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INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La identificacién de cepas de Trypanosoma cruzi estd basada en
el comportamiento que presentan en ratones inoculados y su
desarrollo en medio de cultivo (caracterizacién biolégica), pero
también se basan en las isoenzimas y andlisis de zimodemos o en los
perfiles de DNA de cinetoplasto (KDNA) por endonucleasas de
restriccién y el andlisis de esquizodemos (caracterizacién
bioquimica) (Morel et al., 1980; Carreno et al., 1987; Avila et

al., 1990; Mimori et al., 1992),

La caracterizacion biolégica de las cepas Trypanosoma cruzi es
de suma importancia ya que de esta manera se puede explicar las
diferencias de la patologia que se presentan en diferentes dreas,
Se puede usar para la identificacién y caracterizacién de
Trypanosoma cruzi los criterios indirectos tales como el
crecimiento y morfologfa en medio de agar sangre, desarrollo en
triatominos con la produccién de tripomastigotes metacfclicos en el
intestino delgado, la infectividad de animales de laboratorio,
multiplicacién de amastigotes intracelularmente y datos biométricos

(Deneris & Marshall, 1982).

Para efectuar el estudio de las cepas de T. cruzi es necesario

mantenerlo en cultivo, para ello hay que emplear los diferentes
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medios difdsicos descritos hasta encontrar el mds adecuado para su
desarrollo, los medios mds utilizados son los sigulentes: gelosa
sangre, medio N.N.N.,, medio de Tobie, medio de Senejki, 3.,N.,B,-9,

medio de Chang, medio de Kelser y medio de Weinman (Cortés, 1970),

1.2 ORJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer el comportamiento bioldégico de nueve aislados de T,

cruzi en medios de cultivo acelulares y en el transmisor.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Observar la cinética de crecimiento de Trypanosoma cruzi en

el medio de cultivo difdsico de gelosa sangre - solucidn salina.

b) Determinar si 1la susceptibilidad de una especie de
triatomino se modifica sequn la cepa de Trypanosoma crusi

utilizada,
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ANTECEDENTES
2.1 GENERALIDADES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas es una zoonosis parasitaria causada
por Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado perteneciente al orden
de los cinetopldstidos, que es transmitido al hombre y otros
mamiferos por insectos hematéfagos pertenecientes a la subfamilia
Triatominae (Hemiptera, Reduviidae). Aungue se han encontrado
transmisores infectados desde el paralelo 42 norte en los Estados
Unidos hasta el 43 sur en Argentina, se considera que el 4drea de
dispersién como problema humano, se inicia en el norte a nivel de
México y llega por el sur hasta el rio Negro en Arqentina,‘es
decir, entre el paralelo 25 en el norte hasta el 38 en el sur

(Brener, 1977; OPS, 1984; Romafa, 1963),

La tripanosomiasis americana ataca bdsicamente a poblaciones
de bajo ingreso econémico, estando claramente asociada a ciertas
formas de organizacién de espacio fisico, las relaciones del hombre
con ese espacio y, especialmente, las relaciones sociales

establecidas (Dias, 1990).

Trypanosoma cruzi es un pardsito heteroxeno eurixeno; en la
naturaleza podemos encontrarlo en dos tipos de huéspedes: el

invertebrado, que son los insectos - transmisores y el vertebrado



en donde podemos distinguir animales silvestres, animales
domésticos y el hombre. La transmision de T, cruzi por el
triatomino al hombre es la de mayor importancia epidemiolégica, el
triatomino que es hematdéfago obligado y de hdbitos nocturnos se
alimenta cuando las personas duermen. La ingestién de sangre, por
efecto mecdnico, produce la deyeccién del insecto en sitios
cercanos al de la picadura y cuando la persona se rasca al sentir
prurito arrastra las heces que contienen tripanosomas al sitio de
plcadura, hacla mnucosas o se autoinocula al provocarse
escoriaciones en la piel con el rascado, facilitando de esta manera

