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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una enfermedad tropical desatendida, causada por el parasito
Trypanosoma cruzi. EI modo principal de transmision del parésito es a través de las heces de
los insectos triatominos. Debido a la forma de transmision, es importante analizar la carga
parasitaria de T. cruzi en las heces de T. dimidiata, para conocer si existe una variacién. Las
ninfas de tercero, cuarto, quinto estadio de T. dimidiata, fueron alimentados con ratones
infectados con T. cruzi. Para la obtencion de las heces se presioné el Gltimo segmento
abdominal del insecto. Las heces obtenidas fueron diluidas en solucion salina con EDTA
0.05% y se cuantifico el nimero de paréasitos a través de una Camara Neubauer con la ayuda
de un microscopio a un aumento de 400X. La carga parasitaria fue evaluada 28 dias
posteriores a la infeccion del insecto. Se observé una mayor carga en las ninfas de cuarto
estadio con una media de 212,500 paréasitos/mL. Estos resultados sugieren que las ninfas de
T. dimidiata podrian tener una mayor competencia vectorial en la transmision del parasito.

Permitiendo crear nuevas lineas de investigacion de compleja enfermedad.

Palabras claves: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, ninfas, carga parasitara,

Triatoma dimidiata.
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ABSTRACT

Chagas disease is a neglected tropical disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi.
The main mode of transmission of the parasite is through the feces of triatomine insects. Due
to the transmission, it is important to analyze the parasite load of T. cruzi in the feces of T.
dimidiata, to know if there is a variation. The third, fourth, and fifth instar nymphs of T.
dimidiata were fed with mice infected with T. cruzi. To obtain the feces, the last abdominal
segment of the insect was pressed. The feces obtained were diluted in saline solution with
0.05% EDTA and the number of parasites was quantified through a Neubauer Chamber with
the help of a microscope at a magnification of 400X. The parasite load was evaluated 28 days
after insect infection. A higher load was observed in fourth instar nymphs with an average of
212,500 parasites/mL. These results suggest that fourth instar nymphs could have greater
vector competence in parasite transmission. This study allows us to understand the different
parasite loads of the parasite in the stages of the T. dimidiata vector, allowing us to create

new lines of research into complex disease.

Keys words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, nymphs, parasitic load, Triatoma dimidiata.
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I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La enfermedad de Chagas ha estado presente desde hace méas de 9,000 afios. Un
estudio reveld la presencia de KDNA del protozoario Trypanosoma cruzi en el 41% de los
restos de momias del norte de Chile y sur del Per( mediante la técnica reaccién en cadena de
polimerasa (PCR). Estas momias pertenecian a aborigenes que vivieron desde el 7000 a.C.
hasta 1500 d.C. (cultura chinchorro hasta después de la llegada de los espafioles). Ademas,
en otras momias se identificaron signos de megacolon y cardiopatia chagésica,
correspondientes a los indios wankarani que migraron desde Bolivia hace 3,500 afios. Los
estudios de la enfermedad de Chagas comenzaron en 1909, cuando el investigador brasilefio
Carlos Chagas descubrio el parasito Trypanosoma cruzi en monos y al vector Panstrongylus
megistus en Lassance, Minas Gerais, mientras trabajaba en el control de la malaria. Méas
tarde, observo el paréasito en una nifia lo que permitio describir el ciclo evolutivo del parasito,
asi como la patologia clinica y epidemioldgica de la enfermedad (Chagas, 1911; Aufderheide

et al., 2004; Apt, 2009; Apt, 2014; WHO, 2022).

Hoy en dia tras los avances cientificos se sabe que este pardsito se transmite
principalmente por el contacto con heces infectadas de insectos hemat6fagos. Generalmente,
estos insectos pican en areas expuestas de la piel, como la cara y defecan cerca de la picadura,
el parasito penetra en el organismo cuando la persona al frotarse introduce las heces en la
picadura (OMS, 2024). También puede transmitirse por transfusiones de sangre, de madre a
hijo durante el embarazo, por via oral y mediante accidentes de laboratorio (Secretaria de
salud, 2015) es importante destacar que el 90% de las infecciones ocurre a través del contacto

con las heces (Ramsey et al., 2022). Segun un estudio realizado por Rojo y colaboradores
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(2018) resaltan que, en México, aproximadamente dos terceras partes del territorio presentan
las condiciones necesarias para que se lleve a cabo la transmision vectorial, lo que ha llevado
a estimar que alrededor de un millén de personas estan infectadas, en 2017 los estados que
registraron las tasas de incidencia mas altas fueron Yucatan (4.0%), Oaxaca (2.4%) y Hidalgo

(2.1%).

