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RESUMEN

TITULO: IDENTIFICACION DE HOSPEDEROS EN POBLACIONES DE Triatoma dimidiata
(HEMIPTERA: REDUVIIDAE) DOMICILIARIAS Y EXTRADOMICILIARIAS EN SANTANDER,
COMO ESTRATEGIA PARA EVALUAR SU COMPORTAMIENTO*

AUTOR: Ana Elvira Farfan Garcia**

PALABRAS CLAVES: Triatoma dimidiata, hospederos, preferencias alimentarias, ELISA,
Enfermedad de Chagas.

DESCRIPCION O CONTENIDO

Introduccion. Triatoma dimidiata, vector secundario de Trypanosoma cruzi es de amplia
distribucion en Centro y Norte de Sur América. La determinacion de sus hospederos ofrece
informacion sobre la dindmica de dispersion y movilidad entre sus habitat y es indispensable para
la comprension de la epidemiologia de la enfermedad de Chagas.

Objetivo. Identificar los hospederos de Triatoma dimidiata (Hemiptera: Reduviidae) de héabitats
domiciliarios y extradomiciliarios en Santander.

Materiales y métodos. Un total de 367 contenidos intestinales de especimenes de T. dimidiata
colectados en domicilio (135), peridomicilio (141), silvestre (91), en &reas rurales de Macaravita y
Capitanejo en el periodo 2002-2007, fueron procesados con la técnica de ELISA estandarizada
para este estudio, para determinar sus preferencias alimentarias, utilizando doce antisueros
especificos: humano, Dasypus albiventris (armadillo), Didelphis marsupialis (opossum), Rattus
rattus (rata), ave, gato, canino, bovino, caprino, ovino, equino y porcino.

Resultados. En 155 (42,2 %) de los insectos analizados se identificaron proteinas sanguineas
para uno o mas hospederos. Una mayor y significativa frecuencia de alimentaciones en animales
domésticos fue observada en los insectos de los diferentes habitats; animales silvestres también
fueron detectados en menor frecuencia. Gallina con 40,6 % fue el hospedero mas frecuente
(P<0,05), seguido de cabra (34,8 %) (P<0,05) y canino (18,7 %) (P<0,05), los demas presentaron
proporciones menores a 20 %. El hospedero humano fue detectado en 31,4 % de los insectos del
habitat doméstico.

Conclusiones. T. dimidiata presenta amplio espectro de hospederos y preferencia por animales
domeésticos, probablemente por mayor disponibilidad de éstos en la zona de estudio. El hallazgo de
sangre de animales domésticos en los insectos colectados habitats silvestres y de silvestres en los
del domicilio y peridomicilio sugiere movilidad de las poblaciones entre estos habitats aumentando
el riesgo de transmision de T. cruzi.

*Proyecto de grado
**Facultad de Salud. Escuela de Medicina, Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director:
Dr. Victor Manuel Angulo Silva Md. UIS. Director CINTROP-UIS



ABSTRACT

TITLE: HOST'S IDENTIFICATION IN POPULATIONS OF Triatoma dimidiata (HEMIPTERAN:
REDUVIIDAE) DOMICILIARY AND EXTRADOMICILIARY IN SANTANDER, LIKE STRATEGY TO
EVALUATE HIS BEHAVIOR*

AUTORA: Ana Elvira Farfan Garcia**

KEY WORDS: Triatoma dimidiata, hosts, feeding preferences, ELISA, Chagas disease, habitats

DESCRIPTION OR CONTENTS

Introduction. Triatoma dimidiata, secondary vector of Trypanosoma cruzi, is from extensive
distribution in Center and North of South America. His host determination offers information on the
dynamics of dispersion and mobility among his habitat and it's indispensable for the understanding
of the epidemiology of Chagas' disease.

Objective. To identify host of T. dimidiata (Hemipteran: Reduviidae) of domiciliary and extra-
domiciliary habitats in Santander.

Materials and methods. A total of 367 intestinal contents of specimens of T. dimidiata collected at
domicile (135), peridomicile (141), wild (91), in rural of Macaravita and Capitanejo areas in the
period 2002-2007, were processed with the technique of ELISA standardized for this study, to
determine his feeding preferences, utilizing twelve specific anti-serums: Human, Dasypus
albiventris (armadillo), Didelphis marsupialis (opossum), Rattus rattus (rat), bird, cat, canine,
bovine, goat, ovine, equine and porcine.

Results. In 155 (42,2 %) of examined insects they identified sanguine proteins for one or more
hosts. A bigger and significant frequency of feeding in domestic animals was observed in the
insects of different habitats; the wild animals also were detected in younger frequency. The hen with
40,6 % was the more frequent host (p< 0,05), followed of goat (34.8 %) (P<0,05) and the canine
(18,7 %) (P <0,05), the other ones presented younger proportions to 20 %. The human host was
detected in 31.4 % of the insects of the domestic habitat.

Conclusions. T. dimidiata presents ample hosts spectrum and preference for domestics animals,
probably for bigger availability of these at the survey area. The domestics animals finding of blood
in collected insects wild habitats and of wild in the ones belonging to the domicile and peridomicile
suggests mobility of populations among these habitats increasing the risk of transmission of T. cruzi

*Grade project
**Faculty of Health. School of Medicine, Master in Basic Biomedical Sciences. Victor Manuel
Angulo Silva Md. UIS Director. CINTROP-UIS Director.



INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas actualmente continla siendo un serio problema de
salud publica en Latinoamérica; aproximadamente 10 millones de personas estan
infectadas con Trypanosoma cruzi y 40 millones en riesgo de infeccion (Schofield
et al., 2006).

Triatoma dimidiata (Latreille) (Hemiptera:Reduviidae), uno de los principales
vectores de la Enfermedad de Chagas, se distribuye en la mayoria de los paises
de América Central, algunas zonas de Colombia, Venezuela, Ecuador y Peru
(Schofield, 1994, 2000; Moncayo, 2003; Ponce, 2007); ocupa una amplia
diversidad de habitats domésticos, peridomésticos y selvaticos tanto en areas
rurales, como en viviendas periurbanas y urbanas de poblaciones pequefias y
grandes ciudades (Zeledon, 2001a).

En Latinoamérica esfuerzos en el control vectorial, exitosos en la mayoria de los
casos, han sido enfocados en la erradicacion de triatominos domiciliados,
especialmente, Rhodnius prolixus y Triatoma infestans; con T. dimidiata, se ha
observado que insectos silvestres recolonizan las viviendas después del
tratamiento con insecticidas y para el disefio de estrategias de control efectivas es
necesario conocer si los que reaparecen luego de la fumigacién son poblaciones
residuales o corresponden a nuevas infestaciones (Dorn et al., 2003; Nakagawa et
al., 2003; Hashimoto et al., 2006).