la entrada del pardsito (Dias, 1990),

El agente causal es un protozoario flagelado perteneciente al
Phylum Sarcomastigophora, Superclase Mastigophora, Clase Zoomasti~
gophora, Orden Kinetoplastida, Suborden Trypanosomatina, Familia
Trypanosomatidae, Subfamilia Trypanosomatinae, Género Trypanosoma,
Subgénero Schizotrypanum y Especie cruzi (Kreler, 1977; Schmidt &
Roberts, 1989; Zeledon, 1987).

2.1.1 NECANISNOS DE TRANSNISION

Trypanosoma cruzi es transmitido en condiciones naturales por

artrépodos estrictamente hematéfagos., E1 triatomino adquiere la

infeccién al alimentarse de mamiferos que presentan parasitemia..

En el interior del insecto, el tripanosoma se reproducira



intensamente, especialmente en la luz del tubo digestivo y del

aparato excretor (tubos de Malpighi) (Dias, 1990).

Estos transmisores mantienen en su tracto digestivo a
tripomastigotes metaciclicos, etapas infectantes; las cuales son
eliminadas a través de las heces e infectan al hombre por
contaminacién de lesiones en piel o membranas intactas de mucosas

(Lapierre, 1972 (a); Lapierre, 1972 (b)).

otros mecanismos importantes para la transmisién del pardsito
es a través de transfusiones sanguineas, forma transplacentaria,
via oral, transplante de organos y accidentes de laboratorio
(Bittencourt, 1988; Brener, 1977; Dias, 1985; Dias, 1987; Diés,
1990; Lorca, 1983; News Notes, 1989; Oliveira et al., 1988; Zuna,

et al., 1985).
2.1.2 MANIFESTACIONES CLINICAS
Estas pueden variar de acuerdo a la cantidad de inéculo, la

virulencia de la cepa, edad, estado nutricional y la respuesta

inmunolégica del huésped (Dias, 1990; Romana, 1963).



El periodo de incubacion en el hombre es de cuatro a doce dias
y después aparecen los signos y sintomas, sin embargo, la mayoria

de las infecciones humanas son asintomdticas,

En la enfermedad de Chagas pueden distinquirse tres fases:

FASE AGUDA: En la mayorfa de los casos pasa inadvertida, se
han descrito signos locales o de puerta de entrada de la infeccidén
y alteraciones sistemdticas. Cuando la infeccidén se inicia en el
ojo se conoce como signo de Romaha, en el 50 % de los casos; o bien
chagomas de inoculacién cutdneo en un 25 $ de los pacientes. La
fiebre es el signo mds importante en esta etapa ohservandose en el
95 % de los casos agudos (Dias, 1990; Perlawadora - Szumlewicz &

Muller, 1987; Schmidt & Roberts, 1989).

FASE INDETERMINADA: Durante esta fase desaparece el cuadro
clinico y sin manifestaciones detectables. Se presenta en la
mayoria de los pacientes y puede evolucionar a una fase clinica
definida. Se caracteriza por la seropositividad en un individuo
asintomdtico (Dfas, 1990; Perlawagora - Szumlewicz & Muller, 1987;

Schmidt & Roberts, 1989).



FASE CRONICA: Es la que mds frecuentemente se encuentra en la
practica médica, la alteracién mds comGnmente encontrada es la
cardiopatia chagdsica crénica, ademds de presentar esofagopatia o
megaeséfago, colopatia o megacélon (Dias, 1990; Perlawagora -

Szumlewicz & Muller, 1987; Schmidt & Roberts, 1989).

