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ABREVIATURAS

Est: Estadio.
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ADN: Acido desoxirribonucleico.
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E: Esteriles.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

SNC: Sistema Nervio Central.



RESUMEN

Una de las estrategias del control de la enfermedad de Chagas, esta relacionada con la
interaccion parésito-vector. Dado que los triatominos son vectores transmisores del parasito
T. cruzi, y en su intestino existen bacterias endosimbiontes, se planteo la siguiente
hipotesis: La colonizacion de T. cruzi y el desarrollo de los triatominos son afectados por
la presencia de endosimbiontes en el intestino de T. barberi. Para comprobar esta hipotesis
se aislaron 17 endosimbiontes del intestino de T. barberi que incluyeron las cinco fases
ninfales y el estado adulto de un total de 36 ejemplares.

A los endosimbiontes aislados se les realizaron pruebas bioquimicas para su identificacion,
asi como pruebas de hemolisis con la finalidad de saber si algunos de los endosimbiontes
eran positivos 0 negativos a dicha prueba, TbN 5.2 y ThHO4 resultaron ser hemoliticos.
Otro de los ensayos realizados en este trabajo, consistio en obtener triatominos libres de
endosimbiontes, para lo cual, se eligieron huevos de T. barberi, que fueron sometidos a
condiciones totales de esterilidad para evitar que al eclosionar adquirieran por coprofagia
los endosimbiontes, los resultados obtenidos, mostraron que los endosimbiontes del
intestino de los triatominos al no estar dentro de la microbiota no favorecen el desarrollo

del triatomino.

Finalmente los ensayos in vivo, muestran que los triatominos estériles ingieren un volumen
de sangre menor al de las no estériles, esto también tiene repercusion en el nimero de
parasitos ingeridos siendo menor en las estériles que en las no estériles. Los ensayos in
vitro demostraron que el endosimbionte no es indispensable para el desarrollo de T. cruzi

pero si lo es para el triatomino.



ABSTRACT

A control strategy of Chagas disease is associated with the interaction parasite-vector.
Because the triatomines are transmitter vectors of the T.cruzi parasite and in the intestine
are endosymbionts bacterium, the next hypothesis was proposed: T.cruzi colonization and
the triatomines development are affected by the presence of endosymbionts in T. Barberi
intestine. To analize this hypothesis. 17 endosymbionts were isolated from T. Barberi
intestine that included 5 nymph phases and 36 specimens in adult stage. Biochemical test as
well hemolysis assays were performed to isolates endosymbionts for identification and the
purpose to know if some endosymbionts were positive or negative in this test, ToN 5.2 and
TbHO4 results haemolytics. Another assay performed in this study was obtain
endosymbionts of sylvatic triatomines, for which were selected T.barberi eggs, that were
submitted to total sterile conditions to avoid when it hatch the endosymbionts acquisition
by coprophagia. Results obtained showed that when endosymbionts of the triatomines
intestine weren’t out of the micro biota doesn’t benefit the development of triatomines.
Finally in the in vivo tests, shows that sterile triatomines ingests a lower volume of blood
unlike no sterile, also it have repercussion in the number of ingests parasites, being lower in
sterile than no sterile. The assay in vitro demonstrated the endosymbionts are not
indispensable for the development of T. Cruzi but are necessary for the triatomines



I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas constituye un problema de salud publica en Latinoamérica, se ha
reportado desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de Chile y Argentina; esté incluida
dentro de las enfermedades parasitarias mas importantes. De acuerdo con la OMS, en 1991
existian de 16 a 18 millones de personas afectadas y cerca de 100 millones en riesgo de ser
infectadas (1-3). Esta enfermedad ocupa, dentro de las parasitosis transmitidas por

artropodos, el segundo lugar en importancia en Latinoamérica después del paludismo (4-7).

La enfermedad de Chagas es una enfermedad zoonédtica compleja, que involucra maltiples
vectores de la familia Hemiptera: Reduviidae y hospederos reservorios lo cual genera
diversos ciclos de transmision segun las diferentes regiones geograficas (4, 5).

Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Zoomastigophora, familia Trypanosomatidae.

Uno de los objetivos del Comité de Entomologia Molecular de la Organizacion Mundial de
la Salud en el campo de las enfermedades transmitidas por insectos vectores como la
malaria, la tripanosomiasis o el dengue, es la comprension béasica y/o molecular de la
interaccion vector-parasito, desde el punto de vista de la bioquimica, la inmunologia, la

genética y la biologia molecular (8).

Con base en lo anterior, resalta la importancia del estudio de los triatominos, como el tercer
elemento de la triada hospedero-parasito-vector que se debe considerar, para contribuir al
conocimiento profundo de esta interaccion con miras al control de la transmision del

parasito, ya que sin transmisor el agente causal de la enfermedad de Chagas no infectaria.

Como una medida de control de la transmision de T. cruzi es importante investigar los
factores que influyen en la interaccion paréasito-transmisor, dentro de estos, los relacionados
con el microambiente del triatomino son importantes pues de ello podria depender el
establecimiento y colonizacién del parasito. A este respecto se sabe que en diversos
insectos existe la presencia de endosimbiontes los cuales pueden positiva 0 negativamente

influir en el desarrollo de los artrépodos y por ende en los parasitos que transmitan si es el

1


http://es.wikipedia.org/wiki/Protista
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Zoomastigophora&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Trypanosomatidae

caso. Por lo que en el presente proyecto se investigdo el efecto de la presencia de
endosimbiontes sobre el desarrollo de triatominos, particularmente la especie Triatoma
barberi y sobre la colonizacién de T. cruzi.



1. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

Las enfermedades transmitidas por insectos vectores representan un impacto
socioeconémico alto por afio a nivel mundial (9). La enfermedad de Chagas es un
padecimiento que ocupa, dentro las parasitosis transmitidas por artrépodos, el segundo
lugar en importancia en Latinoamérica después del paludismo, es exclusivamente del
continente americano, y es una enfermedad zoondtica compleja, que involucra multiples
vectores de la familia Hemiptera: (Reduvidae) asi como hospederos y reservorios lo cual

genera ciclos de transmision diversos segun las diferentes regiones geograficas (5).

La enfermedad de Chagas es causada por un parasito hemoflagelado denominado
Trypanosoma cruzi el cual pertenece al grupo estercoraria (parasitos que se desarrollan en
el intestino del insecto). Este parasito no es inoculado por la picadura del insecto, sino que
al ser depositado junto con los deshechos (heces) sobre la piel, penetran a torrente
sanguineo a través del piquete del insecto, excoriaciones o a través de las mucosas de 0jos,
boca y nariz. La transmision de T. cruzi tambien es posible por medio de transfusiones de
sangre de personas infectadas, por infeccion congénita, por lactancia materna o por

accidentes de laboratorio (10-13).

La enfermedad de Chagas es un fendmeno permanente en casi el 25% de la poblacién en
Latinoamérica, existe una amplia variedad en las tazas de prevalencia, vias de transmision,
caracteristicas de los parasitos, patologia clinica y reservorios entre una region endémica y
otra. A pesar de los adelantos en los estudios epidemioldgicos de la enfermedad, es dificil
determinar con exactitud su incidencia y prevalencia. La enfermedad se ha registrado desde
la latitud 42° N (Norte de California) a la latitud 46° S (Sur de Argentina y Chile); sin
embargo, la distribucidn de los vectores silvestres y reservorios es mayor a la enfermedad
humana (14-16).



La prevalencia total de la infeccién por T. cruzi pudo estimarse de manera confiable en
1980, cuando se demostraron 18 millones de casos en 21 paises endémicos con 100
millones de personas en riesgo de infeccion. De acuerdo con datos obtenidos en el afio de
1993 del banco mundial, se establecié que la enfermedad de Chagas en Latinoamérica
ocupa el primer lugar de enfermedades tropicales y cuarto lugar en enfermedades
transmisibles, lo que representa una pérdida econdmica para paises endémicos de 6.5

millones de dolares por afio (17).

La Tripanosomiasis estd ampliamente distribuida en América Latina en paises como:
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay, Colombia, Ecuador, Peru, Venezuela,
El Salvador, Guatemala, Honduras y Nicaragua (18, 19). Con respecto a México, podemos
encontrar que se distribuyen un minimo de 32 especies de triatominos pertenecientes a siete
géneros denominados: T. longipennis, T. dimidiata, T. barberi, T. phyllosoma, T.

pallidipennis, T. picturata y Rhodniux prolixus distribuidos en todos los estados (20).

