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1. Resumen

La enfermedad de Chagas, cuyo agente etiolégico es el protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi, es un problema de salud publica que amenaza la vida de la gente que
vive en zonas endémicas, es decir cualquier regién en donde se presente la existencia de
insectos vectores denominados triatominos, asi como Trypanosoma cruzi y personas
infectadas. Conocer las interacciones mutualistas entre el parasito y las colonias
microbianas que se encuentran dentro del intestino del triatomino puede conducir a
planear una estrategia para el control de la enfermedad, disefiando distintos modelos que
ayuden a contrarrestar el crecimiento del parasito, conociendo si el desarrollo del parasito
depende de la presencia de los endosimbiontes, asi como el desarrollo del propio

triatomino.

Para saber si los endosimbiontes favorecen el desarrollo de T. cruzi, se trabajoé con
una cepa de endosimbiontes que tuviera la caracteristica de haber sido aislada del
intestino de triatomino, ser hemolitica y susceptible a un antibiético. Para este ensayo se
realizaron diversos antibiogramas y se seleccionaron los endosimbiontes que resultaron
mejor inhibidos en su crecimiento y que tuvieran la capacidad de hemolisar la sangre,
para poder estudiar su interaccion con el parasito T. cruzi y el insecto vector Triatoma
barberi. Igualmente se utilizé6 sangre hemolizada por los endosimbiontes, considerando si

es posible que éstos le proporcionan la sangre hemolizada a T. cruzi para su desarrollo.

Los resultados sefialan que en presencia de endosimbiontes T. cruzi es afectado
en su desarrollo impidiendo su crecimiento, de manera que se pueden disefiar estrategias
donde se infecten triatominos con endosimbiontes hemoliticos evitando el establecimiento
del parasito en el insecto transmisor. Lo contrario sucede con Triatoma barberi, el cual su

desarrollo depende de la presencia de endosimbiontes. Por ultimo, los resultados



demostraron que aunque Triatoma barberi necesita de una microbiota intestinal para su
desarrollo, no es necesariamente para su digestién, ya que con el uso de sangre

hemolizada por dichos endosimbiontes no existe crecimiento de Trypanosoma cruzi.

2. Introduccién

La enfermedad de Chagas (también conocida como Tripanosomiasis Americana),
es considerada como una de las enfermedades parasitarias de mayor incidencia en toda
América superando otras enfermedades como la malaria, Leishmaniasis y equistosomosis
(Schofield y Dias, 1999). Esta enfermedad representa un grave problema de salud en todo
el continente Americano, ya que existen alrededor de 16 a 18 millones de personas
infectadas, y se estima que 100 millones de ellas estan en peligro de contraer la
enfermedad (Zavala-Castro, 2011). El agente causal de este padecimiento es el
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, cuyo vector es un insecto hematéfago
denominado triatomino. El principal mecanismo de transmision es a través de las
deyecciones de triatominos, cuando se estan alimentando del humano o de un animal de
sangre caliente, la picadura produce comezén sobre la piel del mamifero y éste al

rascarse se auto infecta con el parasito que esta presente en las heces del insecto vector.

Una de las principales especies de triatominos hematéfagos en México que actla
como vector del parasito es Triatoma barberi (Usinger, 1944), la cual se encuentra en 12
estados de la Republica, incluyendo al estado de Hidalgo. Se sabe que dentro del
intestino de estos triatominos existe una microbiota compuesta de bacterias simbiontes,
gue en algunos casos pueden ayudar o evitar la presencia de distintos tripanosomatidos

(De la Cruz, 2013).



En México, se conoce poco sobre la relacion que estos endosimbiontes tienen con
los triatominos y con Trypanosoma cruzi. El objetivo principal de este trabajo fue
investigar el efecto de la presencia de endosimbiontes sobre el desarrollo de Triatoma
barberi y sobre el establecimiento de Trypanosoma cruzi mediante el uso de un
antibidtico, para observar la reaccion del parasito al eliminar los endosimbiontes que

interactdan con él.

3. Marco Tebrico

3.1 Agente etiolégico

La clasificacién de Trypanosoma cruzi, el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas

es la siguiente:

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subfilum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Subgénero: Schizotrypanum

Especie: Trypanosoma cruzi

Su nombre taxonémico completo es: Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (Beaver

et al., 1986; Cuyas y Garcia, 1995; Kenneth, 1982).



Este protozoario existe en al menos tres formas morfolégicamente distintas
(Figura 1): tripomastigotes sanguineos y metaciclicos, los cuales se caracterizan por ser
la forma infectante dentro del ciclo; los epimastigotes, que se encuentran principalmente
en el insecto vector y en los cultivos donde se mantienen a los parasitos; y los
amastigotes que se encuentran dentro de la célula infectada de cualquier mamiferos

(Hernandez et al., 1991; Garcia, 1995).

El tripomastigote presenta una forma alargada, fusiforme y presenta una
membrana ondulante bordeada por un flagelo que se inicia en el cinetoplasto y sale del
parasito por su extremo anterior, su tamafio aproximado es de 20 um de longitud, posee
un nucleo grande cerca de la parte central de su cuerpo (Moncayo, 1999). Los
epimastigotes presentan un cinetoplasto y al igual que el tripomastigote tiene una longitud
aproximada de 20 um, presenta un flagelo libre, es en ésta etapa donde el parasito se
multiplica asexualmente en el intestino medio del vector (Atias y Neghme, 1991). Los
amastigotes presentan una forma redonda u ovoide, mide aproximadamente de 1.5 a 4
micras, el cinetoplasto posee una forma de bastén o esférico, se reproduce por fision
binaria, formando nidos en el interior de las células. El tamafio notoriamente grande de
este parasito permite diferenciarlo del resto de las demas especies de tripanosomas

(Moncayo, 1999).
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1: Formas de desarrollo de Trypanosoma cruzi.

Figura 1. Formas de desarrollo de Trypanosoma 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, e); 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 division (k); formas intermedias entre Esferomastigotes (o
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 nlcleo, pero no subterminal) (p); Tripomastigotes con un cinetoplasto subterminal largo
(q) o corto (r) (Tomado de De la Cruz, 2013).



3.2 Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi

El ciclo inicia cuando un vector se infecta al chupar la sangre del hombre o
mamiferos con tripomastigotes sanguineos (Figura 2). La digestion de sangre por los
triatominos es un proceso lento, por lo que la infeccion se da después de 10 a 30 dias
posterior a la picadura del huésped infectado. Una vez que el vector ha sido infectado,
permanece asi toda su vida, aunque los pardsitos pueden sobrevivir durante varios dias
después de la muerte de la chinche (Wilson, 1991). En el intestino de los insectos los
tripomastigotes sanguineos se transforman en epimastigotes y en el recto sufren otra
transformacién a tripomastigotes metaciclicos, el cual es la forma infectante para el
huésped vertebrado y finalmente son eliminados con el liquido de las heces de la chinche
(Heyneman y McKerrow, 1991). La defecacién de la chinche se produce en el momento
de la picadura, mientras se alimenta, o muy poco después. Esto ocurre en la noche y la
picadura ocasiona prurito (Tomlinson et al., 1995), por lo que el hombre picado en el

transcurso del suefio, se auto infecta rascandose la herida (Krogstad, 1994).

Una vez en el huésped vertebrado, los parasitos entran a las células susceptibles,
en las cuales se liberan del flagelo y de la membrana ondulante transformandose en
amastigotes, que se replican intracelularmente y formando nidos de amastigotes, que
conllevan a la rotura celular. Los amastigotes son liberados a la circulacién sanguinea, se
alargan, forman flagelos y se convierten en tripomastigotes. Estos entran a otras células
para repetir el ciclo o son ingeridos por el insecto vector (Anselme y Moleiro, 1974). En

esta etapa se asegura la transmision de la enfermedad debido a la elevada parasitemia.



Todos los tejidos pueden ser invadidos, pero los mas afectados son aquellos ricos
en células del sistema reticuloendotelial, teniendo preferencia por los macréfagos, el tejido
muscular cardiaco, muscular estriado, muscular liso, y el menos frecuente, el tejido

nervioso (Luquetti, 1994).
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Figura 2 Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi. El principal mecanismo del ciclo

comienza donde una chinche no infectada se alimenta de mamiferos con Trypanosoma cruzi y
contrae el parésito, transmitiendo asi la enfermedad de Chagas en humanos y animales de sangre
caliente (Tomado y editado de Blanco et al., 2006).