2.2 CULTIVO DE Trypanososa crugi

Se ha logrado el cultivo de Trypanosoma cruzi en una gran
variedad de medios de cultivo, este parasito puede crecer en medios

fdaciles de elaborar, actualmente existen varios medios de cultivé:

MEDIOS DEFINIDOS: Son aquellos cuya composicién quimica es

conocida,

NEDIOS INDEFINIDOS: Son aquellos que contienen constituyentes de
los cuales algunos se han identificado, perc de otros se desconoce
su naturaleza quimica y la proporcién en la gue se encuentran

(Vallejo, 1989),

Un aspecto importante es saber seleccionar el medio de cultive
apropiado para obtener un buen crecimiento de Trypanosoma cruzi, el
medio deberda proporcionar los requerimientos nutricionales, asi{

como factores de crecimiento gue necesita, pero no basta con elegir
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un buen medio de cultivo, sino que hay que tomar en cuenta
aquellos factores que influyen en su desarrollo metabélico y

morfogenético (Vallejo, 1989),

Ccon el desarrollo de cultivo de pardsitos, se hace posible el
estudio de algunos aspectos de la relacién huésped - pardsito, asi
como el estudio del papel patégeno de nuchos pardsitos bajo

condiciones controladas (Vallejo, 1989).

Las fases de epimastigotes son las formas que se desarrollan en
estos medios de cultivo y en algunos de ellos ocurre 1la

diferenciaci6én a formas de tripomastigote (Vallejo, 1989).

2.3 SUSCEPTIBILIDAD DE LOS TRIATOMINOS A LA INFECCION CON

Trypanososa crusi

Los transmisores y huéspedes invertebrados de la enfermedad de
Chagas son insectos hematéfagos obligados que realizan una transmi-
sién ciclo - propagativa de tipo contaminativa y que pertenecen al
Orden Hemfptera, Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae. Esta
subfamilia es una de las 22 reconocidas en la Familia Reduviidae,
en la cual podemos distinguir cinco tribus que se caracterizan por
ser hematéfagas en ambos sexos y en todas sus etapas nhinfales y
porque son capaces de transmitir T. cruzi. Son insectos
hemimetdbolos, que presentan cinco estadios ninfales y estadio

adulto (carcavallo, 1987; Lent & Wygodzinsky, 1979).
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Segin Miles, 1978 (citado por Garcfa, 1980), la relacién
entre T. cruzi y su transmisor es importante y compleja. Algunos
factores, como la especie, el estadio, el volumen de sangre
ingerida y las diferencias entre las cepas del pardsito pueden
afectar la multiplicacién y diferenciacién del tripanosoma en el
insecto. se piensa también que las preferencias alimentarias del
huésped invertebrado pueden contribuir al desarrollo del pardsito

(Perlawagora - Szumlewlcz & Muller, 1982),

Se emplean los estadios ninfales para la realizacién de los
estudios de susceptibilidad y de ellos el III y IV , ya que éstos
ingieren una cantidad de sangre considerable, sin que resulte
excesiva, El tiempo dptimo de ayuno que deben tener los insectos
que se usan para la prueba ha sido establecido en 14 dias como
minimo y el tiempo que deben dejarse alimentando se sugiere que sea
de 20 a 30 minutos (Figueiredo et al., 1989; Forattini et al.,

1976).

Es posibl'e que la susceptibilidad a T. cruzi esté intimamente
asociada a factores tales como: a) caracteristicas fisioldgicas del
tubo digestivo del insecto, que permitan el desarrollo de los
tripanosomas ingeridos, aunque fueran pocos; b) cepas del
protozoario, quizd con una mejor adaptacion evolutiva para su
hospedador invertebrado; c) edad y d) sexo de los insectos

empleados (Cuba, et al., 1978; Phillips & Bertram, 1967).
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA DE FLUJO
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Las cepas utilizadas para este estudio fueron aisladas en el

estado de Nayarit de diferentes fuentes:

CEPA COMPOSTELA: aislada de triatoma
CEPA V2R: aislada de reservorio silvestre
CEPA PR: aislada de reservorio doméstico
CRPA PARRA (CLOMA): aislada de triatoma
CEPA PUGA: aislada de triatoma

