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RESUMEN

En infecciones naturales, Rhodnius colombiensis presenta altas prevalencias de Trypanosoma cruzi, convirtién-
dose en un vector importante en la dindmica de transmision de la enfermedad de Chagas en la region central de
Colombia. En el presente trabajo se evaluo la capacidad vectorial del insecto infectado con 7. cruzi 1y T. cruzi 1l,
bajo diferentes fuentes de alimentacion. Se alimentaron ninfas de tercer y quinto estadio sobre ratones infectados
con T cruzi 1y T. cruzi 11. Las ninfas de quinto estadio fueron disectadas cada dos semanas durante diez semanas.
Los parésitos de la ampolla rectal fueron coloreados y contados microscdpicamente. Las ninfas de tercer estadio
fueron realimentadas con diferentes fuentes sanguineas. La ampolla rectal de los insectos fue disectada y los pa-
rasitos contados en camara de Neubauer. Los resultados mostraron que la parasitosis de 7. cruzi Il se mantuvo en
el vector a lo largo de las semanas evaluadas, aun cuando los insectos se mantuvieron en ayuno prolongado. En
los insectos realimentados, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de parasitos
observados dependiendo de la fuente de alimento, siendo mayor el nimero de formas en los insectos alimentados
con sangre de ratén que aquellos alimentados con sangre de gallina. Ademas, el nimero total de tripomastigotes
metaciclicos no presentd diferencias estadisticamente significativas entre 7. cruzi Iy T. cruzi II. Con esto se con-
cluy6 que R. colombiensis permite el desarrollo de ambos linajes del parasito.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, Rhodnius colombiensis, metaciclogénesis
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ABSTRACT

In natural infections, Rhodnius colombiensis has high prevalences of Trypanosoma cruzi, becoming an impor-
tant vector in the dynamic of transmission of Chagas disease in the central region of Colombia. In this study we
evaluated the vectorial ability of insects infected with 7. cruzi I and T. cruzi 11, under different source of meals.
Nymphs from third and fifth instar were fed on infected mice with 7. cruzi I and 7. cruzi 11. Fifth instar nymphs
were dissected every two weeks, during ten weeks and parasites from rectal ampulla were stained and counted
microscopically. Third instar nymphs were fed several times with different sources of blood; the parasites from
rectal ampulla were counted in Neubauer camera. The results showed that 7. cruzi Il remained in the vector along
the evaluated weeks, even in insects submitted to long fasting. In insects fed several times, we found statistically
significant differences in the number of parasites observed depending on the food source, being greater the num-
ber of parasites in insects fed with mouse blood than with hen blood. In addition, the total number of metacyclic
trypomastigotes showed no statistically significant differences between 7. cruzi I and T cruzi 1. In short, R. co-
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lombiensis allows developing of both lineages of parasite.

Key words: Tirypanosoma cruzi, Rhodnius colombiensis, metacyclogenesis.

INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es considerado un parasito policlo-
nal, el cual presenta diferentes propiedades biologicas
entre sus poblaciones (1, 2). Varios autores han repor-
tado vectores y pacientes infectados al menos con dos
clones genéticamente diferentes (3, 4).

La principal fuente de transmision del parasito es a
través de las heces contaminadas de los vectores, las
cuales pueden infectar la piel y las mucosas de los hos-
pederos, sin embargo, se han presentado algunos brotes
de transmision por via oral que involucran como fuente
de infeccion a los alimentos contaminados a partir de
deyecciones del triatomino, los cuales invaden las casas
atraidos por la luz o para buscar alimento (5). En las
investigaciones de transmision de 7. cruzi por via oral
no se han identificado las especies de vectores, sin em-
bargo se sospecha que estén involucrados triatominos
de origen silvestre.

T cruzi 1'y T. cruzi 11 son los dos mayores linajes fi-
logenéticos del parésito distribuidos en el continente
americano (6, 7). Tradicionalmente el linaje de Tc I se
encuentra circulando principalmente en el ciclo domés-
tico y silvestre de paises de Centroamérica y el norte
de Suramérica; por otro lado, el linaje Tc II se asocia
con el ciclo doméstico de paises del cono sur (Brasil,
Argentina y Chile) (8).

A pesar del predominio del linaje Tc II en paises del
cono sur, se ha reportado la presencia de este linaje en
Colombia en vectores domésticos y silvestres, mamife-
ros silvestres y pacientes chagasicos (9- 12).
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También se ha planteado que los vectores pueden ac-
tuar como filtros bioldgicos seleccionando la subpobla-
cion del parasito a transmitir mediante mecanismos es-
pecificos como factores inmunes intestinales, enzimas
digestivas y factores liticos entre otros (13- 16).

