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RESUMEN

En la tentativa de mejorar la sensibilidad del xenodiagnéstico, y
para realizar algunas observaciones sobre su técnica, fueron realizados
experimentos en 2 etapas. En la primera etapa ratas “Wistar”, al final de
1a fase patente de la infeccion, fueron sometidas a la picada de ninfas de
Triatoma brasiliensis santinacensis y la parasitemia medida cada hora
durante las primeras 24 horas y luego 2 veces por dia. En la segunda
etapa se practicaron xenodiagnoésticos ﬁnipos v seriados a ratas con 4
meses de infeccidn por T. cruzi y los triatominos se examinaron a los 30
y 45 dias por compresion y a los 60 dias por diseccién del tubo digesti-
vo. No se detectd ningin efecto de la picada de los triatominos en la
parasitemia de las ratas, no siendo posible, por lo tanto, mejorar el ren-
dimiento del xenodiagndstico. El examen por compresién abdominal
parece inducir mortalidad de los triatominos. La totalidad de los resul-
tados positivos se obtuvieron examinando los triatominos entre 30 y 45
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dias después de aplicado el examen. No hubo diferencias en los resul-
tados obtenidos con xenodiagndsticos tinicos y seriados. No hubo co-
rrelacién entre la cantidad de sangre ingerida y el porcentaje de triato-
minos positivos; tampoco hubo correlacién entre mudas y positividad.
El examen por diseccién fue significativamente superior al examen por
compresion.

ABSTRACT

Two series of trials were performed in order to improve the xeno-
diagnosis sensitivity and make some observations on its method. First,
Wistar rats were exposed to the bite of Triatoma brasiliensis santina-
censis bugs at the end of the parasitemic phase of the infection. The
parasitemia was counted each hour during the first 24 hours and then,
twice a day. In the second part of the study, single and serial xenodiag-
nosis were applied on rats with at least a four-month T. cruzi infection
and bugs were examined by abdominal compression at the 30th and
45th days and by dissection of the intestinal tract at the 60th day. It
was not detected any effect of the triatomine bite on the parasitemia of
rats then, We were not able to improve the xenodiagnosis efficience.
The examination by abdominal compression seems to induce triatomine
mortality. All of positive results were observed by the examination of
bugs between 30 and 45 days after been fed on infected rats. There
were not differences between single and serial xenodiagnosis. There was
not correlation between the quantity of blood ingested and the percen-
tage of positive triatomines. There was not correlation between ecdysis
and positivity. The examination by dissection was significatively better
than the examination by abdominal compression.

INTRODUCCION

El diagnéstico parasitologico de la enfermedad de Chagas es muy
dificil durante la fase crénica, debido a la baja parasitemia que presenta
el huésped vertebrado. Esta discreta parasitemia descarta la posibilidad
de diagnéstico por métodos directos, tales como el frotis, la gota gruesa
y el examen de sangre al fresco, inclusive utilizando métodos de concen-
tracion (29, 30, 58, 82). Por lo tanto, se hacen necesarios los métodos
indirectos que permitan la multiplicacién del pardsito, tales como la
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inoculacién de animales de laboratorio, el hemocultivo ¥ el xenodiag-
noéstico.

La inoculacién de animales susceptibles con sangre supuestamente
infectada no ha dado buenos resultados, a pesar de que los diferentes
animales de laboratorio (ratones, ratas, cobayos, conejos, perros, gatos,
monos, etc.) son sensibles a la infeccidén por T. cruzi. Esto se debe a
que no todas las cepas infectan por igual a estos animales. Asi, Freitas,
1947 (33), logr6 infectar solamente 16% de los ratones inoculados con
sangre procedente de chagisicos crénicos. Pifano, 1960 (59), inoculd
cobayos y perros con sangre proveniente de chagasicos cronicos, infec-
tandose solamente el 12.5% de los perros, mientras que ningiin cobayo
adquirib la infeccién.

T. cruzi crece bien en los diferentes medios de cultivo, sinembargo,
el hemocultivo ha sido un método poco satisfactorio para el diagnéstico
de la fase cronica de la enfermedad. Freitas, 1947 (33), obtuvo resul-
tados negativos utilizando los medios de Bonacci y N, N. N. Pifano,
1954 (58), 1960 (59), consiguid positividad muy baja con los medios
N. N. N. y Davis en pacientes comprobadamente chagasicos. Mourao y
Mello, 1975 (51), reportaron 45% de positividad utilizando el medio L.
1. T., resultados semejantes fueron observados por Chiary y Dias,
1975 (20), sinembargo, Rassi y col., 1981 (62) obtuvieron resultados
negativos con el mismo medio. Albuguerque y col., 1972 (1), consiguie-
ron 97.4% de positividad con el medio de Warren, este resultado ha sido
muy discutido v todavia no confirmado por otros autores. Los medios
solidos (81), los cultivos celulares (45, 85) y los medios a base de teji-
dos de triatominos (23, 86, 87) se han mostrado sensibles en las infec-
ciones experimentales, lo que no ha ocurrido para infecciones crénicas
humanas. A

A pesar de la baja sensibilidad de las inoculaciones en animales de
laboratorio y del hemocultivo, son, junto con el xenodiagnéstico, las
unicas alternativas disponibles para el diagnéstico parasitolégico de la
infeccion crénica por Trypanosoma cruzi.

En varios estudios se ha intentado comparar el hemocultivo y el
xenodiagnéstico; en la mayoria el xenodiagnéstico se ha mostrado supe-
rior (17, 19, 43, 60). Sinembargo, Neal y Miles, 1977 (52), Minter -
Goeldbloed y col., 1978 (50), observaron que los dos métodos tienen
sensibilidad semejante.

El xenodiagnéstico, introducido por Brumpt, 1914 (10), ha sido el
método indirecto més empleado para el diagnostico parasitologico de la
infeccion chagésica crénica, tanto humana como de animales (16, 42,
44, 61, 69, 70, 77, 78). Consiste en investigar el pardsito en el conteni-
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do intestinal de insectos vectores (Hemipteros de la subfamilia Triato-
minae) algunas semanas después de haber sido alimentados con sangre
de pacientes con sospecha de infeccién chagéasica. Las ninfas utilizadas
deben ser criadas en €l laboratorio a partir de huevo y alimentadas con
sangre de ave hasta el momento de la aplicacion de la prueba. Antes de
su uso, durante cierto tiempo, generalmente 30 dias (78), son manteni-
das en ayunas. Al momento del xenodiagndstico, las ninfas son coloca-
das en recipientes apropiados y aplicadas sobre la piel del individuo que
esta siendo examinado.

Muchas han sido las variables y las metodologias estudiadas con
la finalidad de mejorar la sensibilidad del xenodiagnéstico.

1. Especies de Triatominos

Dias, 1938 (25), 1940 (26), sugirié que era conveniente utilizar es-
pecies de importancia epidemiolégica, admitiendo que los vectores de
una regién son mds susceptibles para las cepas del pardsito que infectan
pacientes o animales procedentes de la misma region. Este concepto ha
sido reforzado por las observaciones de Pifano, 1954 (58), Ryckamn,
1965 (68), Siqueira, 1968 (76), Cerisola, 1971 (16), 1974 (17). Proba-
blemente es por eso que Triatoma infestans ha sido la especie preferida
para el xenodiagnodstico en Brasil, Chile y Argentina (12, 16,17, 63, 69,
72) y Rhodnius prolixus en Venezuela (59, 60, 78).

