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RESUMEN

Objetivo: Determinar el tiempo de deteccion del gen Cytb en la identificaciéon
de fuentes alimenticias de Panstrongylus chinai vector de la enfermedad de
Chagas en Peru. Métodos: Se realiz6 una investigacién descriptiva y con disefio
experimental en el que se analizaron tres tratamientos (TP1, TP2 y TP3), cada
uno conformado por tres triatominos de la especie Panstrongylus chinai. Los
triatominos fueron alimentados con Gallus gallus (pollo), y la sangre fue aislada
del abdomen de los insectos en funciéon del tiempo transcurrido desde la
alimentacion. Los tiempos evaluados fueron 48 horas (TP1), 120 horas (TP2) y
192 horas (TP3). Se extrajo ADN total de las células sangre aislada, se amplifico
el gen Cytb mediante PCR y se realizd una digestion enzimdtica con la
restrictasa Haelll. La deteccion del gen Cytb para la identificacion de fuentes
alimenticias se llev6 a cabo mediante un ensayo de PCR-RFLP. Resultados: de
los tratamientos TP1 y TP2, se logré aislar sangre y los triatominos
Panstrongylus chinai sobrevivieron al procedimiento. En contraste, con TP3 no
se aislé sangre y los ejemplares analizados no sobrevivieron. De todas las
muestras de sangre, se extrajo ADN y se amplificé el gen Cytb de todas las
muestras de sangre. La digestion enzimatica del gen Cytb con la enzima Haelll
reveld fragmentos de ADN de 159 pb, 125 pb y 74 pb, que corresponden a los
RFLP del gen Cytb en Gallus gallus. Conclusiéon: La deteccion del gen Cytb para
identificar fuentes alimenticias de Panstrongylus chinai es viable hasta 120
horas post-alimentacion.

Palabras Clave: In vitro, Panstrongylus, citocromo b, PCR, RFLP. (Fuente:
DeCS BIREME).

SUMMARY

Objetive: Determine the detection time of the Cytb gene in the identification of
food sources of Panstrongylus chinai, a vector of Chagas disease in Peru.
Methods: A descriptive and experimental research design was conducted,
analyzing three treatments (TP1, TP2, and TP3), each consisting of three
Panstrongylus chinai triatomines. The triatomines were fed on Gallus gallus
(chicken), and blood was isolated from the insect abdomen according to the
time elapsed since feeding. The evaluated times were 48 hours (TP1), 120
hours (TP2), and 192 hours (TP3). Total DNA was extracted from the isolated
blood cells, the Cytb gene was amplified by PCR, and enzymatic digestion was
performed with the restriction enzyme Haelll. Detection of the Cytb gene for
food source identification was carried out using a PCR-RFLP assay. Results:
Blood was successfully isolated in treatments TP1 and TP2, and the
Panstrongylus chinai triatomines survived the procedure. In contrast, no blood
was isolated in TP3, and the analyzed specimens did not survive. DNA was
extracted and the Cytb gene was amplified from all blood samples. The
enzymatic digestion of the Cytb gene with Haelll revealed DNA fragments of
159 bp, 125 bp, and 74 bp, which correspond to the RFLP of the Cytb gene in
Gallus gallus. Conclusion: Cytb gene detection for identifying food sources of
Panstrongylus chinai is viable up to 120 hours post-feeding.

Key words: In vitro, Panstrongylus, citocromo b, PCR, RFLP. (Source: MeSH).
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INTRODUCCION

En el contexto del cambio climitico y la expansion de las
areas rurales, que favorecen la interacciéon entre animales
silvestres, domésticos y el ser humano, los patrones
alimenticios de los vectores del parasito Trypanosoma cruzi,
agente causal de la tripanosomiasis americana (enfermedad
de Chagas), han adquirido una relevancia creciente. La
enfermedad de Chagas es transmitida al ser humano y a otros
mamiferos silvestres y domésticos por insectos hematéfagos
conocidos como triatominos [1].