3.3 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, es una zoonosis causada por T. cruzi, un protozoario
hemoflagelado transmitido a vertebrados susceptibles por hemipteros hematofagos de la
subfamilia Triatominae. Fue reportada por primera vez en 1909 por Carlos Chagas, este
investigador descubre la enfermedad en el estado brasilefio Minas Gerais y describe los
hechos etiolégicos, clinicos, epidemiolégicos y parasitolégicos que le conciernen. Esta
restringida al area continental de América, por lo que se denomina también

tripanosomiasis Americana (Benenson, 1992).

Esta enfermedad, se mide por el impacto econémico que se produce en los paises
afectados. La OMS calculé que entre 1985 y 1987 se perdieron 2 740 000 afios

productivos, lo que equivale a US $ 6,500 millones (Zavala-Castro, 2011).

La enfermedad de Chagas presenta tres fases, aguda, intermedia y crénica.

Fase aguda: En esta etapa se pueden encontrar parasitos después de 14 a 28
dias y hasta 6 meses, a partir de la infeccibn. Se caracteriza por una intensa
multiplicacion parasitaria. Es mas visible en menores de 6 afios, la mortalidad en esta
etapa es muy baja. Es comun gue en esta etapa se produzca una lesién inflamatoria en la
puerta de entrada del parasito y se le conoce con el nombre de Chagoma, cuando se
compromete el parpado se le llama signo de Romafa-Mazza, se caracteriza por la
inflamacién indolora de ambos parpados, con presencia de papulas rojizas y edema

(Garcia, N.M., 1995; Benenson, 1997).

La fase aguda puede durar hasta 60 dias y se caracteriza por malestar general,
fiebre continua, dolores musculares, epistaxis, escalofrio, hepatoesplenomegalia y

esplenomegalia, ademas de que el individuo también llega a presentar astenia y adinamia



(Becerril-Flores y Romero-Cabello, 2004). Generalmente esta fase pasa desapercibida y
se presenta con mayor frecuencia en lactantes y nifios, mientras que en el adulto puede
ser asintomatica o los sintomas pueden ser leves 0 poco caracteristicos y de intensidad

variable como anorexia, vomitos, diarrea, postracion y cefalea (Botero y Restrepo, 2003).

Fase intermedia: Este periodo que va desde el final de la fase aguda hasta la
aparicion de los primeros sintomas de la fase crénica es llamado latente o indeterminado
con una duracién media de hasta 20 afios. En esta fase el paciente es asintomatico a
pesar de las complicaciones que se inician en el corazén y el tubo digestivo. Puede haber
manifestaciones electrocardiograficas, en ocasiones muy inespecificas (Botero y

Restrepo, 2003).

Fase crbnica: Esta fase se caracteriza por lesiones tipicas del corazén o tubo
digestivo, durante esta etapa la patologia mas importante es la cardiopatia chagasica, es
muy frecuente la muerte subita sin haber desarrollado insuficiencia cardiaca, se presenta
hasta 10 afilos 0 mas después de la fase aguda. Las manifestaciones clinicas del corazén
dependen de la extension de las lesiones de este 6rgano y son frecuentes las
palpitaciones, los mareos, nauseas, diarrea, dolor pectoral, sincope y edema (Botero y

Restrepo, 2003).

3.4 Epidemiologia

Esta enfermedad es una infeccién zoonética y afecta tanto a animales domésticos
y salvajes como al hombre (Asin y Giojalas, 1995). La enfermedad de Chagas es
transmitida por insectos hematéfagos nocturnos, que pertenecen al Orden Hemiptera y
corresponde a tres géneros de la Familia Reduviidae, conocidos como reduvidos o
triatominos. El nombre de las especies por las que son popularmente conocidas varian

en los diferentes paises y segun la region en la que se encuentre, algunos de los nombres
9



son: “chinches besuconas, vinchucas, pitos, barbeiros, chipos”, entre otros. Estos insectos
suelen habitar en las grietas de las casas rurales, saliendo de noche para alimentarse, en
la cual el hombre es victima (Petry y Eisen, 1989; Wilson, 1991). Las vias de transmision
para el hombre pueden ser: el insecto transmisor infectado, transfusion de sangre
contaminada, transmision congénita. Otros mecanismos de transmision menos frecuentes
son los trasplantes de 6rganos procedentes de donantes parasitados, accidentes de
laboratorios, por lactancia materna o por via oral (ingestion de carne semicruda o sangre
de animales parasitados y de bebidas contaminadas con materia fecal de triatominos
(Velasco et al., 1994; Benenson, 1997). Las chinches pueden contraer la infeccion,
absorbiendo las deyecciones infectadas de otras chinches (Petry y Eisen, 1989; Wilson,

1991).

3.5 Vias de transmision de Trypanosoma cruzi

3.5.1 Transmisioén vectorial

La transmision vectorial se produce indirectamente, cuando se produce contacto
con la materia fecal infectada de parasitos, ya sea con el orificio de la piel producido por la
picadura del triatomino, o por el contacto de las heces sobre mucosas del huésped como

el ojo, nariz y boca (Garrido et al., 2007).

3.5.2 Transmision por transfusion sanguinea

Actualmente la transmision por transfusion sanguinea es la segunda causa de
infeccion por T. cruzi, después de la transmision vectorial. La enfermedad de Chagas, es
potencialmente transmisible por transfusion sanguinea, por lo que debe ser estudiada
principalmente en zonas endémicas, donde existan donadores infectados (Werner et al.,

2008).

10



El nimero de casos de Chagas post-transfusional ha de entre 300 y 800 casos
(Wendel, 1998; Hernandez-Becerril et al., 2005), si bien son cifras que se consideran
infravaloradas. Una de las causas de esta infravaloracién es la existencia de personas
asintomaticas infectadas por transfusion (Leiby et al., 1999). La transfusion actualmente
se ha convertido en una fuente importante de contagio en América Latina, principalmente

derivado del flujo migratorio de zonas rurales a zonas urbanas (Schmunis, 1991).

3.5.3 Transmisién congénita

Se trata de una de las vias mas importantes, junto a la vectorial y comienza a
adquirir mayor relevancia precisamente en las regiones endémicas donde esta presente la
enfermedad (Moncayo, 1999). Este tipo de transmisién se da cuando ocurre el paso
intrauterino de T. cruzi al embrion, aunque los parasitos también pueden pasar a través de

la leche materna al recién nacido (Werner, 1972).

El riesgo de infeccion congénita reportada por la OMS (Organizacién Mundial de la
Salud) es del 1%, lo que indica que 8000 nifios al afio son infectados congénitamente en

Latinoamérica (Andrade y Matelli, 1994).

En Argentina, se estima que por cada contagio de la enfermedad de Chagas
debido a la transmisién vectorial, habra alrededor de 10 casos congénitos, usualmente
asintomaticos, y por cada uno de estos casos congénitos que se detectan y notifican a
instituciones de Salud Publica, habra entre 6 y 12 que no se descubren ni se tratan

(Lucero et al., 2006).

11



3.5.4 Transmisién accidental

Ocurre en laboratorios u hospitales, y se da por el manejo inadecuado del material
bioldgico contaminado por parte de los mismos investigadores, o del personal colaborador
y auxiliar. Por ejemplo: manejo de triatominos, cultivos, animales de experimentacion
infectados, manejos de sangre de pacientes, entre otros. Esta enfermedad presenta un
riesgo mayor con respecto a la enfermedades infeccionas, incluyendo infecciosas virales y
bacterianas. En el 2002, la OMS registra mas de 70 casos bien documentados en
técnicos, médicos e investigadores, al manipular diferentes tipos de materiales
contaminados, como excretas de triatominos, cultivos de pardsitos y sangre infectada de

seres humanos y animales.
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3.6 Triatominos

Los triatominos comprenden el Unico grupo de hemipteros con habitos
hematofagos obligados a través de todo su ciclo de vida (Usinger, 1944). Tal
caracteristica le da importancia en salud puablica por ser transmisores del hemoparasito
Trypanosoma cruzi. Su clasificacién taxondmica es la siguiente (Borror, 1979; Castillo,

2000):

Reino - Animalia
Phylum — Arthropoda
Subphylum - Mandibulata
Clase — Insecta
Orden - Hemiptera
Familia - Reduviidae
Subfamilia - Triatominae

Géneros — Triatoma
Dipetalogaster
Rhodnius
Panstrongylus
Eratyrus
Belminus

Paratriatoma
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3.6.1 Caracteristicas morfoldgicas

Como la mayoria de los insectos, los triatominos presentan el cuerpo dividido en
tres regiones: cabeza, térax y abdomen, posee tres pares de patas y dos pares de alas;
un par anterior llamado hemiélitros compuesto por una parte basal endurecida y una parte
distal membranosa y el segundo par totalmente membranoso. Presentan un conexivo, que
es el margen lateral del abdomen, achatado y sobresaliente, generalmente oscuro con
manchas claras; aparato bucal picador-chupador (Figura 3); posee una metamorfosis

incompleta con un estado de huevo, ninfa (cinco estadios) y adulto (Figura 4).