La tripanosomiasis americana, fue descrita por Luis Mazzoti por primera vez en México en
1949. Es endémica en varios estados del territorio nacional especialmente estados como
Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Guerrero y Jalisco. Se estima que en nuestro pais la
seroprevalencia es de 1,6 % (21). Segun estudios hechos en los Ultimos afios se encuentra
un mayor porcentaje de infeccion en las especies T. pallidepennis, T. picturata, y T.

longipennis en los estados de Nayarit, Morelos y Michoacan principalmente (22).

Con respecto a los triatominos una de las tantas interrogantes que surge es ;Cual es o cuales
son los factores que permiten el establecimiento o colonizacion de T. cruzi dentro del
intestino de los triatomino? Si llegamos a conocer la respuesta a esta interrogante, se podra
disefiar una estrategia de control que permita interrumpir el ciclo de transmision de este
parasito. En este sentido se cree que la microbiota presente en el intestino medio de los
insectos vectores puede cumplir con funciones importantes y determinantes para la
supervivencia del parasito T. cruzi y su desarrollo en el huésped como lo es el insecto
vector y por lo tanto contribuir a la modulacién de competencia para muchas enfermedades

importantes (23, 24). Se ha demostrado particularmente en termitas y cucarachas contienen



en su intestino microorganismos que actan como simbiontes e inclusive se reporta que

pueden contribuir a la dieta del mismo insecto (24).

Es importante y resulta de gran interés el conocer si estos simbiontes producen sustancias
que influyan positiva 0o negativamente en que los parasitos puedan ser transmitidos al
insecto vector, a este respecto, diversas moléculas que interfieren en el desarrollo dentro del
transmisor han sido identificadas. (25, 26). De este modo se han establecido técnicas que
pueden trasformar genéticamente a los vectores, ocasionando que ellos produzcan
moléculas que interfieren con el desarrollo del parésito; es asi como se han estudiado los
transmisores de parasitos de importancia médica como es el caso de los triatominos, con la
finalidad de buscar mecanismos que impidan el establecimiento de T. cruzi. Se ha
observado que bacterias como Rhodococcus rhodnii y Nocardia sp, presentes en el intestino
de triatominos, particularmente en Rhodnius prolixus y Triatoma infestans,
respectivamente, afectan el desarrollo de algunas especies de tripanosomatidos como:

Trypanosoma rangeli y Blastocripthidia triatomae (27).

Investigadores han aislado simbiontes de diferentes triatominos a través de distintas
técnicas. Beard y colaboradores (2001), disefiaron una estrategia con la finalidad de
conocer mejor a las bacterias presentes en los triatominos. La técnica consiste en extraer las
bacterias simbiontes del intestino del triatomino, e introducir en ellas genes que codifiquen
para moléculas que puedan eliminar o impedir el establecimiento del T. cruzi y finalmente
inocular el intestino con las bacterias modificadas para que realicen la funcién esperada.
(28, 29).



2.2 Epidemiologia

El hombre y méas de 150 especies de animales domésticos y salvajes como canidos, felinos,
roedores, marsupiales, quirdpteros, etc. actian como reservorios del parasito a partir de los
cuales se infecta el vector; y de ser primitivamente una zoonosis causada por T. cruzi, que
inicialmente se transmitia principalmente entre pequefios mamiferos salvajes, paso a los
animales domésticos y a los seres humanos a través de triatominos, principalmente los
géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus; vectores ampliamente distribuidos en
regiones tropicales y subtropicales en el Continente Americano desde el sur de los Estados
Unidos de América hasta el sur de Chile y Argentina. De esta manera, ocurren ciclos
domiciliarios, en el cual la participacion humana es fundamental, ademas de ciclos

silvestres en los cuales hay exclusion total del hombre en la cadena epidemioldgica (30-32).

Los triatominos colocan hasta 300 huevos durante su ciclo vital que tiene una duracion de
aproximadamente 400 dias dependiendo de la especie de la que se trate y se desarrollan a
través de 5 estadios ninfales (I; I1; Ill; 1V y V) desde el huevo hasta alcanzar el estado
adulto. Son insectos hematofagos obligados y chupan sangre desde el estadio |,
contagiandose con T. cruzi desde un animal o humano infectado y una vez en el insecto, el

T. cruzi permanece en su intestino de por vida (30-32).



2.3 Vias de transmision de Trypanosoma cruzi

2.3.1 Transmision vectorial

La principal via de transmision es la transmision vectorial, que se estima en mas del 80%
de los casos conocidos, en areas tradicionalmente endémicas y en nuevas areas, explicando
la mayoria de las 200,000 nuevas infecciones que ocurren anualmente en América Latina.
La transmision vectorial se realiza indirectamente, por el contacto de la materia fecal con
parésitos, ya sea con el orificio de la piel producido por la picadura del triatomino para
succionar sangre, o por el depdsito de heces sobre mucosas del huésped. Otra via de
transmision vectorial posible es la transmision oral descrita desde la década de 1960, en

casos aislados y en forma de brotes (30, 32, 33).

Sin embargo, existen otras vias como la transfusion sanguinea, transmision congenita,
trasplante de 6rganos y la relacionada con accidentes de laboratorio u ocupacionales en

trabajadores de la salud.

2.3.2 Transmision por transfusion sanguinea

Entre 1934 y 1936, Mazza advirtio sobre las posibilidades de la transmision de T. cruzi por

transfusion sanguinea (34).

La infeccion por T. cruzi es potencialmente transmisible por transfusién sanguinea por lo
cual debe ser estudiada en zonas donde existan donantes infectados. Actualmente, la
transmisién por transfusion sanguinea es la segunda causa de infeccién por T. cruzi después

de la transmision vectorial en diversas regiones de América (35, 36).



La confirmacion por técnicas de biologia molecular PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) para ADN de T. cruzi de la parasitemia casi constante en los infectados
chagésicos, fundamenta la necesidad de que los bancos de sangre informen a sus donantes
sobre su infeccion, para que tomen las medidas de control y terapia pertinentes, asi como
para evitar una nueva donacion. Esta conducta beneficiaria al sistema de salud, tanto al
donante chagasico como al receptor de oOrganos o tejidos. El donante podria tratarse
oportunamente evitando futuras complicaciones y disminuiria el gasto de recursos en
bancos, que deben eliminar bolsas de sangre positivas al tamizaje y por ultimo permitiria
disminuir el riesgo de transmisién en zonas en que no se efectlia este procedimiento (35,
36).

2.3.3 Transmision transplacentaria

El riesgo de infeccion congenita reportada por WHO es del 1%, lo que indica que 8,000
nifios al afio son infectados congénitamente en Latinoamérica, 40% del total son de Brasil
(37).

Carlos Chagas menciono la transmision congénita en humanos en 1911, tema estudiado
mas tarde en animales por Nathan Larrier y Souza Campos. En 1949, esta forma de
transmision fue definitivamente sefialada en humanos en Venezuela por L. Dao. En los
afios 70 y 80, grupos argentinos estudiaron los factores de riesgo y definieron que los casos
mas frecuentes de la transmision materno-infantil ocurren de manera mas o menos

silenciosa y asintomatica, resultando aparentemente normales y con baja parasitemia (34).

A partir de los afios 80, la comunidad cientifica acentta los estudios sobre la transmision
materno-infantil de la enfermedad de Chagas humana, priorizando los modelos
prospectivos de riesgo y manejo; en los afios 90 estas lineas se consolidan en varios paises
como Argentina, Bolivia, Brasil, Chile y Paraguay. En los talleres de Uberaba, Brasil, el
tema fue discutido en 1996 y 1998, concluyendo que el riesgo es variable entre 0,5 y £
6,0% de transmision a partir de la madre infectada, con variaciones regionales y siempre

involucrando alteraciones placentarias (34).



2.3.4 Transmision accidental

La transmision accidental ocurre en laboratorios u hospitales, y se da por el manejo
inadecuado del material biolégico contaminado por parte de los mismos investigadores, o
del personal colaborador y auxiliar que no acata las medidas de seguridad en el laboratorio.
Por ejemplo: manejo de triatominos, cultivos, animales de experimentacion infectados,
manejo de sangre de pacientes etc., es por eso que esta enfermedad debe ser considerada
una de las enfermedades parasitarias de transmision en el laboratorio mas importante. Con
un riesgo mayor con respecto a las enfermedades infecciosas, incluyendo las infecciones

virales y bacterianas (38).