Entre 2000 y 2023, Pert ha registrado un total acumulado de
1,270 casos de enfermedad de Chagas, distribuidos de la
siguiente manera: 5 casos en 2000; 9 en 2001; 74 en 2002; 64
en 2003; 55 en 2004; 33 en 2005; 133 en 2006; 70 en 2007;
46 en 2008; 126 en 2009; 24 en 2010; 90 en 2011; 45 en 2012;
61 en 2013; 64 en 2014; 83 en 2015; 30 en 2016; 33 en 2017;
28 en 2018; 45 en 2019; 24 en 2020; 29 en 2021; 36 en 2022
y 63 en 2023 [2].

A pesar de su importancia, existen aun grandes vacios de
conocimiento acerca de las fuentes alimenticias de los
triatominos, con pocos estudios al respecto [3]. La
identificacién de las fuentes alimenticias de los insectos
hematoéfagos que transmiten enfermedades al ser humano
proporciona informacién crucial sobre los patrones de
alimentacion en condiciones naturales, la capacidad vectorial
del insecto, y ofrece datos importantes sobre los reservorios
potenciales, lo que ayuda a entender el ciclo epidemioldgico
de los patogenos [4,5].

Los métodos para identificar las fuentes de alimentacién de
insectos hematofagos incluyen técnicas basadas en
reacciones antigeno-anticuerpo, pero estas presentan
limitaciones como las reacciones cruzadas y la necesidad de
anticuerpos especificos en grandes cantidades. Ademas, las
modificaciones en los epitopos de los insectos debido a
procesos digestivos pueden reducir la especificidad y el
tiempo de deteccién [6,7,8]. En contraste, métodos
moleculares mas avanzados, como PCR multiplex, PCR
convencional, secuenciacion de ADN y PCR-RFLP, utilizan
marcadores moleculares nucleares y mitocondriales
[9,10,11,12]. La PCR-RFLP, en particular, permite identificar
las fuentes alimenticias al analizar el polimorfismo de los
fragmentos de restriccion de un gen especifico, detectando
diferencias en los fragmentos generados por enzimas de
restriccion [13].

El marcador molecular mis comunmente utilizado para
identificar las fuentes de alimentacion de insectos
hematofagos es el gen Citocromo b (Cytb), debido a que
presenta variaciones especificas en su secuencia que
permiten la diferenciacién entre especies, ademais de
encontrarse en un alto nimero de copias por célula, lo que
facilita su detecciéon [14,15,16]. Sin embargo, durante el
proceso de amplificacion del gen Cytb, es posible que
también se amplifique el material genético del sistema
bioldgico que estd siendo estudiado, lo que puede generar
interferencias en los resultados [17].

Los genes nucleares también se utilizan como marcadores,
pero tienen un numero limitado de copias por célula y su
deteccion es menos duradera, siendo confiable s6lo durante
las primeras 24 horas tras la recoleccién de la muestra
[18,19]. Para obtener resultados precisos en los
procedimientos moleculares, es crucial controlar varios
factores en el manejo de las muestras, como el adecuado
aislamiento y transporte de la sangre, la correcta relaciéon con
el conservante, la homogeneizacion para evitar hemolisis, la

10 | Revméd Trujillo.2025;20(1):9-15

Suceptibilidad de Aedes aegyti a Malathion.

prevenciéon de la coagulacién, la minimizacién de la
contaminacién bacteriana y el uso de agujas de tamafio
adecuado [20]. Ademads, es importante considerar que la
cantidad de sangre ingerida varia entre especies de insectos
y que los procesos digestivos, incluidos los efectos de la
actividad enzimdtica sobre el ADN, presentan diferencias
significativas [12].

En el Pert, existe una escasez de estudios que utilicen
técnicas eficaces para identificar las fuentes alimenticias de
insectos hematofagos y determinar los reservorios de los
agentes infecciosos que transmiten, lo que representa una
brecha en el conocimiento cientifico. Esta falta de
investigacion es particularmente relevante en el contexto del
cambio climitico y la expansion rural, que estin
incrementando la interacciéon entre animales silvestres,
domésticos y humanos, favoreciendo la propagaciéon de
enfermedades zoonéticas como la  tripanosomiasis
americana, transmitida por triatominos. Ante ello, la
aplicacién de estas técnicas moleculares en el campo de la
salud podrian contribuir a la prevencion de enfermedades
causadas por insectos vectores en paises tropicales como el
Pert. El objetivo del estudio fue determinar el tiempo de
deteccién del gen Cytb en la identificaciéon de fuentes
alimenticias de Panstrongylus chinai, vector de la enfermedad
de Chagas en Pert.