Tylus ——
Gena —t
Jugum — ——— Antena
Ojo s Tubérculo antenifero
Ocelo — 2 Tubérculos del lobulo anterior
Collar i =<1 del pronoto
Carena longitudinal 6 ~______ Lobulo posterior del pronoto
BN /7 3 — Angulo humeral
Escudete —— f 5\!};" —if— Corio
ya31'74\ :
Segmento —< / { Fémur

Tibia

Membrana

del conexivo {:

Hemiélitro 4\‘_{. \/ ;i
Wl 4

Tarso

3: Morfologia externa de triatominos. Vista dorsal.

Figura 3. Las distintas especies de triatominos difieren por su aspecto morfolégico como el
tamafio del cuerpo y la coloracion, asi como la division y el color de los segmentos del conexivo
(Tomado y editado de Abalos, 1981).
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\ i \ /'
NINFAS \ / k ADULTAS
| | * ﬁ

<« HUEVOS
Figura 4. Los triatominos presentan distintos estadios morfolégicos, que van desde huevo pasando

Macho Hembra

4: Ciclo biolégico de triatominos.

por cinco estadios ninfales hasta su diferenciacion sexual macho y hembra respectivamente
(Tomado de Blanco et al., 2006).

A diferencia de que algunas chinches entomofagas o depredadoras, cuyo pico es
curvo, las chinches hematéfagas, tienen un aparato bucal recto. El tamafio varia desde 5
a 45 mm, por lo general la hembra es de mayor tamafio que el macho y posee genitales
externos. Las dimensiones, la coloracion y el conexivo varian segun la especie de

chinche.

Los huevos son colocados sueltos en lugares ocultos, presentan un color
blanquecino cuando recién son puestos, cambiando a rosado cuando el embrién se
desarrolla. Las hembras ponen cientos de huevos que eclosionan entre los 15 y 50 dias,
segun la temperatura ambiente. En experimentos realizados bajo condiciones controladas
de laboratorio (27°C y frecuencia de alimentacion cada 15 dias) el tiempo de desarrollo
ninfal fue de aproximadamente 5 meses y la media de vida del adulto hembra es de 4.6
meses (Carcavallo y Martinez, 1972). En experimentos realizados en ranchos
experimentales bajo condiciones naturales, la media de vida del adulto fue de 6.7 meses

(Cécere et al., 2003). Las ninfas mudan de cuticula 5 veces, aumentando cada vez su
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tamafio, son parecidas a los adultos pero éstos carecen botones o primordios alares. En

la Gltima muda aparecen las alas y el insecto adopta el aspecto adulto.

Las chinches son hematé6fagas en todos sus estadios y desde que comienzan a
alimentarse, pueden infectarse y transmitir el parasito. Pueden pasar varias semanas e

incluso varios meses sin ingerir alimento (Blanco et al., 2006).

3.6.2 Triatoma barberi

Existen 31 especies de triatominos reportados en México, de las cuales, nueve son
consideradas como importantes por su contribucién al mantenimiento de la enfermedad
en humanos y animales (Cruz-Reyes y Pickering-Lépez, 2006). En el estado de Hidalgo
se reportan cuatro especies, la mas importante es Triatoma barberi, esta especie se
encuentra ubicada dentro de las 10 especies que presentan mayor relevancia
epidemioldgica por la transmision del parésito T. cruzi a los humanos (Galvéo et al., 2003;
Guzman-Bracho, 2001; Guzman-Marin, 1990). Triatoma barberi es considerada la especie
endémica mas importante en México transmisora de la enfermedad de Chagas debido a
sus habitos domésticos y peridomésticos (Salazar-Schttino et al., 2005; Zarate, 1983), por
presentar una amplia distribucion geografica que abarca 14 estados (Figura 5)
principalmente en la region central del pais y porque generalmente coexiste con otras
especies domésticas como Triatoma dimidiata y Triatoma pallidipennis (Guzman-Bracho,

2001; Peterson et al., 2002).

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 Publica de
Hidalgo de 1996 a 2001 se estudiaron 5,552 triatominos, los cuales se identificaron

taxondémicamente, se les realizd la busqueda de T. cruzi y se obtuvieron los registros
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geograficos de su colecta. La positividad de infeccidon con T. cruzi fue de 12.5% (Téllez-

Rendén et al., 2002).

A Triatoma barberi
@ 1. dimidiata

. T. pallidipennis
- T. phyllosoma
. T. longipennis
* T. mexicana

+ T. gerstaeckeri,

o T. proctata
x T. bassolsae

( Rhodius prolixus

5: Distribucion geografica de las especies de triatominos en México.

Figura 5. Distribucién geogréfica de las especies de triatominos con habitos domiciliarios y
peridomiciliarios en México. Triatoma barberi la especie de interés en este trabajo, se encuentra en
los estados del centro de México como Jalisco, Michoacan, Guerrero, México, Oaxaca, Tlaxcala,
Morelos, Distrito Federal e Hidalgo (Tomado de Martinez, 2003).
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Los triatominos encontrados en el estado son: T. diminiata, T. gerstaeckeri, T

mexicana y T. barberi, distribuyéndose principalmente en las zonas de Huejutla, Molango

e Ixmiquilpan (Figura 6).
|
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6 Distribucion geografica de las especies de triatominos en Hidalgo.

Figura 6. Distribucién geografica de distintas especies de triatominos que se encuentran
en el estado de Hidalgo. Se observa la distribucion de Triatoma barberi la especie de interés, asi

como de las chinches positivas con Trypanosoma cruzi (Tomado de De la Cruz, 2013).
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3.7. Simbiosis y simbiontes

El término simbiosis fue usado por primera vez en 1879 por Antén de Bary, para
referirse a dos 0 mas especies que viven permanentemente en estrecha asociacion,
durante al menos una parte de su ciclo de vida, ya sea con la coexistencia de un individuo

sobre el otro o uno dentro del otro (Gil et al., 2004).

Los insectos representan un modelo especial, apto para el estudio de las
relaciones simbiéticas, debido a su gran diversidad que constituye la mayor parte de todos
los invertebrados y a su gran tolerancia a organismos foraneos, que les permite coexistir
con muchos microorganismos diferentes y en gran variedad. La mayor parte de los
hexapodos estan involucrados en algun tipo de simbiosis, especialmente con bacterias
(Gil et al., 2004). Los simbiontes pueden pasar de una generacién a otra mediante dos
estrategias generales; la transmision horizontal, que se da por un proceso infeccioso
donde el simbionte se adquiere desde el ambiente externo y la transmision vertical,
mediada por la herencia, casi siempre via materna, a través del citoplasma de los huevos

(Grijalva y Giraldo, 2006).

Las especies de simbiontes que se han identificado varian entre las distintas
especies de triatominos (Dasch et al., 1984; Eichler, 2002), el efecto o consecuencia de
dicha relaciéon entre T. cruzi y simbiontes también es variable, algunas especies de
endosimbiontes se ha demostrado que favorecen el desarrollo de T. cruzi
proporcionandole complementos para su dieta: por ejemplo vitamina B, como es el caso

de Rodococcus rhodnii (Dasch et al., 1984; Durvasula et al., 1997; Goebel y Gross, 2001).

También existen simbiontes en distintos insectos, como es en el caso de

cucarachas y termitas, en el caso de las cucarachas los simbiontes encontrados parecen
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ser esenciales para su reproduccién y en el caso de las termitas presentan un papel

importante para la digestion de celulosa (Douglas, 1989).

El efecto que la simbiosis con bacterias puede ejercer sobre los insectos es
variado e incluye principalmente alteraciones del desarrollo (Braendle et al., 2003);
mecanismos nutricionales suplementan una dieta pobre con algin componente o la
digestién de recursos alimenticios como la celulosa (Bauman, 2005); alteraciones de la
reproduccion que pueden traducirse en eventos de especiacion (Hurst y Werren, 2001;
Stouthamer et al., 1999); defensa contra el ataque de enemigos nhaturales (Scarborough et

al., 2005) y compensacion por la pérdida del simbionte primario (Koga et al., 2003).