Por otro lado, la capacidad vectorial del insecto puede
medirse mediante el estudio de la metaciclogénesis del
parasito, la cual puede influir en la transmision selectiva
de las subpoblaciones. Este es un proceso biologico que
ocurre en la ampolla rectal del vector donde se da la
transformacion del estadio epimastigote a tripomastigo-
te metaciclico, que es la forma infectiva para el humano
(13). A su vez, ésta se encuentra relacionada con dife-
rentes eventos como la relacion coevolutiva parasito-
vector 0 el estado nutricional del insecto, la fuente de
alimentacion del vector, entre otros eventos. De acuer-
do con esto ultimo, se ha planteado que los factores del
complemento de la sangre de las aves ocasiona la muer-
te de los parasitos en el estobmago del vector, lo que no
ocurre con la sangre de mamiferos (17).

Aun hace falta conocimiento acerca del desarrollo y
transmision de los diferentes genotipos del parasito por
parte de vectores silvestres, como es el caso de Rhod-
nius colombiensis asociado a palmas de vino (Attalea
butyraceae) en los departamentos de Tolima, Huila,
Cundinamarca, Caldas y Boyacéa en la region central de
Colombia. Esta especie ha adquirido importancia epi-
demioldgica debido a su alta prevalencia de infecciones
tanto por 7. cruzi, como por 1. rangeli, ain mayores que
las mismas especies domiciliadas y a la frecuencia con
que este vector invade los domicilios humanos (18, 19).

De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo se es-
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tudio el desarrollo de 7. cruzi 1y T. cruzi 1l en R. co-
lombiensis, bajo diferentes condiciones de alimentacion
para lograr ampliar el conocimiento acerca de los me-
canismos de desarrollo y transmision de los distintos
linajes del parasito.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron las cepas T. cruzi I (MHOM/C0/04/MG)
aislada de humano por el Instituto Nacional de Salud de
Colombia y T cruzi 11 (Y) aislada de humano y cedida
por el Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universi-
dad de Sa@o Paulo- Brasil. Estas cepas fueron inocula-
das en ratones ICR-CD1 de 21 dias de nacidos libres de
infeccion, realizando pases periddicos de raton a raton
cada 15 dias.

Se utilizaron ninfas N3 y N5, procedentes de colonias
de R. colombiensis establecidas a partir de individuos
colectados en el municipio de Coyaima (Tolima). Una
vez establecida la parasitemia en los ratones, se reali-
76 una caracterizacion molecular de los genotipos de
las cepas mediante PCR de la region intergénica del
gen miniexon siguiendo la metodologia de Souto et al.
(1996) (20). Este procedimiento fue realizado al co-
mienzo y al final de los experimentos.

Se evalu6 la metaciclogénesis in vivo de T. cruzi Ly T.
cruzi Il en insectos mantenidos en ayuno, para lo cual se
utilizaron 30 ninfas de quinto estadio de R. colombien-
sis libres de infeccion y mantenidas en ayuno durante
20 dias. Las ninfas se alimentaron sobre ratones infec-
tados con 7. cruzi Iy Tc II.

Con el fin de determinar el nimero de parasitos ingeri-
dos por cada insecto, antes del experimento se realizo
un conteo en camara de neubauer de tripomastigotes
sanguineos, ademas las ninfas fueron pesadas antes y
después de la alimentacion sobre ratones infectados.

La ampolla rectal de los insectos infectados fue disec-
tada en las semanas 2, 4, 6, 8 y 10. Cada ampolla rectal
fue homogenizada y lavada a 6000 rpm durante 5 minu-
tos. Finalmente, cada muestra se resuspendié en 100ul
de solucion salina y se realizo un extendido en placas
portaobjeto con 40ul de homogenizado por placa.