MATERIAL Y METODOS

Disefio: Se llevé a cabo un estudio in vitro de tipo descriptivo
y con disefio experimental, en el cual se evaluaron tres
tratamientos (TP1, TP2 y TP3) para determinar el tiempo de
deteccion del gen Cytb a partir del ADN extraido de la sangre
aislada del abdomen de ejemplares de P. chinai, alimentados
con Gallus gallus (vertebrado refractario a la infecciéon por T.
cruzi). Los tratamientos consistieron en el aislamiento de
sangre del abdomen de cada triatomino en distintos tiempos
posteriores a su alimentacion: TP1 a las 48 horas, TP2 a las
120 horas y TP3 alas 192 horas.

Poblacion de estudio y muestra: Se analizaron tres
ejemplares de P. chinai por tratamiento (en total nueve
ejemplares), en diferentes estadios de su desarrollo: ninfal
estadio 4, ninfal estadio 5 y adulto. La poblacion de insectos
proviene de una cepa originaria del centro poblado de Jibito
(4°54'16"S/80°44'47"0), ubicado en el norte de Peru.
Esta cepa ha sido previamente descartada de infeccion por T.
cruzi, ya que los insectos han sido criados con fines de
investigacion en el insectario del Centro de Investigacién y
Capacitacion en Entomologia - CICE de la Direcciéon
Subregional de Salud Luciano Castillo Colonna,
perteneciente al Gobierno Regional de Piura.

Procedimiento:

= Alimentacién de triatominos in vitro: Los triatominos de
cada tratamiento fueron alimentados durante 40 minutos.
Antes de la alimentacion, cada ejemplar se ubic6 en un vaso
de polipropileno con papel toalla en la base y cubierto con
tela tipo tull, la cual se fij6 con cinta adhesiva en los bordes
para evitar la fuga de los insectos. Posteriormente, cada
vaso que contenia un triatomino se colocé debajo del ala
derecha de G. gallus para que el insecto pudiera
alimentarse. Transcurrido el tiempo de alimentacién, cada
vaso fue trasladado a un corcho acondicionado para la
crianza, donde los ejemplares permanecieron en reposo
después de la ingesta de sangre.

Aislamiento de sangre y extracciéon de ADN de células
sanguineas: Los triatominos alimentados fueron expuestos
a acetato de etilo (C4HgO;) impregnado en algodon
durante 8 minutos, con el fin de inducir un estado de
inmovilizacion. Posteriormente, se utiliz6 una jeringa
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tuberculina cargada con 300 uL de soluciéon conservante
Shield DNA/RNA (Zymo Research) para la preservacion
de las células sanguineas. Luego de la alimentacion, se aislo
la sangre del abdomen de cada ejemplar segin el
tratamiento (TP1, TP2, TP3). El aislamiento de sangre se
realizé mediante puncién en la ampolla rectal del insecto
con una aguja de 0,5 x 16 mm, aspirando entre 80 y 100 uL
de sangre.

El ADN fue extraido de las células de la sangre siguiendo
las instrucciones del protocolo del Kit comercial Zymo
BIOMICS DNA Miniprep (D4300). Se modificé el paso de
lisis celular utilizando un macerado realizado con pistilos
plasticos estériles en lugar de las microperlas de silice,
seguido de una centrifugaciéon a 10,000 RPM. Finalmente,
15 uL del ADN obtenido fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 3% para verificar la calidad y
concentracién del ADN extraido.