3.8. Tratamiento y prevencién contra la enfermedad de Chagas

Una de las prioridades principales del control de la enfermedad es evitar la
transmision dentro del hogar combatiendo el vector intradomiciliario con insecticidas
compuestos de piretroides sintéticos como Permetrina, Deltametrina y Lambdacihalotrina,
la llegada de éstos, significd un progreso importante para el control de la enfermedad de

Chagas (Beaver et al., 1986).

La prevencion de la parasitosis no solo debe estar dirigida a interrumpir la
transmisién vectorial, sino también la que se produce por trasfusion sanguinea, trasplante

de 6rganos, infeccidn congénita o por accidentes de laboratorio (Beaver et al., 1986).

Actualmente se cuenta con dos medicamentos para el tratamiento de esta
parasitosis. Los medicamentos tripanocidas estan indicados en la infeccién aguda del nifio

y del adulto, en la infeccidon congénita y en la crénica reciente.

Los pacientes con enfermedad crénica avanzada no se benefician con el

tratamiento. En las fases aguda y crénica reciente, se administra nifurtimox a dosis diarias
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oral de 10 a 12 mg/kg de peso en pacientes de hasta 40 kg y de 7.5 mg/kg al dia, los que
excedan éste peso. Otro medicamento utilizado es benznidazol, el cual se administran 7.5
mg/kg en pacientes de hasta 40 kg de peso y 5 mg/kg al dia para los que sobrepasen
dicho peso. Los dos medicamentos se administran en dos o tres dosis diarias por 30 a 60
dias. En la fase crénica se utiliza nifurtimox de 8 a 10 mg/kg al dia durante 60 a 90 dias
cada ocho horas y benznidazol de 5 mg/kg al dia por 60 dias cada 8 o 12 horas. El
tratamiento de la infeccion congénita se hace con nifurtimox de 10 a 15 mg/kg al dia o
benznidazol 10 mg/kg al dia, comenzando con la mitad de la dosis en nifios bajos de peso

(Beaver et al., 1986; Cuyas y Garcia, 1995; Kennet, 1982).

Hasta el momento no existe un farmaco del todo efectivo e inocuo para el paciente
contra la enfermedad, dado que los medicamentos, no son por completo eficaces en

todas las fases de la enfermedad o producen grandes efectos colaterales.

4. Antecedentes

Desde 1909, cuando Carlos Chagas anuncié sus descubrimientos en Brasil, sobre
evidencias clinicas del agente causal y los vectores de la enfermedad, se iniciaron las
investigaciones en América Latina. En México en 1928, se reporté la presencia del primer
triatomino Triatoma dimidiata (Hoffman, 1928), pero no fue hasta 1936 que se anuncié el

primer caso de una infeccién con T. cruzi diagnosticado en nuestro pais (Mazzoti, 1936).

Después de 90 afios del descubrimiento de la enfermedad de Chagas, se han
propuesto 3 periodos de evolucién sobre los casos clinicos y epidemiologicos de la
enfermedad; a) Primeros estudios sobre la enfermedad de Chagas en Lassance

(Municipio brasilefio localizado en el norte del estado de Minas Gerais),
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b) Periodo de incertidumbre y reportes de casos aislados, c) Periodo de
consolidacion de los conocimientos y de reconocimiento de la enfermedad de Chagas

como una extensa entidad endémica rural (Prata, 1999).

Algunos paises de Latinoamérica como Uruguay, Brasil y Chile, estan avanzando
en el control de la enfermedad de Chagas, mediante medidas nacionales que se enfocan
en el control de los triatominos que existen en las poblaciones rurales, también en el
tamizaje de la sangre de transfusion, asi como en el apoyo terapéutico para los casos
infectados de T. cruzi. Uruguay, Chile y la mayor parte del sur de Brasil, ya estan
certificados por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), como libres de la
transmision de la enfermedad de Chagas. Por otro lado en los paises de Pera, Ecuador y
México, se encuentran en las fases iniciales de la planeaciéon de las campafias de control

de la enfermedad (Ramsey y Scholfield, 2003).

En México la enfermedad también es un caso de salud de gran importancia. En los
ultimos afios, se han implementado programas que buscan la deteccion de la enfermedad
por transfusiéon sanguinea, solo en algunos bancos de sangre. También, aunque existen
programas de fumigacion y uso de insecticidas en las zonas endémicas y zonas
vulnerables para la sobrevivencia de triatominos transmisores, estas zonas no han

disminuido (Guzman-Bracho, 2001).

Una pregunta importante que preocupa actualmente es: ¢ Cuales son los factores
gue permiten el establecimiento de T. cruzi dentro del intestino del triatomino?
Respondiendo a esta pregunta se pueden disefar estrategias que rompan el ciclo de la

infeccion.
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Se ha demostrado que existen factores que influyen con el establecimiento de T.
cruzi relacionados con los tejidos epiteliales del triatomino, con receptores moleculares en
la superficie de T. cruzi y con el microambiente que permite dicha interaccion, en el cual
estan presentes moléculas que facilitan la interaccion, es decir microorganismos

simbiontes del intestino de los triatominos (Dillon y Dillon, 2004; Azambuja et al., 2005).

Es importante conocer si estos endosimbiontes influyen positiva o negativamente
al triatomino y que puedan ser favorables para la infeccion con T. cruzi, como es en el
caso de termitas y cucarachas que en su intestino contienen bacterias que ayudan con la

digestion de su dieta (Dillon, 2004).

La eliminacién de los simbiontes en los insectos, por medio de antibiéticos, permite
determinar y a veces cuantificar el aporte de los simbiontes a su hospedero. En la
actualidad, los beneficios que recibe el hospedero de la relacién simbidtica, son casi
siempre definidos, pues la eliminacion en condiciones de laboratorio de los
microorganismos, asi como su cultivo en medios artificiales, permite estudiar de forma
detallada las consecuencias para el hospedero. No obstante, los beneficios para los
microorganismos simbiontes no lo son tanto, razén por la cual, incluso, han llegado a
considerarse como esclavos del hospederos en vez de mutualistas (Werren y O Neill,
1997). En los insectos que presentan una dieta altamente especializada (como insectos
hemato6fagos), pueden enfrentar la escasez de algun o algunos componentes esenciales
para su desarrollo. La asociacion con microorganismos simbiontes permite a estos

insectos obtener los nutrientes faltantes en su dieta (Douglas, 1989).
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Anteriormente se han realizado trabajos donde se eliminan simbiontes en insectos,
por medio de antibibticos, lisozimas y anticuerpos. Un ejemplo es el trabajo de Askoy
(2003), donde elimind los simbiontes de la mosca tse-tsé (insecto hematéfago estricto),
vector del parasito Trypanosoma brucei que produce tripanosomiasis Africana, también
conocida como enfermedad del suefio, la eliminacion de su microbiota intestinal produjo
retardo en el crecimiento del insecto y una disminucién en la produccion de huevos

(Askoy, 2003).

Otro ejemplo de trabajos realizados anteriormente, es el de De la Cruz (2013)
donde utiliz6 endosimbiontes de triatominos para observar el efecto sobre Triatoma
barberi y sobre la colonizacién de T. cruzi, encontrando que la presencia de simbiontes en
Triatoma barberi es indispensable para su desarrollo, ya que las chinches que manejé se
mantuvieron estériles para evitar que formaran una microbiota intestinal y comprobar que
este efecto provoca retraso en su desarrollo y una muerte prematura. En el caso de T.
cruzi la presencia de endosimbiontes de Triatoma barberi provocaron que la reproduccién
del parésito se viera afectada, probablemente por competencia de espacio o para evitar

una sobrepoblacion de T. cruzi (De la Cruz, 2013).

Previamente a este trabajo Espino de la Fuente (2013), registré la presencia de
tres endosimbiontes distintos de Triatoma barberi: Staphylococcus warneri, Enterococus
faecalis y Brevundimonas bullata, en donde evalué la interaccién in vitro con T. cruzi. En
dicho trabajo demostr6 que el parasito en presencia de S. warneri muestra una
disminucién en el numero de parasitos, lo mismo ocurre con la interaccién del parasito
con E. faecalis, contrariamente a estos resultados en presencia de E. bullata el parasito
presenté una actividad indiferente, es decir su crecimiento no se vio afectado con éste

Gltimo endosimbionte.
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5. Planteamiento del problema

Se han probado diversos métodos de control de la transmisién de Trypanosoma
cruzi al huésped vertebrado, principalmente a través del uso de insecticidas; sin embargo,
ninguno ha sido totalmente eficaz, aunque se sabe que insectos contienen microbiota que
les es util para su desarrollo y que cuando es eliminada parcial o totalmente el artrépodo
se ve afectado en su desarrollo; en el caso de triatominos como Triatoma barberi no se
sabe qué tan importante es la microbiota, e igualmente si le es necesaria o indispensable

para T. cruzi, por lo que se formul6 la siguiente pregunta:

¢,Coémo influye la presencia de endosimbiontes en el intestino de Triatoma barberi sobre

su desarrollo y la colonizacion de Trypanosoma cruzi?

