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| Resumen QS

La presente investigacion es una contribucién
al estudio y caracterizacion de Yersinia pestis
patégeno zoonotico con amplio rango de hospe-
dadores y de transmisor, diversidad genética y
variabilidad, por lo que se impone la necesidad
de investigarlo en insectos vectores y reservorios
como potenciales de transmision de peste en la
provincia de Ascope- Regioén La Libertad, MATE-
RIAL Y METODO: Estudio prospectivo, longitu-
dinal y descriptivo, comprendido por la captura
de roedores, gatos o perros utilizando trampas
de metal y trampas guillotina en el intradomicilio
y peridomicilio. Para la colecta de las pulgas se
paso un peine por encima del pelaje de los ani-
males capturados. Para la caracterizaciéon mo-
lecular de Y.pestis se realizé la técnica de PCR
utilizando cebadores Yp171 y Yp12 de Yersinia

\ Abstract QU

This research is a contribution to the study and
characterization of Yersinia pestis zoonotic patho-
gen with a wide host range and transmitter, gene-
tic diversity and variability that prevails. The need
to investigate Yersinia pestis in insect vectors and
reservoirs as potential transmission of plague in
the province Ascope- Region of La Libertad, MA-
TERIAL AND METHOD: A prospective, longitudi-
nal and descriptive study comprised of catching
rodents, cats or dogs using metal tramps and gui-

pestis (GenBank: CP010294.1). RESULTADOS:
Los hallazgos muestran a Didelphys marsupialis,
“Zariguieya”; Oryzomis xantheolus “Rata arroce-
ra’; Rattus rattus “Rata gris” y Cavia porcellus.
Xenopsylla cheopis, Pulex irritans, Ctenocepha-
lides canis y C. felis son los géneros de pulgas
encontrados. Los ensayos de PCR realizados
con el ADN total revelaron fragmentos de 148 pb.
Evidencias que han demostrado el uso de PCR
en la identificacion de genes localizados en los
plasmidos de Y. pestis directamente desde los
animales e insectos capturados.

Palabras claves: Yersinia pestis, peste bubodni-
ca, reservorios, insecto transmisor, PCR, plasmi-
dos

llotine tramps in the intradomicile and dwellings.
He ran a comb for gathering fleas over the coat
of trapped animals. For Y. pestis Molecular Cha-
racterization of the PCR was performed using pri-
mers Yp12 Yp11 and Yersinia pestis (GenBank:
CP010294.1). RESULTS findings show Didel-
phys marsupialis, “Opossum” Oryzomis xantheo-
lus “Rat Rice” Rattus rattus “Grey Rat” and Cavia
porcellus. Being Xenopsylla cheopis, human flea,
Ctenocephalides canis and C. felis flea found.
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PCR assays performed with total DNA revealed
fragments of 148 bp. Evidence has shown that the
use of PCR to identify plasmids located in Y. pestis
directly from animals and insects captured genes.

Key words: Yersinia pestis, plague, reservoirs,
transmitting insect, PCR, plasmids.

1. INTRODUCCION

La peste es una enfermedad causada por Yersinia
pestis, patégeno zoonotico, de tipo bacilar Gram
negativo, no movil y anaerobio facultativo (1). En
los humanos y roedores se comporta como una
infeccion experimental que se adquiere por la pi-
cadura de pulgas (vector) que infectan a roedores
(reservorio) y, ocasionalmente, por contacto direc-
to con animales infectados, mordedura, arafiazos
o por inhalacion aérea de particulas (2). Existen
mas de 200 especies de roedores silvestres com-
prometidos y mas de 80 especies de pulgas como
vectores de la peste (3). El amplio rango de hos-
pedadores y de vector transmisor proporciona una
gran oportunidad para la diversidad genética y la
variabilidad en el genoma de Y. pestis. (4) Actual-
mente, existe una restringida diversidad genética
que limita la informacién acerca de las propie-
dades genéticas y fenotipicas de Y. pestis. Gran
parte del potencial patogénico de Y. pestis para
los seres humanos, por lo tanto, sigue siendo des-
conocido, con multitud de cepas que circulan en
focos naturales, muchas de las que se encuentran
en regiones aisladas y que no son facilmente ac-
cesibles a muchos investigadores. (5)

La capacidad de infectarse y de transmitirse varia
sustancialmente de una especie a otro y la forma
de propagacion es rapida (6). En la actualidad, la
peste esta considerada como una de las enferme-
dades desatendidas en el mundo, estrechamen-
te relacionada con la pobreza, por lo que existen
compromisos globales para abordar los determi-
nantes sociales que permiten reducir eficazmente
la carga sanitaria, social y econémica de este pro-
blema (7).