2.4 Marco Tebrico

2.4.1 Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un parasito flagelado del orden Kinetoplastida, familia Trypanosomidae, (Figura
1), que se caracteriza por la presencia de un flagelo y una sola mitocondria donde se situa el
cinetoplasto, que es un organelo especializado que contiene ADN (14). Actualmente la

clasificacion taxonomica esta establecida de la siguiente forma (39-41)

Reino- Protozoa
Subreino- Eozoa
Infrareino- Excavata
Phyllum- Euglenozoa
Clase- Kinetoplastea
Subclase- Metakinetoplastina
Orden- Trypanosomatida
Familia- Trypanosomatidae
Género- Trypanosoma

Especie- Cruzi
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Figura 1 Revision de la filogenia de organismos eucariontes tomado de 40.
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2.4.1.1 Morfologia de Trypanosoma cruzi

T. cruzi se multiplica y se diferencia en el tracto digestivo de los insectos triatominos, y es
el agente etioldgico causante de la enfermedad de Chagas. La infeccion es transmitida a
través de los triatominos que se alimentan de sangre y quedan infectadas al alimentarse de
un animal portador de la infeccion, ingiriendo asi al parasito en su estadio de
tripomastigotes. Este parasito presenta principalmente 3 fases: tripomastigotes,
epimastigote y amastigote, que se pueden identificar por la posicion del cinetoplasto con
respecto al nucleo y la forma redondeada del amastigote, (Figura 2). Cabe hacer mencion
que més de 10 fases también se han identificado, sin embargo son fases inestables, (Figura
3), (42-45).

EPIMASTIGOTE TRIPOMASTIGOTE AMASTIGOTE.

Figura 2 Fases morfoldgicas de T. cruzi e identificacion de los organelos que los
componen.B (Blefaroplasto), F (Flagelo), M (Mitocondria), G (Aparato de Golgi), V
(Vacuola), Mo (Membrana ondulante), I (Inclusion limeica), K (Cinetoplasto), R
(Ribosomas), N (Nucleo), RE (Reticulo Endoplasmico), Mt (Microtubulos), (46)

11
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Figura 3 Dibujos de las formas de desarrollo de T. cruzi encontrados en el intestino delgado
y el recto de Triatoma infestans. Amastigotes (a-c) y Esferomastigotes (d-f) con
cinetoplasto rondo (a, d) y con cinetoplasto horizontal (b, €), etapas de division (c, f); Fases
intermedias de Esferomastigotes y Epimastigotes, de forma circular (g) o forma enrollada
(h); Epimastigotes de forma larga (i) corto (j) o en fase de divisidn (k); formas intermedias
entre Esferomastigotes (0 Epimastigotes) y Tripomastigotes con un centro posterior y un
cinetoplasto lado (I) o al lado posterior del ndcleo (m); formas intermedias entre
Epimastigotes y Tripomastigotes, incluyendo divisiones diferentes (n) y las etapas largas y
delgadas (0) o corto (con un cinetoplasto al lado o detras del nucleo, pero no subterminal)
(p); Tripomastigotes con un cinetoplasto subterminal largo (q) o corto (r). Escala 10 pm,
tomado de 43.
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2.4.2 Ciclo bioldgico del parésito

Se inicia cuando un triatomino se alimenta de la sangre de un mamifero infectado que
contiene tripomastigotes circulantes; éstos pasan al intestino del triatomino, se transforman
en epimastigotes, se multiplican por fisidn binaria longitudinal y a pocos dias se encuentran
como tripomastigotes metaciclicos en la porcion distal del intestino del insecto. Cuando el
vector infectado se alimenta, puede ingerir varias veces su peso corporal en sangre y
defecar sobre la piel o mucosas del mamifero; de esta manera deposita junto con su
excremento tripomastigotes metaciclicos infectantes. Cuando el insecto arrastra con sus
patas la materia fecal, se introducen los tripomastigotes metaciclicos por la laceracion
inducida por la proboscide del insecto al alimentarse, también es posible que el mismo
hospedero se infecte a si mismo al llevar las deyecciones a una solucion de continuidad en

la piel, hacia alguna mucosa o a la conjuntiva ocular (47, 48).

Los tripomastigotes metaciclicos, una vez dentro del mamifero y después de pasar la
barrera de la piel, mucosas o conjuntiva ocular, se introducen a las células del tejido celular
cercano al sitio de penetracion, en donde se transforman en amastigotes. Ahi se multiplican
por fisidn binaria y alcanzan la circulacion sanguinea y es ahi cuando su elevado numero
causa la muerte y destruccion de la celula infectada, también se ha demostrado su
diferenciacion intracelular a la forma de tripomastigote, y se ha sugerido su salida de la

célula sin causarle dafio inmediato (47).

Tras entrar al torrente sanguineo, los amastigotes pueden infectar nuevas células o
transformarse rapidamente en tripomastigotes sanguineos y diseminarse por Via
hematogena en todo el organismo, donde puede invadir casi cualquier célula. El ciclo
biolégico se completa cuando un triatomino se alimenta de un mamifero infectado y
adquiere el parasito (47, 49, 50).

El ciclo de vida del Trypanosoma en el insecto involucra varios estados morfolégicos que
dependen del micro ambiente intestinal (Figura 4). Presenta formas: Amastigotes,

Esferomastigotes, Epimastigote, Tripomastigote (51). Amastigotes: son esféricos u
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ovalados de 2-4 um de didmetro. Epimastigote: Son alargados de 20 um de longitud, tienen

un flagelo libre. Tripomastigotes: Su longitud es de 20 um., tiene un flagelo y una

membrana ondulante a lo largo de su cuerpo.

Ciclo Biologico de Trypanosoma cruzi

Epimastigotes replicantes El tristomino defecs mientras se alimenta; sus heces
no infectivos dentro de contienen parasitos
intestino medio del
tristomino

Loz tripomastigotes entran porla
herida de I3 picadura y/o membranaz
mucosas 3l rascarse

Loz tripomastigotes
invaden celulas
transformandoze
dentroen

amastigotes

Tripomastigotes extracelularez o
sanguineos

El tristomino adquiere
parasitos circulantes al
alimentarse de un
huesped infectado

PATOLOGIA EN ORGANOS Y SISTEMA NERVIOSO /
— )
-~ -»m; ) \
Amastigotes replicantes
dentro de calulas
musculares esgueleticas
¥ cardiacas

Cardiomegalia con aneurizma Megacolon Megaesofago

Figura 4 Ciclo de vida de T. cruzi. Tomado de 52.
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2.4.3 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas fue descrita por Carlos Ribeiro Justiniano Das Chagas (1879-
1934) en 1909. Es ocasionada por T. cruzi, un protozoario que se trasmite al ser humano
por insectos hematdfagos; a su vez estos vectores se infectan al alimentarse de humanos o
mamiferos infectados y permanecen asi durante toda su vida (50, 53-55).

En el hombre, la infeccion por T. cruzi tiene un periodo de incubacion de cuatro a 10 dias,
generalmente sin sintomas. La enfermedad de Chagas se divide en tres fases:

Fase aguda: Este periodo se presenta en forma mas severa sobre todo en nifios menores de
seis afios, en los cuales puede causar la muerte debido a las alteraciones del SNC (Sistema
Nervioso Central), como meningoencefalitis, letal en el 50% de los casos, y trastornos
cardiacos como miocarditis. Por lo general, el periodo de incubacion es de 3 dias y se
pueden encontrar parasitos en circulacion sanguinea en un lapso de 14 a 28 dias posterior a
la infeccion. Durante este lapso los parasitos se replican en células epiteliales, macréfagos y
fibroblastos. Se pueden presentar algunos signos, como son el Chagoma de inoculacion,
caracterizado por la presencia de un proceso inflamatorio agudo localizado en el sitio de
infeccidn, y que produce una induracion dolorosa y eritomatosa o un edema unilateral
bipalpebral con adenitis retroauricular que se conoce como signo de Romafia, y que
aparece cuando la infeccion tiene lugar por la conjuntiva ocular. Ambos signos son,
autolimitados y desaparecen con lentitud al cabo de 30 a 60 dias. La fase aguda puede durar
hasta 60 dias y se caracteriza por malestar general, fiebre continua o intermitente,
linfadenitis generalizada, dolores musculares, epistaxis, escalofrio, hepatoesplenomegalia y
esplenomegalia, ademas de que el individuo describe astenia y adinamia, ocasionando
cansancio progresivo, asi mismo pueden encontrarse alteraciones electrocardiogréaficas, en

especial arritmias y taquicardias, e incluso miocarditis, que pueden ser fatales (47).
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Fase subclinica (indeterminada): Es una fase silenciosa que puede extenderse hasta 30
afios antes de presentar el dafio caracteristico de la fase cronica, en este periodo pueden
manifestarse alteraciones electrocardiograficas aisladas como arritmias y taquicardias, que
en algunos casos puede llegar a ocurrir muerte stbita sin causa aparente si no se establece
un diagnostico oportuno de la enfermedad. La presencia de parasitos circulantes es
ocasional y para identificarlos es necesario utilizar métodos muy sensibles, como el

hemocultivo y el xenodiagndstico o, en fechas recientes la técnica de PCR de ADN (47, 56)