6. Hipotesis

Si la microbiota es indispensable para el desarrollo y sobrevivencia de Triatoma
barberi, al eliminarla de su aparato digestivo provocara defectos en su desarrollo o hasta
su muerte; por lo tanto, es posible que T. cruzi deje de colonizar al triatomino y como

consecuencia no se transmita al huésped vertebrado.

7. Justificacion

El principal mecanismo de transmision de T. cruzi, es mediante las deyecciones de
los triatominos infectados después de su alimentacion, por lo tanto, la gente que habita en
las zonas donde existen los triatominos se encuentran en alto riesgo. Las estrategias para
erradicar la enfermedad, se basan en la eliminacién del insecto mediante el uso de
insecticidas, provocando intoxicaciones en la poblacion, dafios a la naturaleza y hasta
aumentos en la resistencia de los triatominos sobre el insecticida, sin olvidar los gastos

econdmicos que se generan con el uso de este método.
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Si se conocieran los mecanismos que permiten el desarrollo y sobrevivencia de
triatominos, asi como la interaccion de T. cruzi con éstos, se podrian utilizar herramientas
que permitan disminuir la infeccidbn de los insectos con el parasito sin el uso de
insecticidas y por lo tanto habra més control de la transmision de T. cruzi y como
consecuencia habra menos personas infectadas, que como se sabe presentan problemas
cardiacos, que conducen al ausentismo en los lugares laborales o escuelas e incluso
habrd menos inversion en la atencibn médica, compra de medicamentos y atencion

hospitalaria.

8. Objetivos

8.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la presencia de endosimbiontes en Triatoma barberi sobre su
desarrollo y sobre la colonizaciébn de Trypanosoma cruzi mediante el empleo de un
antibiotico.

8.2 Objetivos particulares
Seleccionar el endosimbionte que evaluara el desarrollo de T. cruzi mediante el

empleo de un antibiético.

Determinar el efecto que causan los endosimbiontes sobre el desarrollo de

triatbminos y su interaccién con T. cruzi.

9. Material y métodos
9.1 Aislamiento y seleccion de endosimbiontes
Los endosimbiontes que se utilizaron en este trabajo, fueron aislados del intestino

de Triatoma barberi por De la Cruz (2013) previo a este trabajo de investigacion bajo el
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criterio de que sea un endosimbionte hemolitico, pues para demostrar la hipétesis se
deberia cumplir con este requisito. Para ello se sembraron distintos cultivos axénicos de
simbiontes de Triatoma barberi en medio agar sangre y se seleccionaron los
endosimbiontes que tuvieran una actividad hemolitica sobre la sangre, ya que la hemolisis
representa el uso de la sangre por bacterias, esto quiere decir que las bacterias estarian

ayudando a los triatominos para la obtencion de sus nutrimentos (Figura 7).

7: Agara sangre hemolizado por bacterias.

Figura 7. Muestra de bacterias hemoliticas sembradas en agar sangre. 1) agar sangre, con
su color caracteristico rojo antes de la siembra de bacterias endosimbioticas. 2) agar sangre
hemolizado, presenta un color amarillo debido al proceso de las bacterias endosimbitticas

hemoliticas.
9.2 Seleccién de antibidticos

Se prepar6 el medio agar de” Mueller-Hinton” de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Este medio de cultivo es recomendado universalmente para la realizacion de la

prueba de sensibilidad a los antimicrobianos. Se colocaron aproximadamente 25 mL, del
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medio en cajas Petri (de plastico) de 90 mm de diametro y se dejé solidificar por

aproximadamente 15 min.

Con un asa se tomaron de 4 a 5 colonias previamente aisladas, se estrié sobre el
medio en tres direcciones diferentes para obtener un inéculo uniforme y se efectlo el
ultimo barrido sobre el borde de la placa, posteriormente se colocé el antibiograma con 12
multidiscos combinados BIO-RAD para Gram positivo y Gram negativo. Los discos se
tomaron con pinzas estériles y se colocaron en el medio después de la siembra, los
discos se presionaron ligeramente para asegurar el contacto con la superficie del medio

(Bernal y Guzman, 1984).

Finalmente, se incubd a 28° C por 24 horas; pasado este tiempo se midieron los
halos de inhibicion obtenidos midiendo mediante una regla un fondo negro para una mejor
observacion. Se registraron dos caracteristicas con respecto a la inhibicion: Susceptible
0 Resistente. La susceptibilidad se considera sin alrededor de la colonia se presenta un
halo de al menos 5 mm de diametro, la resistencia se considera si junto al papel filtro se

presenta crecimiento del endosimbionte.

9.3 Selecciodn de la concentraciéon éptima del antibidtico

Para este punto, se realizé el método llamado Kirby-Bauer (Bernal y Guzman,
1984), el cual consiste en impregnar papel filtro de algin antibiotico. Y se realizé de la

siguiente manera.

A partir de capsulas de 500 mg del antibiético, se pesaron 15 mg en balanza
analitica y se diluyeron con Dimetilsulféxido (DMSO) en tubos Eppendorf, para obtener
una solucién inicial concentrada. Mediante esta solucion se realizaron diluciones para

obtener distintas concentraciones del antibiético.
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Se tomaron 10 pL de la muestra inicial y se le agregaron 90 pL de solucién DMSO
y asi se obtuvo una concentracion de 1500 pg/mL, posteriormente de esta solucion se
tomaron 10 pL + 90 pL de DMSO para obtener una concentracion de 150 pg/mL, se siguio
el mismo procedimiento hasta obtener concentraciones de 15 pg/mL, 1.5 pg/mL, 0.15

pg/mL, 0.3 pg/mL y 0,003 pg/mL.

El papel filtro utilizado debia tener un diametro de 0.5 mm, presentar un color
blanco y estar estéril. Al cumplir con estas caracteristicas, cada disco se impregno con la

concentracion correspondiente.

Previamente los endosimbiontes hemoliticos seleccionados se sembraron en agar
“Mueller-Hinton” en cajas Petri, mediante la técnica de siembra por estria masiva.
Posteriormente con pinzas estériles se tomaron los discos ya impregnados del antibiético
y se colocaron en la placa Petri sobre el medio y se presionaron para asegurar que éste
toque la superficie. Los discos debian tener una separaciéon no menor a 25 mm, para

evitar la superposicién de los halos de inhibicién.

Finalmente las, cajas Petri se incubaron a 28° C por 24 horas y se observaron los
halos de inhibicién que presentaba cada concentracion y se eligié la que presentara una

inhibicién 6ptima en cada uno de los endosimbiontes hemoliticos utilizados.

9.4 Cultivo de endosimbionte seleccionado

Se selecciond solo un endosimbionte para la prueba de la viabilidad de T. cruzi,
para observar la interaccion con dichos parasitos. Con un asa se tomaron de 4 a 5
colonias, se inocularon en 5 mL de medio de cultivo LIT (Liver Infusion Tryptose) y se

incubo a 28° C por 24 horas, hasta observar turbidez, posteriormente la turbidez se ajusto
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a 0.01 nm mediante un espectrofotémetro “Jenway” 6405, a una longitud de onda de 620

nm, para una similitud en la concentracion de endosimbiontes y de parasitos de T. cruzi.

9.5 Cultivo de Trypanosoma cruzi

Los parésitos que se utilizaron en los experimentos fueron obtenidos a partir de
cultivos que se encuentran en el laboratorio de Histologia en el Instituto de Ciencias de la
Salud, los cuales fueron previamente aislados de ratones CD-1 por puncion cardiaca.
Para el mantenimiento de los parasitos, se realizaron resiembras a un nuevo medio de
cultivo LIT cada 4 semanas.

En un tubo estéril con medio LIT se inocularon parasitos y se incubaron a 28° C
por 5 dias para obtener una vasta cantidad de ellos y se realizaron conteos en camara de
Neubauer para obtener una cifra de 3x10° parasitos/mL ya que esta dosis de inoculo es
la minima que permite observar el crecimiento de T. cruzi mediante el método de conteo

que se escogié dadas su sensibilidad.