En algunos estudios se han observado mejores resultados con espe-
cies diferentes a las de importancia epidemiolégica en la regién. Asi, Ze-
ledon y Vieto, 1957 (88), relataron, para una cepa costarricense, menor
porcentaje de infeccién para el principal transmisor en la region (Tria-
toma dimidiata) en comparacién con otros triatominos (T. infestans, T.
phyllosoma, R. prolixus vy R. pallescens). Pifano y col., 1973 (59) obtu-
vieron mejores resultados con T. pallidipennis que con R. prolixus en
los xenodiagndsticos aplicados a 219 casos de enfermedad de Chagas, a
pesar de ser R. prolixus el transmisor natural de la enfermedad en Vene-
zuela. En este trabajo, los autores correlacionaron la cantidad de san-
gre ingerida por los insectos con la positividad, de modo que, 1314 nin-
fas de T. pallidipennis ingirieron 920 ml sangre dando una positividad
de 35.2%, mientras que 2628 ninfas de R. prolixus ingirieron 522 m! de
sangre y la positividad fue de apenas 26.5%. Forattini y col., 1976 (32),
recomendaron utilizar R. neglectus con fines diagndsticos, por haber ve-
rificado que esa especie era mds sensible que T. infestans para el diag-
néstico de la infeccidon cronica natural de marsupiales (Didelphis). Cu-
ba y col., 1979 (22), Cuba-Cuba y col., 1978 (21), Barreto ¥ col., 1978
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(5), recomendaron el uso de la especie gigante Dipetalogaster maximus,
triatomino originario de México, por ser sensible a varias cepas de T.
cruzi, por ingerir mayores cantidades de sangre y por ser faciles de criar,

2. Estadios Evolutivos

No esta bien estandarizada la edad ideal de los triatominos utiliza-
dos en el xenodiagnostico.

Schenone y col., 1968 (72), 1974 (73), Cerisolay col., 1974 (17),
prefieren ninfas de tercer estadio, mientras que Freitas, 1947 (33), Si-
queira, 1968 (76), Cancado y col., 1973 (12), Cedillos y col., 1982 (14),
preconizan el uso de ninfas de cuarto o quinto estadio, debido a que in-
gieren mayor cantidad de sangre. Cuba-Cuba y col.,, 1978 (21}, Cubay
col., 1979 (22), recomiendan ninfas de primer estadio de Dipetalogaster
maximus por resultar mds econdémicas, ya que no necesitan ser alimen-
tadas en aves antes de su uso, y por no disminuir el rendimiento de la
prueba.

3. Numero de Ninfas

Existen muchas divergencias en cuanto al nimero adecuado de
ninfas a utilizar en el xenodiagndstico. Dias, 1940 (26), recomendd 3 a
6 ninfas; Pedreira, citado por Siqueira, 1968 (76), sugirié por lo menos
5; Pifano, 1954 (58), aconsej6 por lo menos 12 y Maekelt, 1964 (42),
recomendé 20. Cerisola y col.,, 1974 (17), utilizando un niimero cre-
ciente de insectos verificaron un aumento en la positividad; cuando usa-
ron 40 ninfas comprobaron parasitemia en cerca de 50% de los pacien-
tes examinados, sinembargo no obtuvieron aumentos significativos de
positividad cuando utilizaron mas de 40 triatominos.

El aumento del niimero de ninfas y la utilizacién de estadios evolu-
tivos mayores tienen la finalidad, realmente, de aumentar la cantidad de
sangre ingerida por los triatominos. Varios autores (2, 5, 48, 49, 61)
han observado mayor positividad en los insectos que ingieren mayor
cantidad de sangre; sinembargo, Miles v col., 1975 (47}, no encontraron
correlacién entre la cantidad de sangre ingerida y la posterior infeccién
de los triatominos por Trypanosoma cruzi.

4, Niimero de Alimentaciones

Torrealba, 1934 (82), 1939 (83), recomendé varias alimentaciones
en el mismo huésped con intervalos de 8 a 10 dias, mientras que Mae-
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kelt, 1964 (42), utilizé hasta 6 alimentaciones con intervalos de 10
dfas. Por otro lado, Dias, 1940 (26), Schenone y col., 1966 (71), 1968
(72), 1974 (73), utilizaron una sola alimentacion.

Pifano, 1954 (58), practicé xenodiagnésticos a 80 pacientes chagi-
sicos y comparé el rendimiento del método cuando las ninfas eran ali-
mentadas una o dos veces en el mismo paciente. De 1236 ejemplares de
R. prolixus, 50% se infectaron con una sola alimentacién, obteniendo
positividad en 38.8% de los pacientes; 73.5% de 1120 ejemplares de la
misma especie se infectaron cuando fueron alimentados dos veces, ob-
teniendo resultados positivos en 43.7% de los individuos. El autor reco-
mendd, por consiguiente, dos alimentaciones; sinembargo, Soto, 1970
(78), estudiando 100 pacientes con Reaccidén de Fijacion de Comple-
mento positiva, no encontrd diferencias significativas entre los resulta-
dos obtenidos con una o dos alimentaciones.

5. Muda de las Ninfas

Patterson y Miles, 1973 (55), practicando xenodiagnéstico a un
mono con infeccién crdénica, observaron que a pesar de gue el epitelio
rectal del triatomino se desprende durante la muda, este fenémeno no
afecta la presencia de tripanosomas en el recto.

Minter y col., 1977 (48), trabajando con humanos y animales con
infeccién crénica, encontraron correlacibn positiva entre la cantidad de
triatominos que mudaron después de la aplicacién del xenodiagnéstico
y el porcentaje de triatominos que adquirieron la infeccién.

En realidad, las informaciones hasta ahora presentadas se basan en
dos factores fundamentales: la sensibilidad de los triatominos y la can-
tidad de sangre ingerida por los mismos. Takeda y col., 1982 (80), Cas-
tanho y col., 1983 (13), han demostrado diferencias en la sensibilidad
de varias especies de triatominos para la cepa “Boa Vista” de Trypano-
soma cruzi. Los autores también reportaron diferencias intra-especifi-
cas, afirmando que algunos ejemplares no se infectaron a pesar de haber
ingerido gran cantidad de parasitos. La cantidad de sangre ingerida es el
factor mas mencionado por los diferentes autores, sinembargo, pocos
han sido los estudios cuantitativos realizados en relacion a ese pardme-
tro (5, 41, 50).

6. Inmunosupresion

Basdndose en el efecto observado en animales de experimentacién,
en los cuales se logra aumentar la parasitemia mediante la administra-
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cion de esteroides (67), algunos autores han sugerido esta conducta en
pacientes a los que se va a practicar xenodiagnéstico. Asi, Gould y col.,
1967 (37), estudiaron el efecto de los esteroides en el resultado del xe-
nodiagnéstico, inoculando 50 mg de Prednisolona por via endovenosa a
19 pacientes con serologia positiva para enfermedad de Chagas. El xe-
nodiagnéstico fue practicado antes y después de la administracion de la
droga, no observando aumentos significativos en la sensibilidad del mé-
todo.

Brener y Chiari, 1971 (7), estudiaron el efecto inmunosupresor de
los rayos gama, Ciclofosfamida, 6-Mercaptopurina y Azatioprina sobre
animales, inoculados con cuatro cepas diferentes de 7. cruzi, que se en-
contraban en la fase crénica de la infeccién. Solamente en los animales
inoculados con la cepa CL, los rayos gama (500 r) y la Ciclofosfamida
indujeron reagudizaciones de la infeccidén crénica, provocando altas pa-
rasitemias y mortalidad elevada.

Almeida y col., 1974 (3), describieron manifestaciones de reagu-
dizacidn en un caso cronico de enfermedad de Chagas que recibia Ci-
clofosfamida para el tratamiento de su enfermedad de Hodgkin. El pa-
ciente presenté parasitismo de es6fago y miocardio.

Los inmunosupresores son de alto riesgo para el paciente; sélo
pueden ser indicados, y con mucha cautela, en situaciones muy especi-
ficas en determinadas enfermedades, donde realmente sean necesarios.
Por lo tanto, nunca se debio haber pensado en su uso para el diagndsti-
co de la infeccién chagasica, inclusive si el rendimiento aumentara sig-
nificativamente, ya que existe el riesgo de reagudizacion de la enferme-
dad.