Fase cronica: En este periodo existen alteraciones en corazén y musculo liso, sobre todo
es6fago y colon. Se ha estimado que el 30% de las personas en la fase indeterminada
desarrolla la fase cronica, que incluye cardiopatia crénica (27%) y alteraciones crénicas
digestivas y neurologicas (6 y 3 % respectivamente). La afeccion cardiaca en esta fase, es la
alteracion encontrada con mas frecuencia en los sujetos afectados. El crecimiento
ventricular es coman, aunque tambien se puede observar un crecimiento auricular (47, 57-
59).
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2.4.4 Triatominos

El triatomino es la principal forma de transmision de la enfermedad de Chagas en el
continente  existen alrededor de 124 especies hematdéfagas, de las cuales, 107 son
portadoras del protozoario infectante y la clasificacion taxondmica es la siguiente (60, 61)

Reino — Animalia
Subphyllum - Mandibulata
Phyllum - Arthropoda
Clase - Insecta
Orden - Hemiptera
Familia - Reduviidae
Subfamilia - Triatominae
Géneros - Triatoma
Dipetalogaster
Rhodnius
Panstrongylus
Eratyrus
Belminus

Paratriatoma

También se conocen como chinches besuconas o chinches de la muerte, entre otras
denominaciones. Son insectos que pertenecen al orden Hemiptera, familia Reduviidae y
subfamilia Triatominae, algunos triatomas pueden alimentarse de vertebrados y algunos
otros de invertebrados, especialmente en sus etapas juveniles de desarrollo conocidas como
ninfas o estados ninfales. Los triatomas estan adaptados a muchos habitats estables, como

el humano, en el cual viven y se alimentan y animales domésticos (42).
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2.4.4.1 Caracteristicas de los Triatominos

Los aspectos morfoldgicos que caracterizan a la subfamilia Triatominae: Son insectos que
tienen su cuerpo dividido en tres secciones o regiones que son: cabeza, térax y abdomen,
(Figura 5). La extremidad anterior de los insectos esta representada por la cabeza, ésta
puede ser cilindrica, subcilindrica, sub ovoide o de forma cdnica de acuerdo al taxon, se
identifica por la presencia de un rostro o pico recto ubicado por debajo de la cabeza, que
consiste en un labio segmentado que aloja las partes bucales que son finas y delgadas
denominadas estiletes y constituyen dos mandibulas y dos maxilas. Poseen antenas de
cuatro segmentos en ambos lados de la cabeza, en la region anterior de los ojos; en el
segundo segmento ostentan vellosidades que son finos y largos, los cuales se insertan en
depresiones redondas, llamados tricobotrios, cuya distribucion parece ser caracteristica en
las diversas especies, ( Figura 6), (2-62). La relacion entre la cabeza y el resto del cuerpo es
de mayor importancia taxondmica. El torax esta dividido en tres segmentos que son el pro,
meso y metatorax, la region dorsal es conocida como notum, la regién lateral como pleura y
el area ventral como esterndn. Algunas caracteristicas que presenta el abdomen es que

puede ser convexo o plano.
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Figura 5 Vista dorsal de un triatomino que muestra de una manera general cada una de las
partes que forman el cuerpo de este insecto principalmente las tres secciones en las que se

divide que son cabeza, tdrax y abdomen tomado de 63.

Figura 6. Estructura Cefalica de los triatominos. Vista lateral de la estructura cefélica
general de los triatominos; en donde se puede observar el labio segmentado que aloja las
partes bucales que son finas y delgadas (estiletes) y constituyen dos mandibulas y dos

maxilas (1), y sus antenas (2-62).
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El pronoto posee un I6bulo anterior y otro posterior, que puede poseer espinas o tubérculos
de importancia taxondmica, el mesonoto esta formado por un escutelo. El abdomen en los
adultos tiene siete segmentos visibles, el primer segmento esta escondido y los ultimos tres

son parte de las placas genitales de ambos sexos (62). Figura 7.

~ =

Figura 7. Vista dorsal general de un triatomino en donde se pueden observar estructuras
como: Loébulo anterior del pronoto (1), Lébulo posterior del pronoto (2), Espinas o
Tubérculos (3), Escutelo (4), Conectivo (5), Coreum (6), Membrana Hemelitral (7), Ocelo
(8), Ovipositor (9). (62)
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Las ninfas no solo carecen de alas y placas genitales desarrolladas, sino también de ocelos,
escutelo, y conectivo (Figura 8), en ellas su tdrax posee tres porciones mas o menos nitidas
y en el abdomen se pueden observar diez segmentos, aunque los ultimos son muy
reducidos, las caracteristicas del térax en una vista dorsal permite reconocer cualquiera de
los cinco estadios ninfales y la morfologia de los Gltimos segmentos abdominales de las
ninfas de quinto estadio permiten determinar el sexo de estos cuando llegan a la fase adulta
(62).

F

Figura 8. Estadios morfoldgicos por los que pasa un triatomino: A) Huevo; B, C, D, E, F)

De 1° a 5° estadio, por ultimo un Adulto Macho y un Adulto Hembra tomado de 62.
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2.4.5 Triatoma barberi

Triatoma barberi es considerada la especie endémica mas importante en México
transmisora de la enfermedad de Chagas por las siguientes razones: por ser de habitos
domésticos y peridomésticos (64-67), porque generalmente coexiste en la misma casa con
otras especies domesticas como T. dimidiata y T. pallidipennis y por presentar amplia
distribucion geogréfica que abarca 14 estados principalmente en la region central del pais
(68), Figura 9.

Triatoma barberi
Triatoma dimidiata
Triatoma gerstaeckeri
Triatoma longipennis
Triatoma mazzottii
Triatoma mexicana
Triatoma pallidipennis
Triatoma phyllosoma
Triatoma picturata

CoReecdhE @

Figura 9 Distribucion geogréafica de las especies de triatominos reportadas en México en
donde se observa que las especies de triatominos se ubican la mayor parte en el sureste del
pais, en el caso de T. barberi la especie de interés para este estudio la podemos encontrar en

estados del centro de México tomado de 69.

En México, 19 de las 30 especies de triatominos presentes, se reportan como vectores de
trasmision, cuyo orden de importancia esta establecido en especies domiciliarias,

peridomiciliarias y silvestres distribuidos ampliamente en todo el territorio nacional. Los
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mas abundantes y principales especies son: Rhodius prolixus, T. barberi, T. dimidiata, T.
pallidipennis, T. phyllosoma, T. longipennis, T. proctata, T. bassolsae, T. mexicana y T.
gerstaeckeri, (Figura 10), (13, 22, 52).
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- T. phyllosoma
. T. longipennis
* T. mexicana

+ T. gerstaeckeri,
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Figura 10. Principales especies de triatominos domiciliarias y peridomiciliarias distribuidas
en México en donde se muestra que la especia a estudiar T. barberi se ubica en los estados
de Jalisco, Michoacéan, Guerrero, México, Oaxaca, Tlaxcala, Morelos, Distrito Federal e
Hidalgo, tomado de 52.