9.6 Determinacién de la viabilidad de Trypanosoma cruzi en un medio in vitro

Se realizaron cultivos de Trypanosoma cruzi en 4 tubos de ensaye de 13x100,
adicionando 3 mL de medio LIT; tubos de ensaye: 1) 3x10° parasitos/mL, 2) 3x10°
parasitos/mL+100uL de endosimbionte hemolitico, 3) 3x10° parésitos/mL+100uL de
antibidtico seleccionado (150/mL)+DMSO vy 4) 3x10° parasitos/mL+100uL de DMSO. En
las pruebas de viabilidad de T. cruzi, se utilizé el diluyente DMSO, para observar si éste
causa un efecto en el crecimiento de parasitos, asi se evita confundir el efecto del

antibiotico con el efecto de este diluyente.

Los cultivos se incubaron a 28° C durante 3 dias, posteriormente se realizaron

conteos de parasitos en camara de Neubauer cada 48 horas durante 15 dias para realizar
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curvas de crecimiento e interpretacion de resultados. El método de conteo en camara de

Neubauer se muestra en la figura 8.

8: Método y zona de conteo en camara de Neubauer

Figura 8.. Se inicia de izquierda a derecha, pasando por todos los recuadros, en forma de

Zig-zag.

9.7 Determinacion de la viabilidad de Trypanosoma cruzi en un medio in vitro

sobre sangre hemolizada

Para comprobar si los parasitos necesitan de endosimbiontes que hemolizan la
sangre, se realiz6 una prueba donde se utiliz6 sangre hemolizada por dichas bacterias,
para determinar la viabilidad de T. cruzi.

Se prepar6 medio LIT incompleto, es decir no se agregdé suero fetal bovino y

hemina. En 3 tubos estériles de 13x100 se inocularon 3 mL del medio y se adiciond con
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500 uL de sangre, se agregaron 500 pL de bacterias hemoliticas, utilizando el mismo

endosimbionte que se utilizo en el ensayo anterior.

Posteriormente los 3 tubos se incubaron a 28° C. Después de 48 horas el primer
tubo se filtr6 con membrana de 0.32 um, para eliminar las bacterias y residuos de las
mismas utilizando solamente la sangre hemolizada, finalmente el tubo se refrigeré. El
método se repitié transcurridas 96 horas y 168 horas respectivamente para los tubos
sobrantes.

Finalmente como controles se prepararon 2 tubos mas, uno con 3 mL de LIT
incompleto y otro con 3 mL de LIT completo, posteriormente a cada tubo se les inocularon
30 uL de T. cruzi y 50 pL de estreptomicina con la finalidad de evitar crecimiento
bacteriano. Se incubaron a 28° C, durante 18 dias y se realizaron conteos de parasitos
después de 72 horas de incubaciéon y se continuaron cada 72 horas. Finalmente se

graficaron las curvas de crecimiento obtenidas por los conteos.

9.8 Desarrollo de triatominos libres de endosimbiontes

Con el fin de conocer si los endosimbiontes afectan el desarrollo de triatominos, se
eligieron al azar 23 huevos viables de Triatoma barberi, los cuales se desinfectaron con

etanol al 70% en gabinete de bioseguridad para evitar contaminacion externa.

Posteriormente se colocaron en celdas pequefias previamente desinfectadas y se
cubrieron con una malla fina para facilitar la alimentaciéon de las ninfas, asi como evitar
posible contaminacion ambiental (Figura 9). Se incubaron a 28°C con una humedad de
60-70%, una vez eclosionados, de manera estéril se alimentaron en superficie de
voluntario previamente desinfectado con etanol al 70%, para determinar el desarrollo de
las ninfas.
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9: Celdas de esterilidad para el mantenimiento de los huevos de Triatoma barberi.

Figura 9. Se les colocé una malla para evitar el mayor contacto posible con el aire y
también para facilitar su alimentacion, pero al mismo tiempo manteniendo sus condiciones de

esterilidad.

10. Resultados

10.1 Aislamiento y selecciéon de endosimbiontes

Cuando se seleccioné el endosimbionte se parti6 de cuatro posibles cepas que
cumplian con el requisito de ser hemoliticas: Thn 1.2, Tbn 1.3, Tbn 1.4 y Thn 4.4. Sin
embargo era suficiente trabajar con una cepa para demostrar la interaccion con el
triatomino y T. cruzi, para ello se utiliz6 como criterio seleccionar aquella que fuera
eliminada facilmente con un antibiético, pues se necesitaria eliminarla del tracto intestinal
del triatomino para que éste no tuviera endosimbiontes y se observara el efecto sobre su
desarrollo y el de T. cruzi, también otra caracteristica importante es que este
endosimbionte presentara un alto nivel de hemdlisis. Primeramente las cuatro cepas de
endosimbiontes que se emplearon en esta investigacion se sembraron en agar sangre,
con la finalidad de observar su produccién de hemolisina. Las cepas seleccionadas

presentaron distintas caracteristicas morfolégicas y microscopicas (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas morfolégicas y microscopicas de las cepas seleccionadas.
Gran parte de las cepas seleccionadas presentaron un Gram positivo y una morfologia
blanca entera y convexa.
Endosimbionte Descripcion morfoldgica (Color, Descripcién microscépica
(Triatoma barberi No.) borde y elevacion) (Tincién de Gram)
Thn 1.2 Blanco, Entero y Convexa Bacilos curvos G+
Thn 1.3 Blanco, Entero y Convexa Bacilos curvos G+
Thn 1.4 Blanco, Entero y Convexa Bacilos curvos G+
Tbn 4.4 Blanco, Entero y Convexa Bacilos cortos G-

Finalmente, se selecciond el endosimbionte Thn 1.3 para la realizacion de las
pruebas in vitro ya que fue la cepa que presenté mayor halo de hemolisis y mayor halo de

inhibicién con el antibiético (Figura 10).

10: Hemdlisis B de los cuatro endosimbiontes seleccionados **Tbn 1.2, Tbn 1.3, Tbn 1.4y
Thbn 4.4.

Figura 10. Se observa el color amarillento que se produce cuando las bacterias hemolizan

la sangre (**Thbn= Triatoma barberi No.)
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10.2 Seleccidon de antibibtico

Se realizaron antibiogramas a los endosimbiontes hemoliticos, con la finalidad de
obtener un antibiético 6ptimo, realizando siembras en agar “Mueller-Hinton” (ver método
9.2). Se obtuvieron distintos halos de inhibicion en cada endosimbionte y con antibiéticos

diferentes (Figura 11).

A continuacién se presentan los resultados, después de la aplicacién de
antibiograma a los endosimbiontes seleccionados, en donde se observan qué antibi6ticos
fueron utilizados, asi como la lectura de los halos de inhibicion que cada antibidtico

producia sobre los endosimbiontes (Cuadro 2).

También se elabor6é un orden de susceptibilidad tomando en cuenta cuantos
endosimbiontes eran inhibidos por el antibidtico, para determinar que antibiético era el

mas eficaz en cada endosimbionte (Cuadro 3).
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11: Antibiogramas realizados a endosimbiontes hemoliticos.

Figura 11. EIl punto rojo indica el antibiético que present6 inhibicion en todos los endosimbiontes

probados. Se observa la diversidad de antibidticos asi como su efecto en cada endosimbionte.
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Cuadro 2. Medicion de halos de inhibicion para endosimbiontes. En la presente tabla se

muestran 12 antibidticos utilizados. Se resaltan los antibiéticos que presentaron un halo

de inhibicibn mayor a 5 mm en todos los endosimbiontes. Dénde: R= Resistencia,

S=Susceptibilidad al antibiético y *S= mayor de 5 mm de susceptibilidad.

Endosimbiontes Thn 1.2 Thn 1.3 Thnl.4 Tbn 4.4
Antibiotico

Amikacina AK R *S *S R
Ampicilina AM R 3mm S 7mm S 4dmm S ‘
Cefalotina CF 10mm R 8mm S *S R ‘
Ceftriaxona CRO R 6mm S *S R
Cloranfenicol CL R 7mm S *S R
Dicloxacilina DC R R *S R
Enoxacina ENX 7mm 5mm S *S 7mm S
Eritromicina E 11mm 10mm S 10mm S 10mm S
Gentamicina GE R *S *S R
Netilmicina NET R 10mm S *S R
Penicilina PE R 2mm S *S R
Trimetroprim- R R 9mm S R
SulfametoxazoLSXT
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Cuadro 3. Orden de susceptibilidad para 4 endosimbiontes. Dependiendo del
namero de endosimbiontes que presentaron susceptibilidad al antibiético fue la

importancia del mismo.

Antibiotico E |ENX|CF|AM| AK | GE |NET | CL |[CRO| PE | DC |SXT

No. de
endosimbiontes | 4 4 3 312 |2 2 2 2 2 1 1

susceptibles.