PCR dirigida al gen CytB y digestién enzimatica: Se llevo
a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de
acuerdo con el protocolo descrito por Chena et al. (13) y
las indicaciones del kit GoTaq™ G2 PCR (Promega
M7801), y empleando los cebadores disefiados por Oshagi
et al. (18): Cytb1: 5'-
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3' (Forward) vy
Cytb2 5'-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3'
(Reverse). El volumen final de la reaccién fue de 50 uL,
compuesto por 22,5 pL de agua libre de nucleasas, 10 uL de
buffer 1X, 3 uL de MgCl, (1,5 mM), 1 uL. de dNTPs (200
uM), 2,5 uL de cebador Cytb1 (10 uM), 2,5 uL de cebador
Cytb2 (10 uM), 0,5 uL de la enzima GoTaq Polimerasa (1
U/reacciéon) y 8 uL de ADN extraido de las muestras. Las
condiciones térmicas del ciclaje fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguida
por 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 30 segundos,
hibridaciéon a 58 °C por 30 segundos, y extensiéon a 72 °C
por 1 minuto. Luego, se realizé una extensién final a 72 °C
durante 5 minutos, con conservaciéon a 4 °C hasta por 24
horas.

Para la digestion de los amplicones, se utiliz6 la enzima
restrictasa Hae III, que reconoce un sitio RFLP en Hae III
de G. gallus, siguiendo el protocolo del fabricante. La
mezcla de digestion consistié en 40 pL del producto PCR,
20 uL de buffer 1X y 15 uL de la enzima (10 U/reaccion).
La digestiéon enzimatica se llevé a cabo a 37 °C durante 15
minutos, seguida por una inactivacién a 80 °C durante 20
minutos. Posteriormente, 15 pL de los productos de la
digestion enzimatica fueron migrados por electroforesis en
gel de agarosa al 3%. Como resultado esperado, se observo
la presencia de tres fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica (RFLP) con tamaifios de 159 pb, 125 pby 74 pb,
conforme a lo reportado por Chena et al [13].
Electroforesis en gel de agarosa: Se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 3% utilizando una mezcla
que consistié en 2,7 gramos de agarosa, 90 mL de tampén
TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA), 4,5 uL. de bromuro de etidio
y 4 uL de colorante de carga (6X DNA loading dye). Se
cargaron 15 puL de cada muestra (ADN, amplicones y
productos de digestién enzimatica) en los pozos del gel. El
gel fue sometido a una electroforesis a 80 voltios y 200 mA
durante 40 minutos y como marcador molecular se utilizd
el Opti-DNA Marker (G016).
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Analisis de datos: Se utilizaron hojas de calculo del Software
Microsoft Excel Version 2021 para el registro de los
productos PCR y RFLP del gen Cytb que se obtuvieron por
cada muestra de sangre. De este modo, en el anilisis
descriptivo se especific6 el tamafio de las moléculas
obtenidas mediante comparacion con un marcador
molecular.

Consideraciones éticas:

En el presente estudio se sigui6 con los lineamientos éticos
establecidos en la Ley N° 30407 sobre el bienestar de los
animales. Asi como las pautas éticas del International
Council for Laboratory Animal Science (ICLAS).

RESULTADOS

Aislamiento de sangre: En los tratamientos TP1 y TP2, se
logré aislar sangre de los ejemplares de P. chinai, los cuales
sobrevivieron. Sin embargo, en el tratamiento TP3 no fue
posible aislar sangre, y los ejemplares no sobrevivieron, lo
que se atribuye a una disminucién del volumen sanguineo
debido a su degradacion, la profundidad de insercion de la
aguja para la aspiraciéon de sangre y el numero de intentos
realizados, que caus6 dafio en los 6rganos internos y la
eventual muerte de cada ejemplar. Por tanto, no es
recomendable proceder con el aislamiento a las 192 horas o
en ejemplares de P. chinai cuyos abdémenes no estén
distendidos debido a la escasa cantidad de sangre. Esta
observacion es aplicable a todos los estadios que componen
el ciclo bioldgico del insecto, especialmente a las ninfas de
estadios 4 y 5, ya que los insectos en estos estadios son de
menor tamafio (con abdomen mas pequefio que los adultos),
lo que los hace mas vulnerables a manipulaciones bruscas
que podrian ocasionar su muerte.