Los estudios realizados con esta especie en Colombia, se han limitado a su
distribucion, factores de riesgo para la infestacion domiciliaria y a su
susceptibilidad frente a insecticidas particulares (Angulo et al., 1999; Reyes et al.,
2007). Conocer los patrones alimentarios de poblaciones de T. dimidiata es
indispensable para obtener informaciéon sobre su biologia, comportamiento,
dindmica de dispersidn y potencial adaptacion a diferentes habitats y hospederos,
especialmente los que tienen habitats extradomiciliarios, para encontrar la forma
de controlar los vectores que invaden las viviendas postratamiento.

Con el objetivo de identificar los hospederos de T. dimidiata y evaluar su
comportamiento, se realizo este trabajo en poblaciones de habitats domiciliarios y
extradomiciliarios en una zona endémica de Santander, Colombia.
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1. JUSTIFICACION

En Colombia, el primer estudio de cubrimiento nacional en la encuesta nacional de
1976-1980 para la Enfermedad de Chagas mostré que la poblacién afectada
alcanzé el 3.3% y alrededor del 10% de la poblacién habitaba en zonas de riesgo,
con una prevalencia de R. prolixus domiciliado en 15 departamentos; T. dimidiata
fue registrado como el segundo triatomino domiciliado en frecuencia, distribuido en
cuatro departamentos (Corredor et al, 1990). Sin embargo dos décadas después
es reportado en 15 departamentos y 75 municipios, con alta distribucion en
Santander, Boyaca y Cesar, seguida de la sierra Nevada de Santa Marta y los
Llanos Orientales (Angulo, 2005a,b; Guhl et al., 2007).

R. prolixus aun sigue siendo el principal vector de T. cruzi en el pais, y es el
blanco en las campafias de control quimico; no obstante, poblaciones
extradomiciliarias de T. dimidiata merecen especial atencion, porque pueden ser
fuente de reinfestaciones, con o sin completa domiciliacién, debido a su gran
capacidad de dispersion y tendencia a ocupar diferentes habitats, aumentando el
riesgo para la transmision del parasito a humanos (Angulo et al., 1997, 1999; Guhl
& Vallejo, 1999).

Los estudios de infestacion domiciliaria realizadas por investigadores del
CINTROP desde 1996, en el departamento de Santander, muestran que T.
dimidiata se distribuye en areas rurales de 21 municipios con altas tasas de
infeccién por T. cruzi (Angulo, 2005a). Ademas, frecuentemente invade viviendas
urbanas en buen estado, como es el caso de los municipios de San Joaquin y
Onzaga, donde se registraron 78 viviendas infestadas, con altas tasas de infeccién
por T. cruzi. (Angulo et al., 1997; Angulo, 2005a).

Los resultados de estos trabajos especificamente en los municipios de Macaravita
y Capitanejo, han revelado promedios de proporciones de infestacién de 22 % y
de infeccidn natural por T. cruzi cercanas al 20 %, mostrando a T. dimidiata como
el triatomino de mayor dispersion en la zona con elevada prevalencia de
infestacion post-tratamiento con insecticidas.
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Esta situacion epidemiologica que muestra la creciente dispersion de T. dimidiata
de un insecto del cual poco se conoce su biologia y comportamiento, conduce al
uso de estrategias para su estudio. Una de estas estrategias para entender la
biondmica de los triatominos en los diferentes habitats, es la identificacion de los
hospederos que éstos utilizan como fuente de alimentacion, pues clarifica
aspectos de su movilidad entre habitats y del ciclo de transmision (Goncalves et
al., 2000; Vasquez et al., 1999), proporcionando informacion sobre su radio de
dispersioén, distribucion y estado nutricional (Gurtler et al., 1998; Christensen,
1988; Calderén-Arguedas et al., 2001; Zeleddn et al.,, 1973, 2005; Quintal &
Polanco, 1977).

Adicionalmente, esta herramienta ofrece valiosa informacion sobre la emergencia
de vectores no domiciliados o en proceso de domiciliacion como Panstrongylus
megistus (Correa Rodrigues et al., 1992),Triatoma vitticeps (Goncalves et al.,
2000; Lorosa et al., 2003), T. brasiliensis (Costa et al., 2003; Sarquis et al., 2006) y
T. pseudomaculata en Brasil (Sarquis et al., 2006), Rhodnius ecuadoriensis (Abad-
Franch et al.,, 2002) en Ecuador, T. dimidiata en Colombia y Centro América
(Schofield et al., 1999; Zeledon et al., 2005), R. prolixus de palmas (D’Alessandro
et al., 1984; Angulo et al., 2006b) y Belminus herreri colectados en domicilio en
Colombia (Sandoval et al., 2004), cuya significacion epidemioldgica en el ciclo de
transmision es necesario determinar. El conocimiento de los patrones alimentarios
de estos vectores contribuye notablemente a replantear y reorientar las
actividades de control y vigilancia en las zonas endémicas para la Enfermedad de
Chagas.

En Colombia no existen trabajos sobre aspectos bio-ecolégicos y de
comportamiento de T. dimidiata relacionados con sus hospederos en habitats
domiciliarios y extradomiciliarios; la aplicacién de esta metodologia en poblaciones
de T. dimidiata permitira conocer las asociaciones existentes entre éstos y su
grado de movilidad, asi como la estrecha relacién con la transmisién de T. cruzi al
hombre.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han descrito mas de 130 especies vectores o potenciales vectores para la
Enfermedad de Chagas, dentro de las que se destacan T. infestans, T. dimidiata,
T. brasiliensis, T. maculata, T. sordida, R. prolixus, R. neglectus, R. pallescens y
P. megistus.

El conocimiento de la ecologia de algunas de estas especies aun es inconcluso,
principalmente porque la mayoria de los estudios han sido enfocados hacia las
especies domiciliadas, blanco para el control (Cruz-Lépez et al., 2001). Algunos de
estos triatominos se han adaptado muy bien al domicilio o estan en proceso de
domiciliaciéon, mientras otros se encuentran asociados a ecotopos peridomésticos
y/o silvestres (Gaunt & Miles 2000; Dumonteil et al., 2002).

T. dimidiata, especie distribuida en paises de Centro y Norte de Suramérica, tiene
importancia epidemiolégica por su amplia dispersion en habitats intra y
extradomiciliarios y por su participaciéon activa en la transmision de T. cruzi a
humanos (Zeledon et al., 2001b, 2005; Zeleddén & Rojas, 2006; Monroy et al.,
2003a; Ponce, 2007; Dorn et al., 2007).

R. prolixus procedente de palmas de Venezuela y Colombia incursiona en
viviendas fumigadas aumentando el riesgo de infeccién humana (Feliciangeli et al.,
2007; Angulo & Esteban, 2007). En los paises del cono sur la interrupcion de la
transmision de T. cruzi estd enfocada en la eliminacion de los vectores
domeésticos, particularmente T. infestans (Schofield et al., 2006); sin embargo
existe una progresiva informacion sobre la invasion activa o pasiva del domicilio
por triatominos silvestres como T. sordida, T. brasiliensis, T. vitticeps y P. megistus
(Noireau et al., 1997; Costa et al., 2003; Borges et al., 2005; Lorosa et al., 2003;
Villela et al., 2005; de Oliveira & da Silva, 2007).