En el estado de Hidalgo la Enfermedad de Chagas comienza a considerarse un problema de
salud publica. Se sabe que existe una seropositividad de 0.78% y en el 2001, se notificaron
7 casos agudos confirmados. En el Laboratorio Estatal de Salud Pdblica de Hidalgo de
1996 a 2001 se estudiaron 5 552 triatominos, los cuales se identificaron taxonGmicamente,
se les realiz6 la busqueda de T. cruzi en deyecciones y se obtuvieron los registros

geograficos de su colecta (Téllez-Renddn, et al. 2002). Posteriormente dicha informacion
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fue correlacionada con los datos de distribuciéon de casos humanos. Los triatominos

encontrados en el estado son: T. dimidiata, T. gerstaeckeri, T. mexicana y T. barberi, y se

distribuyen principalmente en Huejutla, Molango e Ixmiquilpan. La positividad de

infeccion de los insectos estudiados a T. cruzi fue de 12.5%. El mayor porcentaje de

positividad por especie lo presentd T. dimidiata con 57.9%. Ademas es la especie mas

frecuente y ampliamente distribuida en el estado, no obstante que T. barberi es la asociada

al domicilio. En cambio T. dimidiata es una especie que esta en proceso de domiciliacion,

como en otros sitios del pais y en otros paises. Esta capacidad de adaptacién a la vivienda

humana representa un elemento de alto riesgo para adquirir la infeccion por T. cruzi, con lo

cual aumentara la poblacion en riesgo de contraer la Enfermedad de Chagas (13, 52),

(Figura 11).
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Figura 11. Distribucion geogréafica de T. barberi en el estado de Hidalgo, se observa mayor

distribucién en los municipios de Metztitlan y la Misién, ademas de encontrarse triatominos

positivos en la localidad de Metztitlan.
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2.4.6 Simbiosis y simbiontes

Simbiosis (del griego simbios; vivir juntos): Anton de Bary en 1879 defini6 el término
como: “La asociaciéon permanente entre dos o mas organismos especificamente distintos,
principalmente en una parte de su ciclo de vida”. Este autor incluye al parasitismo como un
tipo de simbiosis y considera esta simbiosis cuando ambos organismos se benefician de la
asociacion. Un caso especial de la simbiosis es la endosimbiosis en el cual uno de los dos
organismos generalmente un procarionte se encuentra localizado dentro de otro.(4, 70)

Los triatominos son los vectores de la enfermedad de Chagas y son estrictamente insectos
hematdfagos, pues se alimentan de sangre de vertebrados a lo largo de todo su ciclo de
desarrollo, por lo tanto la sangre que ingieren es su unica fuente de alimento y su dieta
carece de ciertas vitaminas y nutrientes. Por ejemplo en consecuencia estos insectos
albergan poblaciones de bacterias simbiontes dentro de su tracto intestinal, los cuales

proporcionan los nutrientes necesarios que faltan en su dieta (28, 71-73).

A partir de varias especies de triatominos se han logrado aislar y caracterizar bacterias
simbiontes obtenidas del tracto digestivo de los insectos de los cuales, a partir de diversos
métodos se han modificado genéticamente, y se han reintroducido a las especies hospederas
originales produciendo de este modo insectos paratransgenicos, en los que se puede
expresar productos génicos antitrypanosomal en el intestino del insecto, lo que da como
resultado que los insectos sean capaces de transmitir la enfermedad de Chagas (26, 74-76),
también a partir de estos modelos experimentales se ha podido observar que los simbiontes
se transmiten en la naturaleza entre poblaciones de insectos por coprofagia, (Figura 12) (28)
(75).
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Figura 12. Esquema de transmision de simbiontes entre poblaciones de triatominos: A)
Triatomino adulto. B) Heces fecales depositadas por triatomas adultos. C) Los insectos
obtienen a los simbiontes por medio de coprofagia. D) Insectos con simbiontes, tomado de

74.
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I11. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas constituye uno de los problemas mas importantes de salud en
Latinoamérica. El estudio y conocimiento de la biologia de los vectores que pueden
trasmitir el T. cruzi en una poblacién, puede constituir un importante avance
epidemioldgico y puede representar una de las principales estrategias para el control de la
enfermedad.

Esta parasitosis tiene un fuerte impacto tanto social como econémico y esto repercute en el
desarrollo del pais. Aungue no se ha realizado estimacion sobre el ausentismo o la pérdida
de productividad laboral debido a la enfermedad de Chagas, el rendimiento manual o
mecanico de un individuo en fase crdnica se ve comprometido. Se ha calculado que las
pérdidas de productividad (promedio de afios laborales perdidos) en Brasil estan en
alrededor de 22.75 % por 1000 afios para hombres y 13.63 % por 1000 afios para mujeres
(77, 78). Los gastos medicos que generan las personas atendidas con medicamentos y
consultas o son hospitalizadas son muy elevados. Un afio de tratamiento con amodiorona,
usada para controlar arritmias cardiacas tiene un costo de 150 ddlares en Estados Unidos;
los vasodilatadores y diuréticos tienen un costo similar (77-78). En el caso de consultas
médicas y hospitalizacion de pacientes en fase cronica el costo es de 350 a 1630 ddlares por
afio segun su gravedad. En afeccion intestinal, una cirugia puede costar hasta 2,000 dolares
y el costo de una implantacién de un marcapasos puede ser de hasta 6,000 délares en EU.
Hay que tomar en cuenta las pérdidas economicas causadas por muertes precoces, asi como
también las perdidas indirectas de productividad y los subsidios gubernamentales pagados a
las personas discapacitadas. En Chile se calculd que el costo anual nacional por las pérdidas
econdmicas debidas a la enfermedad de Chagas es de 37 mil ddlares por afio en ese pais,
considerando 10,000 casos. Por lo tanto el costo anual provocado por la enfermedad de

Chagas asciende a 2,000 millones de ddlares para todo el continente Americano (77-78).
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Es bien sabido que los insectos han existido desde antes de la aparicion del ser humano en
la Tierra por lo que erradicarlos es una tarea casi imposible, lo mejor es aprender a convivir
con ellos sin embargo se tienen que emplear estrategias para evitar que se infecten con T.
cruzi, una posibilidad seria eliminar endosimbiontes que se encuentran en su intestino y que
posiblemente permiten la colonizacién de T. cruzi. Por lo que el entendimiento de los
factores que influyen en la colonizacion y transmision de T. cruzi permitiria mejorar

estrategias de control.

Por ejemplo, el que los endosimbiontes fueran factor importante para el desarrollo del
transmisor puede utilizarse para hacer estrategias de eliminacion del endosimbionte o

viceversa.

Si esto logra ocurrir, los triatominos se pueden liberar al ambiente de manera que ya no
pudieran ser infectados por el parasito lo cual mejoraria la calidad de vida de la poblacién,
ya no se emplearian insecticidas; en segundo lugar se evitaria el uso de plaguicidas

evitando en deterior6 ambiental y la intoxicacion en animales y ser humano.

El poder conocer si los vectores permiten la colonizacion de T. cruzi, es un indicador del

riesgo en el que se encuentra el hospedero al ser infectado.
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IV. HIPOTESIS

La colonizacion de T. cruzi vy el desarrollo de los triatominos es afectada por la presencia

de endosimbiontes en el intestino de T. barberi.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de endosimbiontes sobre la colonizacion de T. cruzi y el desarrollo de T.

barberi.

5.2 Objetivos Especificos

- ldentificar la presencia de endosimbiontes aislados en las diferentes fases de T. barberi

mediante el empleo de pruebas bioquimicas.
-Determinar la influencia de endosimbiontes en el desarrollo de triatominos.

-Determinar el efecto de los endosimbiontes sobre la colonizacién de T. cruzi en el intestino
de T. barberi.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Aislamiento de endosimbiontes a partir de las fases ninfales y adultos de T. barberi

Se realizd el aislamiento de endosimbiontes bacterianos a partir de cinco ejemplares de
cada una de las cinco fases ninfales y el estado adulto, tanto hembras como machos de T.
barberi, mantenidas en el laboratorio dentro de recipientes de plastico que contienen
cartones plegadizos y cubiertos con una malla para facilitar su alimentacion a 28°C, 40-
60% humedad, y con un ciclo de noche-dia para que tengan las condiciones adecuadas de

sobrevivencia, (Figura 13).

Figura 13. Mantenimiento de la colonia de T. barberi con periodos luz-oscuridad, una
humedad de 40-60%, temperatura de 28° C y la alimentacion se realizd una vez por

semana, con ratones.
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Primeramente se seleccionaron aleatoriamente cinco ejemplares de la colonia de T. barberi.
Se observo la estructura anatomica y una vez identificado el intestino se realizd una
puncion a la altura del intestino medio y posteriormente con una jeringa de 1 mL se inyect6
0.1 mL de solucion salina estéril, después de dos o tres enjuagues se colecto el contenido
intestinal, el cual se sembré en medio agar nutritivo. Se incubaron en placas de petri a 28°
C durante 24-72 horas. Una vez observadas colonias bacterianas, se practicé la tincion de
Gram (Arciniega et al, 2003) a cada colonia distinta (al menos dos colonias con
caracteristicas morfoldgicas similares.) Figura 14.

Una vez obtenido el crecimiento bacteriano se realizé una resiembra de las mismas, esto
con la finalidad de obtener la pureza de los microorganismos bajo las mismas condiciones

de incubacion.