1. Tiempo transcurrido entre la alimentacién vy el examen de los triato-
minos

Una de las grandes limitaciones del xenodiagnéstico es el tiempo
que se debe esperar para la lectura, tiempo denominado “Xenocultivo”
por Torrealba, 1939 (83). Intervalos muy diferentes se han reportado
en la literatura tanto para el diagnostico de la enfermedad humana co-
mo de las infecciones naturales o experimentales de animales; esto se
debe a la preocupacion de los autores por encontrar el tiempo adecuado
para el examen.,

Bronfen v col., 1981 (9), practicaron xenodiagndstico a 70 chaga-
sicos crénicos y 24 resultaron positivos: 11 (43.82%) cuando los triato-
minos se examinaron a los 15 dias, 7 (29.16%) a los 21 dias, 5 (20.82%)
a los 30 diasy 1 (4.16%) a los 60 dias, de tal forma que m4s del 90% de
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los casos fueron diagnosticados hasta el dia 30. Alvarenga y Leite, 1982
(4), basdndose en observaciones experimentales, opinan que la diseccidon
de los triatominos puede realizarse a los 15 dias de haberse practicado
el xenodiagndstico.

Forattini y col., 1976 (32), tratando de establecer un plazo mas
corto para examinar el xenodiagnostico, trabajaron con R. neglectus, T.
infestans y marsupiales naturalmente infectados, obteniendo los mejo-
res resultados entre 15 a 20 dias después de la alimentacion de los tria-
tominos. Otros autores (52, 55, 64), trabajando también con animales,
sugirieron que el examen se debe realizar alrededor de los 20 dfas. En
humanos, Cerisola y col., 1974 (17), obtuvieron mayor nimero de ca-
sos positivos examinando los insectos entre los 25 y 30 dias.

En los trabajos pioneros, la mayoria de los autores recomiendan el
examen de los triatominos después de 45 dias de xenocultivo (26, 34,
42,78, 83).

Segiin Schenone y col., 1968 (72), cada xenodiagnéstico debe ser
examinado a los 30 dias, si es negativo, las ninfas se examinan de nuevo
a los 60 y 90 dfas. Con este esquema, practicaron 3266 xenodiagndsti-
cos a 686 pacientes con infeccion chagésica crénica, obteniendo 1637
pruebas positivas (50.1%). De estos, 68.9% fueron positivos a los 30
dias, 23.3% a los 60 dias y 7.8% a los 90 dias. Este aumento no fue ob-
servado por Dias y col., 1980 (28), quienes practicaron xenodiagndsti-
cos a 50 chagésicos cronicos y obtuvieron 20% de positividad. De los
triatominos negativos a los 30 dfas, solamente uno fue positivo a los
60 dias.

8. Mantenimiento de los Triatominos después de la alimentacion infec-
tante

Segin Siqueira, 1968 (76), los insectos se deben mantener a tem-
peratura ambiente. Schenone y col., 1968 (72), recomendaron tempera-
tura de 27 grados centigrados y humedad relativa del 85%. Cerisola y
col., 1974 (17), guardaron 131 cajitas a temperatura ambiente y 642 a
30 grados centigrados, practicando el examen a los 30, 60 y 90 dias.
Observaron que a 30 grados la positividad fue més precoz.

9. Examen de los Triatominos

Segiin Dias, 1940 (26), los insectos se deben examinar por compre-
8ion abdominal o por aspiracién, con micropipetas, de heces directa-
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mente de la ampolla rectal; si el resultado es negativo, entonces se pro-
cede a la diseccidn de los mismos.

Soto, 1970 (78), recomendé cortar el Gltimo segmento abdominal
y luego examinar el contenido intestinal. Con este método obtuvo 16%
de positividad en 100 pacientes con reaccién de Machado - Guerreiro
positiva.

Maekelt, 1964 (42), propuso una modificacion en el proceso de
examen de los triatominos, la cual consistié en homogeneizar los insec-
tos en solucidn salina, luego centrifugar y examinar el sedimento al mi-
croscopio. En 60 exdmenes hechos con el método modificado, la positi-
vidad fue de 31.6%, mientras que en 155 exdmenes practicados por di-
seccion, la positividad fue de 16.7%. Sinembargo, Cedillos y col., 1982
(15), no observaron diferencias en la sensibilidad del xenodiagnéstico
cuando compararon la compresién individual de los insectos con el mé-
todo de Maekelt.

Forattini y col., 1976 (32), obtuvieron resultados mas rapidos (7
dfas) examinando los triatominos por disecciéon y més tardios (21 dfas)
por compresién. Guedes, 1952 (38), examind 627 insectos que habian
sido negativos por compresién y observé que 100 de ellos (16%) fueron
positivos por diseccién. Por otro lado, Dias y col., 1981 (28), practi-
cando xenodiagndstico a 50 chagdsicos crénicos, no observaron dife-
rencias entre la compresion y la diseccién individual de los insectos.

10. Xenodiagndstico Artificial

Consiste en alimentar los triatominos no directamente en el pa-
ciente, sino a partir de sangre obtenida por puncién venosa y colocada
en dispositivos especiales para ese fin. Varios han sido los trabajos sobre
xenodiagnéstico artificial (15, 35, 39, 54, 65, 75), sinembargo, en nin-
gln caso esta modalidad fue superior al xenodiagndstico natural.

Romaiia y Gil, 1947 (65), utilizaron xenodiagnéstico artificial en
los casos en que no fue posible la aplicacién directa a los enfermos, ob-
teniendo algunos resultados positivos. Nussenzweig y Sonntag, 1952
(54), también reportaron resultados positivos utilizando el sistema T.
vitticeps y sangre de cobayos infectados experimentalmente.

Freitas y col., 1955 (35), aplicaron xenodiagndsticos ““in vive™ e
“in vitro” a 50 pacientes con enfermedad de Chagas crénica, no encon-
trando diferencias significativas al comparar las cantidades de sangre in-
geridas, los xenodiagndsticos positivos y los porcentajes de triatominos
positivos.
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Cedillos y col., 1982 (15), observaron que tanto por el método na-
tural como por el artificial, los insectos utilizados ingirieron cantidades
de sangre semejantes. Recomendaron el xenodiagndstico artificial sobre
todo para los paises en los cuales prevalece R. prolixus, ya que el xeno-
diagnéstico cldsico con esta especie puede provocar reacciones alérgicas
de intensidad y frecuencia variables.

11. Xenodiagndsticos Seriados

Schenone y col., 1974 (73), practicaron 207 series de xenodiag-
nésticos a 27 pacientes con infeccién chagdsica crénica, usando dos ca-
jas, cada una con 7 ninfas de T. infestans, diariamente durante tres dias
consecutivos. Con este esquema verificaron un aumento en la sensibili-
dad del método, obteniendo un rendimiento de hasta 67.1% de positivi-
dad.

Goldsmith y col., 1979 (36), aplicaron xenodiagndsticos seriados
con R. prolixus a monos con infeccién crénica por T. cruzi y observa-
ron que el porcentaje de triatominos positivos en el segundo o en el ter-
cer xenodiagnéstico era mayor que en el primero. Pensaron que ese au-
mento en la parasitemia se debid a alglin factor estimulante (traumatis-
mo del xenodiagnéstico, anestésico u otros) que alterd la relacién hués-
ped-parasito.

12. Prueba del Chipo

Dias-Ungrfa, 1966 (29), 1970 (30), utilizé la “prueba del chipo”,
que consiste en examinar la sangre contenida en el abdomen del insecto
inmediatamente después de ser alimentado a partir del huésped supues-
tamente infectado. El método se mostré mejor que el examen directo
de sangre e inferior al método clasico de xenodiagnéstico. Esta modali-
dad, a pesar de utilizar triatominos, no es un verdadero xenodiagndsti-
co, ya que el pardsito no se multiplica dentro del vector y representa en
realidad, un método natural de concentracion.