R. prolixus, P. megistus y T. dimidiata se conocen por su caracter eurifagico
(Angulo et al., 2006; Zeledon et al., 2005; Zeleddn & Rojas, 2006; Forattini et al.,
1982), situacion que favoreceria su incursion al ambiente doméstico y
peridoméstico en busca de hospederos.

La constante disminucion de refugios y hospederos de los triatominos silvestres,
como resultado de la degradacion del habitat por la deforestacion y perturbacion
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de la vegetacion nativa o su reemplazo por cultivos y pastos, que sumado a las
caracteristicas de las viviendas, permiten su colonizacién y han sido sefialados
como las principales causas para la domiciliacion de triatominos (D”Alessandro et
al., 1984; Gurgel-Goncalves et al., 2004; Gaunt & Miles, 2000; Dumonteil &
Gourbiere, 2004).

T. dimidiata es una especie de cardcter silvestre que frecuenta el domicilio
humano y se encuentra principalmente en ecétopos con variadas condiciones
ecoldgicas. Se distribuye desde climas aridos a 10 msnm hasta zonas frias a
2.700 msnm, mostrando potencial adaptacion a ecotopos domiciliarios y
extradomicilarios, con comportamientos eurixénicos (Zeledén et al., 2001b;
Monroy et al., 2003a; Schofield, 1994; Angulo 2005a; Dorn et al., 2007). Este
insecto exhibe una tendencia hacia areas urbanas y periurbanas de localidades
pequefias, incluso algunas ciudades (Zeledon et al., 1973), estableciéndose
principalmente en viviendas con pobres condiciones sanitarias.

En los domicilios rurales, los insectos se localizan principalmente en las paredes
de adobe o bahareque de las habitaciones, cerca de las camas, detras de los
cuadros o afiches o en objetos acumulados de diferentes clases, no sobrepasando
una o dos docenas de individuos en la vivienda (Zeledon et al., 2001a; Angulo et
al.,2004). También se ha observado en los pisos de tierra en donde las ninfas
camuflan sus cuerpos con detritos evitando su deteccion (Starr et al.,, 1991) y
adultos de T. dimidiata no domiciliados incursionan a las viviendas en la noche
atraidos o desorientados por la luz (Zeleddn et al., 2001b, Monroy et al., 2003b).

Los ecotopos peridomiciliarios ofrecen excelentes refugios para animales
domésticos y sinantrdpicos, permitiendo la formacién de colonias de triatominos.
Estos sitios son facilmente colonizados por los insectos y corresponden a patios,
cercas de madera o piedra, corrales de ganado, acumulos de piedras o madera,
cocheras, gallineros, trapiches, conejeras, caneyes, etc., que se encuentran muy
cerca de las viviendas y en ellos se ubican gran cantidad de hospederos que
reposan o descansan, siendo fuentes alimentarias potenciales para los insectos
(Angulo, 2005a).

T. dimidiata mantiene ciclos enzooéticos involucrando mamiferos silvestres,
alimentandose de la sangre de los animales que habitan en esos lugares. Sus
ecotopos, estan especialmente asociados con madrigueras de mamiferos, sitios
de reposo de marsupiales como el opossum, nidos, cuevas de murciélagos y
roedores, acumulos de rocas, huecos de arboles y palmas. En algunas regiones
estos ecoétopos silvestres estan cerca de las viviendas y los insectos pueden
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invadir el domicilio y/o peridomicilio activa o pasivamente (Zeleddn et al., 2001a;
Arroyo et al., 2007; Angulo, 2005b).

El constante hallazgo de sangre de opossum (Didelphis marsupialis) en el intestino
de los insectos encontrados alrededor de las casas, explica las altas tasas de
infeccion de T. dimidiata con T. cruzi (Zeledon et al., 2005; Calderon-Arguedas et
al., 2001), indicando la relacion que existe entre el ciclo doméstico y silvestre del
parasito involucrando el mismo vector.

Poblaciones de T. dimidiata, presumiblemente de origen silvestre, continuamente
invaden ecotopos artificiales de viejos o nuevos domicilios, con parcial o completo
éxito en su domiciliaciébn. Las gallinas y caninos en sus resguardos son
frecuentemente los primeros hospederos utilizados para su alimentacion (Zeledon
et al., 2005).

Existe poco conocimiento de la biologia de este insecto y de su comportamiento
en los diferentes habitats, a pesar de su progresiva importancia como vector de T.
cruzi en Colombia. Algunos trabajos de Centroamérica, especialmente en Costa
Rica, utilizando la identificacién de hospederos, han sido los mas aproximados
para conocer aspectos biolégicos de esta especie y sugieren que las poblaciones
peridomiciliarias se mueven al intradomicilio. Ademas, se ha observado la
frecuente entrada de adultos volando al domicilio probablemente de origen
silvestre (Zeledon et al., 2005).

La anterior situacion es similar a la de las poblaciones de T. dimidiata de
Macaravita y Capitanejo en Santander, que origina varias preguntas sobre su
comportamiento: ¢, Cual es la procedencia de los insectos intra y peridomiciliarios?
¢Son  poblaciones silvestres? ¢Son los insectos de estos habitats
extradomiciliarios fuente de infestaciones domiciliarias? ¢Cual es la preferencia
alimentaria de T. dimidiata en cada uno de esos habitats? ¢ Existe movilidad entre
las poblaciones de estos habitats? ¢La identificacion de sus hospederos nos
permite conocer su procedencia?

La ejecucidon de este trabajo permite hacer una aproximacion al conocimiento del
comportamiento de las poblaciones de T. dimidiata en diferentes habitats de la
zona de estudio. La determinacion de sus hospederos, brinda informacion sobre
su grado de movilidad, conocimiento nuevo para la epidemiologia de la
enfermedad de Chagas en Colombia, pues ayuda a comprender la infestacion
domiciliaria por estas poblaciones, asi como sus posibles implicaciones en la
transmision de T. cruzi en las zonas endémicas.
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3. OBJETIVO GENERAL

Identificar los hospederos de Triatoma dimidiata (Hemiptera: Reduviidae) de
habitats domiciliarios y extradomiciliarios en Santander.
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4. MARCO TEORICO

T. dimidiata (Latreille, 1811), segundo vector de T. cruzi en Colombia, no es
estrictamente domiciliado, pues exhibe una compleja distribucion en ecotopos
domésticos, peridomésticos y silvestres (Guhl et al., 2007; Angulo, 2005a; Angulo
et al., 2006). Presenta dificultades para el control por su diversidad de habitats
silvestres, su capacidad de invasion, dispersion y de recolonizacion.

T. dimidiata en los habitats que ocupa, presenta caracter ecléctico con un amplio
rango de hospederos tanto silvestres como domésticos, incluyendo el hombre. Su
domiciliacion ha sido relacionada con la presencia y densidad de animales en
lugares de reposo alrededor de la vivienda, el &rea de ésta y con el nimero de
habitantes humanos, mas que con las caracteristicas de techos, paredes y pisos
(Angulo, 2005b). La movilidad y dispersion de estos insectos es evidenciada por el
hallazgo de sangre humana y de animales silvestres en los insectos colectados en
ambientes domésticos y peridomésticos.