Por otro lado, en los tratamientos TP1 y TP2, de los cuales se
aisl6 sangre, se observé una diferencia en las caracteristicas
de la sangre obtenida entre las 48 y las 120 horas. A las 48
horas, la sangre presentaba un color rojo homogéneo con la
presencia de codgulos, mientras que a las 120 horas, el color
era rojo amarillento y no contenia coagulos. Estos resultados
sugieren que la sangre obtenida a las 48 horas no mostraba
signos evidentes de degradacion, mientras que la sangre a las
120 horas present6 indicios de procesos de descomposicion,
lo que apunta a una desnaturalizacién de células, como las
plaquetas o trombocitos, y de proteinas, como el colageno y
la trombina, que participan en la formacién de coigulos
(Figura 1).

Extraccion de ADN, PCR y digestion enzimatica del gen
CytB: Se logré la extraccion exitosa de ADN de la sangre
aislada en los tratamientos TP1 y TP2, evidenciado por la
apariciéon de bandas luminiscentes cercanas al pocillo, lo que
indica la presencia de ADN total proveniente de células
sanguineas (Figura 2A). Asi mismo, con la PCR se amplificd
el gen Cytb de todas las muestras, llegando a observarse
bandas de 358 pb (Figura 2B), lo cual demostré la obtencion
de material genético mitocondrial en el ADN total extraido.
Ademas, tras la digestion del gen Cyb con la enzima Haelll,
se identificaron fragmentos de 159 pb, 125 pb y 74 pb, que
corresponden a los polimorfismos de fragmentos de
restriccion (RFLP) del Cytb de G. gallus (Figura 2C).
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Panstrongylus chinai

oob s

Ninfaen Ninfaen Ninfa en Ninfa en Adulto 9

estadio 4  estadio 5 estadio 4 estadio 5

Figura 1. P. chinaiy muestras de sangre aisladas del abdomen a las 48 horas (TP1) y 120 horas (TP2). A. P. chinai del tratamiento
TP1 luego de ingerir sangre de G. gallus. B. P. chinai del tratamiento TP2 luego de ingerir sangre de G. gallus. C. Sangre aislada a las
48 horas en ninfa 4, ninfa 5 y adulto. D. Sangre aislada a las 120 horas en ninfa 4, ninfa 5 y adulto. Flecha negra sefiala diferencias
en el aspecto de la sangre.

48 Horas 120 Horas
A A

A

1500pb
1000pb

1500pb

- 500pb

S - 2500
- 200pb

- 15000
- 100pb

- 50pb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 3%. A. ADN extraido. B. Productos de PCR (Amplicones). C. Productos de digestion
enzimdtica. (N4. Ninfa 4. N5. Ninfa 5. A. Adulto. M. Marcador de peso molecular 100 pb).

12 | Revméd Trujillo.2025;20(1):9-15



Suceptibilidad de Aedes aegyti a Malathion.

DISCUSION

A pesar de que Pert es un pais tropical que continuamente
es impactado por brotes de enfermedades metaxénicas y/o
escenarios epidémicos de enfermedades transmitidas por
insectos vectores, pocos son los estudios enfocados en la
prevencion. Mis atn en el contexto del cambio climdtico que
brinda las condiciones Optimas para la transmision de
enfermedades por vectores [20].