Fistein y Chowdhury, 1980 (31), reportaron buenos resultados
con una metodologia semejante, sinembargo, los experimentos fueron
realizados en animales con infeccién aguda en vez de crénica.

18. Otras Variables

Maekelt y Alcaiiiz, 1960 (41), citaron, ademds de lo ya menciona-
do, otras variables que se deben tomar en cuenta al practicar el xeno-
diagnéstico y que pueden representar causas de error:
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I- Fuente de sangre usada para alimentar los triatominos durante la
cria.

I1- Estado evolutivo de la enfermedad.

11I- Experiencia, cuidado y paciencia del examinador.
IV- Mortalidad de los insectos antes del examen.

V- Factores desconocidos, tales como:

a) Quimioterdpicos administrados al paciente antes del xenodiag-
néstico.

b) Estado nutritivo del paciente.

¢) Resistencia o susceptibilidad individual de los insectos para la
infeccion por T, cruzi.

d) Poblacidon de bacterias, hongos y virus en el intestino del triato-
mino, que pueda interferir con la evolucién del pardsito.

e) pH del contenido intestinal del insecto.

Se ohservé a lo largo de esta revisién, que los resultados obtenidos
por los diferentes autores, usando el xenodiagnédstico, han sido muy va-
riados ¥ de dificil interpretacién. Esto se debe a la falta de estandariza-
cién del método. Ademais de los resultados ser muy diferentes, la sensi-
bilidad del método continia siendo muy baja, inclusive en los trabajos
con mayor éxito. En vista de todo esto, se deben realizar mds y mejores
investigaciones con la finalidad de aumentar la sensibilidad del método
y por otro lado, es necesario estandarizar la metodologia para que los
diferentes estudios puedan ser comparados.

Los buenos resultados con xenodiagnésticos seriados obtenidos
por Schenone y col., 1968 (72), 1974 (73), trabajando con humanos y
por Goldsmith y col., 1979 (36), trabsjando con monos, nos llevaron a
pensar en la existencia de algan factor relacionado con la picada del
triatomino, capaz de inducir la diferenciacién intracelular de tripanoso-
mas, lo que podrfa resultar en un aumento transitorio de la parasitemia.
Demostrando esa induccidn, serfa posible la utilizacién de picadas esti-
mulantes con la finalidad de aumentar transitoriamente la parasitemia
del huésped vertebrado con infeccidn crbénica y consecuentemente, me-
jorar el rendimiento del xenodiagnéstico. De tal forma que el presente
trabgjo tuvo como objetivos:

—investigar el efecto de la picada del triatomino sobre la parasite-
mia del huésped vertebrado;

~realizar observaciones sobre algunas variables utilizadas en el xe-
nodiagnéstico.
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MATERIALES Y METODOS
Se realizaron experimentos en dos etapas.
PRIMERA ETAPA

Experimento 1: 15 ratas hembras de 20 dias de edad, cuyos pesos
variaron entre 37.7 gr y 48.3 gr, criadas en el bioterio del Instituto de
Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao Paulo (1.C.B.-U.S.P.), fue-
ron inoculadas intraperitonealmente con 10° formas sanguineas de la
cepa “Boa Vista’ de Trypanosoma cruzi. Esta cepa fue aislada a partir
del contenido intestinal de Panstrongylus megistus capturado en “Sao
Joao de Boa Vista, Sao Paulo-Brasil” por la Superintendencia de Con-
trol de Endemias del Estado de Sao Paulo (SUCEM) y mantenida en el
Departamento de Parasitologia del ICB-USP por pasajes quincenales en
ratas “Wistar”’. La parasitemia de los animales fue cuantificada sistema-
ticamente, tres veces por semana, por el método de Brener (6). Se selec-
cionaron para el estudio 5 ratas en las cuales la evolucién parasitémica
fue semejante.

El dia 49 de la infeccién, cuando el nivel parasitémico era muy ba-
jo, las ratas fueron expuestas al siguiente esquema: A 4 ratas se le aplicé
xenodiagnéstico (2 ratas con 10 ninfas y 2 con 20 ninfas) y una rata sir-
vié de control (sin xenodiagndstico). Para los xenodiagnésticos se utili-
zaron ninfas de tercer estadio de Triatoma brasiliensis santinacensis Cer-
queira, 1983 (18), criadas en el insectario del Departamentc de Parasi-
tologia del ICB-USP a partir de especimenes capturados en “Santo Ina-
cio-Bahia”,

Para examinar los animales se tomaban, por puncién de la cola, 5
mm?® de sangre con micropipeta “Wintrobe”. Se examiné la totalidad
de la muestra en portaobjeto cubierto por laminilla 22 x 22 mediante
un microscopio “Zeiss-Winkel-Jena” (ocular 10X y objetivo 45X). Los
exdmenes fueron realizados con intervalos de una hora durante las pri-
meras 24 horas y luego dos veces por dia durante 14 dias.

En el 63° dia de la infeccién, los animales fueron nuevamente ex-
puestos a las picadas, utilizando los mismos triatominos y los exdmenes
de sangre practicados dos veces al dia durante 8 dias.

Experimento 2: 10 ratas hembras de 20 dias de edad, cuyos pesos
variaron entre 32.6 gr y 50.1 gr, fueron inoculadas intraperitonealmen-
te con 2 x 10° formas sanguineas de la misma cepa de T. cruzi. La para-
sitemia se cuantificé de acuerdo a la metodologia citada en el primer
experimento. El experimento se realizé con 5 ratas que tuvieron evolu-
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cién parasitémica semejante. En este grupo, 3 ratas recibieron picadas
de 10 triatominos y 2 sirvieron de control. Los exdmenes de sangre fue-
ron practicados dos veces al dia durante 4 dias.

SEGUNDA ETAPA

Para esta etpa fueron seleccionadas 10 ratas de las 15 que habian
sido inoculadas para el primer experimento con 10° formas sanguineas
de T. cruzi y cuya prasitemia fue semejante durante la fase patente. El
estudio fue practicado cuando las ratas tenian por lo menos cuatro me-
ses de infeccién. Cada rata fue sometida a xenodiagnésticos mensuales
durante tres meses consecutivos, segin el siguiente esquema:

-5 ratas fueron expuestas el primer mes a xenodiagnéstico con 30
ninfas de una sola vez (xenodiagndstico tnico), en el segundo mes se
utilizaron 10 ninfas cada 24 horas durante tres dias sucesivos (xenodiag-
ndstico seriado) y en el tercer mes se procedié de forma semejante al
primer mes;

—A b ratas se les aplicd un esquema contrario, esto es, en el primer
mes se utilizaron 10 ninfas cada dia durante fres dias consecutivos, en
el segundo mes el xenodiagnostico se practicd con 30 ninfas de una sola
vez y en el tercero, de manera semejante al primer mes.

De esta forma, cada rata podria funcionar como su propio control.

Para la aplicacién de los xenodiagnéstico, las ratas eran introduci-
das e inmovilizadas en jaulitas de tela de alambre. Las ninfas eran deja-
das en ayuno durante un mes y colocadas en recipientes plasticos, los
cuales eran aplicados sobre la piel de las ratas durante una hora. Para
medir la cantidad de sangre ingerida, los recipientes que contenian las
ninfas eran pesados en balanza “Mettler’” de 0.10 gr de apreciacién, an-
tes y después de la alimentacion de los insectos con sangre de los anima-
les en estudio. Una vez repletos de sangre, los triatominos eran manteni-
dos en estufa a 30 grados centigrados de temperatura y 80% de hume-
dad, sin realimentacion posterior,

Las ninfas eran examinadas a los 30 y 45 dias después de la ali-
mentacién infectante, obteniendo una gota de heces mediante ligera
compresién abdominal y a los 60 dias, el examen se hacia por diseccion.
Durante el primer examen, las exuvias resultantes de la muda de los in-
sectos eran contadas y retiradas del recipiente. Después del primer exa-
men, los triatominos eran observados diariamente y aquellos que mo-
rian eran inmediatamente examinados por disecciéon. El segundo y el
tercer examen fueron practicados tanto a los insectos que habifan sido

15



negativos, como a los que habian sido positivos en el examen practica-
do alos 30 dfas.

