas en distintas regio-
nes del Perd. Ademas de caracterizarlas y
agruparlas genéticamente para su mejor
estudio y control, utilizando el marcador
molecular ITS-2 del ADN ribosomal, me-
diante la técnica del PCR %12,

METODOS

Se realizd un estudio observacional
descriptivo, en los departamentos de
Trujillo (Trujillo), Amazonas (Bagua), Caja-
marca (Cajabamba, Chota), y Ucayali (Pu-
callpa- Campo verde). La recoleccion de
vectores se realizé desde setiembre 2014
a abril de 2015; vy la identificacion mole-
cular entre agosto 2016 a diciembre 2019.

Recoleccidon de triatominos

Se realizd la coleccion de muestras
de vectores segun el protocolo realizado
por Solis et al.® donde la colecta de es-
pecimenes se realiza principalmente en la
mafiana en zonas intradomiciliarias, reco-
lectando manualmente en bolsas de plas-
tico para luego ser trasladados a frascos
de boca ancha cubiertos con un tul para
mantenerlos vivos, rotulados segun fecha
de captura, procedencia y en qué ambien-
te se encontraron. Las muestras obtenidas
fueron remitidas al Laboratorio de Serolo-
gia y Bioquimica Parasitaria del Instituto
de Medicina Tropical Daniel A. Carrion de
la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Todos los
especimenes de triatominos (ninfas y/o
adultos hembras y machos) fueron iden-
tificados segun la clave dicotémica de
Lent & Wygodzinsky ®3. Los triatominos
colectados se mantuvieron en frascos de
vidrio cubiertos con tul para una adecua-
da oxigenacién y facilitar su supervivencia;
asimismo, fueron alimentados con sangre
de aves (pollos) hasta el momento de la
extraccién de ADN.

Poblacion y muestra

La poblacién la conformé el material
bioldgico recolectado, que consistidé en

especimenes de Panstrongylus sp. pro-
cedentes de las regiones donde se hizo
la recolecciéon. Por medio de muestreo
intencional, se selecciond una muestra
de 50 especimenes: 10 especimenes de
cada region.

Identificacion bioldgica y molecular

Se utilizé como técnica la observacion,
y como instrumento la lista de verifica-
cion. La observacion se hizo mediante
la caracterizaciéon de los especimenes
de Panstrongylus sp. para su agrupacion
taxondmica, y para su identificacion mo-
lecular se utilizé el marcador molecular
ITS-2 del ADN ribosomal para su amplifi-
cacién mediante la técnica de PCR 91112,

El procedimiento de extraccion de
ADN se realizé entre los meses de di-
ciembre 2015 y agosto del 2016. El ADN
genomico del vector se obtuvo a partir
de las patas de cada insecto, utilizando
protocolos realizados por Ancca © vy Fra-
ga M. La extraccién del ADN gendémico
se realizd utilizando el kit DNeasy tissue
handbook de QUIAGEN® con un ajuste
de resuspensién final de 200 pL.

Luego de la extraccion de ADN se rea-
lizo la amplificacién de la region ITS-2 del
ADNTr con los primers especificos ©.

Sintesis de primers

Se sintetizaron los primers (cebado-
res/ iniciadores) para la amplificacién de
la regidn ITS-2 del ADNr. Los primers que
se utilizaron fueron los siguientes: 5.8T
(5'CATAGC GGT GGA TCA CTC GG) y 28T
(5’GCACTAT CAA GC A ACA CGA CTC) ®9),

Estandarizacion del PCR

Para realizar el PCR se considerd la
concentracion final de la reaccién de PCR
fue de 1X para el buffer de reaccion de
Taq polimerasa, 4mM de CIMg2 (Invitro-
gen ®), 2 mM para los dNTPs, 1 uM para
cada uno de los primersy 1 U ®Tag DNA
Polymerase (Invitrogen ®).

Las condiciones para el termociclador
fueron: inicio 92°C x 2 minutos; dena-
turacién 92°C por 30 segundos; alinea-
miento 55°C por 30 segundos; extension
72°C por 40 segundos. Este proceso se
llevd a cabo usando 33 ciclos, luego se
finaliz6 a 72°C por 2 minutos. Los pro-
ductos fueron visualizados mediante un
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gel de agarosa al 1% vy tefiidos con SYBR
green utilizdndose el marcador de peso
molecular 100 pb.

RESULTADOS

Se observaron especimenes de Pans-
trongylus sp. ninfas, adultos hembras o
machos. Todos fueron identificados segun
la clave dicotémica de Lent*® y Wygodz-
insky ™), y comparados con la clave de
Elliot ©. El 100% de especimenes evalua-
dos correspondieron morfométricamen-
te a la especie Panstrongylus herreri.