E= Eritromicina, ENX= Enoxacina, CF= Cefalotina, AM= Ampicilina, AK=
Amikacina, GE= Gentamicina, NET= Netilmicina, CL= Cloranfenicol, CRO=
Celftriaxina, PE= Penicilina, DC= Dicloxacilina, SXT= Trimetoprim-

Sulfametoxazol.

El objetivo de esta prueba, fue la busqueda de un antibidtico susceptible con los 4
endosimbiontes. En este caso se obtuvieron dos antibiéticos que los inhibian. Finalmente
se eligio eritromicina como el mejor antibiético, ya que produce una susceptibilidad de

mas de 10 mm en cada endosimbionte.

10.3 Concentracion 6ptima del antibiotico

Después de las 24 h de incubacién de la prueba de Kirby-Bauer, en la cual se
impregné papel filtro con distintas concentraciones de eritromicina: 1500pg/mL, 150
pug/mL, 15 pg/mL, 1.5 pg/mL, 0.15 pg/mL, 0.3 pg/mL hasta 0.03 pug/mL, con el objetivo de
elegir una concentracion Optima, se leyeron los halos de inhibicion, que cada

concentracion presento6 sobre los endosimbiontes hemoliticos (Figura 12).
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12: Halos de inhibicion de eritromicina sobre endosimbiontes .

Figura 12. 1) 1500ug/mL, 2) 150 pg/mL y 3) 15 pg/mL. Cada endosimbionte obtuvo susceptibilidad
en las dos primeras concentraciones, también se observa susceptibilidad en la concentracién de 15

pg/mL, pero menor a 5 mm por lo que se considera como resistencia a esta concentracion.
Finalmente se eligié la concentracion de 150 pg/mL, ya que presenté un halo de mas

de 5 mm, por el contrario se rechazé la concentracién de 1500 pg/mL, debido a que es

una concentraciéon muy alta y asi se evité que la inhibicion de los endosimbiontes fuera

mas por intoxicacion de eritromicina que por inhibicién de ésta.
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10.4 Determinacién de la viabilidad de Trypanosoma cruzi en un medio in

vitro

A partir de los cultivos in vitro realizados (ver método 9.6), con la finalidad de
observar la interaccién que T. cruzi presenta con los endosimbiontes, se realizaron
curvas de crecimiento (Figura 13), donde se muestra la curva normal de crecimiento de T.
cruzi (azul) sin adicién de antibidtico ni endosimbiontes, para la segunda curva (rojo), se
aprecia que en presencia del endosimbionte Tbn 1.3, T. cruzi no se reproduce, esto se
puede interpretar como una competencia de espacio y nutrientesnentre el parasito y las
bacterias, posteriormente en la curva de crecimiento con antibiético y DMSO (verde), se
observa un rango donde T. cruzi no se reproduce, aunque é€ste se recupera en un
intervalo de 200 h pero sin lograr una colonizacién alta dentro del medio, esto demuestra
que el antibiético podria afectar no solo a los endosimbiontes sino también al desarrollo
de los parasitos, finalmente la curva en presencia de DMSO (morado) demuestra que
DMSO también podria afectar el desarrollo del parasito, pero se observa que éste se
recupera después de algunas horas. Como se puede observar en la figura 13, todas las
curvas terminan en cero aproximadamente después de 900 horas, equivalentes a 37 dias
debido al término de nutrientes del medio LIT ocasionando la muerte tanto de parasitos

como de bacterias.
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Curvas de crecimiento de T. cruzi en presencia
o ausencia del endosimbionte
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13: Curvas de crecimiento de Trypanosma cruzi en presencia y ausencia del endosimbionte
Tbhn 1.3.

Figura 13. Cada linea representa el crecimiento de T. cruzi y su efecto que provoca la
presencia de simbiontes, DMSO y eritromicina.

10.5 Viabilidad de Trypanosoma cruzi en un medio in vitro sobre sangre

hemolizada

Se realiz6 una inoculacion de 30 pL de parasitos en medios de distintas caracteristicas
(ver método 9.7), para observar si T. cruzi necesita de endosimbiontes que metabolicen la

sangre.

Después de los conteos correspondientes, se observé la curva normal de crecimiento
(Figura 14) de T. cruzi representado por una linea azul, en la cual se aprecio el rango mas
alto del crecimiento del parasito a partir de las 144 horas después de la incubacién, a

partir de las 288 horas se observé una disminucion en la reproduccion de T. cruzi, pero se
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volvio a estabilizar después de las 360 horas, transcurridas las 432 h aln se encontraron
parasitos vivos, es por eso que en la tabla se observa como la curva de crecimiento de la

linea azul no termina en ceros como en las demas curvas.

En las curvas restantes se observd que T. cruzi no necesita sangre hemolizada para su
reproduccion, ni de la presencia de endosimbiontes ya que como se observa en el ensayo
anterior éstos alteran el desarrollo del parasito. Se observd, como el nUmero de parasitos
disminuye después de la incubacion y como después de 216 h dejaron de reproducirse,
se sugiere que las bacterias hemoliticas producen alguna exotoxina que evita la
colonizacién de T. cruzi, o simplemente los endosimbiontes terminaron con los nutrientes

de la sangre que el parésito necesita.

Viabilidad de Trypanosoma cruzi en un medio
in vitro sobre sangre hemolizada
—_ 14
TE' 12
w10
=
X 5 //
w0 4
=) —_—
——-'__’-
-'E 2 _ﬂ\
N 0
E f2 144 216 288 360 432
g Tiempo de incubacion (horas)
=T cruzi sobre LIT completo —T. gruzisobre LIT incompleto
T. cruzi sobre sangre hemolizada por 48 h  ——T. cruzisobre sangre hemolizada por 96 h
T. cruzi sobre sangre hemolizada por 168 h

14: Curva de crecimiento de Trypanosoma cruzi sobre un medio con sangre hemolizada.

Figura 14. La linea azul, muestra la curva de crecimiento de T. cruzi en medio LIT completo y

sin adicion de sangre presentando una curva de crecimiento estable por 432 h.
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10.6 Desarrollo de triatominos libres de endosimbiontes

Después de la seleccién y desinfeccion de huevos de Triatoma barberi, se incubaron a
28° C y con una humedad de 60-70% (Figura 15), se realizdé un seguimiento del desarrollo
de las ninfas. Se obtuvieron 25 huevos estériles, de los cuales 48% eclosiond, que
corresponde a 12 ninfas. Se mantuvieron de forma estéril y se alimentaron 3 veces por
semana durante 20 min en superficie del brazo de un voluntario previamente desinfectado
con etanol al 70%. Todo esto con la finalidad de observar cual es el tiempo que
sobreviven los triatominos de forma estéril y sin contacto con su misma especie, para
comprobar si es necesaria una microbiota intestinal para su desarrollo y que sucederia si

no cuentan con ésta.

Se observé que las ninfas estériles comen tres veces menos, ésto a diferencia de las
ninfas que se encuentran en laboratorio haciéndose evidente mediante comparacion con
el tamafio y la coloracion que presentaban, éstas mudaron aproximadamente a los 30
dias después de su eclosién, posteriormente no se observé ninglin cambio en su tamafo.
Presentaron dificultad para alimentarse, y finalmente a partir del dia 35 en su 2° estadio
comienzan a morir. Como conclusién se determina que las ninfas necesitan de un
ambiente més abierto para su desarrollo, también requieren de contacto con su misma
especie y un ambiente no desinfectado para su sobrevivencia. Una hipétesis es que la
causa de la muerte, fue por la falta de endosimbiontes y por ende la dificultad que

presentaron para alimentarse y para defecar.
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15: Ninfas de Triatoma barberi en celdas ésteriles.

Figura 15. Mantenimiento de ninfas en un medio estéril a 28° C con una humedad del 66%. Las
ninfas de Triatoma barberi se encontraban separadas, no existi6 contacto con otras chinches

durante su incubacién.
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11. Discusion

En este trabajo se investigd si Triatoma barberi, una de las principales especies
transmisoras de T. cruzi en México, necesita la presencia de una microbiota para su
desarrollo y si estas bacterias son capaces de convivir con T. cruzi permitiendo su
desarrollo. Se observd que T. cruzi se ve afectado por la presencia de endosimbiontes,
una de las hipotesis sugeridas, fue por la invasion de espacio debido a que las bacterias
se reproducen en menor tiempo que los parasitos. Esto mismo se reporta en el trabajo de
De la Cruz (2013), donde realiz6 cultivos in vitro de T. cruzi y endosimbiontes, en el cual
observé una disminucién en el crecimiento del parasito aunque de una forma no tan
significativa, algo similar ocurre en el trabajo de Espino de la Fuente (2013), quien
observé que T. cruzi disminuye su crecimiento de manera progresiva en presencia de

bacterias simbidticas como Staphyloccocus warnei y Enterococcus fecalis.