CEPA VILIA: aislada de humano

CEPA MAYARIT: aislada de triatoma

CEPA TEPIC: aislada de triatoma

CEPA PARRA: aislada de triatoma

g9angre desfibrinada de conejo

Sangre desfibrinada de carnero

Conejo Nueva Zelanda albino de 3 a 4 kg aproximadamente

- Ratones albinos cepa NIH de 20 a 22 g de peso
Para realizar las pruebas de susceptibilidad en triatominos, se

utilizaron ejemplares de Triatoma pallidipennis cultivados en el

laboratorio y libres de la infeccién con T. cruzil.

11
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La colonia de triatominos se ha conservado a una temperatura
de 28 “C y con una humedad relativa del 60 % , se han alimentado
sobre conejos libres de la infeccién con T, cruzi para garantizar

la no infeccién de los triatominos.

Se utilizaron nueve aislados de T. cruzi obtenidos de
diferentes fuentes (triatominos, reservorios y humano) directo y
que se han mantenido en el laboratorio por pases sucesivos ratén -

triatomino ~ ratén durante un periodo aproximado de un afo.

Los mamiferos usados para el estudio de susceptibilidad fueron
ratones albinos de la cepa NIH (Mus musculus) 20 a 22 g de peso,
fueron inoculados por via intraperitoneal con tripomastigotes

obtenidos de medios de cultivo,

3.2.2 WATERIAL DE LABORATORIO

Matraces Erlenmeyer con tapén de rosca Pyrex (50, 100, 250

y 500 ml)

Tubos de ensaye Pyrex de 13 x 100

Probetas Pyrex (50, 100 y 500 ml)

Pipeta de Thoma para cuenta de glébulos blancos

Cémara de Neubauer

Tuberfa de hule con boquilla

12
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Pipetas Pasteur

Mechero de Bunsen

Asa bacterioldgica

Cinta testigo

Espdtula de acero inoxidable

Algodén

Guantes de latex

Cubreboca

3.2.3 REACTIVOS

Base de agar sangre (BIOXON)

Infusién de cerebro y corazén (BIOXON)

Cloruro de sodio (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY, S.A.)

Fenol (J. T. BAKER S.A. DE C.V.)

Etanol absoluto (MERCK)
Solucién Stock de Giemsa

Agua destilada

3.2.4 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

El medio de cultivo consta de dos fases: sélida y liquida.

13



PREPARACION DE LA PASE SOLIDA

Esta fase se prepara con el medio de cultivo deshidratado Base
de agar sangre suspendiendo 4 g en cada 100 ml de agua destilada.
Se deja reposar durante 5 minutos,

Se hierve durante 1 minuto.

Se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos.

Después de esterilizar, se afade 10 § de sangre estéril
desfibrinada de conejo o carnero.

Se vacia en los tubos de ensaye y en matraces con tapén de rosca,

colocdndose en posicién inclinada para que asi solidifiquen.

PREPARACION DR LA FASE LIQUIDA

Esta fase se prepara con solucién salina al 0,85 % afadiéndose
Infusién de cerebro y corazén al 0.1 & .
Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
El Ultimo paso es la incorporacién de la fase liquida a los tubos

Yy matraces que ya poseen la fase sdlida.

PREPARACION DE CLORURO DB SODIO AL 0.85 §

Pesar en la balanza analitica 0.85 g de cloruro de sodio y

disolverlo en 100 ml de agua destilada.

14



PREPARACION DE FENOL AL 5 %

El fenol se preparé pesando en la balanza granataria el 5 % de
fenol de un volumen determinado de agua destilada en el cual se

disuelve.