Las placas fueron fijadas con metanol y coloreadas con
giemsa (May-Grunwald-Giemsa) por 40 minutos, luego
fueron lavadas con agua y secadas a temperatura am-
biente. El colorante giemsa (MERCK) debi6 ser filtrado
y diluido 1:10 con buffer PBS.
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Posteriormente, se hizo observacion microscopica di-
recta de 200 campos por placa coloreada con el fin de
determinar el nimero de parasitos y estadio en la am-
polla rectal del insecto durante las semanas evaluadas.
Para el estudio de la metaciclogénesis in vivo en in-
sectos realimentados, se utilizaron 168 ninfas de tercer
estadio de R. colombiensis libres de infeccion y man-
tenidas en ayuno por 20 dias. Se organizaron dos gru-
pos de 84 ninfas cada uno. El grupo A fue alimentado
sobre ratones infectados con 7. cruzi 1. El grupo B fue
alimentado sobre ratones infectados con 7. cruzi I1. 42
ninfas del grupo A y 42 del grupo B fueron realimenta-
das sobre gallinas cada 20 dias hasta alcanzar el cuar-
to estadio, las 42 ninfas restantes de cada grupo fueron
realimentadas sobre ratones libres de infeccion, hasta
alcanzar el cuarto estadio.

Luego de 60 dias de reposo, sin alimento, de los gru-
pos A y B se extrajeron 35 ninfas realimentadas sobre
gallinas y un nimero igual de ninfas realimentadas so-
bre ratén; se realimentaron una vez mas con la misma
fuente de alimento. De cada grupo, A y B se dejaron 7
sin realimentar.

Del grupo A y B, se realizaron 10 subgrupos de 7 nin-
fas cada uno, diferenciando los 5 grupos realimentados
sobre gallina y los 5 realimentados sobre raton. Cada
subgrupo fue disectado a los dias 2, 4, 6, 8, 10 respec-
tivamente, posterior a la Gltima realimentacion. Parale-
lamente, las 14 ninfas restantes de las primeras infec-
ciones, del grupo A y del grupo B, se disectaron al dia
siguiente al ayuno de 60 dias.

Durante la diseccion, se extrajo la ampolla rectal de
cada uno de los insectos durante los dias mencionados.
Cada ampolla rectal se homogenizo en 100 pl de solu-
cion salina 0.9% y se realizo conteo en camara de neu-
bauer, calculando el niimero de parasitos por mililitro,
diferenciandolos en epimastigotes o trypomastigotes
metaciclicos.

Para establecer si hay paralelismo o coincidencia entre
los perfiles de los estadios morfologicos del 7. cruzi du-
rante el experimento, se realiz6 un disefio estadistico de
analisis de perfiles para dos muestras utilizando ESM-
plus version 8.2. Ademas, se realizé una T-Student para
muestras independientes con el fin de encontrar el nivel
de significancia entre muestras.
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RESULTADOS

De acuerdo con la caracterizacion molecular se observo
un producto de amplificacion de 350 pb obtenido a par-
tir de ADN extraido de las cepas de T cruzi | (MHOM/
C0/04/MG) y otro de 300 pb, el cual fue obtenido de la
cepa T. cruzi 11 (Y). Adicionalmente, los genotipos Tcl
y Tcll fueron verificados por PCR-RFLP del ITS1 (26).

En cuanto a los resultados del estudio de la metaciclo-
génesis del linaje Tc II en insectos bajo condiciones de
ayuno, este genotipo logra desarrollarse en el vector R.
colombiensis. De acuerdo al andlisis de perfiles para
dos muestras al comparar el estadio epimastigote y tri-
pomastigote metaciclico de Tc II obtenidos a partir de
ampolla rectal de R. colombiensis durante las semanas
2,4, 6,8, 10 post-infeccion, segun la prueba T? de Ho-
telling para dos muestras independientes, se obtuvo un
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valor p=0.14633000, lo que nos indica que los perfiles
de ambos estadios son paralelos, presentando un com-
portamiento uniforme. Por otro lado la prueba T-Stu-
dent que evalua la coincidencia de los perfiles, presento
un valor p=0.57430000, indicando que los perfiles de
los dos estadios son coincidentes, sugiriendo similitu-
des en su desarrollo.

Al comparar estos resultados con los obtenidos por
(Granada, Y., 2012. Metaciclogénesis de una cepa de
Trypanosoma cruzi 1 en Rhodnius prolixus Silvestre,
Rhodnius prolixus doméstico y Rhodnius colombiensis
de Colombia (Tesis, Pregrado Biologia), Universidad
del Tolima. Ibagué), quien infectd esta misma especie
de vector con el linaje Tc I, se observan diferencias
significativas con un valor p= 0.0001, siendo mayor la
cantidad de formas pertenecientes al genotipo Tcl com-
parado con Tc II (Figura 1).
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De igual forma, comparando el desarrollo del genotipo
Tcll se observo que entre Rhodnius prolixus 'y R. colom-
biensis, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,4665) en el total de formas encon-
tradas en ampolla rectal, durante un periodo de ayuno
de 10 semanas (Figura 2) (Gaitan, X., 2013. Estudio de
la metaciclogénesis in vivo de Tcl y Tcll en Rhodnius
prolixus (domiciliado) bajo condiciones de ayuno pro-
longado y realimentacion. (Tesis, Pregrado Biologia),
Universidad del Tolima. Ibagué).