Para identificar los tripomastigotes metaciclicos presentes en las heces de los insectos
se utiliza la técnica de microscopia Gptica. Esta técnica, nos permite determinar la presencia
0 ausencia de T. cruzi en las heces de los insectos. Mediante la presion abdominal se
recolectan las muestras de heces, luego se colocan en un portaobjetos y se diluyen con
soluciones y se observan a 40x en el microscopio (Souza, 2009). Con la técnica de
microscopia se ha encontrado que los parasitos también pueden estar presentes en el
contenido intestinal o mediante la diseccion, es un método econdémico, pero requiere que el
insecto esté vivo, ya que resulta dificil detectar los parasitos en las heces una vez que el

insecto estd muerto (Moser et al., 1989; Pizarro, 1996; Dorn et al.,1999; Barrera, 2017).

1.2 Planteamiento del problema

La enfermedad de Chagas es una zoonosis endémica del continente americano y es
considerada un problema de Salud Publica en América Latina. Esta enfermedad es causada
por el protozoo Trypanosoma cruzi y su principal modo de transmision es a traves de las
heces de insectos triatominos. Considerando el modo de transmision, la cuantificacion de la
carga parasitaria en heces de triatominos resulta de importancia para considerar a una especie
como vector potencial del parasito. Por lo tanto, si bien todas las especies de triatominos son
potenciales vectores, la mas competentes seran aquellas que presenten el mayor nimero de

parasitos en las heces. Existen pocos estudios sobre la carga parasitaria en diferentes especies
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de triatominos, muy pocos trabajos han tratado de asociar la carga parasitaria de
Trypanosoma cruzi con el estado de desarrollo y por lo tanto no hay hasta el momento
estudios que analicen la variaciéon de la carga parasitaria entre los diferentes estados de

desarrollo de Triatoma dimidiata.

1.3 Justificacién

En el mundo existen mas de 100 especies de triatominos. Los cuales se clasifican
epidemioldgicamente de acuerdo con la capacidad que tienen de transmitir el parésito
Trypanosoma cruzi. En el Estado de Yucatan el vector principal es Triatoma dimidiata y
dentro de los principales hospederos esta incluido el humano, el cual es infectado al momento
que el insecto se alimenta y defeca. Hasta el momento no hay estudio sobre la variacion de
la carga parasitaria en las heces de los diferentes estadios ninfales de T. dimidiata. Por lo
tanto, es importante conocer la variacion de la carga parasitaria en las heces de T. dimidiata,
este conocimiento permitira entender el comportamiento de T. cruzi a lo largo del ciclo del
triatomino, asi como en la contribucion en el campo de la epidemiologia creando nuevas

estrategias de control y prevencion en areas endemicas de la enfermedad de Chagas.



Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar si hay variacion en la carga parasitaria de Trypanosoma cruzi en las heces
de las ninfas de Triatoma dimidiata y evaluar su potencial como vector del parésito para la

transmision de la enfermedad de Chagas.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar y comparar la carga parasitaria de Trypanosoma cruzi en las heces de las

ninfas de Triatoma dimidiata.

e Comparar la capacidad de transmision del parasito Trypanosoma cruzi en heces de

las ninfas de Triatoma dimidiata.

e Correlacionar la ingesta de sangre de las ninfas de Triatoma dimidiata con la carga

parasitaria en las heces.



111. HIPOTESIS

La variacién de la carga parasitaria de Trypanosoma cruzi en las heces esta

relacionada con los diferentes estadios ninfales de Triatoma dimidiata.



IV. FUNDAMENTO TEORICO

4.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas (EC), también conocida como tripanosomiasis americana,
solia ser exclusiva de América Latina en un momento dado. Sin embargo, el patron
epidemioldgico de esta enfermedad ha evolucionado, pasando de ser predominante rural a
tener una presencia considerable en areas urbanas. Este cambio se debe a la movilidad de la
poblacion, la urbanizacién y la migracion. Como resultado de estos factores, en la actualidad
se registran casos de la enfermedad en paises que incluyen Canada, Estados Unidos de
Ameérica, ademas de varios paises europeos, algunas naciones africanas, la region del

Mediterraneo oriental y areas del Pacifico occidental (Figura 1) (WHO, 2018).

La enfermedad de Chagas en Latinoamerica esta presente en 21 paises y se calcula
que entre 6 y 7 millones de personas estan infectadas con el parasito T. cruzi.
Aproximadamente 65 millones de personas corren el riesgo de infectarse y se registra cada
afio unos 30 mil casos nuevos, con un total de unas 12 mil muertes cada afio (OPS, 2023;
OMS, 2024). En México, la enfermedad de Chagas no ha sido una prioridad de la politica de
salud (Ramsey et al. 2021). Segun el informe de Rojo y colaboradores (2018) en 2018 las
entidades con tasas de incidencia mas altas se registraron en Yucatan con 0.8%, Quintana

Roo 0.8% y Nayarit 0.7%.
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Figura 1. Distribucion mundial de personas infectadas. (Tomado de Echeverria et al. 2020).