3.2.5 EQUIPO

-~ Autoclave Industrias Steele Presto Modelo 21 L

~ Balanza granataria OHAUS

~ Balanza analitica SARTORIUS

-~ Microscopio binocular CARL ZEISS., WEST GERMANY

= Incubadora PRECISION GRAVITY CONVENTION INCUBATOR
G:C:A:CORPORATION

- Refrigerador CABHERS

- Incubadora

3.3 NETODOLOGIA

3.3.1 CUENTA DR PARASITOS

Cuenta en césara de Neubauer

1) Tomar con pipeta Pasteur fase liquida de los medios de cultivo
previamente sembrados con T. cruzi.

2) Cargar con fase liquida que contenga tripanosomas la pipeta de

Thoma para la cuenta de glébulos blancos hasta la marca de 1.0.

15



3) Aforar con cloruro de sodio al 0.85 % hasta la marca de 11,
4) Depositar la muestra homogeneizada en la cédmara de Neubauer,
5) Con el objeto de determinar la cantidad de tripanosomas por
milimetro cibico, se contaron cuatro cuadros utilizados para la
cuenta de glébulos blancos de la cdmara'y multiplicar el nimero

de pardsitos contados por 25 (factor de dilucién).

3.3.2 SUSCEPTIBILIDAD DE TRIATONINOS A LA INFECCION

Lotes de 20 ninfas de estadio III, libres de la infeccién,
fueron alimentados de los ratones parasitados con cada una de las
cepas; con una sola alimentacién y durante 30 minutos, ti&npo
suficiente para que lleguen a la replecién; los insectos que no se
alimentaron o lo hicieron parcialmente, fueron descartados y se

seleccionaron 86lo los que llegaron a la replecién,

Examen de los insectos infectados: La técnica utilizada para
la revisién fue la compresién abdominal, se comprimié el abdomen de
cada uno de los insectos con ayuda de pinzas entomoldgicas y las
deyecciones asi colectadas se colocaron en portaobjetos, se diluyé
con una gota de solucién al 0,85 % para facilitar la revisién
microscépica, se le colocé un cubreobjetos y se observé al

microscopio primeramente con objetivo 10X y posteriormente se

16



observé 10 campos con objetivo 40X, se revisaron las heces de

cada insecto en forma individual,
La forma de cuantificar la infeccidén fue expresada de dos

formas, la proporcién de insectos infectados y la cantidad

aproximada de los parésitos en las heces de los triatominos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 RESULTADOS

Se realizé la inoculacién en medios de cultivo difdsicos agar
sangre, en el que se empleé la cdmara de Neubauer para realizar el
conteo de tripomastigotes y realizar las grdficas dela cinética de

crecimiento.

En la cepa V2R (grdfica 1) no se observa una curva bien
definida ya que presenta el pico m&ximo en el vigésimo dia con un
descenso, y posteriormente en el vigésimo noveno dia, se observa un
incremento alto semejante al del pico méximo. A partir de éste, se
observa un descenso gradual hasta el trigésimo cuarto dia con'un

leve incremento en el trigésimo octavo dfa.

La cepa COMPOSTELA (gréfica 2) presenta un incremento gradual
alcanzando un pico méximo en el vigésimo dfa, seguido de un
descenso en el vigésimo cuarto dfa que se mantiene estable, hasta
presentar un incremento ligero en el trigésimo primero descendiendo

nuevamente.

La curva de la cepa PARRA 1 (gréfica 3) no se encuentra bien
definida ya que se observa un incremento durante los primeros
veinte dfas de la inoculacién, alcanzando el pico mdximo en el
vigésimo segundo df{a, presentando después un descenso, el cual se

incrementa a los cinco dias para descender gradualmente hasta el



trigésimo sexto dfa se presenta un ligero incremento en el

trigésimo octavo dia.

El comportamiento de la cepa PR (grafica 4) se mantiene
estable durante 25 dias, al cabo de ellos, hay un ligero incremento
seguido del pico méximo en el trigésimo primer dia, el cual
desciende en el trigésimo cuarto dfa para posteriormente

incrementarse ligeramente.