La alimentacion es un factor que afecta la dinamica poblacional de los triatominos,
determinando diferencias en caracteristicas de su movilidad y dispersion. Diversos
estudios epidemioldgicos han involucrado la identificacion de los hospederos
mediante la investigacion de los patrones alimentarios en diversas especies de
estos vectores, cuyos resultados muestran caracteristicas de comportamiento en
diferentes habitats con implicaciones epidemioldgicas en la transmision de T.
cruzi.

Para su estudio, han sido empleadas diferentes metodologias como las técnicas
seroldgicas, especialmente, el test de precipitinas, que fueron usadas por primera
vez por Romafia en 1939 (Romafa, 1939). A partir de los afios 60 se intensifico la
basqueda de métodos rapidos, practicos, sensibles y especificos que brindaran
datos confiables sobre las fuentes sanguineas detectadas (Siqueira, 1960).

Las pruebas inmunoldgicas como test de precipitinas en tubo capilar, el test de
inmunodifusion doble de Outchterlony en agar, reacciones de hemaglutinacion,
presentan dificultades como la baja sensibilidad, la necesidad de una gran
cantidad de material biolégico y un criterio de interpretacién de los resultados
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bastante subjetivo; las dos primeras han sido las mas utilizadas en diversos
estudios (Almeida et al., 2002; Abad-Franch et al., 2002; Lorosa et al., 2003;
Vasquez et al., 2004; Zeledon et al., 2005; Freitas et al., 2005).

La inmunofluorescencia directa utilizando anticuerpos especificos anti-membrana
de globulos rojos de diferentes hospederos y conjugados con fluoresceina o
rodamina se introdujeron como métodos alternativos, pero con resultados poco
satisfactorios debido al equipo sofisticado y con criterios de lectura bastante
subjetivos (McKinney et al., 1972)

Recientemente, las pruebas moleculares para estudios en triatominos y dipteros
(Bosseno et al., 2006; Kent & Norris, 2005; Boakie et al., 1999) y el inmunoensayo
enzimatico “Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay” (ELISA) (Voller et al., 1976),
adaptado para estos estudios en 1981 (Burkot et al.,, 1981), han mostrado ser
superiores en sensibilidad, especificidad y confiabilidad comparadas
principalmente con el test de precipitinas (Duarte, 1997).

El ELISA ha sido ampliamente utilizado para inmunodiagnéstico de diferentes
enfermedades, sus métodos y equipos son de amplio uso en la mayoria de los
paises y ha sido empleado para la identificacion de las fuentes sanguineas en
diferentes insectos, como estrategia para conocer aspectos epidemiolégicos de
enfermedades de importancia en salud publica (Burkot et al., 1981; Gomes et al.,
2001; Svobodova et al., 2003; Sandoval et al., 2004; Duarte, 1997; Feliciangeli et
al., 2004).

Utilizando esta metodologia en uno de los primeros estudios llevados a cabo en
Brasil con varias especies de triatominos domiciliados se detectaron proteinas
sanguineas de aves y humanos (54,8 % y 30%) por el método de inmunodifusion
en gel; P. megistus, especie mas prevalente y en proceso de domiciliacion, mostro
amplio eclecticismo alimentar, principalmente sobre marsupial, humano, gato,
perro y roedores (Forattini et al., 1981).

Un trabajo posterior, en poblaciones de la misma especie, en la region
administrativa de Campinas, Brasil, revel6 que 14,9 % de adultos y ninfas
colectados en ecotopos domiciliarios fueron reactivas para sangre humana;
valores mas altos se observaron para aves, marsupiales y roedores (64,3 %, 36,3
% y 22,8 %) en los ecotopos extradomiciliarios. El hallazgo de sangre humana
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evidencio procesos de domiciliacion del vector que sumado a la infeccion natural
con T. cruzi (14,7%), se sefiala como un factor de riesgo para el hombre (Correa
Rodrigues et al., 1992).

En este mismo pais, entre 1985 y 1992, se realiz6 un trabajo con P. megistus para
determinar la colonizacion de esta especie en ecétopos artificiales; en uno de los
ranchos analizados todos los insectos colectados mostraron proteinas de sangre
de mofeta y dentro de este mismo grupo ocho lo fueron para proteinas sanguineas
de origen humano; el indice de infeccidn natural por T. cruzi en estos insectos fue
de 99,1 % (Steindel et al., 1994).

Un amplio eclecticismo alimentario fue determinado en la especie T. brasiliensis,
en Brasil, advirtiendo que en los sitios silvestres como cuevas y rocas los
triatominos no encuentran suficiente alimento y esto ejerce presion en los insectos
para suplir sus requerimientos nutricionales en otros habitats con menos
competencia y con mayor oportunidad de alimento (Costa et al., 1998).

El mismo comportamiento eurifagico fue observado para poblaciones de T.
vitticeps de domicilio, las cuales fueron reactivas para nueve hospederos
diferentes, destacandose en mayor frecuencia armadillo (30,3 %), seguido de
humano y cerdo (13,1 %) (Goncalves et al., 2000), contrario a lo encontrado en el
estado de Rio de Janeiro, Brasil, en donde la mayor fuente alimentaria para esta
especie fue humana (31,4%), seguido de roedor y ave (Lorosa et al., 2003).

Especies silvestres como T. rubrovaria y T. sordida, en paises del cono sur, tienen
importancia epidemiol6gica como vectores de T. cruzi, por su amplia distribucién y
su tendencia a invadir ambientes domeésticos, que podrian eventualmente
reemplazar al vector domiciliado T. infestans en las zonas controladas.

Varios son los trabajos encaminados a determinar su papel en el ciclo de
transmision de T. cruzi, determinando sus hospederos; 250 ejemplares de
Triatoma rubrovaria, especie con amplia distribucion en Uruguay, colectados en
ecotopos naturales y artificiales, mostraron como hospederos principalmente a
bdévidos seguido de aves y marsupiales. Se hallaron 19 ejemplares de procedencia
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peridomiciliaria y silvestre alimentados con sangre humana. Se determiné el
caracter eurifagico de esta especie en los diferentes habitats, aunque infeccién
natural con T. cruzi solo se encontré en un individuo, su amplia dispersién podria
aumentar el riesgo de infeccion a humanos (Salvatella et al., 1994).

Otros autores estudiando la misma especie en habitats domiciliarios y
extradomiciliarios en el estado de Rio Grande, Brasil, encontraron amplio
eclecticismo en la alimentacion corroborando lo anterior. Aunque, la sangre
humana se detect6 en 1,3% de los ejemplares, altas tasas para opossum y rata
fueron establecidas, sugiriendo que la especie no esta muy asociada al hombre,
sino a hospederos sinantropicos y domésticos (Almeida et al., 2002).