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi, es
transmitido principalmente a través de triatominos de la subfamilia Triatominae (transmision
vectorial) (CDC, 2018). Existen otras formas de infectarse sin la presencia del vector como,
por ejemplo, transfusional (es directa, la sangre de donador es puesta al torrente circulatorio
de la persona sana), transplacentaria (transmision de madre a hijo durante el momento del
parto), oral (a través de alimentos contaminados con deyecciones de vectores), o accidental

(manipulacién de animales infectados en el laboratorio) (Carrasco y Antezana, 1988).

La enfermedad de Chagas presenta tres etapas: La fase inicial aguda que tiene una
duracion aproximada de 2 meses después de la infeccion. Durante esta etapa, se observa una
alta concentracion de parasitos en la sangre, pero en la mayoria de los casos los sintomas son
inexistentes o leves y no especificos. En menos del 50% de las personas que son picadas por
un insecto triatomino, pueden manifestarse signos visibles distintivos como una lesién en la

piel o una hinchazén violacea en los parpados de un ojo. Ademas, pueden experimentar



fiebre, cefalea, aumento de tamafio de los ganglios linfaticos, palidez, dolores musculares,
dificultad respiratoria, inflamacion y dolor abdominal o toracico. Posteriormente en la fase

indeterminada es caracterizada por ser asintomatica (MSN, 2012).

En la fase cronica, los parasitos se ocultan principalmente en el corazon y los
musculos del sistema digestivo. Después de una a tres décadas, hasta un tercio de los
pacientes experimentan trastornos cardiacos, y aproximadamente uno de cada diez presenta
alteraciones digestivas, como el agrandamiento del es6fago o del colon, asi como trastornos
neurologicos o una combinacion de sintomas. Con el paso de los afios, la infeccion en estos
pacientes puede llevar a la destruccion del sistema nervioso y del musculo cardiaco, lo que
resulta en arritmias cardiacas, insuficiencia cardiaca progresiva e incluso muerte subita

(WHO, 2023).

Para la deteccion del parésito T. cruzi se emplean diversas técnicas, como la
observacion directa de tripomastigotes en muestras de sangre (involucra la observacion de
los tripomastigotes presentes en las muestras de sangre, en sangre fresca o en sangre tefiidas
con Giemsa a través de un microscopio), prueba de Strout (consiste en la concentracion de
parasitos a partir de una muestra de sangre sin coagulante mediante la centrifugacion, solo es
utilizado para infecciones congénitas), técnica del tubo capilar heparinizado o
microhematocrito (analisis del movimiento de los parasitos en la interfase entre el paquete
de glébulos rojos y el plasma en tubos capilares), xenodiagnostico (el uso de triatominos
alimentandose de la sangre del paciente) esta técnica se mejorado al paso de los afios y
actualmente se puede realizar de forma artificial evitando la exposicion directa del paciente
a los triatominos, cultivo (se cultivan pequefios voliumenes de muestra en un medio NNN

tradicional para multiplicar el nimero de parasitos de una muestra de sangre), ratones



(inoculacidn de T. cruzi), ensayos ELISA (utilizado para el diagndstico de la infeccion aguda
y congénita) y deteccion de ADN mediante PCR (permite detectar el ADN del parasito)

(Chavez et al., 2007).

Hasta el momento no se ha desarrollado una vacuna para la enfermedad y los dos
Unicos farmacos para el tratamiento son el benznidazol y nifurtimox, sin embargo, presentan
serias limitaciones, como la necesidad de seguir regimenes terapéuticos prolongados, efectos

secundarios indeseables y frecuentes fallas clinicas (Vela et al., 2021).

Por lo tanto, el método mas eficaz para disminuir la enfermedad es a través del control
vectorial. En este sentido existen diferentes métodos de control y prevencion vectorial, como
es el uso de barreras fisicas que permitan que el insecto no pueda entrar al habitat doméstico
(uso de mosquiteros). Por otro lado, estd el uso de ingredientes quimicos mediante la
aplicacion de insecticida a las viviendas. Biologico, la utilizacibn de hongos
entomopatogenos para controlar al vector. Factores sociales como son el mantener la
vivienda limpia lo cual evita que el insecto pueda colonizar las viviendas humanas (Ferral,

2008).