En la curva de la cepa VILLA (grédfica 5) el pico méximo se
presentd en el décimo dia, en el que se observa un descenso sequido
de un incremento en el vigésimo primer dia descendiendo apartir del
vigésimo sexto dia hasta casi desaparecer en elvigésimo octavo,

manteniéndose estable hasta el final.

El comportamiento de la cepa NAYARIT (grdfica 6) presentd
ligeros incrementos y descensos hasta el vigésimo cuarto dia y el
pico méximo se presenta en el vigésimo sexto dia, en el que se
observa una disminucién gradual de 1la curva a partir del

trigésimo dia hasta el trigésimo noveno dia.

En la curva de la cepa TEPIC (grd4fica 7) se observa el pico
mdximo sn el décimo noveno dfa, en donde se presenta una
disminucién gradual hasta el trigésimo primer dia presentando un

ligero incremento el trigésimo tercer dia.
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El comportamiento de la cepa PARRA (grdéfica 8) presenté
incrementos y descensos hasta el décimo noveno dia en el que se
alcanz6 el pico méximo. A partir de este dia se presentd un
descenso hasta el vigésimo cuarto dfa, manteniéndose estable

posteriormente hasta el trigésimo noveno dia,

En la curva de la cepa PUGA (grdfica 9) se observa un
incremento el cual decae y nuevamente se eleva alcanzando el pico
méximo en el décimo séptimo dia, donde se presenta un decremento
hasta el dia vigésimo cuarto, manteniéndose ogtnblo hasta el

trigésimo noveno dia.

En la tabla III se presenta la densidad de pardsitos en las
heces de los triatominos infectados. Debido a 1a heterogeneidad de
los valores encontrados se clasificaron arbitrariamente en tres
categorfas; 1 a 5, 6 8 9 y 10 6 wmie flagelados por cempo,
denomindndose baja, mediana o alta respectivamente, a la densidad
parasitaria. De acuerdo a los resultadoe obtenidos, los nueve
aislados de Trypanosoma cruzi corresponden a la primer cetegoria (1
a 5), dentro de éstas, la cepa NAYARIT fue la que obtuvo mayor
nimero de tripanosomas por campo, siendo las cepas VILLA y PR las

de menor numero.

En el caso de la tercer categorfa (10 6 mds), la cepa VILLA

fue la que presenté mayor cantidad de tripanosomas por campo.
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En la tabla IV se presenta el porcentaje de susceptibilidad de
Triatoma pallidipennis a la infeccién con las cepas aisladas de

Trypanosoma cruzi del estado de Nayarit.

De acuerdo a los porcentajes de infeccién obtenidos, se
observan que las cepas NAYARIT y PARRA sonh las que presentaron el
porcentaje més alto (90%), en cambio, la cepa PR fue la que

presentd el porcentaje de infeccién més bajo siendo de 40%.
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TABSLA
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Los datos representan @! promedio al contar 186 campos con el obdblijetivo 40x.
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GRAFICA 1
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA V2R
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GRAFICA 2
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA COMPOSTELA
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GRAFICA 3
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA PARRA1

MILLONES (PARASITOS/cm 3)

5 10 15 20 25 30 35 40 45
TIEMPO (DIAS)



GRAFICA 4
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA PR
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GRAFICA S
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA VILLA
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GRAFICA 6
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA NAYARIT
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GRAFICA 7
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA TEPIC
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GRAFICA 8
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA PARRA
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GRAFICA 9
CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA PUGA
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4.2 DISCUSION

Uno de los aspectos mds importantes en el estudio de 1la
enfermedad de Chagas es el de utilizar cepas de Trypanosoma crusi
debidamente caracterizadas. En el presente trabajo se realizé parte
de la caracterizacién bioldgica, determinando la cinética de
crecimiento de las cepas en medios acelulares y la susceptibilidad

de triatomas a la infeccién.