Con la finalidad de comparar la eficacia de los exdmenes por com-
presi6n y diseccidn, se utilizaron los triatominos de los experimentos de
la primera etapa, ya que era grande la posibilidad de los mismos haberse
infectado, pues habfan sido alimentados en ratas con parasitemia toda-
via patente. Los insectos que permanecian vivos a los 90 dias después
de la alimentacién infectante fueron primero examinados por compre-
sién abdominal, e inmediatamente después por diseccién.

Para el andlisis de la cantidad de sangre ingerida y del porcentaje
de triatominos que mudaron en relacidén al porcentaje de insectos posi-
tivos, se utiliz6 el Coeficiente de Correlacion de Pearson;y en la compa-
racién de los exdmenes por compresién y diseccién, el test de Mc Ne-
mar.

RESULTADOS
PRIMERA ETAPA

Experimento 1: En la tabla 1 se expresan las parasitemias de las ra-
tas seleccionadas y utilizadas en el experimento 1, antes y después de
las picadas de los triatominos. Con los datos de la Tabla 1 se elabor6 el
Gréafico 1, donde fueron calculadas las parasitemias promedio de las ra-
tas que fueron picadas por 10 ninfas y de las picadas por 20 ninfas. De
este modo, se observan tres curvas representadas por el promedio de las
ratas 1y 2 (10 ninfas), el promedio de las ratas 3 y 4 (20 ninfas) y la ra-
ta control N° § (no expuesta a las picadas).

En esos animales, inoculados con 10° formas sanguineas de T. cru-
zi, las curvas parasitémicas se mostraron mds o menos semejantes y el
nimero de tripanosomas cayé para niveles muy bajos alrededor del dfa
44 después de la inoculacién. Después del dia 49, cuando habian sido
expuestos a la primera picada, las parasitemias se mantuvieron bajas y
variando bastante de hora para hora y de dia para dfa, tanto en los ani-
males picados por los triatominos como en la rata control. En algunas
oportunidades (a las 6, 54 y 270 horas) la rata control presento niveles
parasitémicos mayores que las ratas expuestas a las picadas (Grafico 1).
Tampoco se evidenciaron diferencias de comportamiento entre las para-
gitermias de las ratas picadas por 10 o por 20 ninfas (Tabla 1). En el 63°
dfa pos-inoculacién, los animales fueron sometidos a la segunda picada
de los triatominos, observdndose que hasta 75 horas después de la pica-
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" da (65° dfa de infeccion) las parasitemias habian dejado de ser patentes
en todas las ratas. A partir de ese momento, las picadas de los triatomi-
nos no fueron capaces de producir el resurgimiento de parasitemias pa-
tentes (Gréfico 1).

Experimenito 2: En la Tabla 2 estan representados los resultados
obtenidos en el segundo experimento. A partir de los datos de la Tabla
2 se confecciond el Grifico 2, calculando las parasitemias promedio de
tres ratas que fueron picadas por 10 ninfas cada una y de dos ratas con-
trol, no expuestas a las picadas.

En las ratas utilizadas en el segundo experimento, inoculadas con 2
x 10° formas sanguineas de 7. cruzi, las parasitemias fueron mds eleva-
das que en los animales del primer experimento, dejando de ser patentes
en un periodo mas corto (44 dias).

Como se puede observar en el Grafico 2, las curvas parasitémicas
de las ratas expuestas y no expuestas (control) a las picadas fueron mas
o menos semejantes, cayendo para niveles bajos el dia 40 después de la
inoculacién. En el 47° dia de infeccidn, las ratas fueron expuestas a las
picadas de los triatominos, no observindose, tampoco, el resurgimiento
de parasitemia patente mediante la picada de los mismos.

SEGUNDA ETAPA

Los resultados de esta etapa estan agrupados en la Tabla 3. En 9
de las 10 ratas utilizadas se obtuvieron xenodiagndsticos positivos.

Los porcentajes de triatominos positivos resultaron completamen-
te diferentes de xenodiagndstico para xenodiagnodstico ¥ de animal para
animal. No fue posible detectar aumentos en la positividad mediante la
aplicacion de xenodiagnésticos seriados en dfas consecutivos. Al contra-
rio, la positividad se mostré muy variable de un dia para otro, de mes
para mes y sobre todo de rata para rata. Se observo, por ejemplo, que
la rata N° 1 en ninglin momento fue positiva. Se debe resaltar que esta
rata fue sometida a xenodiagndsticos mensuales durante un afio. La po-
sitividad de los triatominos alimentados en las ratas 3 y 8 se mostrd
relativamente elevada a lo largo del experimento, mientras que en los ali-
mentados con las ratas 5 ¥ 10 la positividad siempre fue muy baja. En las
ratas 2 y 4, el porcentaje de triatominos positivos fue mayor en el pri-
mer mes ¥ luego disminuyé progresivamente. En la rata N° 7, la cual fue
negativa durante el primer mes, el porcentaje de positividad de los insec-
tos fue aumentando a través del tiempo y en la rata N° 6, la Positividad
era relativamente baja durante el primer mes, aumenté en el segundo y
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TABLA 3 - RESULTADOS DE LOS XENODIAGNOSTICOS APLICA-
DOS A RATAS CON INFECCION CRONICA POR TRYPANOSOMA
CRUZL

RATA MES Triatominos RATA MES Triatomings
Ne Total Positivos % | N° ‘Total Positivos %
primerg 30 0 0.0 0 4 6.0
10 o] 0.0 Drimero kI & 40,0
1 sequnde 1o 0 0.0 10 2 20.0
10 0 0.0 [ sequndo 30 30 0.0
tercero 30 0 0.0 10 3 30.0
o 2 20.0 tercero 10 3 10.0
primero 10 2 20.0 10 ! 10.0
10 e 0.0 primero 28 o 0.0
2 sequndo 30 2 6.7 10 3 10.0
10 h] 0.0 7 segundo 10 o 0.0
tercero 10 Q 0.0 10 0 .0
0 0 o.0 tercero 30 1 36.7
orimero 30 30 100.0 10 10 100.0
10 5 50.0
. 10 10 100.0
rimero
3 segundo 10 8 80.0 P 10 o 160.0
10 1 10.0
8 Sequndo 30 23 76.7
lercero 30 21 70.0 10 , 9.0
10 10 100.0 tercero 0 4 56.0
Dn’me;o 10 4 40.0 10 § 60.0
10 9 20.0 . ;
primerop z3 1 3.4
4 segundo i(; 1; :2.2 . 10 ; 10.0
“e segundo 10 8] .0
tercero 10 1 10.0 1o \ 10.0
10 o 0.0
- 10 D 0.0
primero 2: g E.S primero 10 o 0.0
- 10 o 0.0
5 sequrdo 4 1 10.0] 1o segundo 29 3 1o, 3
10 0 0.0 © o 0.4
tercero 3o 0 0.0 tercero 10 0 6.0
10 o .o
or - . U
Jo . Parcentofe de positividod To T AT es By, 780

disminuy6 nuevamente en el tercero. Los resultados con xenodiagnésti-
cos seriados también fueron muy variables y nunca se observaron au-
mentos progresivos del porcentaje de triatominos positivos.