Figura 14 Aislamiento de endosimbiontes de T. barberi A) Se sumergi6 en etanol al 70%
para su asepsia, B) Corte ventral de T. barberi para aislamiento de endosimbiontes, C)

Vista ventral de T. barberi con intestino expuesto para el aislamiento de endosimbiontes.
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6.2 Identificacién de los endosimbiontes

Cada uno de los endosimbiontes aislados a partir del intestino de los triatominos se sembré
en medio de cultivo AN. Una vez que se realizd este procedimiento de aislamiento de cada
uno de los triatominos utilizados en sus cinco fases ninfales y etapas de adulto, la
identificacion de las bacterias se realizd mediante morfologia macro y microscopica asi
como también por medio de prueba de hemélisis y pruebas bioquimicas; (Figura 15) para
esto Ultimo cada endosimbionte se envié a un laboratorio especializado para su
identificacion. Se compararon los resultados de todas las colonias obtenidas para su
identificacion y se reportd el nombre de los distintos microorganismos que actlan como

endosimbiontes de T. barberi.

Figura 15 Metodologia seguida para la obtencion de simbiontes del intestino de
triatominos, A) Identificacién del intestino de T. barberi; B) Siembra del contenido

intestinal en AN; C) Crecimiento de colonias bacterianas.
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6.3 Desarrollo de T. cruzi en medio de cultivo LIT

Los parasitos se desarrollaron en medio de cultivo Liver Infusion Tryptose (LIT), se
incubaron a 28° C durante 10 a 15 dias, hasta obtener el maximo de desarrollo en su curva

de crecimiento que es en aproximadamente a las dos semanas (Figura 16).

Figura 16 La cepa de paréasitos se mantiene en medio LIT, una vez que el parasito alcanza

su maximo de desarrollo, B) se hacen pases en el medio LIT cada 15 dias para conservar la
cepa.
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6.4 Obtencion de triatominos libres de endosimbiontes

Para tener triatominos libres de endosimbiontes es necesario trabajar con huevos separados
de los insectos y continuar su desarrollo hasta eclosion. Para ello una vez que se separaron,
se descontaminaron pasandoles un hisopo con etanol al 70% sobre su superficie e
inmediatamente fueron colocados dentro de nuevos recipientes aireados con una malla de
tela, se colocaron en microtubos de polipropileno de fondo cénico de 1.5 mL previamente
esterilizados, esto es para evitar que después de eclosionar adquieran las bacterias
contaminantes que se adapten como nuevos endosimibiontes pues se obtienen a partir de
coprofagia (74). Cabe hacer mencidn que toda la manipulacion se hizo en un gabinete de
bioseguridad tipo 11/AB, para mantener condiciones de total esterilidad. Los triatominos al
igual que la colonia original fueron mantenidos en condiciones de laboratorio en una estufa
a una temperatura de 27-31 °C, una humedad de 60-70% y con un ciclo de dia noche que

hace que los triatominos tengan las condiciones adecuadas para su sobrevivencia.

Finalmente para mantener la colonia de los triatominos estériles se alimentaron de una a
dos veces por semana de voluntarios humanos a los cuales se les limpiaba la zona donde se
colocaria el frasco previamente con etanol al 70%, estos triatominos se mantuvieron asi
durante todo su desarrollo hasta alcanzar su fase méxima o hasta su muerte; cada

alimentacion duraba entre 20 a 25 minutos (Figura 17).
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Figura 17. A) Obtencién de triatominos estériles, A) Eleccién de huevos de T. barberi, B)
Se colocaron en microtubos de polipropileno de fondo coénico de 1.5 mL, C) Una vez que
los triatominos eclosionaron, D) Se alimentaron de 1 a 2 veces por semana.

6.5 Interaccion de T. cruzi-endosimbionte in vivo

Se selecciono un lote de huevos de T. barberi al azar y al igual que en el caso anterior estos
se colocaron en microtubos de polipropileno de fondo conico de 1.5 mL y se mantuvieron
en la estufa a una temperatura de 27-31 °C, una humedad de 60-70%; una vez eclosionados
se alimentaron de sangre de ratones CD-1 infectados previamente con T. cruzi, la
alimentacion con ratones infectados se llevé a cabo en tres ocasiones: al 1°, 3° y 13er dia,
se obtuvo el promedio del volumen de sangre ingerido y el nimero de parasitos ingeridos
este Gltimo por medio de conteo en camara de Neubauer. Los triatominos se pesaron antes
de la alimentacién y después de un periodo de una hora se volvieron a pesar para conocer la
cantidad de parasitos ingeridos. Los triatominos se incubaron a 28° C durante cinco meses a

los cuales cada tercer o cuarto dia se presiono el abdomen provocando su defecacion y
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tomando 10 uL de heces los cuales se colocaron sobre una camara de Neubauer para contar

el nimero de tripanosomas, (Figura 18).

Figura 18. Obtencion de triatominos con T. cruzi, A) Eleccidn de huevos de T. barberi, B)
Se colocaron en microtubos de polipropileno de fondo cénico de 1.5 mL, C) Una vez que
los triatominos eclosioran, D) Se alimentaron 3 veces con ratones CD-1 infectados con el

parasito T. cruzi.
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6.6 Interaccién de T. cruzi-endosimbionte in vitro

Para poder estudiar la interaccion de T. cruzi con los endosimbiontes fue necesario cultivar
en medios adecuados al parésito y al endosimbionte. Para ello primeramente los
tripanosomas se sembraron en medio de cultivo LIT en condiciones estériles y se registrd
su crecimiento cada tercer dia de la siguiente manera: mediante micropipetas se tomarén 10
uL de cultivo los cuales se colocaron en una cdmara de Neubauer para contar el nimero de
parasitos por mililitro de cultivo. Cuando los parasitos se encontraron en fase exponencial
se tomo una alicuota de entre 10 y 100 uL la cual se diluyé para tener suspensiones de
1x10*, 1x10% 1x10-? y 1x10™ parésitos por 10 mL.

Los endosimbiontes se cultivaron en caldo AN, se tomo una alicuota de 1mL y se hicieron
diluciones 1/100; 1/1000; 1/10000 y 1/100000, se sembro en medio de cultivo AN y se
calculo la cantidad de bacterias/mL, cabe hacer mencion que el conteo de bacterias se hizo
posterior a la incubacion de los medios de cultivo de AN y una vez obtenida la proporcion

que se iba a requerir se volvio a repetir el crecimiento pero ahora en medio LIT a 28°C.

La interaccion se efectué sembrando en medio de cultivo LIT tanto los endosimbiontes
como los parasitos en las proporciones antes mencionadas: cada una de las concentraciones
arriba descritas del parasito contra las diferentes concentraciones del endosimbionte se
incubaron a 28°C durante 1 semana. Los parasitos fueron contados en camara de Neubauer

durante seis dias hasta que la curva de crecimiento de T. cruzi llego a la fase estacionaria.
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VII. RESULTADOS

7.1 Aislamiento de los endosimbiontes a partir de las fases ninfas y adultos de Triatoma

barberi

Con la finalidad de conocer si en el intestino de T. barberi habia la presencia de
endosimbiontes, se utilizaron 5 ejemplares de cada uno de los estadios de desarrollo
incluyendo la fase adulta. De 36 ejemplares utilizados se aislaron 17 endosimbiontes, que a

continuacion se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 1. Numero de aislados de endosimbiontes de cada una de las fases ninfales.

1°. 5) 5
2do. 5 0
3er. 5 1
4to. 5 3
oto. 5 3
Ad 5 3
A Q 6 2
Total 36 17 (47.2%)

Los resultados demuestran que de los 36 ejemplares de triatominos utilizados para
aislamiento de endosimbiontes, solo en 17 de ellos se pudo aislar endosimbiontes lo que
equivale al 47.2% del total de triatominos estudiados
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7.2 ldentificacién de los endosimbiontes

Con el proposito de identificar los endosimbiontes aislados del intestino de T. barberi se
describi6 la morfologia macroscépica de cada uno de ellos. El resultado obtenido de 13 de
ellos fue: un color blanco, borde entero, elevacion convexa y un tamafio de 1mm. Los 4
endosimbiontes restantes presentaron un color amarillo, borde entero, elevacion convexa y
un tamafio de entre 3-5mm. Lo cual nos indica que las caracteristicas morfolégicas no son
suficientes para la identificacion de los endosimbiontes, por tal motivo también se realizé la

identificacion microscépica.