4.2.1 CINNTICA DB CRECINIENTO EN NEDIOS DR CULTIVO

Las cepas de Trypanososa crusi empleadas fuaron untonldn' en
sedios de cultivo difesico agar sangre, debido a que proporciona
los requerimientos nutricionales, asf como de factores de
crecimiento que necesita para su desarrollo satabdlico y
morfogendético (Vallejo, 1989).

Trabajos realizados anteriormente muestran que los medios de
cultivo utilizados para el mantenimiento de cepas de Trypsnosoma
crusl tales como: agar gelosa-sangre, medio N.N.N., medio Tobie,
nedio Senejki, medio S.N.B-9, medio Chang, medio Keiser proveen los
requerimientos nutricionales para su desarrollo (Cortds,1970),
mostrando que el medio agar gelosa-sangre empleado en este trabajo

obtuvo buenos resultados en la cinética de crecimiento.
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La mayoria de las cepas estudiadas presentaron crecimiento
parasitario al tercer dia de inoculacién, exceptuando las cepas
COMPOSTELA y TEPIC que lo presentaron al primer y quinto dia

respectivamente.

La aparicién de los picos mdximos durante los dias del
estudio, presentados en cada una de las grdficas de cinética de
crecimiento realizadas, nos muestran que existen diferencias entre
las cepas. Siendo la cepa VILLA la primera en aparecer el pico
mdximo presentdndolo al décimo dia, seguido de la cepa PUGA que se
presenta al décimo séptimo dfa; las cepas TEPIC y PARRA lo
presentan al décimo noveno dia; las cepas V2R y COMPOSTELA se
observa su pico mdximo al vigésimo dia; seguido de la cepa PARRA 1
presentdndolo en el vigésimo sequndo dfa; la cepa NAYARIT presenté
el pico méximo en el vigésimo sexto dia, la cepa PR es 1la que Mmds
se tard6 en aparecer el pico mdximo ya que lo obtuvo al trigésimo

primer dia.

El orden de aparicién en forma creciente de los picos mdximos
observadas en las grdficas de cinética de crecimiento de las cepas
estudiadas fue la siguiente: VILLA, PUGA, TEPIC Y PARRA, V2R Y
COMPOSTELA, PARRA 1, NAYARIT, PR.

En las tablas I y II se observa que la cepa COMPOSTELA fue la
que presentd mayor cantidad de parasitos/cm’, seguido de las cepas

V2R y PR. Las cepas TEPIC y PUGA fueron las que presentaron menor
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cantidad de pardsitos, demostrando su poca capacidad adaptativa en

el medio de cultivo utilizado.
4.2.2 SUSCEPTIBILIDAD DE TRIATOMINOS A LA INFECCION CON T, CRUZI

Se tomaron las siguientes precauciones con el propésito de
reducir las variables que pudieran modificar la susceptibilidad a
la infeccidn de las especies de triatominos:

1.- Se utilizaron ninfas de III estadio con ejemplares de

edad semejante,

2,- Los insectos se mantuvieron bajo las mismas condiciones de

humedad, temperatura y periodos de ayuno,

El perfodo de incubacién para llevar a cabo la revisidn de las
heces de los triatominos fue de 30 dias, porque éste ha sido
observado como el tiempo 6ptimo'(Fistein et al., 1973; Marsden et
al., 1969; Schenone et al,, 1969; Székely et al., 1971),
comunicaron que utilizando ninfas de V estadio de Triatoma
infestans y alimentdndolas sobre MNus musculus infectados con
Trypanosoma cruzi, se infectaba un 92% de los insectos, a los 30
dias, mientras que a los 90 dias sélo el 25% de ellos presentaba la
infeccién, con ninfas de III estadio, Zeleddn y col. reportaron un
64% de insectos a los 30 dias y un 20% a los 90 dias. Perlowagora
y Muller en 1982, observaron que, después de los 30 dias, la

infeccién tendfa a disminuir gradualmente, aunque durante el tiempo
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de su observacién siempre encontraron triatominos infectados

(Perlavagora-Szumlewics et al., 1982).