4.1.1 Vectores de Trypanosoma cruzi

Los vectores de la enfermedad de Chagas son insectos hematdfagos que pertenecen
al orden Hemiptera, familia Reduviidae y a la subfamilia Triatominae, cominmente
conocidos como “triatominos” “chinches besuconas” “vinchucas” (Lent y Wygodzinsky,
1979). En la actualidad la subfamilia Triatominae estd compuesta por 154 especies, 5 tribus

y 18 géneros. Los géneros Panstrongylus, Rhodnius y Triatoma, son de mayor relevancia



epidemioldgica, entre ellas hay especies que habitan dentro de las viviendas, lo que aumenta

su interaccion con los humanos (Justi y Galvao, 2016; Cruz, 2024).

En México, se han identificaron 8 géneros y 31 especies de triatominos (Figura 2)
(Rojo et al., 2018). En la peninsula de Yucatan, la especie Triatoma dimidiata es el principal
vector de T. cruzi (Cigarroa, 2021). En Yucatan, T. dimidiata, infesta las casas de manera
estacional desde ecotopos selvaticos, sin desarrollar colonias dentro de las casas (Waleckx et
al., 2015). Por otro lado, la costumbre de las personas en la region de dormir en hamacas
dificulta a los triatominos acceder facilmente a sus fuentes de alimento dentro de las

viviendas (Waleckx et al., 2016).

X ! 8 Géneros
| A . ) 31 Especies
O ) | i

En el mundo
19 Géneros

130 Especies

Tristoma

000000 0COROGOCOOSS

dimidiata
29%

Figura 2. Distribucion de triatominos en el mundo y en México. (Tomado de Rojo et al.

2018).
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4.2 Generalidades de Triatoma dimidiata

Triatoma dimidiata es un insecto hemimetabolo. Su ciclo bioldgico: huevo, cinco
estadios ninfales y adultos (Figura 3). Los huevos pueden ser depositados tanto de manera
individual como en grupos. Al momento de eclosionar las ninfas pasan por cinco estadios
ninfales hasta llegar a la forma adulto. El estado adulto, se distingue de las ninfas por la
presencia de alas anteriores y posteriores, ademas de estar en condiciones de reproduccién.

(Lent y Wygodzinsky, 1979).

PONE HUEVOS

. NACEN
1° ESTADIO
\
N

MACHO HEMBRA 2° ESTADIO *

5° ESTADIO

i

Figura 3. Ciclo de vida de T. dimidiata. (Tomado de Escobar, 2016).

Como todo insecto hemat6fago obligado, los triatominos se alimentan estrictamente
de la sangre de hospederos, que en su mayoria son endotermos. Diversos estudios han
determinado que los triatominos se alimentan de una alta variedad de vertebrados incluyendo
mamiferos, aves y anfibios. En un estudio realizado por Moo-Millan y colaboradores (2019)

determinaron que Triatoma dimidiata tiene una amplia gama de diversas fuentes de

11



alimentacion. Sin embargo, destacan que las principales fuentes sanguineas identificadas

pertenecian al humano, perro y ganado vacuno.

Esta especie es de habitats selvaticos y se puede encontrar en diferentes tipos de
refugios, como nidos de aves, madrigueras de mamiferos, cuevas, agujeros, debajo de rocas,
raices de arboles como son las especies de plantas Gymnopodium floribundum, Enterolobium
cyclocarpum y Piscidia piscipula. También es comun observarlos en los entornos domésticos
y peridomiciliarios en donde estan ocultas en las grietas de paredes, apilamiento de maderas,
gallineros, muebles, camas y en lugares de descanso de animales domésticos o sinantropicos

(Reyes et al., 2011; Moran, 2013).

El cuerpo del triatomino se divide en tres regiones o tagmas: a) cabeza: se encuentran
los 6rganos sensoriales como antenas, los 0jos compuestos y ocelos, ademas la probdscide.
b) torax: se encuentran apéndices como el pronoto y escutelo, las patas y alas. ¢) abdomen:
presenta marcas en el conexivo (margen lateral), los 6rganos genitales, en los machos tienen
un extremo redondeado, mientras que las hembras presentan una forma puntiaguda (Cruz,

2024).

4.3 Generalidades de Trypanosoma cruzi

Es un protozoario intracelular obligatorio, flagelado y digénico que requiere de la
célula para sobrevivir y reproducirse. Pertenece al orden Kinetoplastida, que incluye
flagelados que poseen una estructura llamada cinetoplasto, que contienen una red de ADN
(Pefa et al., 2022) como se muestra en la Tabla 1. El investigador y médico Carlos Chagas
identifico el parasito y lo nombré Trypanosoma cruzi en honor a su maestro Oswaldo Cruz.