Tabla 2. Descripcion morfoldgica de los endosimbiontes aislados a partir del intestino de T.

barberi.

lero. 1 TbN1.1 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
2 TbN1.2 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
3 TbN1.3 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
4 TbN1.4 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
5 TbN1.5 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
3ero. 6 TbN 3.5 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
4to. 7 TbN4.3 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
8 TbN4.4 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
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9 TbN4.5 Amarillo, Entero, Convexa, 1mm
5to. 10 TbN5.1 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
11 TbN5.2 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
12 TbN5.3 Amarillo, Entero, Convexa, 2mm
Adultos 13 TbMO02 Amarillo, Entero, Convexa, 3mm
3
14 TbMO04 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
15 TbMO05 Blanco, Entero, Convexa, 1mm
Adultos 16 TbHO04 Blanco, Entero, Convexa, 3mm
¢ :
17 TbHO05 Amarillo, Entero, Convexa, 5mm
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7.3 Caracteristicas microscopicas y prueba de hemolisis

El resultado anterior indica las caracteristicas morfolégicas de cada uno de los
endosimbiontes aislados, sin embargo no muestran de manera especifica la especie a la que
pertenecen, es por ello que se realiz6 la identificacion microscopica para completar la
identificacion de los endosimbiontes aislados del intestino de T. barberi.

Tabla 3. Caracteristicas microscopicas y prueba de hemdlisis.

1° (TbN1.1) Bacilos G + curvos -
1° (TbN1.2) Bacilos G+ curvos -
1° (TbN1.3) Bacilos G+ curvos -
1° (TbN1.4) Bacilos G+ curvos -
1° (TbNL1.5) Bacilos G+ curvos

3° (TbN3.5) Cocos G+

4° (TbN4.2) Cocos G+

4° (TbN4.3) Cocos G-

4° (TbN4.4) Bacilos cortos G-

4° (TbN4.5) Cocos G+

5° (TbN5.1) Cocos G+

5° (TbN5.2) Cocos G+
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5° (TbN5.3) Cocos G+ -
A & (TbMO02) Cocos G- -
A & (TbMA) Cocos G- -
A & (TbMB) Bacilos G+ -
A ? (TbHO04) Cocos G+ +
A 2 (TbHO05) Cocos G+ -

La prueba de hemolisis fue realizada en medio de cultivo agar sangre y se hizo a los 17
endosimbiontes aislados y solo dos resultaron positivos, ToN5.2 y TbHO4, (Figura 19).

TbN 5.2+
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TbHO04+

Figura 19. Prueba de hemolisis. A) se puede observar que TbN 5. 2, B) los cuatro
endosimbiontes de esta placa resultaron negativos. C) TbHO04 es el segundo endosimbionte
que resulto positivo a la hemolisis. D,E) Los seis endosimbiontes restantes resultaron

también negativos a esta prueba.
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7.4 Identificacién mediante pruebas bioguimicas

Con el objetivo de identificar de manera especifica cada uno de los endosimbiontes aislados

del intestino de T. barberi, a cada uno de ellos se les realizaron pruebas bioquimicas en un

laboratorio especializado para su identificacion.

Tabla 4. Identificacion por medio de pruebas bioquimicas de los endosimbiontes aislados.

1° (TbN1.1) Acinetobacter iwoffi

1° (TbN1.2) Chryseobacterum (F.) meningosepticum
1° (TbN1.3) Staphylococcus auricularis
1° (TbN1.4) Streptococcus mitis/oralis
1° (TbN1.5) Staphylococcus aureus
2° *

2° *

2° *

2° *

2° *

3° *

3° *

3° *

3° *

3° (TbN3.5) Acinetobacter iwoffi

4° *

4° *

4° (TbN4.3) Acinetobacter iwoffi

4° (TbN4.4) ND

4° (TbN4.5) Corynebacterium sp

5° (TbN5.1) Lactobacillus sp

5° (TbN5.2) Sthaphylococcus haemolyticus
5° (TbN5.3) Mycrococcus y especies relacionadas
5° *

5° *

Ad *

A & (TbM02) Acinobacter iwoffi
Ad *

A 3 (TbMA) Streptococcus sanguis
A 3 (TbMB) Streptococcus intermedius
AQ *
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AQ *

AQ *

A @ (TbHO4) Streptoccocus equinus

A @ (TbHO5) Micrococcus y especies relacionadas
AQ *

ND: No determinada; * No hubo crecimiento debido a que no se aislaron. En la tabla no. 4

Se muestra que cuatro de los 17 endosimbiontes aislados corresponden a Acinobacter

iwoffi (23.5%); igualmente cuatro pertenecen al género Streptococcus y tres al de

Staphylococcus.
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7.5 Obtencién de triatominos libres de endosimbiontes

7.5.1 Tiempo de desarrollo de Triatoma barberi

Con el fin de saber, si la presencia de endosimbiontes afecta directamente en el desarrollo
del triatomino a partir del momento de su eclosién, se midié el tiempo que tardaban en
llegar a la etapa adulta los triatominos estériles y no estériles. Se utilizaron 20 triatominos
estériles y 29 no estériles, el porcentaje de huevos eclosionados fue del 100% para ambos
grupos sin embargo, en el grupo que contenia a los triatominos estériles el tiempo que
tardaron para cambiar de estadio fue mayor a los triatominos no estériles, ademas una vez
que cambiaron al tercer estadio, no hubo ningln otro cambio aparente en los
endosimbiontes estériles, caso contrario en los no estériles que el 100% llego hasta el

quinto estadio y en menor tiempo (Tabla 5).

Tabla 5. Tiempo de desarrollo de cada fase de triatominos con y sin endosimbiontes.

Tiempo de desarrollo promedio
de cada una de las fases de

triatominos en dias

1°a2° 47 dias 35 dias
2°a3° 129 dias 40 dias
3°a4° * 42 dias
4° a 5° * 50 dias

*: Etapas del desarrollo que ya no se presentaron debido a que ya no pudieron mudar.
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Los triatominos desarrollados libres de endosimbiontes retrasan su tiempo para cambiar
entre cada fase y también se puede observar que no alcanzan mas alla del tercer estadio;
incluso cuando pasan de primer a segundo estadio tardan un tiempo similar al de los
triatominos no estériles es decir en presencia de endosimbiontes, pero cuando pasan del
segundo al tercer estadio el tiempo se retrasa casi tres veces (129 dias). En cambio los
triatominos con endosimbiontes tardan entre 35 y 50 dias entre una y otra fase de
desarrollo.

El porcentaje de desarrollo de los estadios de los triatominos se muestra en la tabla no. 6 del
total de triatominos estériles, el 60% cambio de primer a segundo estadio, el 25% de los
triatominos cambid de segundo al tercer estadio, a partir de ese momento ninguno de los
triatominos estériles volvié a cambiar de estadio. En cuanto a los triatominos no estériles el
100% paso de primer a segundo estadio, el 100% paso de segundo al tercer estadio, el 24 %
de tercer al cuarto estadio y por ultimo el 3% de cuarto a quinto estadio, existiendo un
mayor porcentaje de cambio de estadio en los triatominos que no se encontraban en

condiciones de esterilidad.

Tabla 6. Porcentaje de desarrollo de triatominos estériles y no esteriles.

No. De triatominos _ Esteriles No esteriles
% eclosion 20/20 100% 29/29 100%

% de T. barberi en los estadios

1°a2° 12/20  60% 29 /29 100%
2°a3° 5/20  25% 29/29 100%
3ad” e 7/29 24%
4°a5° e 3/29 10%
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7.6 Interaccion de Trypanosoma cruzi- endosimbionte in vivo

Con la intencion de conocer cudl es la interaccion entre el triatomino, los endosimbiontes y el T.
cruzi se realiz6 una prueba en la que se monitoreaba la ingesta de sangre del triatomino en
condiciones de esterilidad y no esterilidad, asi como el porcentaje de infeccién al final de la prueba.
En las tablas 7 y 8 se observa que los triatominos estériles ingirieron una menor cantidad de sangre,
por lo tanto también una menor cantidad de parasitos, que los triatominos no estériles. En cuanto al
porcentaje de infeccion los triatominos estériles tuvieron un 0% de infeccion, mientras que los no
estériles un 8.33%.

Tabla 7. Volumen promedio de sangre y No. de parasitos ingeridos por triatominos estériles
y no estériles.

Estériles No Estériles

Vol X. Sangre ingerida 0.348ul/triatomino 3.67 pl/triatomino

No. Parasitos ingeridos 80.04 tripomastigotes 844.1 tripomastigotes

Vol. x . Sangre 3er. Dia 0.352 pl/triatomino 9.90 pl/triatomino

Volx Sangre 13vo. Dia 0.696 ul/triatomino 24.75 pl/triatomino
% de Triatominos infectados 0/5 1/12 8.33%
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Tabla 8. Infeccion de triatominos con T. cruzi en presencia (NE) o ausencia (E) de
endosimbiontes.