Durante la realizacién de la segunda etapa se hicieron algunas ob-
servaciones en relacién a:
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Mortalidad: De los 870 triatominos utilizados, 6 (0.7%) murieron
antes del primer examen a los 30 dias. Estas 6 ninfas no pudieron ser
examinadas debido a la imposibilidad de obtener material intestinal, ya
que estaban desecadas. De los restantes 864 triatominos, 127 (14.7%)
murieron después del primer examen y antes de completar 45 dias, por
lo tanto estos insectos solamente fueron examinados dos veces v 434
(50.2%) murieron después del segundo examen y antes de llegar a los 60
dias, siendo examinados tres veces.

La rata N° 9, que murié después del xenodiagndstico seriado prac-
ticado en el segundo mes, solamente recibié aplicaciones de xenodiag-
ndstico durante dos meses.

Positividad del Xenodiagndstico en relacion al tiempo

Triatominos utilizados .......................... 870

Triatominosexaminados .........cvviiivrnernnen 864 (99,3%)

Triatominos Positivos . .. . ..o irii i i vt i 242 (28.0%)
Positivosal primerexamen ................... 228 (94.2%)
Positivaron al segundoexamen ................ 14 ( 5.8%)
Positivaron al tercerexamen .. ................ 0 ( 0.0%)

De modo que, de los 242 triatominos que se infectaron, 94.2%
fueron positivos a los 30 dias y la totalidad a los 45 dias. Ninguno de
los triatominos negativos hasta el 45° dia se hizo positivo al tercer exa-
men. Por otro lado, todos los insectos positivos hasta el 45° dia conti-
nuaron positivos para el tercer examen.

Tipo de Xenodiagnostico: Con los datos de la Tabla 3 fue elabora-
da la Tabla 4, con la finalidad de comparar el rendimiento de! xenodiag-
néstico Gnico (30 ninfas de una sola vez) con el del xenodiagndstico se-
riado (10 ninfas cada dia durante tres dias consecutivos). Debido a las
variaciones mencionadas, no se observé ninguna tendencia a favor de
uno u otro tipo de xenodiagndstico. Con las ratas 3, 6 y 10 se obtuvie-
ron porcentajes de positividad mds elevados utilizando el xenodiagndsti-
co Unico, mientras que en las ratas 5 y 9, la positividad fue mayor con
el xenodiagnéstico seriado. En las ratas 2, 4 y 8 el xenodiagndstico \ini-
co mostré porcentgjes de positividad mds elevados en el primer mes y
mas bajos en el tercero, en relacidn a la aplicacién inica realizada en el
segundo mes y en la rata 7, el xenodiagnéstico practicado con 30 ninfas
de una sola vez mostrd positividad mds baja en el primer mes y mis alta
en el tercero.
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Cantidad de Sangre ingerida: Para considerar este aspecto, no fue-
ron tomados en cuenta los 90 triatominos utilizados en los xenodiag-
nésticos practicados a la rata N° 1. El hecho de todas las ninfas haber
resultado negativas, podria interferir en la interpretacién de la correla-
cién entre la cantidad de sangre ingerida y el porcentaje de triatominos
positivos. En las restantes 9 ratas se utilizaron 774 ninfas, las cuales in-
girieron un total de 25.5 gr de sangre, con un promedio de 33 mg por
ninfa, resultando positivas 242 (31.3%).

Los resultados son presentados en la Tabla 5 y en Grafico 3. Se ob-
servd que la cantidad promedio de sangre ingerida por ninfa vari6 entre

TABLA 5 - CANTIDAD DE SANGRE INGERIDA, NUMERO DE
TRIATOMINOS POSITIVOS Y NUMERO DE TRIATOMINOS QUE
MUDARON.

RATA Totsl mg.sangre Triotam Triatom Que{RATA 7otal mg.songre  Triatom Trigtom que
: ingerida  Positivos: mudggon, Ingeride . Pasifivos  _mudaron
N8 Iriatom. Totsl X NS % N9 X INO Friatom. Totsl X N % N8 %

10 400 40 4 40,0 5 50,0 10 100 10 0 0.0 2 20.0

10 300 30 2 20.0 8 80.0 10 200 200 4 40.0 3 30,0

10 550 55 0 0.0 6 60.0 10 200 20 2 200 3 30.0

2 30 1600 53 2 6.7 15 50.0| & 30 €50 22 30 100.0 24 80.0
10 200 20 0 0.0 10 100.0 10 706 76 3 30.0 @& 80.0

10 0 20 0 0.0 7 70.0 10 500 50 1 10,0 8 80.0

10 200 20 O 0.0 4 80.0 10 560 50 1 10.0 5 50.0

30 1500 63 30 100.0 14 46.7 28 600 20 6 0.0 22 78.6

10 200 26 5 50.0 & 60.0 10 350 3% 1 10.0 10 100.0

3 10 256 25 8 80.0 P S0.0) 7 10 300 30 © 0.0 8 80.0
10 200 26 1 16.0 5 50.0 10 30 30 0 0.0 8 80.0

30 700 23 21 70,0 23 76.7 30 1300 43 11 36,7 20 66.7

0 650 65 10 100.0 &  40.0 ] 300 3G 10 100.0 10 100,0

10 a30 45 A4 40,0 2  20.0 10 250 25 10 1W00.0 9 $0.0

10 500 50 9 $0.0 3 30.0 10 200 20 10 1000 & 80.0

a 30 ss0 22 12 40.0 22 13.3] @8 30 800 27 23 76.7 25 83,3
10 300 30 2 20.6 7 0.0 10 550 55 7 70.0 5 0.0

10 200 20 1 10.0 % $0.0 10 650 65 5 50,0 7 70.0

10 300 36 0 6.0 9 $0.0 10 350 35 ¢ 60.0 7 70.0

29 400 13 0 0.0 11 37.9 2 500 171 3.4 23 793

5 20 23 0 00 7 7.8l 10 250 25 1 10,0 6 0.0

s 1 06 30 1 10.0 € B0.0 10 30 3% © 0.0 5 .50.0
10 30 30 0 0.0 & 60.0 10 250 25 1 0.0 & 80.0

30 1350 a5 0 0.0 19 63.0 10 300 0 g0 % s0.0

10 0 20 6 0.0 6§ 60.0

Trigtem © Trigtominos 10 200 20 0 0.0 9 $0.0
N® | Numero 10 29 00 20 3 103 21 72.4
X . Promadio 10 700 70 @ 0.0 8 80.0
% : Parcantoje 10 500 50 0 0.0 6 60.0
10 600 & 0 0.0 & 60.0

TOTAL 774 25 330 33 242 31,3 322 &7.4
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GRAFICO 3 - CANTIDAD PROMEDIO DE SANGRE INGERIDA POR
LOS TRIATOMINOS Y PORCENTAJE DE TRIATOMINOS POSITI-
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un minimo de 10 mg y un maximo de 70 mg. El Coeficiente de Correla-
¢ién linear de Pearson entre las dos variables fue de 0.16 a un nivel de
P > 0.05.

Ecdise Ninfal: En este caso tampoco fueron consideradas las ninfas
utilizadas en los xenodiagnosticos practicados a la rata N° 1, por el mo-
tivo ya mencionado. De los 774 triatominos, 522 (67.4%) sufrieron mu-
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da. En todos ellos, la muda siempre se produjo antes de los 30 dfas des-
pusés de la alimentacion infectante.

Los resultados se presentan en la Tabla 5 y en el Grafico 4. El por-
centaje de muda varié entre un minimo de 20% y un mdximo de 100%.
El Coeficiente de Correlacién linear de Pearson entre el porcentaje de
muda y el porcentaje de ninfas positivas fue de -0.03 a un nivel de P >
0.05.