(Becerril, 2014).

12



Tabla 1

Taxonomia del parasito Trypanosoma cruzi.

Tomado de Becerril, 2014.

Reino: Protozoa

Filo: Sarcomastigophora
Subfilo: Mastigophora
Clase: Zoomastigopora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Tripanosomatidae
Género: Trypanosoma
Especie: Trypanosoma cruzi

Durante su desarrollo, el parasito pasa por cuatro formas morfoldgicas, que alteran
segun el ambiente y el hospedero vertebrado junto con un insecto vector. Tripomastigote
metaciclico: es flagelado, alargado con un gran ndcleo central, cinetoplasto de gran tamafio

y el blefaroplasto posterior de donde surge un flagelo que contornea una membrana

13



ondulante, que le confiere movimiento. Este estadio presenta deficiente capacidad de

reproduccion y es la forma que penetra e infecta al hospedero.

Promastigote o tripomastigote sanguineo: es flagelado, alargado, con el
cinetoplasto grande alejado de la parte anterior del nucleo; similar al estadio anterior, puesto
que también presenta flagelo y membrana ondulante. Este estadio se encuentra en la sangre

y no tiene capacidad para dividirse, pero si la tiene para invadir otras células.

Epimastigote: es fusiforme, con un flagelo que forma una membrana ondulante que
nace del blefaroplasto. El cinetoplasto se encuentra cercano a la parte anterior del nacleo que

se encuentra en posicion central. Este estadio presenta division binaria longitudinal.

Amastigote: es de forma redondeada llamada leishmanoide, carece de flagelo y por
lo tanto de movimiento; tiene un gran ndcleo cerca del cual se encuentra el cinetoplasto a
manera de disco. Tiene capacidad de replicacion, por division binaria simple (Figura 4)

(Guzman et al., 1999; Tay et al., 2002).

o \ ;

Tripomastigote Epimastigote
s 3
Promastigote Amastigote

Figura 4. Morfologia del protozoo T. cruzi. (Tomado de Wiser, 2022).
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4.4 Ciclo de Trypanosoma cruzi en el vector y hospedero

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, para poder desarrollarse se necesita de un
triatomino hemat6fago y un animal o persona. Comienza cuando (1) el vector triatomino se
infecta con tripomastigotes presentes en la sangre durante la alimentacion de un mamifero
infectado. (2) Los tripomastigotes se transforman en epimastigotes para replicarse (Recuadro
azul) en la porcion mas distal del intestino, donde se desprenden de las células intestinales y
se convierte en tripomastigotes metaciclicos (Recuadro rosa), la fase infectiva para el
hospedero. (3) Cuando el triatomino hematdéfago defeca después de alimentarse, libera los
tripomastigotes metaciclicos junto con las heces cerca de la herida de la picadura,
permitiendo que el parasito entre en el torrente sanguineo por autoinoculacion tras rascarse.
(4) EI tripomastigote metaciclico invade e infecta las células de origen mesenquimal,
intestinal y cardiaco, transformandose en amastigotes para iniciar su replicacion por fision
binaria. Los amastigotes se convierten luego en tripomastigotes sanguineos, que son
liberados en el torrente sanguineo, infectando nuevas células y propagando la infeccion. (5)
La lisis de las células infectadas provoca las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Los
tripomastigotes sanguineos son ingeridos por un triatomino durante la alimentacion,
iniciando nuevamente el ciclo de vida del parasito (Figura 5) (Rassi y Marin, 2010; Secretaria

de Salud, 2015; Pérez y Molina, 2018; Pérez, 2024).
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Figura 5. Ciclo de vida de T. cruzi. (Tomado de Rassi y Marin, 2010; Secretaria de Salud,

2015; Pérez y Molina, 2018; Pérez, 2024)

4.5 Dindmica de la carga parasitaria en los triatominos

Barrera (2017) investigd la carga parasitaria en el vector silvestre M. spinolai a lo
largo de su desarrollo. Los resultados indicaron variaciones significativas en la cantidad de
parasitos entre los distintos estadios de desarrollo del triatomino. En particular, las ninfas de
tercer estadio mostraron diferencias significativas en comparacion con otros estadios, en
contraste de las ninfas de quinto estadio, en donde no se encontraron diferencias

significativas.

Chacon y sus colaboradores (2022) comprobaron que los insectos infectados
presentan una mayor hambre en comparacion con los no infectados y modifican su patrén de

defecacion. Una defecacion mas rapida tras la alimentacién aumenta la probabilidad de que
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las heces con parasitos entren en contacto con la herida de la picadura, facilitando la

transmision del parasito.