En nuestro estudio, se logré el aislamiento de sangre del
abdomen de P. chinai alimentados con G. gallus a las 48 y 120
horas, lo que permiti6 observar diferencias en el aspecto de
la sangre recolectada a lo largo del tiempo. A las 48 horas, la
sangre tenia un color rojo uniforme con residuos de
codgulos, mientras que a las 120 horas present6 un tono
amarillento y no mostraba codgulos. Esta variaciéon en el
color y la presencia de codgulos es indicativa de procesos
fisiolégicos y bioquimicos que ocurren en el insecto a medida
que la sangre ingerida se degrada. La degradacion de la sangre
puede explicarse en parte por la hemolisis, un proceso en el
cual los globulos rojos son destruidos, liberando
hemoglobina en el plasma [23,24], dicho fenémeno es
consistente con lo observado a las 120 horas, cuando la
sangre presenta un color amarillento. De acuerdo con Ochoa
y Bouda (2007) y Lépez (2016), la liberacion de proteinas
como el fibrinégeno, que juega un papel crucial en la
coagulacién, puede resultar en la formacién de coagulos
durante la toma de muestras, esto explicaria que la sangre
aislada a las 48 horas del abdomen del triatomino difiera en
su aspecto con la sangre aislada a las 120 horas, siendo la
primera la que se encontré mis fresca. Segiin Vegara et al.
[12], 1a degradaciéon de la sangre varia dependiendo de la
cantidad ingerida por el insecto y de las enzimas digestivas
presentes en su intestino. Estos procesos enzimiticos
pueden favorecer la descomposicién de las células
sanguineas y de las proteinas plasmaticas, lo que influye en
el color y la visibilidad de codgulos en la muestra. Por tanto,
los resultados obtenidos en este estudio son coherentes con
la literatura existente sobre los procesos de degradacién
sanguinea que observamos. Estos hallazgos refuerzan la
importancia de considerar el tiempo transcurrido desde la
ingestion para la interpretacién de las muestras sanguineas
en estudios de identificacion de fuentes alimenticias en
insectos hemato6fagos.

En cuanto al tiempo de deteccion del gen Cytb, se logrd
amplificar a las 48 y 120 horas, lo que sugiere que el ADN
mitocondrial (molécula analizada en el presente estudio),
puede conservarse durante al menos 120 horas después de la
ingestion de la sangre. Asi mismo, la digestion enzimatica del
gen Cytb con la enzima Haelll result6 en tres fragmentos de
ADN de 159 pb, 125 pb y 74 pb, que concuerdan con los
reportados por Chena et al. [13] y Oshagi et al. [18], quienes
utilizaron los mismos cebadores en sus respectivos estudios.
Este hallazgo confirma la aplicabilidad de la técnica PCR-
RFLP en el anilisis de 1a sangre del abdomen de triatominos,
especificamente para identificar fuentes alimenticias. Por
otra parte, el uso de genes mitocondriales como el Cytb, para
la identificacién de fuentes alimenticias es ventajoso debido
a su alta copia por célula, con estimaciones que sugieren
hasta 200 copias por célula [27], lo que facilita su deteccion
en muestras biologicas. Asi mismo, la técnica PCR-RFLP,
también se ha empleado para estudiar la distribucion de
poblaciones de triatominos [28], demostrando ser efectiva no
solo en la identificacion de especies de triatominos, sino
también en la determinaciéon de sus fuentes alimenticias,
como en el caso de Triatoma sordida [29] y P. chinai como
hemos demostrado en esta investigacién. Sin embargo,
existen otras metodologias como la amplificacion de
marcadores universales seguido de una secuenciacion de
ADN, la PCR multiplex y la prueba serolégica de precipitina
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también han sido utilizadas para estos fines [9,14,3,30].
Aungque existen diversas técnicas moleculares y serologicas
para la identificacién de fuentes alimenticias en triatominos,
el uso de la PCR-RFLP con el gen Cytb es relativamente
escasa en la literatura académica peruana enmarcada en el
campo de la salud. Esto representa una brecha en la
investigacion, ya que no se ha reportado el uso de esta
técnica en especies de triatominos locales, como P. chinai.
Mis atin, no existen estudios previos que hayan estimado el
tiempo de deteccion del gen Cytb en este contexto, lo que
hace que nuestros resultados sean particularmente
relevantes para la viabilidad de esta técnica en estudios
epidemiolégicos y/o la prevencion de enfermedades
metaxénicas en el Pert.