Respecto a la caracterizacion mole-
cular se observod la amplificacion de una
banda de interés: ITS-2. Las muestras
se corrieron por duplicado, ademas de
colocar dos controles negativos a fin de
verificar que no habia contaminacién
al momento de preparar las soluciones
para el PCR. En las 5 zonas de recoleccion
de muestras, se observaron 3 patrones
diferentes de ITS-2 en las muestras de
Panstrongylus herreri. Las muestras de la
zona de Trujillo y Ucayali presentaron una
banda de ITS-2 de 960pb, las muestras de
las zonas de Cajamarca y Cajabamba pre-
sentaron una banda ITS-2 de 800pb, y las
muestras de la regién de Bagua presenta-

ron una banda de 750pb (Figura 1).

DISCUSION

El género Panstrongylus ha sido loca-
lizado con denominaciones sindnimas en
diversas partes del Peru. Previamente se
establecié la presencia del vector en el
norte del Perl, predominantemente en
los departamentos de Cajamarca y Ama-
zonas, pero con estos resultados se pue-
de afirmar la presencia de Panstrongylus
herreri en los departamentos de Trujillo
y Ucayali.

Mediante la caracterizacion molecular
se pudo comprobar que la banda de ITS-2
de Panstrongylus herreri en Peru presen-
to tres patrones: 960pb (Trujillo, Ucayali);
800pb (Cajamarca, Cajabamba) y 750pb
(Bagua). Ancca y colaboradores encon-
traron en el 2008 muestras de Pans-
trongylus herreri que presentaron una
banda ITS-2 de un tamafio 960pb en los
departamentos de Cajamarca y Amazo-
nas, dicho tamafo de banda también fue
encontrado en las muestras obtenidas en
nuestro estudio, en los departamentos
de Trujillo y Ucayali respectivamente.

El afio 2017 se establecid, por primera
vez, la presencia de Panstrongylus ligna-
rius, también conocido como Panstron-
gylus herreri, en el estado de Rondonia,
Brasil, cuya apariciéon era preocupante,
porque se encontrd gque esta especie es-

Figura 1. Amplificacion del ITS-2: linea 1y 9, marcador de peso molecular de 100pb; linea 2:
Panstrongylus herreri (Bagua) 750pb; linea 3: Panstrongylus herreri (Cajabamba) 800pb; linea 4:
Panstrongylus herreri (Cajamarca) 800pb; linea 5: Panstrongylus herreri (Ucayali) 960pb; linea 6:

Panstrongylus herreri (Trujillo) 960pb; linea 7: Triatoma infestans-1000pb;
linea 8: Rodnius sp.-1300pb.
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taba infectada naturalmente con Trypa-
nosoma cruzi y habia evidencia de sus
capacidades de encontrarse localizada en
otros paises de América del Sur . Por su
parte, Ribero*”y colaboradores reporta-
ron la presencia de P. lignarius (P. herreri)
en el estado de Acre, zona limitrofe con el
departamento de Madre de Dios.

Se ha reportado que Panstrongylus
herreri es un vector principal de la enferme-
dad de Chagas, y su éxito como vector se de-
bia a su capacidad para establecer colonias
domiciliadas, concluyéndose que, a pesar de
haberse detectado una disminucion en las
tasas de oviposicion, el potencial de P herre-
ri como vector de la enfermedad de Chagas
en ambientes distintos del Amazonas debe
ser considerado 8,

Por su parte, Nevoa, Mendes, da Silva,
Soares, Oliveira, Ribeiro ¥ en su articulo
cientifico establecieron que los triatomi-
nos eran artrépodos hematéfagos vecto-
res de Trypanosoma cruzi, el agente cau-
sante de la enfermedad de Chagas

Ademas, se ha establecido que Pans-
trongylus lignarius, considerado uno de los
triatominos mas versatiles porque podia pa-
rasitar a diferentes hospederos, se encon-
traba en diferentes habitats y paises, tenia
un comportamiento selvatico, peri domésti-
coy doméstico, y era un vector muy impor-
tante de la transmision de enfermedad de
Chagas, especialmente en el Per( %9,

El género Panstrongylus se ha locali-
zado con denominaciones sindnimas en
diversas partes del Perd; y mediante los
resultados de esta investigacion, se ha es-
tablecido al 100% que las muestras obte-
nidas fueron Panstrongylus herreri. Debi-
do a su gran capacidad de adaptacion, es
posible ver su movimiento en la zona nor-
te del Per, Trujillo y Ucayali, y en otras zo-
nas de Sudameérica, Brasil principalmente.

Mediante la caracterizacion molecu-
lar, se demostré que mediante el marca-
dor molecular ITS-2 del ADN ribosomal,
se pudo observar 3 patrones diferentes:
960pb; 800pb; 750pb. De los cuales solo
el patron 960pb era el primero en ser
reportado en los departamentos de Ca-
jamarca y Amazonas, y en este estudio
dicho patrén se encontré en los departa-
mentos de Trujillo y Ucayali.
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