En un estudio llevado a cabo en el noreste Argentina, humanos, perros, pollos y
gatos fueron los principales hospederos de T. infestans domiciliado, indicando que
los animales domésticos cumplen un papel crucial en la transmision domiciliaria
del paréasito (Gurtler et al., 1998).

R. pallescens en Panama es uno de los principales vectores tanto de T. cruzi
como T. rangeli. En un estudio epidemioldgico realizado en habitats domésticos,
peridomésticos y en palmas a menos de 100 metros de las casas (silvestres) en
dos localidades, indicaron el caracter zoofilico de esta especie, que se alimenta
principalmente de animales silvestres, siendo la sangre de los opossums la fuente
alimentaria preferida.

De los 829 ejemplares de R. pallescens, 466 contenian suficiente sangre para la
identificacion de hospederos. Marsupiales (opossums) se identificaron en 82,6 %,
sangre de murciélago fue reactiva en 2,8 %, 0so perezoso, 0,8 % y humano 0,4 %.
Unicamente 2,3 % se alimentaron con aves o reptiles.

La abundancia de animales silvestres en el area ha contribuido al mantenimiento
de R. pallescens en su propio ecotopo natural, ya que las fuentes sanguineas de
estos mamiferos son suficientemente abundantes para cumplir sus
requerimientos. Sin embargo, cambios ecoldgicos tales como la deforestacion
pueden causar mortalidad de los hospederos silvestres, conduciendo a un pobre
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estado nutricional para los triatominos, que induce al insecto a buscar nuevas
fuentes alimentarias en otros habitats (Vasquez et al., 2004).

Hospederos de R. prolixus y Panstrongylus geniculatus colectados en domicilios
del estado de Lara en Venezuela fueron evaluados por medio de la técnica de Dot-
ELISA, mostrando que 58,3 % de los contenidos intestinales de R. prolixus
reaccionaron con el antisuero humano y 11,1 % con el de ave. Dos insectos
mostraron combinacién de sangre humana con perro y humana con ratén. A 15
insectos positivos para T. cruzi, se les detectaron proteinas de origen humano.
Solamente un insecto de P. geniculatus e infectado con T. cruzi fue positivo con el
antisuero humano (Feliciangeli et al., 2004).

Un reciente estudio realizado en Colombia con el propésito de determinar las
fuentes alimentarias de Belminus herreri, llevado a cabo en el CINTROP, mostro
que esta especie se alimenta con hemolinfa de cucarachas, pero que
eventualmente podria convertirse en un vector potencial para la enfermedad de
Chagas, dado que fue encontrado naturalmente infectado con T. cruzi y bajo
condiciones de laboratorio ingiere sangre del contenido intestinal de R. prolixus
previamente alimentado con sangre de gallina (Sandoval et al., 2004).

Todos estos trabajos han permitido conocer aspectos relacionados con el
comportamiento de diferentes tipos de triatominos frente a sus hospederos y sus
implicaciones en la transmision de T. cruzi en varias regiones de Centro y
Surameérica, sin embargo pocos trabajos de T. dimidiata han sido publicados.

En Costa Rica, insectos colectados en ambiente doméstico y peridoméstico,
mostro su alimentacion en 46% de humanos, 29% en roedores, 15% en aves, en
opossum el 11% y 31% fueron infecciones mixtas (Zeledon et al., 1973). Este
autor, mostré6 que las ninfas de T. dimidiata se mueven mucho mas que los
adultos, porque 28,9% de las ninfas que se encontraron fuera de las casas
contenian sangre humana, comparada con 15,5% de los adultos.

Eclecticismo no es solo visto en el rango de hospederos sino también en la
seleccion de sitios de descanso o refugios; el hallazgo de sangre de vertebrados
poikilotérmicos en T. dimidiata es evidencia de un bajo grado de especificidad de
hospederos en esta especie. Este mismo autor en 1975 observé que en ambiente
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selvético se alimenta de Didelphis marsupialis, aves y reptiles (Zeledén et al.,
1975).

Estudios posteriores realizados en el mismo pais, en triatominos de peridomicilio
mostraron proteinas de origen humano en 67% de los insectos analizados,
seguido de perro con 49,8 %; roedores y aves mostraron valores de 14,2y 13,8 %
respectivamente; Didelphis marsupialis fue identificado en menor porcentaje (8,2)
(Calderén-Arguedas et al., 2001).

En la provincia de Heredia, fueron analizados 100 insectos de los cuales 51 fueron
positivos para roedor, seguido de perro, ave y humano con 43, 35y 32 %
respectivamente, 15 % lo fueron para opossums. El hallazgo de colonias
peridomiciliarias de T. dimidiata confirma la tendencia de este insecto a invadir
ecotopos artificiales; los animales domésticos podrian actuar como una barrera en
el peridomicilio ya que son las primeras fuentes alimentarias para el insecto. En
este trabajo, perros, roedores y opossums fueron probablemente la principal
fuente de infeccion para los insectos (Zeledon et al., 2005).

En Panama, se identificaron como hospederos de T. dimidiata a humanos en 38 %
de los 363 insectos analizados, seguido de gallinas (19 %) y perros (17 %); un
porcentaje menor (11) fue para mamiferos y aves de otras familias (Christensen et
al., 1988).

La alimentacion se puede considerar como un factor que afecta la dindmica
poblacional de los insectos de una manera directa afectando la longitud del ciclo
de vida y la fecundidad o el potencial de oviposicién o indirecta sobre la mortalidad
ya sea por interaccion con los factores fisicos del ambiente o determinando
diferencias en caracteristicas del comportamiento tales como la dispersion
(Rabinovitch, 1985).

Las caracteristicas de las viviendas y las areas circundantes de las areas
endémicas para estos triatominos, el alimento no es un problema en cuanto a su
disponibilidad total. Sin embargo, la limitacion alimentaria puede regular las
poblaciones no tanto por la disponibilidad de hospederos, sino con la irritacion o
“stress” de los hospedadores, que es generado por el aumento en la poblacion de
triatominos disminuyendo el estado nutricional de los insectos por las sucesivas
interrupciones debido a la molestia causada a los hospederos por la picadura de
los insectos. Este fendmeno de densodependencia por huésped en los triatominos
estaria dado no por una limitacion en la cantidad de alimento disponible, sino en la
accesibilidad al mismo (Rabinovich, 1985).

27



Si bien es reconocido que la proximidad de la fuente alimentaria es uno de los
principales factores de atraccion para la ubicacion de los triatominos en un cierto
sitio de reposo, es probable que éste no sea el Unico factor que produce dicho
resultado, pudiendo pensarse también que intervienen la caracteristica fisica del
refugio, la existencia de ciertas feromonas y olores.

Los efectos conjuntos de la densidad de los triatominos por hospedador y del tipo
de habitat del domicilio y del peridomicilio, constituyen un componente
fundamental en la colonizacion de nuevas viviendas y en la regulacién poblacional
de los triatominos. Estos factores unidos a la necesidad de conocimiento sobre los
mecanismos de dispersion de los triatominos influyen en la posibilidad de controlar
las poblaciones del vector en las areas endémicas.
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Transversal de tipo descriptivo.