La implicancia del presente estudio es particularmente
significativa en el contexto del cambio climatico y la
expansioén rural, fenémenos que estdn modificando las
interacciones entre animales silvestres, domésticos ¥y
humanos. Estos cambios aumentan la distribuciéon de los
vectores de T. cruzi, el agente etioldgico de la enfermedad de
Chagas, haciendo atn mais relevante el estudio de los
patrones alimenticios de estos insectos hematofagos.
Ademids, como se ha documentado en investigaciones
previas, en Perd se han identificado varios reservorios
silvestres del patégeno, entre los que se incluyen especies
como Rattus norvegicus (rata gris), Saimiri boliviensis (mono
ardilla), Tamarinus nigricollis (titi cuellinegro), Didelphis
paraguayensis pernigra (zarigiieya andina) y Phyllotis sp.
(raton) [332]. Estos reservorios representan un riesgo
significativo para la transmisién de Trypanosoma cruzi y la
propagacion de la enfermedad de Chagas, por lo que la
identificaciéon precisa de las fuentes alimenticias de los
vectores resulta esencial para el desarrollo de estrategias de
prevencion y control efectivas.

Nuestro estudio presenta tres limitaciones que deben ser
tomadas en cuenta. En primer lugar, la evaluacion del tiempo
de deteccion del gen Cytb se limita exclusivamente a P. chinai
alimentados con G. gallus, por lo que no es posible
generalizar los resultados con la sangre de otras especies de
organismos vertebrados, debido a las diferencias en el tipo
de sangre, la cantidad y la morfologia celular. De igual forma,
esta restriccion debe aplicarse a otras especies de
triatominos, ya que la degradacion de la sangre podria variar
debido a diferencias en la microbiota y en las enzimas
presentes en el intestino segun la especie. En segundo lugar,
factores metodologicos como la profundidad en que se
insert6 la aguja y la presion aplicada durante el aislamiento
de sangre, podrian haber influenciado tanto en la cantidad de
sangre aislada, asi como en la mortalidad de los triatominos
que se vio en el tratamiento TP3. En tercer lugar, debido a la
naturaleza de la investigacion, se present6 la limitacion de no
utilizar anticoagulantes en el aislamiento de la sangre, ya que
el objetivo principal fue determinar el tiempo de deteccion
del gen Cytb en funcién del estado de la misma luego de
obtenerse del abdomen del triatomino. No obstante, a pesar
de estas limitaciones, se cumpli6 el objetivo de estudio ya
que nuestros resultados indican que es posible identificar
fuentes alimenticias como G. gallus a partir de la sangre del
abdomen de P. chinai hasta por 120 horas después de su
ingestion.

CONCLUSIONES
el presente estudio evidenci6 que el tiempo miximo para la
deteccion del gen Cytb para identificar fuentes alimenticias
en P. chinai, un vector de la enfermedad de Chagas en Perd,
es de 120 horas después de la alimentacion. Luego de este
periodo, la sangre entra en un proceso de digestion en el
abdomen del triatomino (aproximadamente a las 192 horas),
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disminuyendo e impidiendo su aislamiento para el andlisis de
fuentes alimenticas.

Por otro lado, a pesar de que la sangre recolectada a las 120
horas (TP2) presenta evidentes signos de degradacion en
comparacion con la obtenida a las 48 horas (TP1), en ambos
tratamientos se logr6 extraer ADN con éxito y amplificar el
gen Cytb. Estos resultados indican que, aunque la calidad de
la sangre disminuye con el tiempo debido a la degradacién,
la capacidad para recuperar material genético y amplificar un
gen mitocondrial como el Cytb se mantiene viable, hasta las
120 horas post-alimentacion.

Se sugiere que para futuras investigaciones, se considere el
desarrollo de técnicas menos invasivas para el aislamiento de
sangre directamente del abdomen de triatominos, con el fin
de evitar la mortalidad de los insectos y facilitar su
conservacion para estudios posteriores. Asimismo, se
recomienda que la Dbiotecnologia molecular sea
implementada y complementada con la entomologia médica
para innovar las estrategias de vigilancia
entomoparasitolégica en Perd, ya que mediante técnicas
moleculares como la PCR-RFLP se podrd realizar el
monitoreo de los patrones alimenticios de insectos
hematofagos como los triatominos y la identificaciéon de
potenciales reservorios de distintos agentes etiologicos, 1o
cual permitiria mitigar el riesgo de futuros brotes epidémicos
y mejorar las medidas de control sanitario.
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