Se piensa que los endosimbiontes juegan un papel importante, donde su presencia
evita la sobrepoblacion de parasitos actuando como protectores de los insectos contra
enfermedades, como es en el caso del género Anopheles, insecto vector del parasito
Plasmodium causante de la malaria, en el cual se realizaron experimentos donde se
alimentaron los mosquitos con el antibiético gentamicina, se observé que por causa del
antibidtico los mosquitos eran mas vulnerables a la infeccion con Plasmodium (Beier et
al., 1994), esto quiere decir que es importante la presencia de una microbiota no solo para
el desarrollo de los insectos, sino que también son utilizados como estrategias para
erradicar algunas enfermedades parasitarias. Ademas las bacterias endosimbi6ticas
presentes en el intestino de insectos vectores facilitan la digestion y la defensa de la
superficie intestinal frente a patdgenos oportunistas, como lo son pardsitos y otros

microorganismos (Dillon y Dillon, 2004).
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A diferencia del trabajo realizado por De la Cruz (2013), se efectuaron pruebas de
viabilidad de T. cruzi en presencia de un antibidtico; cabe mencionar que no existen
investigaciones que relacionen el crecimiento de T. cruzi en presencia de antibiéticos. En
estas pruebas, se observd que el antibiético ejerce un efecto sobre el desarrollo del
parasito, aunque aproximadamente 200 h después de su aplicacion T. cruzi eleva su
crecimiento, esto podria indicar que la vida media del antibitico dentro del medio de
cultivo se agotd, aunque la vida media de este antibiético es de pocas horas, la
eritromicina se vuelve mas activa en pH moderadamente alcalino (Alvarez y Garcia,
2002), cabe mencionar que el pH del medio LIT donde se inocularon los parasitos y los
endosimbiontes es de 7.5, esto quiere decir que el antibiético pudo haber alargado su

promedio de vida.

Para asegurarse de que los resultados obtenidos sobre T. cruzi son por el
antibiético, se realiz6 una prueba de viabilidad de T. cruzi en presencia de Dimetilsulfoxido
(DMSO), un diluyente organico utilizado para disolver la eritromicina, los resultados
mostraron una disminucién en el crecimiento del parésito en las primeras 500 h,
posteriormente el parasito se recuperd. Sabemos que el ciclo de vida del parasito es muy
complejo pasando por una serie de estadios llamados: amastigotes, epimastigotes y

tripomastigotes.

En los cultivos de T. cruzi con DMSO, se observd un cambio radical en la
morfologia del parésito, pasando de ser una forma alargada (epimastigote y
tripomastigote) hasta convertirse en una forma redonda (amastigote). Brener y Chian
(1965) encuentran que las formas gruesas y delgadas de T. cruzi in vitro presentaban
diferente comportamiento morfolégico; cultivos con predominancia de formas gruesas

regularmente cambian a amastigotes, los cuales se dividen y originan grandes colonias de
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parasitos redondos y los cultivos con parasitos de forma delgada cambian a epimastigotes
y las formas redondas son escasas. Esto quiere decir que en cultivos in vitro se observan
cambios morfolégicos de T. cruzi. Uno de los parametros de conteo de parasitos en todas
las pruebas, fue el conteo Unicamente de las formas alargadas del parasito, ya que no
todos los cultivos presentaron formas redondas de T. cruzi, asi los conteos fueron
equitativos. En presencia de DMSO, los parasitos redondos predominaban en las
primeras 500 h, transcurrido este lapso de tiempo, los parasitos redondos evolucionaron a
su forma alargada, es por eso que en la gréfica (Figura 13, linea verde), se observa un
aumento del numero de parésitos después de 500 h. Esto también ocurre en el cultivo de
parasitos con eritromicina y DMSO. Lopez y De Jesus (1999) mencionan que, segun la
procedencia de la cepa de parasitos después de 7 a 15 dias, al igual que en estos
resultados, los parésitos aumentan de tamafio y comienzan a dividirse formando colonias

y agrupaciones, esto ocurre en cultivos in vitro.

La prueba de viabilidad de T. cruzi en un medio in vitro sobre sangre hemolizada,
se realiz6 con el objetivo de observar si los endosimbiontes ayudan al parasito a
metabolizar la sangre y que éste la aproveche para su desarrollo, los resultados arrojaron
qgue Thbn 1.3 no es indispensable para la alimentacién de T. cruzi ya que como se
muestran en los resultados, el parasito muere después de 216 h, en contraste con el

control en el cual el nUmero de parasitos vivos continua aun después de 432 h.

Las caracteristicas principales de Thn 1.3 son la alta produccién de hemolisis beta
y la presencia de una morfologia en forma de bacilos Gram positivo en su estructura. En
el trabajo de De la Cruz (2013), se realizan pruebas bioquimicas a todos los
endosimbiontes aislados del intestino de Triatoma barberi para dar a conocer el tipo de

especies que se encuentran dentro del insecto, segun sus resultados Tbn 1.3
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corresponde a la especie Staphylococcus auricularis. Gémez (2006) describe esta
especie como una bacteria que produce un gran numero de toxinas que destruyen la
membrana de células eucariotas, entre esas toxinas se encuentran: hemolisinas,
leucotoxinas, leucocidinas y exotoxinas como SE A-G, TSST-1 y ET, mismas que
pudieron haber provocado la muerte de T. cruzi impidiendo su desarrollo sobre sangre

hemolizada por Thn 1.3.

Es importante estudiar la relacibn que tienen estos endosimbiontes con el
triatomino para saber si causan algun efecto positivo o negativo sobre éste y si son
necesarios para su desarrollo y nutricién, también es importante entender, cdmo es que
se adquiere la microbiota intestinal en insectos. Uno de los trabajos donde se explica esto,
es el de Durvasula et al., (1997), donde explican que Rhodnius prolixus un triatomino
vector de T. cruzi, adquiere endosimbiontes mediante coprofagia, observando que
después de la eclosion y hasta la fase adulta presentan una microbiota dentro de su
intestino, también la adquisicion de estas bacterias por el insecto podria estar relacionada
con el momento en el que éstos se alimentan sobre la piel humana o de otros mamiferos,
como es en el caso de la alimentacidon sobre ratones CD-1, técnica empleada en el

laboratorio.

Uno de los experimentos realizados en este trabajo fue la manutencion de
triatominos de forma estéril, desde la desinfeccion de huevos de Triatoma barberi, hasta
mantenerlos de forma aislada durante todo su ciclo, se observdé que después de
eclosionar, los triatominos no tuvieron un desarrollo normal llegando solamente a 2°
estadio, aproximadamente después de 30 dias de su eclosién, a diferencia de triatominos
no estériles, las chinches estériles presentaron un tamafio menor, una coloracién tenue y

sin cambios después del 2° estadio hasta su muerte. Estos resultados se corroboran con
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el trabajo de Huerta-Nufiez (2006), 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.

Se ha demostrado que los endosimbiontes juegan un papel importante en el
desarrollo del hospedero y también en la adicion de amino&cidos esenciales, como es en
el caso de los afidos que son insectos homopteros, también denominados pulgones, los
cuales presentan un endosimbionte primario llamado Buchnera aphidicola, que genera

efectos positivos en la reproduccién de su hospedero (Douglas, 2003; Gil et al., 2004).

Comprender la interaccion entre endosimbiontes y T. cruzi en el interior de
triatominos y demostrar si los simbiontes repercuten en el desarrollo del parasito, permitira
disefar estrategias de control de la transmision sin necesidad de emplear insecticidas o
medicamentos que a largo plazo son perjudiciales para la salud, todo esto con la
posibilidad de transferir simbiontes que afectan el desarrollo de T. cruzi a triatominos y
hacer que éstos infecten a diversas poblaciones y asi evitar la transmision de T. cruzi en

mamiferos.
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12. Conclusiones

1. En presencia de endosimbiontes, Trypanosoma cruzi disminuye su desarrollo

probablemente por la competencia de espacio y alimento.

2. El endosimbionte Thn 1.3 es una bacteria que aunque presenta una alta
produccion de hemodlisis, no le es indispensable a T. cruzi para su

alimentacion.

3. Triatoma barberi presenta en su intestino distintos endosimbiontes que son
indispensables para su desarrollo y sin esta microbiota el triatomino se ve
afectado en su crecimiento impidiendo terminar su ciclo de vida, viviendo

solamente dos estadios.
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