Por otra parte, los resultados del estudio de la metaci-
clogénesis de 7. cruzi I'y T. cruzi Il en insectos reali-
mentados con sangre de gallina y sangre de raton; al
comparar el total de formas del genotipo Tcl en insectos

7.000,00

realimentados con sangre de gallina y sangre de raton,
de acuerdo con la prueba T-Student, el valor p=0,0355
nos indica que hay diferencias estadisticamente signifi-
cativas segiin la fuente de alimentacion para insectos
infectados con este genotipo, siendo mayor en los in-
sectos realimentados con sangre de raton ( (Figura 3).

De acuerdo a la prueba T-Student, comparando el total
de formas del genotipo Tcll en insectos realimentados
con diferentes fuentes sanguineas se obtuvo un valor
p=0,1260, indicando que no hay diferencias estadisti-
camente significativas segln la fuente de alimentacion
con sangre de gallina o sangre de raton en insectos in-
fectados con el genotipo Tcll (Figura 4).
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Figura 5. Comparacion de formas totales encontradas en insectos realimentados con

sangre de gallina y sangre de raton.

Al comparar las medias del total de formas encon-
tradas, tanto del linaje Tc I como Tc II, se encontra-
ron diferencias estadisticamente significativas con un
p=0.0099067695 con respecto a la fuente de alimen-
tacion proporcionada a los insectos, ya que se encontro
mayor nimero de parasitos en aquellos insectos cuya
fuente de alimentacion era sangre de ratobn, compara-
do con los insectos realimentados con sangre de gallina
(Figura 5).

Al comparar el estadio tripomastigote metaciclico de
los genotipos Tc [ y Te II encontrados en ampolla rectal
de R. colombiensis realimentados con sangre de gallina

y sangre de raton, segiin la prueba T-Student nos indica
que no existe diferencia estadisticamente significativa
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entre los linajes obtenidos de ampolla rectal de R. co-
lombiensis independientemente de la fuente de reali-
mentacion (Figura 6).

DISCUSION

A pesar de lo reportado por algunos autores de la inha-
bilidad tanto de clones como de la cepa parental de Tc
I, para infectar experimentalmente especies del género
Rhodnius (9), en el presente trabajo se obtuvo de for-
ma efectiva el desarrollo de este genotipo del parasito
en la especie R. colombiensis, resaltando que los ex-
perimentos se realizaron bajo condiciones naturales de
infeccion de los insectos, alimentados sobre mamiferos
infectados. De acuerdo con lo anterior, esta especie ha

- A:Tel
B: Tcll

Cepas del parasito
Figura 6. Comparacion de la forma tripomastigote del linaje Tc Iy Tc II en-
contrados en R. colombiensis realimentados tanto con sangre de gallina, como

de raton.
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sido reportada infectada naturalmente con ambos geno-
tipos del parasito Tcl y Tcll, destacandose un predomi-
nio del linaje Tcl en las muestras analizadas (21).

Lo anterior se confirm6 al comparar el desarrollo de los
genotipos Tcl y Tcll en R. colombiensis, donde se obtu-
vo diferencias estadisticamente significativas observan-
dose una mayor cantidad de formas pertenecientes al
genotipo Tcl (Granada, Y., 2012. Metaciclogénesis de
una cepa de Trypanosoma cruzi 1 en Rhodnius prolixus
Silvestre, Rhodnius prolixus doméstico y Rhodnius
colombiensis de Colombia (Tesis, Pregrado Biologia),
Universidad del Tolima. Ibagu¢). Lo que podria estar
influenciado por la accion de diferentes factores inmu-
nologicos presentes en el vector (22).

Varios autores han reportado la capacidad de supervi-
viencia y desarrollo del parasito en insectos en periodo
de ayuno. Kollien y Schaub (1998) (23), reportaron que
los insectos murieron de hambre después de 200 dias
de su ultima alimentacion, presentando flagelados vivos
en el recto. En el presente trabajo se estudio el desarro-
llo del parasito hasta el dia 70, sin mortalidad de los
insectos, demostrando que R. colombiensis puede per-
manecer bajo condiciones de inanicion y permitir a su
vez el desarrollo del parasito, lo que implicaria mayores
posibilidades de la transmision del mismo a sus futuros
hospedadores.