5.2 AREA DE ESTUDIO

Este estudio fue realizado en el area rural de los municipios de Macaravita (6° 307,
Latitud Norte y 72° 35”, Longitud Oeste) y Capitanejo (6° 3" Latitud Norte y 72° 42”
de Longitud Oeste); ubicados en las estribaciones de la cordillera oriental
formando uno de los costados del Valle del rio Chicamocha y caracterizados por
un paisaje montafioso con alturas desde 1090 m.s.n.m (Capitanejo) hasta 2500
m.s.n.m (Macaravita) con temperaturas oscilantes entre 12 y 25° C.

Esta region se caracteriza por su gran diversidad de zonas de vida y formaciones
vegetales: bosque humedo tropical (bh-T), bosque humedo premontano (bh-PM) y
bosque humedo montano bajo (bh-MB), entre otros. El paisaje natural esta
compuesto por montafias rocosas, con relieve relativamente quebrado vy
escarpado que sirve de habitat para animales silvestres.

La vegetacion se caracteriza por escasez de arboles, pocos parches de bosque
secundario y arbustos de copa aparasolada y poco follaje. Sus tierras son
improductivas a causa de la tala indiscriminada, el desbordamiento de sus rios y
por la siembra de cultivos ilicitos (Figura 1).
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Figura 1. Mapa con la distribucion de T. dimidiata en el departamento de
Santander.

T, dimidiata
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Fuente CINTROP-UIS

5.3 POBLACION DE ESTUDIO

Correspondi6 a ejemplares de diferentes estadios de Triatoma dimidiata
(Hemiptera: Reduviidae) colectados en héabitats domiciliarios, peridomiciliarios y
silvestres de las &reas rurales de los municipios de Capitanejo y Macaravita en
Santander (Figura 2).
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Figura 2. Panoramica de la zona de estudio.

A

A. Vereda de Capitanejo. B. Vereda de Macaravita.
Fuente CINTROP UIS.

5.4 SELECCION DE LA MUESTRA

Los ejemplares de T. dimidiata (Figura 3), fueron colectados en el periodo
comprendido entre los afios 2002-2007 de tres hébitats diferentes: intradomicilio
rural, peridomicilio y silvestre (Angulo et al., 2004, 2006). Las veredas
seleccionadas para el estudio fueron aquellas en las que previamente se habia
reportado T. dimidiata. Solamente se incluyeron para este estudio los insectos que
en el momento de la diseccibn mostraran suficiente contenido intestinal para su
proceso mediante la técnica de ELISA.

Figura 3. Ejemplares de T. dimidiata colectados en la zona de estudio

A B

A. Macho, B. Hembra.
Fuente CINTROP-UIS
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5.5 VARIABLES

Las variables que se utilizaron para los andlisis estadisticos fueron de tipo
nominal, indicada como presencia 0 ausencia de la fuente alimentaria (hospedero)
detectada en cada insecto por la prueba de ELISA en los habitats de estudio.

5.6 SITIOS DE COLECTA

Los triatominos de domicilio y peridomicilio fueron colectados en nueve veredas de
Capitanejo y cuatro veredas del municipio de Macaravita. Los silvestres en dos
veredas de Capitanejo y una de Macaravita. Los insectos de intradomicilio se
colectaron en habitaciones, cocina, corredores, paredes externas (Figura 4).

Figura 4. Habitats de la zona de estudio.

e R

oy

[

P e o'
A. Intradomicilio. B.
Fuente CINTROP UIS
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Los de peridomicilio en gallineros, caneyes, corrales de cabras, tabacaleras,
hornos de barro, conejeras, camas de perros, sitios de descanso de ganado
vacuno y los silvestres en cuevas, acumulos de rocas y casas abandonadas
(Figura 4).

5.7 METODOS DE COLECTA Y MANEJO DE MATERIAL COLECTADO

Los ejemplares de Triatoma dimidiata fueron colectados por investigadores,
personal del laboratorio de entomologia del CINTROP (Bi6logos y auxiliares de
campo), técnicos de ETV y la comunidad de las zonas de estudio (Angulo et al.,
2004; Angulo et al., 2006), utilizando la técnica hora/hombre en domicilio y
peridomicilio y con trampas de cebo animal en el habitat silvestre (Angulo VM,
datos no publicados) (Figura 5).

Para cada habitat y sitio de colecta se registraron datos de fecha de colecta,
habitat y sitio de colecta, jefe de hogar, vitalidad, presencia de animales. Una vez
ingresados los triatominos al laboratorio de entomologia, éstos fueron identificados
por medio de la clave de Lent & Wygodzinsky (Lent & Wygodzinsky, 1979). Se
realizaron disecciones y el contenido intestinal (intestino anterior) fue almacenado
en 200 pl de PBS (Phosphate Buffer Saline) 0.1M pH 7.2 a -20°C; contenidos
intestinales insuficientes se almacenaron en 50 ul de PBS.

Figura 5. Trampa con cebo animal (gallina), para colecta de insectos silvestres
(Angulo VM).

Fuente CINTROP UIS.
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5.8 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELISA (Enzyme Lynked
Immunosorbent Assay)

Para identificar el origen de las proteinas sanguineas presentes en los contenidos
intestinales de los triatominos se estandarizé la técnica de ELISA que incluyé
varias fases:

5.8.1 Preparacion de antisueros policlonales. Se prepararon 12 antisueros anti-
especie animal (gallina, bovino, caprino, canino, equino, gato, ovino, porcino,
Rattus rattus (rata), Dasypus novemcinctus (armadillo), Didelphis marsupialis
(opossum-fara) y humano) en conejos de raza Nueva Zelanda.

Los conejos (dos para cada especie) fueron inmunizados semanalmente con los
sueros (proteinas totales) utilizados como antigenos. 1ml de una mezcla de suero
y adyuvante completo de Freund en una relacion 1:1, fue aplicada a través de
multiples inoculaciones intradérmicas en la primera inmunizacion y en las cuatro
subsiguientes el mismo inmunégeno con adyuvante incompleto de Freund
(inmunizacion potenciadora) (Johnstone & Thorpe, 1987).

Los conejos se sangraron por puncion cardiaca siete dias después de la
inmunizaciéon potenciadora y los antisueros obtenidos fueron alicuotados y
almacenados a -20 °C.

Nueve antisueros fueron producidos previamente en el laboratorio de inmunologia
del CINTROP vy tres durante este trabajo en el mismo laboratorio (Dasypus
novemcinctus (armadillo), Didelphis marsupialis (opossum-fara) y gato) (Figura 6).
Los antisueros fueron analizados posteriormente para la actividad de anticuerpos y
especificidad por ELISA.

Los animales silvestres capturados en campo se anestesiaron para la obtencion
de muestras sanguineas y posteriormente fueron liberados en su habitat natural.