GRAFICO 4 - PORCENTAJE DE TRIATOMINOS QUE SUFRIERON
MUDA Y PORCENTAJE DE TRIATOMINOS POSITIVOS.
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Examen por Compresién y por Diseccion: De los insectos utiliza-
dos en la primera etapa, 65 continuaban vivos a los 90 dfas después de
la alimentacién infectante. De ellos, 36 fueron positivos tanto por com-
presiébn como por diseccidon, 8 fueron negativos por ambas técnicas,
mientras que 21 triatominos negativos por compresién resultaron posi-
tivos a la diseccién y ningln insecto negativo por diseccién fue positi-
vo por compresion (Tabla 6).

A estos datos se aplics el test de Mc Nemar con los siguientes re-
sultados: X? = 21; X? critico = 10.83; P > 0.001; proporcién de con-
cordancias: 67.69%; proporcion de discordancias: 32.31%; probabili-
dad de la compresién ser positiva y la diseccion negativa: 0.0%; proba-
bilidad de la compresién ser negativa y la diseccidén positiva: 32.31%.

TABLA 6 - RESULTADOS DEL EXAMEN DE LOS TRIATOMINOS*
POR LOS METODOS DE COMPRESION Y DISECCION.

Diseccidn

Positivos Hegativos Total
Compresion
Positivos 36 0 36
Hegativos 21 8 29
Total 57 8 65

* Triatominos utilizados en Is primera etapa del estudio.
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DISCUSION

En el presente trabajo se utilizé la cepa “Boa Vista” de T. cruzi,
debido a sus caracteristicas biologicas que permitieron su adaptacion al
modelo experimental. De estas caracterfsticas se citan, entre otras: bue-
na adaptacion a la rata, baja virulencia que permite la facil obtencion de
infecciones crénicas (la mortalidad del huésped vertebrado durante la
fase aguda es practicamente nula) y produccion de infecciones con pre-
dominio de formas anchas (Takeda, G.K.F. informacién personal), teo-
ricamente mas infectantes para el triatomino (586).

Las ratas “Wistar” fueron seleccionadas por ser animales de fécil
mantenimiento y por aleanzar tamafios relativamente grandes durante la
fase adulta, lo que permite practicar xenodiagnésticos con elevado ni-
mero de ninfas.

Triatoma brasiliensis santinacensis es un triatomino facil de criar y
que se alimenta bien con la sangre de animales de laboratorio. Su biolo-
gia fue bien estudiada por Cerqueira, 1983 (18) y su sensibilidad para
la cepa “Boa Vista” de T. cruzi fue demostrada por los estudios de Ta-
keda y col., 1982 (80).

Como uno de los objetivos del {rabajo era investigar el efecto de la
picada del triatomino en la parasitemia del huésped vertebrado y como
no se tenfa una idea del momento en que podrfa ser detectado este
eventual efecto, los exdmenes de sangre de los animales, después de ex-
puestos a la primera picada, fueron realizados cada hora durante las pri-
meras 24 horas. Como no se detectd ningiin efecto durante ese periodo
y tampoco variaciones ciclicas durante el dfa, los exdmenes de sangre
en el resto de los experimentos de la primera etapa se practicaron dos
veces por dia.

La gran cantidad de exdmenes que se practicaron en periodos cor-
tos de tiempo pudieran haber afectado los resultados del primer experi-
mento. Por eso, se realizé un segundo experimento en el cual se redujo
considerablemente el niimero de exdmenes, lo cual permitid estudiar el
material més minuciosamente y por lo tanto, obtener resultados mas se-
guros. Las ratas fueron picadas solamente por 10 ninfas, ya que en el
primer experimento no fueron observadas diferencias en los resultados
obtenidos con 10 o con 20 ninfas,

En este segundo experimento, las ratas fueron infectadas con un
inéculo mayor con la finalidad de obtener infecciones subpatentes en
un periodo corto; esta limitaciéon de tiempo fue impuesta por la proxi-
midad de la segunda etapa del estudio. Efectivamente, los animales ino-
culados con 2 x 10° tripomastigotas presentaron parasitemia mayor y
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periodo prepatente mds corto que los del primer experimento que ha-
bian sido inoculados con 10° tripomastigotas. El comportamiento di-
ferente de la infeccién ante un inéculo mayor ya habia sido observado
por Romaiia y Terracini, 1945 (66), quienes trabajando con ratones ob-
servaron que cuanto mayor es el niimero de tripanosomas inoculados,
menor es el periodo prepatente, mayor la parasitemia durante la fase
aguda y mayor también la mortalidad.

Después de la primera picada de los triatominos, se observaron va-
riaciones en la parasitemia de hora para hora y de dfa para dia. Estas va-
riaciones ocurrieron tanto en las ratas picadas por los insectos como en
la rata control, lo que nos permite sospechar que las variaciones no fue-
ron debidas al efecto de la picada, sino a un comportamiento natural de
la infeccién en las ratas.

Tampoco se observé ningin efecto mediante la aplicacién de la se-
gunda picada en el 63° dfa de la infeccién; inclusive, 75 horas después
de la picada la parasitemia habia dejado de ser patente en todos los ani-
males.

Durante el segundo experimento, la parasitemia cayé para niveles
muy bajos alrededor del 40° dia y dejo de ser patente el dia 44 después
de la inoculacién. Las ratas fueron sometidas, el 47° dia de la infeccion,
a las picadas de los triatominos, no siendo posible provocar el resurgi-
miento de tripanosomas en sangre,

A pesar de no haber efectuado estudios comparativos, es interesan-
te comentar la diferencia observada entre el examen de sangre por el
método cldsico de Brener y el examen de la totalidad de la muestra.
Examinando toda la laminilla se detectan, con mayor fidelidad, niveles
parasitémicos bajos, mientras que examinando 100 campos, como lo
preconiza Brener, se pueden obtener falsos resultados negativos.

La segunda etapa del estudio se llevé a cabo con la finalidad de evi-
denciar algiin efecto de la picada de los insectos a nivel sub-microscépi-
co, practicamente imposible de ser detectado por el examen directo de
sangre. Para eso, se practicaron xenodiagnésticos seriados, metodologia
teéricamente mas sensible (36, 73).

Durante esta etapa no se detectaron aumentos en la parasxtemxa
mediante la aplicacion de xenodiagnésticos seriados en dfas consecuti-
vos. Lo que se observo fue gran variacion en el porcentaje de triatomi-
nos positivos de dia para dfa, de mes para mes y sobre todo de rata para
rata; inclusive, una de las ratas nunca presentb xenodiagnésticos positi-
vos. Estos resultados coinciden con las observaciones de Cancado y col.,
1973 (12), quienes practicaron xenodiagnésticos mensuales durante 3
-afios a chagdsicos crénicos, verificando que la positividad era muy varia-
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ble entre los diferentes pacientes. Unos exhibieron 100% de positividad,
otros mostraron grados menores de positividad, existiendo hasta los que
nunca presentaron xenodiagnédsticos positivos. Esta variabilidad, segin
los autores, fue debida a la existencia de diferentes niveles parasitémicos.

A pesar de que en el presente trabajo se utilizé un triatomino (Trig-
toma brasiliensis santinacensis) de demostrada sensibilidad para la cepa
“Boa Vista” de T. eruzi (80), se debe resaltar que la aplicacion del xe-
nodiagnéstico pudiera no ser una buena medida de los niveles parasité-
micos porgque, como se sabe, algunos ejemplares de triatominos pertene-
cientes a especies habitualmente susceptibles a T. cruzi pueden ser re-
fractarios a la infeccion por ese parasito (57).

Con los resultados obtenidos en el presente estudio no se detecté
ningin efecto de la picada de los triatominos en la parasitemia de las ra-
tas, no siendo posible, por lo tanto, desencadenar algin mecanismo que
pudiera mejorar el rendimiento del xenodiagnéstico. Se puede pensar,
en base a nuestras observaciones, que si existe algin efecto, el mismo no
debe ser muy importante en el aumento de la sensibilidad del método.

Durante la realizacién de este frabajo, ademas de investigar el efec-
to de la picada del triatomino en la parasitemia del huésped vertebrado,
fueron hechas observaciones sobre algunas variables importantes en la
practica del xenodiagnéstico.