La peste se caracteriza por presentar tres formas
clinicas: peste neumoénica, bubdnica y septicémi-
ca (4) con periodos de incubacion de 2-3 dias, y
tasas de mortalidad elevadas de cerca del 100%
si no se trata a tiempo (8). Los datos epidemio-
I6gicos actuales ubican al Perd como el principal
afectado por la peste en América Latina y el 26%
de la poblacién de la region La Libertad (465001
habs.) habita en areas que se encuentran en si-
lencio epidemiologico. El 62% de la poblacion de
la provincia de Ascope (78 862 habitantes) se en-
cuentra dentro del area de riesgo de los distritos
de Casagrande y Chicama) (6) (8).
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El estudio molecular de Y. pestis (cepa C092) y
la existencia de genomas decodificados de Y.
pestis (Kim y 91001) ofrecen oportunidades para
la comprension de la virulencia de este patogeno.
(9) En la actualidad, se han identificado algunos
fragmentos de genes de Y. pestis, (4) y genes de
virulencia presente en los plasmidos (pFra, pYV
and pPst) o en el cromosoma (islas de patogene-
cidad), que pueden ser utilizado como diana para
la identificacion y caracterizacion de esta bacteria
(10). Asimismo, el activador del plasmindgeno de
la proteasa (Pla) de Y. pestis, el cual es un deter-
minante critico de virulencia en la progresion de la
peste bubdnica y neumonica (11)

Si bien existe un gran nimero de estudios sobre
Yersinia, muchos de ellos se publican en revistas
de lengua rusa, situacion que dificulta tener un
mayor conocimiento acerca de la diversidad feno-
tipica, genética y natural de Y. pestis, por lo que
urge la necesidad de incrementar estos tipos de
estudios, utilizar técnicas moleculares, cuyas ven-
tajas son mayores con respectos a los métodos
convencionales, sobre todo en casos en que el nu-
mero de bacterias presentes es pequefa o cuando
la enfermedad aun no ha sido declarada y obtener
una comprension mas completa de la variedad de
cepas de Y. pestis que se puede encontrar en el
mundo. (4)

La presencia de la enfermedad a lo largo del tiem-
po hace que sea necesario investigar Yersinia
pestis en insectos vectores y reservorios, a fin de
detectar los potenciales de transmision, identificar
la dinamica de transmision, disminuir la magnitud
de la peste bubdnica en las areas de alto riesgo
de esta peste como la provincia de Ascope - re-
gion La Libertad, una estrategia recomendada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y por
la Gerencia de Salud (GERESA) de La Libertad.

Il. MATERIAL Y METODO

* Poblacion: Comprendida por los insectos trans-
misores, roedores, gatos o perros que habitan en
la zona de Mocan en el distrito de Casagrande.
Provincia de Chicama - region la Libertad.

* Muestra: Comprendida por las pulgas y roedo-
res, gatos o perros hallados en las zonas de es-
tudio.

* Unidad de analisis: Comprendida por los aisla-
dos de Yersinia pestis de las muestras biolégicas

METODO

El disefio de investigacion ha sido de tipo prospec-
tivo, longitudinal y basico-descriptivo. El disefio
metodolégico estuvo comprendido por:
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* Obtencion de la muestra de estudio: La captu-
ra de roedores, gatos o perros se realizé utilizando
trampas de metal para el caso de roedores vivos
y trampas guillotina en caso de roedores muertos,
trampas que fueron colocadas en el intradomicilio
y peridomicilio al atardecer y recogidas al amane-
cer (9).

La colecta de los insectos trasmisores (pulgas) se
obtuvo pasando un peine por encima del pelaje de
los roedores, gatos o perros capturados. (12)

» Obtencion de Yersinia pestis de los roedores,
gatos o perros capturados en la zona de estudio y
que mostraron niveles elevados de seroconversion
del titulo de inmunoglobulina anti-F1 (Ig G) por la
técnica de ELISA. (13)

Para la caracterizacién molecular se realizé la téc-
nica de PCR (reaccion en cadena de la Polime-
rasa) utilizando cebadores (o primer) especificos
para la identificacion del genotipo de Y. pestis (10)
previa extraccion de ADN plasmidico usando el kit
comercial Qiamp Tissue Kit (QIAGEN) y de acuer-
do con las recomendaciones de los fabricantes.
ADN (4) (5). Los cebadores u oligonucleétidos
utilizados fueron los correspondientes al plasmido
pPCP, aislado de Yersinia pestis cepa Nairobi, se-
cuencia completa del GenBank: CP010294.1