Estudios recientes por Loshouarn y Guarneri (2024) han demostrado que la
temperatura afecta la carga parasitaria dentro de R. prolixus. Temperaturas mas bajas resultan
en una menor carga parasitaria, mientras que en condiciones Optimas de temperatura

favorecen la proliferacion de T. cruzi.

Piesman y Sherlock, en 1983, estudiaron cuatro especies de tratominos (P. megistrus,
T. Infestans, R. prolixus y T. dimidiata) para conocer si el volumen de heces producido esta
influenciado por la especie el estadio, el sexo y la cantidad de sangre ingerida. Observaron
que T. dimidiata produce el mayor volumen de heces mientras que T. infestans el menor.
Ademas, la cantidad de sangre ingerida estuvo relacionada con el volumen de heces
producido en T. dimidiata, indicando que la especie de triatomino influye en el volumen de

heces producidas.

4.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos durante la evaluacion experimental se registraron en una tabla de
Microsoft Excel. Para analizar las diferencias significativas y las desviaciones estandar entre
los estadios ninfales de T. dimidiata, se utilizaron variables como los paréasitos totales por
estadio ninfal y los parasitos totales por peso de heces (mg) por estadio ninfal, se aplicé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se analiz6 la relacion entre la cantidad de sangre
ingerida por los triatominos durante la exposicién con ratones infectados por T. cruzi y los
parasitos totales, mediante la prueba de correlacion de Spearman. Los analisis estadisticos y

la generacion de gréaficas se realizaron en el software Prism 10.2.0 de GraphPad.
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V. DESARROLLO DEL PROYECTO

5.1 Seleccion y monitoreo de las ninfas de Triatoma dimidiata

Se seleccionaron 40 ninfas de segundo, tercero, cuarto y quinto estadio ninfal del
Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” situado en la ciudad de Mérida.
Cada estadio contaba con 10 ejemplares. Estas ninfas se les dio seguimiento de su desarrollo,
no obstante, durante este periodo de transicion no se alimentaron. En un periodo de 14 dias
estas ninfas emergieron al estadio tercero, cuarto, quinto y adulto. Cada ejemplar fue
depositado en un frasco de plastico, etiquetado y marcado con pintura en la parte dorsal de
su cuerpo para su identificacion (Figura 6). Fueron mantenidos a temperatura ambiente de

27 °C con una humedad relativa del 75%, siguiendo de un fotoperiodo de 12:12.

Figura 6. Ninfa de quinto recién emergida y marcada para su identificacion.
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5.2 Infeccion de ratones BALB/c

Para la infeccidn, se utilizaron cuatro ratones hembra de la cepa BALB/c, con una
edad entre 5-6 semanas, provenientes del Bioterio del Centro de Investigaciones “Dr. Hideyo
Noguchi”. Cada raton fue inoculado por via intradérmica con 5.000 parasitos de la cepa H1
de Trypanosoma cruzi. Posterior a la infeccion, se les proporcioné alimento para roedores y
agua ad libitum, ademas de una cama de viruta, enriquecimiento de papel y se llevaron a cabo

monitoreos para verificar su estado de salud.

5.3 Exposicion de las ninfas y adultos Triatoma dimidiata para la infeccion

Antes de exponer a las ninfas de tercero, cuarto, quinto, asi como los adultos a la
infeccion, los ratones BALB/c con 24 dias posteriores a la infeccion, se les llevo a cabo la
técnica de parasitemia para cuantificar la cantidad de parésitos presentes en el torrente
sanguineo de estos animales. Los ratones fueron anestesiados con una dosis de xilacina de
10 mg/kg PV + Ketamina de 100 mg/kg PV. Una vez que los ratones quedaron inmovilizados,
se colocaron 5 ejemplares de Triatoma dimidiata en un tiempo de 15 minutos permitiendo la
alimentacion ad libitum (Figura 7). En este proceso la alimentacion se realizo en un cuarto

oscuro para facilitar la alimentacion natural.
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Figura 7. Ninfas de cuarto alimentandose de un raton infectado.

Después de la alimentacion de los insectos, se esper0 hasta el dia 26 post-infeccién
de las ninfas y adultos para ser alimentados con ratones sanos. En cada alimentacion, las
ninfas y adultos fueron pesados con la balanza analitica OHAUS Pionner TM, antes y

después del proceso para conocer la ingesta de sangre consumida (Figura 8).

Pioneer™

Figura 8. Ninfa de quinto, pesado antes y después de la alimentacidn con ratén sano.
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5.4 Cuantificacion de las heces mediante Camara Neubauer

La extraccion de las heces en las ninfas y adultos crénicos se llevo a cabo a partir del
dia 28 post-infeccion. Cada insecto se les presion6 suavemente el Gltimo segmento abdominal
(Figura 9). Se tomo todas las heces excretadas por el insecto y se diluy6 en 100 microlitros

de solucidn salina con EDTA 0.05% (Figura 10).