Segun Schaub (1989) (24), la metaciclogénesis comien-
za durante las semanas uno y dos despué¢s de colonizar
el recto y los porcentajes aumentan con prolongados pe-
riodos de infeccion. En el presente trabajo, evaluando la
infeccion con el linaje Tc 11 sobre insectos bajo condi-
ciones de ayuno, se observa a partir de la semana dos,
presencia de tripomastigotes metaciclicos hasta la déci-
ma semana evaluada, observando durante las primeras
semanas un descenso en la cantidad de formas hasta la
semana seis donde comienzan a aumentar. A pesar de
que se observan estas diferencias en el transcurso de
la parasitosis del vector, estas no son significativas, de-
mostrando que las cantidades del parasito no varian es-
tadisticamente a lo largo del tiempo. Esto podria ocurrir
debido a que existe una tendencia en la estabilizacion
numérica en la poblacion de flagelados a lo largo del
tracto intestinal de los triatominos, ya sea por disponibi-
lidad de nutrientes, de espacio en el intestino o cuando
las poblaciones de 7. cruzi se adaptan al vector (25).

Por otro lado, basandonos en lo propuesto por diferentes
autores, en relacion con el estado nutricional de los in-
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sectos, éste puede afectar el desarrollo del parasito. En
el presente estudio utilizando insectos infectados y rea-
limentados, se observo que con el transcurrir del tiempo
el nimero de parasitos en el recto fue aumentando gra-
dualmente, casi cuatro veces la densidad poblacional en
el dia 10. Esto puede deberse a una modificacion dras-
tica de las condiciones nutricionales en el tracto diges-
tivo del insecto después de la ingesta sanguinea, con un
aumento en los metabolitos favoreciendo el desarrollo
del parasito.

Al comparar las fuentes de alimentacion de los insec-
tos, se observo una mayor cantidad de formas tanto del
genotipo Tc I como Tc II en insectos realimentados con
sangre de raton, sugiriendo que esta fuente sanguinea
favorece el desarrollo y diferenciacion del pardsito en
una mayor proporcion comparado con la sangre de las
aves, en la cual se observo un retraso del desarrollo del
parasito.

No se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los tripomastigotes de los linajes Tcl y
Tcll, sumando la cantidad de formas encontradas en
insectos realimentados con sangre de gallina y sangre
de raton. Esto podria deberse al efecto que genera la
realimentacion del insecto, brindando condiciones nu-
tricionales favorables para el desarrollo del parasito en
el vector.

Debido a la deteccion de infecciones en humanos con
T cruzi 11 y a aparicion de brotes de infeccion oral de
T cruzi sin la identificacion del vector involucrado, los
resultados aqui mostrados, no descartan la posibilidad
de la participacion de R. colombiensis como un posi-
ble vector de este genotipo en Colombia o en brotes de
transmision oral de 7. cruzi sensu latu.

CONCLUSIONES

En contraste con otros estudios, el linaje Tc II logra de-
sarrollarse en R. colombiensis alimentados sobre rato-
nes infectados permitiendo la supervivencia del para-
sito incluso en insectos bajo condiciones de inanicion,
sugiriendo que este vector podria estar involucrado en
la transmision de este linaje.

La realimentacion del vector genera un efecto positivo
en la metaciclogénesis de los parasitos, observandose
que la sangre de mamifero indujo el desarrollo y dife-
renciacion en mayores cantidades, comparado con el
efecto presentado con la sangre de ave, donde se evi-
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dencio una menor cantidad de formas metaciclicas.

La mayor capacidad vectorial de R. colombiensis para transmitir 7. cruzi I, comparada con la baja capacidad para
transmitir 7. cruzi 1l en infecciones experimentales, es concordante con el predominio de 7. cruzi I observado en
estudios previos en infecciones naturales de este vector, de forma tal que no seria posible descartar la presencia de
T’ cruzi 11 el cual podria estar presente en muy bajas proporciones en infecciones mixtas con 7. cruzi 1.

Los resultados de este trabajo en union con estudios previos, sugieren que R. colombiensis tiene una elevada capa-
cidad para transmitir Tcl silvestre lo cual podria involucrarlo en la transmision oral de 70 cruzi.
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