Fase Estéril (E) % No estéril (NE) %
2 0/5 0% 224 8.33%
3 * 19/24  79.16%
4 * 3/24 12.5%
5 * ey
Macho * **
Hembra * *x

NE- Con endosimbiontes; E- Sin endosimbiontes. * No se obtuvo infeccién de parasitos en
ninguna fase de desarrollo. ** Etapas del desarrollo que ya no se presentaron debido a que
ya no pudieron mudar.
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7.7 Interaccion Trypanosoma cruzi- endosimbionte in vitro

Tabla 9. Cinética de cuantificacion de Tripanosomas en presencia 0 ausencia de cada

endosimbionte aislados (No. de tripanosomas X10 4/mL de cultivo)
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Control: cultivo de T. cruzi en ausencia de endosimbiontes.
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VIII. DISCUSION

Se sabe que T. cruzi tiene la capacidad de adaptarse al ambiente del intestino de los
triatominos, asi que a partir del intestino de T. barberi se realiz6 el aislamiento de 17
endosimbiontes de un total de 36 triatominos, que incluyeron las cinco fases ninfales y el
estado adulto; las especies de endosimbiontes varian dependiendo del tipo de triatomino.
Segun Ishikawa muchas especies de insectos contienen bacterias intracelulares (conocidas
como endosimbiontes) que son transmitidas por generaciones. Huerta-Nufiez también
reporta el aislamiento de endosimbiontes de T. pallidipennis y T. longipennis a partir de
glandulas salivales y ovarios en caso de tratarse de hembras. En estudios microscopicos de
tejidos de insectos F. Blockmann observé diversas bacterias que solo con recientes
enfoques moleculares han podido ser analizadas. Muchas de estas bacterias son benéficas
para los insectos y se considera que se encuentran en vias de convertirse en organelos

celulares.

Para el presente trabajo de investigacion se obtuvieron los endosimbiontes puros y se
realizd la identificacion bioquimica en un laboratorio especializado, los resultados que
arrojo la investigacion fue de un total de 16 bacterias; entre las cuales podemos encontrar
algunas bacterias del género Acinetobacter iwoffi, Sramova reporta que esta bacteria ha
sido aislada frecuentemente a partir de artrépodos (79, 80), y Muratoglu al igual reporta
haberla aislado de un escarabajo, esto concuerda con los resultados obtenidos a partir de
insectos. (81). Otra de la bacterias que fue identificada fue Chryseobacterum (F.)
meningosepticum, Osei- Poku aisla bacterias del género Chryseobacterum a partir del
mosquito de la fiebre amarilla Aedes Aegypti (82), es importante mencionar que ambos
insectos son hemat6fagos por lo que se podria suponer que comparten algun tipo de

microbiota intestinal.

Un resultado interesante fue el hecho de haber identificado a simbiontes como
Sthaphylococcus haemolyticus, Acinetobacter iwoffi, Mycrococcus y especies relacionadas
y Staphylococcus aureus, las cuales son bacterias que fueron aisladas del intestino de T.

barberi. Chaverri reporta haber aislado e identificado estas mismas bacterias del intestino
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de un murciélago hemat6fago (Desmodus rotundus) (80, 83), si bien el murciélago no es un
insecto, si es estrictamente hematéfago lo cual podria tener relacion con los resultados
obtenidos en la presente investigacion, siendo los triatominos exclusivamente hematéfagos.
Lo anterior también podria sefialar que la microbiota de los triatominos fue adquirida por la
picadura sobre murciélagos, reforzando que la especie T. barberi con la que se cuenta fue

obtenida por primera vez en el campo.

Otras bacterias que fueron identificadas como Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis,
Streptococcus equinus, Streptococcus intermedius, Sthaphylococcus haemolyticus, y
Sthaphylococcus aureus, no han sido reportadas actualmente en aislamientos de triatominos
0 de insectos sin embargo algunas de ellas provienen del ser humano lo cual permitiria

entender que se adquirieron al chupar sangre de personas.

Es importante estudiar la relacion que tienen estos endosimbiontes con el triatomino para
saber si causan algun efecto benéfico o perjudicial sobre el mismo, asi como saber si
forman parte importante de su desarrollo o nutricion, otro punto importante para conocer
mas a fondo esta relacion es el conocer de donde se obtienen estos endosimbiontes, de
acuerdo a Durvasula , Beard y Dash, en el caso de Rhodnius prolixus los endosimbiontes se
adquieren por coprofagia (84, 85) lo que concuerda con los resultados obtenidos en esta
investigacion debido que al mantener los huevos de triatomino estériles antes de eclosionar
y mantenerlos de esta manera, al realizar la diseccion del intestino, no fue posible aislar
endosimbiontes, caso contrario en los triatominos que no fueron esterilizados ni mantenidos
en condiciones estériles, se puede sugerir que los triatominos que no fueron esterilizados,
adquirieron los endosimbiontes en el momento de eclosionar o bien, al estar en contacto
con las heces del medio en el que se desarrollaron. Después de eclosionar los triatominos
que se mantuvieron estériles no tuvieron un desarrollo normal, Unicamente el 25% del
grupo se desarrollo hasta tercer estadio, y permanecid en este mismo hasta su muerte,
mientras que el grupo de triatominos no estériles en el mismo estadio se desarrollo en un
100%, estos resultados corroboran lo reportado por Huerta-Nufies, quien sugiere que los
endosimbiontes juegan un papel importante en el desarrollo del triatomino y que los

triatominos libres de endosimbiontes no logran llevar a cabo su desarrollo normal (86).
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En la actualidad no existen investigaciones que relacionen directamente al T. cruzi con los
endosimbiontes aislados del intestino de T. barberi, para comprender esta relacién en la
presente investigacion se realizaron experimentos in vivo e in vitro. En el ensayo in vivo las
diferencias entre los triatominos estériles y no estériles fueron evidentes; en los no estériles
el volumen promedio de sangre fue mayor al de las estériles, asi como el nimero de
parésitos ingeridos, en este caso fue menor para las estériles, el promedio de infeccién en la
estériles fue de 0% (0/5) y de 8.33% (1/12) para las no estériles, esto sugiere que los
endosimbiontes pueden jugar un papel importante tanto en la nutricién del triatomino como
en el grado de infeccion por T. cruzi. Esto lo refuerza el experimento que se realizd in vitro
donde se incubaron cada uno de los endonsimbiontes con T. cruzi, en donde no se observo
ninguna diferencia significativa en el conteo parasitario lo que sugiere que los
endosimbiontes al ser una microbiota intestinal normal en el triatomino, no afectan el

desarrollo del parasito en forma negativa.

Al examinar la interaccion T. cruzi con endosimbiontes in vitro se observo que el
crecimiento del parasito se ve afectado por la presencia de endosimbiontes probablemente
por una cuestion de espacio o para evitar que el triatomino tenga sobre poblacion de T.

cruzi por lo que no es indispensable su presencia para la colonizacion de T. cruzi.
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IX. CONCLUSIONES

e En el intestino de T. barberi se encuentran endosimbiontes de tipo bacteriano
indispensables para completar su desarrollo.

e La mayor parte de los endosimbiontes aislados son microorganismos Gram

positivos

e Estos endosimbiontes se adquieren por coprofagia, una vez que se mantienen en
forma estéril no podran adquirirlos lo que se ve repercutido en el desarrollo de los

triatominos.

e EI endosimbionte afecta el desarrollo del triatomino, su ausencia impide su

desarrollo hasta la fase adulta, asi como la ingesta de sangre.

e La presencia de endosimbiontes no es indispensable para el desarrollo de T. cruzi

pero si lo es para el triatomino.
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Consideraciones éticas

Dado que se trabajé con materiales biologicos, particularmente ratones y triatominos la
manipulacion de los mismos se realizé de acuerdo a las recomendaciones de la comision de
bioética del ICSa después de que el protocolo fue revisado por la misma. La eliminacion de
ambos organismos se hizo en bolsas amarillas para productos RPBI que se depositd en el
cuarto frio del ICSa. Los medios de cultivo antes de su eliminacion se esterilizaron en
autoclave y posteriormente se eliminaron, si eran sélidos en bolsas rojas de RPBI para su
posterior almacenamiento en cuarto frio y si fue liquido en recipientes se almacenaron para
que posteriormente se trasladaran mediante vehiculos especiales para su eliminacion. Todos
los experimentos con material biologico siguieron las recomendaciones de acuerdo a la ley
general de Salud en materia de investigacion mediante experimentacion con materiales

biologicos siendo un proyecto de bajo riesgo.
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