Figura 9. Ninfa de quinto estadio extrayendole las heces.

La muestra se homogenizo y se tomo6 una alicuota de 10 microlitros, la cual se
deposité en la cdmara Neubauer, para cuantificar el niUmero de parasitos presentes en las
heces, se observd mediante un microscopio 400X (Figura 11). Para calcular la carga

parasitaria de T. cruzi en las heces de cada ejemplar de T. dimidiata, se aplico la formula:

# de parasitos observados en la cimara Neubauer
4

* factor de dilucion * 10,000 = #p/mL
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Figura 10. Alicuota de heces/solucion salina con EDTA 0.05%.
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Figura 11. Tripomastigotes metaciclicos observados en microscopio.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El total de ninfas analizadas fue de 14 ejemplares de Triatoma dimidiata. De estos, el
47% presento infeccion por Trypanosoma cruzi, mientras que el 47% no presentd parasitos

en las heces y el 6.6% de mortalidad (Tabla 2).

Tabla 2

Prevalencia de infeccion por T. cruzi en T.dimidiata

. Triatominos Infectados Infeccion No Ausencia de Mortalidad %
Estadio . L.
% infectados  parasitos %
Ninfa 3 10 3 30 7 70 0
Ninfa 4 10 6 60 4 40 0
Ninfa 5 10 5 50 3 30 20
Total 30 14 47 14 47 6.6

6.1 Carga parasitaria de Trypanosoma cruzi en las heces

Se recolectaron las heces infectadas de las ninfas de Triatoma dimidiata. Las
observaciones microscopicas llevadas a cabo en el dia 28 posterior a la infeccion revelaron
la presencia de tripomastigotes metaciclicos en las heces de los tres estadios. Al realizar el
analisis estadistico para comparar las diferentes cargas parasitarias (mL) en los estadios,
encontramos que la prueba de Kruskal-Wallis mostrd que no se encontraron diferencias
significativas (H=1.884; P=0.4137) (Tabla 3) entre las cargas como se muestra en la Figura

12.

23



600000 *

)

E

.S 400000

S

z B

g

S 200000

e

v *

O T

oL '

| | |
N3 N4 N5

Estadios

Figura 12. Comparacion de las cargas parasitarias en los estadios ninfales de T. dimidiata.

El simbolo (*) indica diferencias significativas entre los grupos analizados (P<0.05)

La ninfa de cuarto estadio presentd la mayor media con 212,500 parasitos/mL en

comparacion con los otros estadios. (Tabla 3).

Tabla 3

Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis para comparar las cargas parasitarias en T.

dimidiata.
Variable Estadio N Medias D.E. Medianas H P
Carga parasitaria Ninfa3 3 41667 28868 25000 1.884 0.4137
(mL)
Carga parasitaria Ninfa4 6 212500 343056 62500
(mL)
Carga parasitaria Ninfa5 5 150000 119896 125000
(mL)
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6.2 Capacidad de transmision Trypanosoma cruzi

Cuando comparamos la capacidad de cada estadio ninfal de T. dimidiata en la
transmision de T. cruzi en la prueba de Kruskal-Wallis los resultados entre los estadios no

fueron significativos (H=1.564; P=0.4865) (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion con el numero de parasitos/mg de heces (mg) por cada estadio.

El simbolo (*) indica diferencias significativas entre los grupos analizados (P<0.05).

Sin embargo, en la grafica se observa que en la ninfa de cuarto estadio mostré una
desviacion estandar alta de 76860 y teniendo una media de 39,450. Para la ninfa de tercer
estadio presento una deviacion estandar 6,264 y una media de 6,511 mientras que la ninfa de

quinto estadio tuvo una desviacion estandar de 10,071 y una media de 14322 (Tabla 4).
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Tabla 4

Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis para comparar los parasitos/mg de heces en T.

dimidiata.
Variable Estadio N Medias D.E. Medianas H P
Parasitos/s/mg de Ninfa3 3 6511 6264 4032 1.564  0.4865
heces
Parasitos/s/mg de Ninfad 4 39450 76860 5453
heces
Parasitos/s/mg de Ninfa5 5 14322 10071 10000
heces

6.3 Correlacion la ingesta de sangre y la carga parasitaria (mL) en heces

Las ninfas de tercer estadio presentaron un coeficiente de correlacion de Spearman
(r=-0.8660; P=0.6667) indicando que no se encontrd significancia. Se puede observar en la
Figura 14 que, a menor cantidad de sangre infectada ingerida, menor es la cantidad de

parasitos presentes en comparacion con los otros estadios.
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Figura 14. Correlacion de la ingesta de sangre (mg) y la carga parasitaria (mL) en las heces

de las ninfas de tercer estadio.
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Por otro lado, para las ninfas de cuarto estadio, la correlacion de Spearman
(r=-0.840; P=0.044) (Figura 15) demostro una correlacion negativa, entre la ingesta de sangre

y la cantidad de parasitos en las heces.
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Figura 15. Correlacion de la ingesta de sangre (mg) y la carga parasitaria (mL) en las heces

de las ninfas de cuarto estadio.