Ill. RESULTADOS

a) Obtencion de la muestra de estudio

Yp12: F:5- CTATGC CATATATTG GACTTG C-3’
y R: 5-GCAAGT CCAATA TAT GGC ATA G-3’

Yp11: F: 5'- GAG CCG GAT GTC TTC TCACGA-3’
yR:5-CTC TGC CAT TTG GAC TTG GGC-3’

La mezcla de la reaccion fue de 25 ul conteniendo
50 mM KCI; 10 mM Tris -HCI (pH 8,0); MgCI2 1,5
mM; 0,001 % de gelatina; 200 mM de cada dATP,
dCTP , dGTP y dTTP; 20 pmol de cada cebador
iniciador; 1 U de Taq ADN polimerasa. Y las condi-
ciones de amplificacion se realizaron en un termo-
ciclador programado para 35 ciclos de 1 minuto a
94°C, 2 minutosa50°C, 2 minutosa 72°Cyuna
etapa final de 5 minutos a 72° C. (10)

Para el andlisis de los patrones de bandas des-
pués de la amplificaciéon 5 ul de los productos am-
plificados, estos fueron separados por electrofore-
sis en geles de agarosa al 2% en tampdn TAE, bajo
tension constante de 100 V. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio y se fotografiaron bajo la luz
ultravioleta (UV). Los patrones producidos fueron
comparados mediante el coeficiente de correla-
cion de Pearson, en el que se considera el numero
de bandas y su intensidad. Con una tolerancia de
1,2% en la posicion de las bandas.

Rt

Fig 1. Condiciones ecologicas del drea de estudio. Mocan - Casagrande. Provincia de Ascope

Pueblo cont. vol. 26[1] EEUCIOENTIEFANE]

67



Ofelia M. Cérdova Paz Solddn y Manuel R. Malqui Peldez

Fig 2. Condiciones epidemioldgicas de peste bubdnica en el drea de estudio. Mocan - Casagrande.
Provincia de Ascope

Captura de roedores, gatos o perros

Los hallazgos muestran Didelphys marsupialis, “Zariglieya” o “Hurdn”, Oryzomis
xantheolus “Rata Arrocera” Rattus rattus “Rata Techera” o “Rata Gris”, Akodon
mollis y Phyllotis andinum., Cavia porcellus que pueden verse afectados cuando los
roedores sinantrépicos (Rattus rattus y R. norvegicus) estan infectados.

Fig 4. Distribucion de ectoparasitos segin especies de mamiferos, en Mocan-Casagrande.
Provincia de Ascope
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Caracterizacion molecular de Yersinia pestis aislados

Los ensayos de PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa) realizados con el ADN total aislado
de los perros, gatos o roedores con titulos de seroconversion anti Yersinia pestis altos, revelaron
fragmentos de ADN de 148 pares de bases (pb) que corresponden a la secuencia amplificadora
de Yp12: Plasmido PCP de Y pestis cepa Nairobi ( Fig 5 al 8)

11 L2 L3 14 Le L7 L8

_H-ﬂ*

350
300
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200
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Fig. 5 - Productos de amplificacion del ensayo de PCR Linea 1: ladder, linea 3: ADN purifica-
do de Didelphys marsupialis, linea 4: ADN purificado de Oryzomis xantheolus, linea 5: ADN
purificado de Rattus rattus, linea 6: ADN purificado de Akodon mollis, linea 7: ADN purificado
de Phyillotis andinum, linea 8: Control.

‘ “ - we 148 pb

Fig 6. Ensayos de optimizacion mostrando las diluciones del AND plasmidico ara la PCR:
20 ng (Linea 1); 0.2 ng (Linea 2); 0.02 ng (Linea 3); 2 pg (Linea 4); 0.2 pg (Linea 5);
control (linea 6).
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Fig. 7 - Productos de amplificacion del ensayo de PCR. Linea 1: ladder, linea 2: ADN
purificado de B. thurigensis; linea 3: ADN purificado de E. coli, linea 4: Control, linea 5:
ADN purificado de T. cruzi, linea 6: ADN purificado de probable Yersinia,

IV. DISCUSION

Los datos de morbilidad y mortalidad de la
peste observados en el afio 2010 dan énfa-
sis al estudio en Mocan (Fig 1) del distrito de
Casagrande - Provincia de Ascope, en el que
se evidencia la circulacion de Yersinia pestis
(12). Un analisis de los ultimos brotes de pes-
te registrados en la sierra del Perd muestra
caracteristicas epidemioldgicas como las mo-
dificaciones del medio ecoldgico en los brotes
ocurrido en los afios 1983 y 1992, comunes
a los observados en las localidades en estu-
dio (fig 2). Estas caracteristicas favorecen el
incremento de reservorios de la enfermedad
y su desplazamiento hacia las viviendas, asi
como también el incremento de pulgas; la
crianza de cuyes dentro de las viviendas; el
inadecuado almacenamiento de alimentos y
cosechas; la precariedad y hacinamiento en
las viviendas. (12)