De igual manera, los conejos inmunizados fueron anestesiados antes de realizar la
puncion cardiaca y para su sacrificio posterior, de acuerdo con las normas éticas
para el cuidado y manejo de animales descrito en los aspectos éticos.
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Figura 6. Produccion de antisueros policlonales anti-especie animal en conejos

4

I

A. Sangrado de armadillo (Dasypus novemcinctus) anestesiado. B. Inoculacién de conejos. C.
Sangria conejos (separacién de antisueros).
Fuente CINTROP UIS

5.8.2 Titulacion de antisueros policlonales. El ELISA realizado fue una version
modificada basada en el protocolo de antigenos inmobilizados (Voller et al., 1976;
Burkot et al., 1981); éste fue realizado en microplacas de poliestireno de 96 pozos
(NUNC®) (Anexo A). Sueros diluidos 1/16.000 en buffer carbonatos pH 9,6, fueron
incubados durante dos horas a 37°C. Después de lavar las placas cinco veces con
PBS-Tween 20 0.05 % a pH 7.2, se adicionaron e incubaron por una hora los
antisueros diluidos (1/1.000-1/2.048.000) en PBS-Tween Albimina 3% vy
posteriormente fueron lavados de nuevo.

Anti-IgG de conejo marcada con fosfatasa alcalina (SIGMA®) diluida 1/4.000 fue
afadida, utilizando el mismo tiempo de incubacién y lavados. La actividad
enzimatica fue detectada por la adicibon del sustrato cromogénico p-
nitrofenilfosfato. Después de 15 minutos de incubacion la reaccion fue detenida
con NaOH 3N y las absorbancias leidas a 405 mn en un lector de ELISA (Anthos
2020). En este trabajo se optimizé la técnica de ELISA, basados en un trabajo
anterior (Farfan et al., 2005).

Cada titulo fue determinado a partir de los radios de union BR (Binding Ratio)
mayores a 1.0 que se calcularon dividiendo la densidad Optica del antigeno
homologo en la promedio de blancos y éstos fueron expresados como el inverso
de la dilucion. Curvas de titulacion fueron realizadas adicionalmente para
visualizar el comportamiento general de los titulos en los antisueros (Crowther,
2001), ademas se establecié un punto de corte tomando el promedio de las
lecturas de los blancos mas dos desviaciones estandar.
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Para asegurar monoespecificidad de los antisueros, reactividad cruzada fue
determinada utilizando la misma metodologia con los antigenos heterélogos
diluidos 1/10 y 1/200.

5.8.3 Purificacion de anticuerpos no especificos. Absorcion de anticuerpos no
especificos de cada antisuero fue realizada. Para ésto, pooles de los sueros
heterdlogos fueron mezclados con diferentes diluciones de los antisueros a
absorber en PBS pH 7.2, segun modificaciones hechas en este estudio a la
metodologia de Weitz (Weitz., 1956).

Los antisueros se absorbieron mezclando 100 partes de éstos, diluidos 1/50, 1/100
y 1/200 en PBS, con una parte del pool de sueros heter6logos (Anexo B). Este
proceso se repiti6 hasta que los valores de densidad 6ptica de los antisueros
heter6logos no superaran los valores del punto de corte, tomando la media méas
dos desviaciones estandar.

Después de retirar anticuerpos inespecificos estos antisueros absorbidos fueron
de nuevo titulados y determinados sus titulos finales. Para la reactividad cruzada,
cada antisuero se retd en una dilucion 1/100 contra todos los sueros, diluidos en
1/10, 1/200 y 1/400.

5.8.4 Determinacion de proteinas de antisueros absorbidos y controles. Se
determind la concentracion de proteinas de los antisueros absorbidos sin diluir y
diluidos 1/10, 1/20, 1/50, 1/100, 1/150 y 1/200; las diluciones de los controles
positivos correspondieron a 1/10, 1/50, 1/100, 1/150, 1/200, 1/250 y 1/300. Para
ésto, fueron preparadas curvas de calibracion de proteinas en mg/ml y pgr/mi
utilizando BSA (Bovine Serum Albumine) de 2 mg/ml como estandar de proteinas
segln el método de Bradford (Bio-Rad®) (Anexo C). Todas las determinaciones
fueron hechas por triplicado.

5.8.5 Establecimiento de diluciones minimas de los reactantes para el ELISA.
Para determinar la reactividad de los antisueros absorbidos en la deteccion de
proteinas sanguineas mediante la prueba de ELISA, se prepararon contenidos
intestinales de triatominos alimentados sobre diez de los doce hospederos
descritos arriba y con triatominos sin alimentar. Para ello, ninfas de V estadio de
R. prolixus (cepa UIS) dispuestas en cajas de Petri en grupos de cinco, fueron
alimentadas sobre cada animal durante 30 minutos, luego de 10 dias se
disectaron y su contenido intestinal fue almacenado en 200 pl de PBS a -20 °C
(Figura 7); los controles negativos correspondieron a contenidos intestinales de
insectos con ayuno de dos meses.
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Controles positivos diluidos 1/50, 1/100 y 1/200 se retaron en un ELISA con los
antisueros 1/50, 1/100 y 1/200 y se establecio un punto de corte tomando la media
mas dos desviaciones estandar, con los controles negativos se realizd el mismo
procedimiento.

Figura 7. Alimentacion de ninfas de V estadio de Rhodnius prolixus sobre
opossum (Didelphis marsupialis) anestesiado

Fuente. CINTROP UIS.

Los mismos controles diluidos (1/50, 1/100, 1/200, 1/400) se sometieron a
reaccionar con los antisueros homologos desde 1/100 hasta 1/102.400 para
determinar sus titulos frente a estos controles; concentraciones de conjugado,
tiempos de incubacion, de lavados y tiempo de revelado fueron determinados
(Anexo D).

5.9 ELISA PARA LA IDENTIFICACION DE HOSPEDEROS DE T. dimidiata

Los contenidos intestinales de los insectos almacenados se procesaron por medio
de la técnica de ELISA estandarizada como se describio antes. Cada contenido
intestinal se procesd frente a los doce antisueros absorbidos en placas de
poliestireno de 96 pozos y con sus respectivos blancos, controles positivos y
negativos (Anexo D). Se determind como positivo aquel contenido intestinal cuya
densidad Optica fuese mayor al punto de corte preestablecido.

Los hospederos de T. dimidiata fueron determinados por la reactividad ante cada
antisuero especifico y se establecieron las proporciones de hospederos
identificados para cada ejemplar.
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Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se registraron en una base datos en Excel (Microsoft Office,
2003). Los andlisis se realizaron con el software Stata (Stata corp. 2005) y
Statistica (Stat Soft, 2004). Los resultados obtenidos en la identificacion de las
fuentes alimentarias de T. dimidiata se expresaron por medio de porcentajes. Los
porcentajes de reactividad para cada uno de los antisueros fueron evaluados
mediante pruebas de comparacion de proporciones muestrales.