El examen de los triatominos por compresién abdominal parece in-
ducir mortalidad, ya que en el presente trabajo 14.7% de los insectos
murieron después de una compresion y 50.2% murieron después de la
segunda compresion, mientras que solamente 0.7% de los triatominos
murieron antes del primer examen a los 30 dias.

La positividad de los triatominos utilizados para el xenodiagnésti-
co, en relacién al tiempo de xenocultivo, ha sido objeto de numerosos
estudios. En la literatura, los datos son muy variados y los resultados
parecen depender mucho de la especie de triatomino que se utiliza y de
la cepa de T. cruzi responsable de la infeccién. Forattini v col, 1976
(32), reportaron positividad mds precoz para R. neglectus cuando com-
parado con T. infestans en el diagndstico de la infeccion crénica de mar-
supiales naturalmente infectados. Schenone y col., 1968 (72), utilizan-
do T. infestans, obtuvieron un aumento de positividad de 23% cuando
examinaron nuevamente los friatominos a los 60 dias y un examen a los
90 dias contribuyé con otro 7.8% de positividad. Por otro lado, Dias y
col., 1980 (28), obtuvieron 20% de positividad en los xenodiagnésticos
practicados a 50 chagdsicos crénicos; de los triatominos negativos a los
30 dias, solamente uno se hizo positivo a los 60 dias, no aumentando la
sensibilidad del xenodiagnéstico.

N



Los resultados de nuestro trabajo mostraron que mas del 90% de
los insectos que se infectaron fueron positivos cuando se examinaron a
los 30 dias y la totalidad hasta los 45 dias, de tal forma que ninguno de
los triatominos negativos se hizo positivo para el tercer examen.

En este trabajo no se cuantific6 el mimero de formas evolutivas del
parasito en las heces de los triatominos en los diferentes dias en que
fueron examinados, pero lo que si se observd fue que todos los triato-
minos positivos hasta el dia 45 después de la alimentacion infectante
continuaban positivos para el tercer examen, coincidiendo con el concep-
to ampliamente difundido de la persistencia de la infeccion del insecto
a lo largo del tiempo. Szekely y col., 1971 (79), observaron una dismi-
nuciéon del indice de infeccién de triatominos a los 90 dias cuando se
compard con el examen practicado a los 30 dias. Schenone y col., 1977
(74), trabajando con T. infestans y practicando el examen a los 30, 60,
90 y 120 dias después de la alimentacién infectante, observaron que al-
gunos triatominos positivos en el primer examen, fueron negativos en el
segundo y nuevamente positivos en exdmenes posteriores.

Es importante resaltar que en la segunda etapa del estudio ¢l por-
centaje general de triatominos positivos resultd relativamente bajo
(28%). Esta baja positividad puede ser interpretada como indicadora de
una baja parasitemia de las ratas, sobre todo cuando se compara con el
porcentaje general de positividad obtenido en los triatominos utiliza-
dos durante la primera etapa, en la cual 57 de 65 triatominos (87.7%)
resultaron positivos (Tabla 6), mostrandose de esta forma la buena sen-
sibilidad de Triatoma brasiliensis santinacensis para la cepa “Boa Vista”
de Trypanosoma cruzi.

Los datos de la literatura son variados en relacidon a las metodolo-
gias empleadas y a los resultados obtenidos en la practica del xenodiag-
nostico. Los pocos estudios con xenodiagndsticos seriados han mostra-
do, aparentemente, mejores resultados que los estudios hechos con xe-
nodiagnésticos Gnicos, sinembargo, no se han realizado trabajos compa-
rando ambas metodologias. Cerisola y col., 1974 (17), obtuvieron alre-
dedor de 50% de positividad utilizando 40 ninfas de una sola vez. Sche-
none y col., 1974 (73), observaron hasta 67.1% de positividad utilizan-
do 14 ninfas cada dfa durante tres dias consecutivos. Goldsmith y col.,
1979 (36), trabajando con R. prolixus y monos chagasicos crdnicos,
mostraron un aumento en la positividad del método practicando xeno-
diagnodsticos seriados en dfas sucesivos; esa mejoria fue atribuida a un
aumento en la parasitemia, inducido por algin factor estimulante (anes-
tésico, el propio traumatismo del xenodiagnéstico, etc.) que alteré la re-
lacién huésped-parasito. Segln los resultados presentados en la Tabla 4,
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no se observd ninguna tendencia a favor de los xenodiagndsticos tinicos
o seriados. La amplia variacién de la parasitemia de un dia para otro, de
mes para mes y de rata para rata parece haber afectado mucho nuestros
resultados, ya que como fue observado, en las ratas 3, 6 y 10 el xeno-
diagnéstico tinico fue mejor, en las ratas 5 y 9 el seriado fue superior,
mientras que en los demds animales los resultados variaron a través del
tiempo.

Como se demostré en el Grafico 3, no hubo correlacion enire la
cantidad promedio de sangre ingerida y el porcentaje de triatominos po-
sitivos. Resultados divergentes se han reportado en la literatura, Almei-
da y col., 1973 (2), Pifano y col.,, 1973 (61), Minter y col., 1977 (48),
1978 (49), han encontrado mayor positividad en los insectos que ingie-
ren mayor cantidad de sangre, mientras que Miles y col., 1975 (47), no
encontraron correlacion entre la cantidad de sangre ingerida y la poste-
rior infeccidn de los vectores por T. cruzi.

Segiin los datos representados en Grifico 4, tampoco hubo correla-
cidn entre el procentaje de ninfas que mudaron y el porcentaje de tria-
tominos positivos. Estos resultados difieren de los obtenidos por Minter
y col,, 1977 (48), quienes utilizaron varias especies de triatominos en
los xenodiagnésticos practicados a 29 pacientes, 6 marsupiales, 15 rato-
nes y un mono, todos con infeccidén crénica, encontrando correlacion
entre ecdise de las ninfas e infeccién rectal por 7" cruzi.

En la Tabla 6 se mostrd que el examen de los triatominos por di-
seccibn fue significativamente superior al examen por compresién en el
diagndstico de la infeccidon de las ratas. Resultados semejantes han sido
reportados por Guedes y col., 1952 (38) y por Forattini y col., 1976
(32). Sinembargo, Dias y col., 1980 (28), no encontraron diferencias
entre los exdmenes de los insectos por compresién o disecciéon en los
xenodiagnésticos practicados a 50 chagasicos erdnicos.

CONCLUSIONES

1. No se detectd ningin efecto de la picada de los triatominos en
la parasitemia del huésped vertebrado, por lo tanto, mediante este pro-
cedimiento no fue posible mejorar el rendimiento del xenodiagnéstico.
Se puede deducir de nuestras observaciones que, si existe algan efecto
de la picada, el mismo no debe ser importante en la mejoria de la sensi-
bilidad del método.

2. El examen por compresién abdominal, inclusive cuando se hace
con mucho cuidado, parece provocar mortalidad de los triatominos.
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3. La totalidad de los resultados positivos se observaron al exami-
nar los triatominos entre 30 y 45 dias después de aplicado el xenodiag-
noéstico.

4, No se observé ninguna tendencia en los resultados obtenidos
con xenodiagndsticos tinicos o seriados.

5. No hubo correlacion entre la cantidad de sangre ingerida y el
porcentaje de triatominos positivos.

6. No hubo correlacion entre el porcentaje de ninfas que mudaron
y el porcentaje de triatominos positivos.

7. El examen de los triatominos por diseccion fue significativamen-
te superior al examen por compresion.

En base a las observaciones hechas se puede sugerir que los triato-
minos utilizados en el xenodiagndstico sean examinados por diseccidon
en un perfodo de 30 a 45 dias. Esta metodologia reduce el niimero de
examenes, resultando prédctica y econdémica.
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