La tenencia de animales de compania estre-
cha la relacion entre el hombre y los perros,
gatos o cuyes y sus pulgas, con métodos in-
apropiados de convivencia. Las pulgas son
los artropodos parasitos que ocupan un rol
especial en la salud publica. Las pulgas no
solo causan dafios directos en el animal, sino
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que ademas participan como hospedadores
intermediarios (Fig 4) que afectan tanto a los
reservorios como al hombre. De las seis espe-
cies domésticas como Ctenocephalides felis o
Ctenocephalides canis), que también afectan
normalmente al hombre, existe referencia de
las pulgas de la rata del norte (Nosopsyllus
fasciatus) y de la pulga de la rata oriental (Xe-
nopsylla cheopis), las que al alimentarse de
la sangre de los animales sobre los que vi-
ven ayudan a la supervivencia de los agentes
zoonoticos como Yersinia pestis. (15)

Los recientes cambios en las practicas agri-
colas, el incremento de los animales, los ali-
mentos, las personas y el calentamiento glo-
bal crean entornos que facilitan la rapida y
amplia difusion de patégenos zoonéticos. (16)
La diversidad de Yersinia, microorganismo
con alto potencial patogénico para los seres
humanos, es esencial investigarla genética y
fenotipicamente para entender el impacto de
su variacion en la patogénesis, diagnostico y
tratamiento.

Los procedimientos basados en PCR han
permitido la identificacion de Y. pestis en di-
versas muestras bioldgicas: pulgas infectadas
experimentalmente, ratones y cultivos bacte-
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rianos de Y. pestis. (10) (12) (4) Procedimientos
rapidos y sencillos dirigidos a la identificacion de
genes localizados en los plasmidos de Y. pestis
directamente desde roedores, perros, gatos o pul-
gas capturadas. Los geles de electroforesis que
muestran los amplificados de primer de Yersinia
en roedores (fig 5) sugieren la existencia de Y
pestis en roedores, debido posiblemente a la cir-
culacion enzootica de Y. pestis en focos de peste
que requiere infeccion activa en un entorno natu-
ral. Por otro lado, la adaptacién para la transmi-
sion continua de Yersinia dentro de las diferentes
especies de roedores puede contribuir en gran
medida a la aparicién de variantes subespecies Y.
pestis, que se diferencian por los requerimientos
nutricionales y su capacidad de causar bactere-
mia y muerte en diferentes especies animales (1)
(12)(15).

Los geles de electroforesis NO mostrando am-

plificados de primer de Yersinia en pulgas (fig 8)
sugieren la inexistencia de Y pestis en el vector

V. CONCLUSIONES

transmisor y esto debido probablemente a la au-
sencia de focos de plagas conectados geografi-
camente, condicionante de considerables diferen-
cias ecoldgicas necesarias para la supervivencia
de Y. pestis y el poder ser transmitida en estos
entornos. Esto ha dado lugar a una considerable
diversidad en el genotipo y el fenotipo entre brotes
de diferentes focos naturales. (17)

La variabilidad de especies esta estrechamente
relacionada con el potencial patogénico de estas
cepas y puede ser grande, incluso para las ce-
pas de la misma subespecie. Por lo tanto, aunque
puede haber considerable homogeneidad de di-
ferentes aislados Y. pestis que circulan dentro de
un enfoque natural de la infeccién, se ha obser-
vado dentro de esta variabilidad de especie, ce-
pas avirulentas circulando en una misma region
geografica. Heterogeneidad intraespecifica en la
virulencia, la especificidad del hospedador, carac-
teristicas fenotipicas, bioquimicas y fisiologicas.
(18)

Se ha identificado Rattus rattus y Didelphis marsupial como los roedores y a Xenopsilla
cheopis como la pulga mas comun en la zona de estudio.

Se ha optimizado el hallazgo de Yersinia en los roedores capturados compatible con los
cebadores iniciadores Yp 11 y Yp12. Cebadores que conservan especificidad después
de las condiciones de amplificacion y la formulacion de mezcla de reaccién, ADN molde
y los controles positivos. Y sensibilidad permitiendo alguna flexibilidad cuando se usa el

ensayo en otros entornos de laboratorio.
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