Otrb aspecto que es importante tener en consideracién es el
nétodo de revision de los triatominos utilizados. Se ha empleado la
defecacion espontdnea, la compresién abdominal, la puncién rectal,
la diseccién de cada uno de los triatominos y el licuado de todos
los insectos utilizados (técnica de Maekelt, citado por Cedillos et
al.,1982). Bl wmdtodo de la dsfecacion espontdnea consiste en
alimentar a los insectos en un animal de experimentacién que no
esté infectado con Trypanosoma crusi. Cuando éstos defecan
esponténeanents se colectan las heces y se revisan ml microsoopio
buscando flagelados; este procedimiento tiene el inconveniente de
que la revisién se.hace del conjunto de heces y no se puede
identificar cudntos y cudles triatominos se infectaron. La mayor
ventaja de esta técnica es que los triatominos no son maltratados
y se les puede revisar en varias ocasiones. La compresién abdominal
es un buen método de revieion ya que las posibilidades de qua 1los
triatominos sufran dafio son
ninimas, y aqui sf1 se tiene la posibilidad de identificar cudntos
y cudles triatominos se han infectado. Por otro lado, ee factible
hacer revisiones posteriores de los triatominos que hayan resultado
negativos en el primer examen. La puncién rectal no es usada en la
sctualidad, pues es una técnica en la que hay que tener buen
entrenamiento para no dafar a los triatominos y ofrece las mismas

ventajas de la compresién abdominal.
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En este estudio, la técnica de revisién utilizada que se
utilizé para la bisqueda de Trypanosoma cruai fue de compresién
abdominal por ser la més reproducible y confiable, ademés de

permitir hacer revisiones posteriores en los triatominos.

Los porcentajes de infeccién mostraron diferencias entre las
cepas aisladas de Trypanosoma cruai, en la que se observa que las
cepas NAYARIT y PARRA presentan el 90% de infeccién, seguido de la
cepa COMPOSTELA con un 80%; las cepas VILLA y TEPIC presentan el
70%, seqguidos de las cepas PARRA 1, V2R y PUGA con un 50%; la cepa
PR fus la gue presentd menor porcentaje de infeccién siendo 40%.
Por lo que se deduce que la cepa que tiene mayor posibilidad de
infectar al triatomino es la cepa NAYARIT y la de menor posibilidad
la cepa PR,

La susceptibilidad a la infeccién de la especie estudiada fue
expresada por los porcsntajes de infeccién observados al buscar los
tripomastigotes metac{clicos en las heces al hacer la observacién

directa al microscopio.

El porcentaje de infeccién es el pardmetro mds importante para
establecer las diferencias en la susceptibilidad (Little et al.,
1966; Mazzotti et al., 1940; Minter et al.,1977; Schenone et al.,

1974)
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Se utilizé Triatoma pallidipennis por ser la especie mis
susceptible a la infeccién para cepas aisladas en México

(Alejandre et al,; a, b, 1993),
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1.~

2.~

CONCLUSIONRS

Los nueve aislados de Trypanocsoma cruzi en un medio de
cultivo difd4sico mostraron diferencias en el tiempo de
aparicién del pico méximo de crecimiento y en el

nimero de pardeitoe encontrados.

No se encontr6 relacién entre la susceptibilidad e le
infeccién y la cinétice de crecimiento de ceda cepa, ¢
oxcopclén de le cepa PR que mostré el porcentaje muds
bejo de sueceptibilidad y el mayor tiempo de oplriélon

de su pico méximo de crecimiento.

Se utilizé Triatoma pallidipennis por ser la espscie
de trietomino més susceptible a 1la infeccién pare

cepas aisledes en México.
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