En el caso de las ninfas de quinto estadio, la correlacién de Spearman fue de
(r=0.1539; P=0.8333) y no se encontraron diferencias significativas (Figura 16). Las gréaficas
demuestran que la ingesta de sangre esta relacionada con el desarrollo de T. dimidiata, ya
que, a medida que la ninfa crece, requiere mayor gasto energético y, por ende, ingiere mayor

cantidad de parasitos en un hospedero infectado.
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Figura 16. Correlacion de la ingesta de sangre (mg) Yy la carga parasitaria (mL) en las

heces de las ninfas de quinto estadio.

No se observo una correlacion, en la Figura 17. Sin embargo, se muestra que la mayoria de
las ninfas de tercer y cuarto estadio consumieron entre 10 y 60 mg de sangre, logrando una

carga parasitaria que oscila entre 25,000 y 900,000 mg/heces.
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Figura 17. Correlacién de la ingesta de sangre (mg) y la carga parasitaria (mL) en las heces

de los tres estadios ninfales.
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VII. DISCUSION

En total, de los 40 ejemplares expuestos a la infeccion por T. cruzi, 14 mostraron
presencia de parasitos, 14 no presentaron parasitos y 12 ninfas y adultos tuvieron mortalidad
antes de ser evaluadas por medio de microscopia. Aquellos triatominos que no mostraron
presencia del parasito y mortalidad fueron excluidos de las gréficas estadisticas. Cuando
Trypanosoma cruzi se encuentra en el tracto gastrointestinal del triatomino, para desarrollarse
y adherirse al epitelio intestinal, depende de la enzima cisteina peptidasa o cruzaina, la
inhibicion de esta enzima detiene el desarrollo de T. cruzi, asi como las interacciones con la
membrana perimicrovillar mediadas por proteinas lectinas, todo esto es crucial para el
adecuado desarrollo del parasito en el entorno intestinal. Esto nos lleva a considerar que la
presencia y ausencia del parasitismo en algunas ninfas pudo haber sido influenciada por esta
enzima. La mortalidad observada en los triatominos puede atribuirse a una serie de factores.
Por un lado, la infeccion por el parasito puede afectar la capacidad de los triatominos para
resistir la inanicion (falta de nutrientes), lo que hace mas susceptible a las condiciones
ambientales y otros factores estresantes (Guarneri et al., 2021). Ademas, segun Poulin y
Thomas (1999), los parésitos tienen la capacidad de manipular varios aspectos del
comportamiento y el fenotipo del hospedero, lo que puede llevar a cambios en el movimiento
del triatomino hacia diferentes microhabitats, aumentando su vulnerabilidad a la
depredacion, estos factores combinados pueden influir en la mortalidad de los triatominos
durante los ensayos de evaluacion. Los estadios ninfales de T. dimidiata son capaces de
infectarse del parasito T. cruzi, observandose sin diferencias significativas (Fuentes et al.,
2016), tras la infeccion de estos triatominos, demostraron que existe una variacion en la carga

parasitaria de T. cruzi en las ninfas de T. dimidiata. La relacién entre la cantidad de sangre
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ingerida de un ratdn infectado con T. cruzi y la carga parasitaria del triatomino (Neal y Miles,
1977) puede variar lo que permiten entender que la cantidad de heces depositadas por T.
dimidiata dependen del desarrollo y el hambre de los triatominos (Petana, 1967) lo que
también confirmaria nuestra hipotesis “La variacion en la carga parasitaria de Trypanosoma

cruzi en las heces esta relacionada con los estadios de Triatoma dimidiata”.
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VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se mostré que el 47% de las ninfas de T. dimidiata presentaron infeccién por
Trypanosoma cruzi y una mortalidad del 60%. La frecuencia de parésitos y la carga
parasitaria por mg de heces fue mayor en las ninfas de cuarto estadio en comparacion con las
de tercer y quinto estadio. Las ninfas de cuarto estadio podrian ser mas eficientes en la
adquisicion y mantenimiento del parésito, como resultado se observd una correlacion

negativa entre la ingesta de sangre y la carga.
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