Para estudiar la existencia de asociacién entre las proporciones de los hospederos
identificados en los habitats (variables nominales) se utilizé la prueba de Chi —
cuadrada (%) aplicando la correccién de continuidad de Yates, cuando la tabla de
contingencia era de 2 x 2 y la prueba de Fisher si alguna de las frecuencias
esperadas era menor de 5. Se establecieron diferencias de un hospedero con
respecto a otro en cada habitat. Adicionalmente, con el software Stata se
determinaron los intervalos de confianza del 95 % (binomial exacta) para las
frecuencias observadas.

Aspectos éticos

El protocolo utilizado en el manejo de animales, fue revisado y aprobado por el
comité de ética de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander.
Se siguieron las normas éticas para todos los procedimientos que se realizaron
con los animales de acuerdo a lo expresado en la Ley 84 de 1989 y a la
Resolucién No. 008430 de 1993 del Ministerio de Proteccién Social de Colombia.
Ademas se aplicaron las recomendaciones y protocolos para el cuidado, manejo,
mantenimiento y sacrificio de animales del IACUC (Institutional Animal Care and
Use Committe) de la Universidad de Minnesota, AVMA (American Veterinary
Medical Association), EFPIA (The European Federation of Pharmaceutical
Industries) y AssociationssECVAM (The European Center for the Validation of
Alternative Methods).
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6. RESULTADOS

6.1DISTRIBUCION DE EJEMPLARES DE Triatoma dimidiata COLECTADOS
EN LA ZONA DE ESTUDIO

Las muestras utilizadas para este estudio se colectaron en 13 veredas en los dos
municipios, de los cuales el mayor niamero de triatominos fue colectado en el
hébitat peridomiciliario (38%) (Tabla 1). Se incluyeron para este estudio 367
ejemplares de T. dimidiata procedentes de domicilio, peridomicilio, silvestre.

En el domicilio los insectos fueron colectados principalmente en las camas y
paredes de las habitaciones (62,5 %), en los corredores y paredes externas e
internas de las viviendas (33,3 %), con menor frecuencia se encontraron en la
cocina (4,2 %).

Tabla 1. Distribucién de Triatoma dimidiata por veredas

Municipio Veredas ID P S Total
Chorreras 11 7 37 55
Montecillo - - 50 50
Molinos 2 4 - 6
Ovejeras 2 2 - 4
Capitanejo Sebaruta 2 2 - 4
Hoya Grande 2 1 - 3
Platanal - 3 - 3
Carrizal - 2 - 2
La Mesa 1 - - 1
Subtotal 20 21 87 128
Buraga 97 119 4 220
Huertas 11 - - 11
Macaravita Juncal 3 1 - 4
Llano Grande 4 - - 4
Subtotal 115 120 4 239
TOTAL 135 141 91 367

ID: intradomicilio; P: peridomicilio; S: silvestre
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La informacién de estructuras peridomiciliarias se obtuvo para 122 insectos. Los
lugares de mayor colecta fueron el caney (enramada construida para secar tabaco
gue es utilizada como sitio de reposo de bévidos y caprinos) y los hornos de barro
con 45,9 % y 27 %. Otros sitios como gallineros, cama de perros, acumulos de
piedras o lefia alrededor de la casa correspondieron a proporciones menores al 5
%. Aunque el numero de gallineros en donde se colectaron los insectos
correspondi6é a un nimero pequefo, previas encuestas entomoldgicas en la zona,
determinaron gran proporcion de éstos, junto a corrales de cabras (Figura 8).

Figura 8. Habitats peridomiciliarios

A. Cabras en lugares de reposo; B. Bovinos en sitios cercanos a las viviendas; C. Horno de barro a
5 metros de una vivienda.

Fuente CINTROP UIS

Se obtuvo informacion de todos los lugares de colecta en los habitats silvestres;
piedras y acumulos de piedras fueron los sitios comunes (61,5 %), cuevas en la
base de montafias rocosas o debajo de rocas muy grandes ubicadas desde
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menos de 30 metros hasta 400 metros de distancia fueron determinadas en 33 %.
También se hallaron en otros sitios como paredes de casas abandonadas (3,3 %)
y otros lugares como muros de piedra de separacion de predios o potreros lo
fueron en 2,2%. En la figura 9 se observan algunas trampas positivas con ninfas
de T. dimidiata en cuevas.

Figura 9. Trampas con cebo animal (gallina) positivas

A. Trampa positiva, ninfa pegada a la cinta. B. Sensor positivo, ninfa pegada a la cinta.
Fuente CINTROP UIS. (Angulo VM, datos no publicados).

En encuestas realizadas durante periodos de vigilancia entomoldgica en la zona,
se determind un promedio de cuatro personas por vivienda. Animales domésticos
como gallinas, cabras, bovinos y equinos fueron los de mayor densidad en el
peridomicilio, perros, gallinas y gatos estuvieron mas asociados a la vivienda
humana. Los pobladores se refirieron a la presencia de armadillos, zorros y
opossums silvestres. No se determind la presencia de ovinos ni de porcinos en el
area de estudio (Angulo et al., 2004).

Se colectaron todos los estadios evolutivos, hembras, machos y ninfas con 28,3
%, 31,5 % y 40,2 % respectivamente. Dentro del grupo de ninfas, las de IV y V
estadio de desarrollo correspondieron al mayor numero (Figura 10).
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Ninfas de IV y V estadio y adultos fueron hallados en mayor nimero en domicilio y
peridomicilio de Macaravita, en el habitat silvestre de Capitanejo fue colectado
mayor proporcion de adultos. Los estadios ninfales de temprano desarrollo se
encontraron en menor numero en todos los habitats estudiados (Figura 10).

Figura 10. Distribucion de estadios evolutivos de T. dimidiata colectados en la
zona de estudio.
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6.2 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

6.2.1 Titulos de antisueros policlonales sin absorber y absorbidos. Las méximas
diluciones reactivas de los doce antisueros por la técnica de ELISA se
establecieron en un rango que vario desde 1/128.000 hasta 1/512.000 (Figura 11).
Los mismos rangos se observaron en los titulos de conejos inmunizados pareados
y en los duplicados de las titulaciones.

Los antisueros de armadillo, caprino, equino y gato presentaron los titulos mas
altos, los demas antisueros mostraron titulos de 1/128.000 (Figura 11).
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Figura 11. Distribucién de los titulos de los antisueros sin absorber y absorbidos.
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Para las diluciones utilizadas las curvas de titulacion de los antisueros mostraron
homogeneidad en las densidades Opticas obtenidas. Estos valores variaron en la
menor dilucién (1/1.000) desde 1,53 en el de canino hasta 2,1 para el de armadillo,
para posteriormente disminuir reactividad con valores cercanos al punto de corte

(0,06) (Figura 12).

Los indices de radio de union calculados relacionando las titulaciones reactivas
con el promedio de blancos, mostraron con mayor claridad el titulo final de cada

antisuero.
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Figura 12. Curvas de titulacion de los antisueros no absorbidos
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Diluciones de los antisueros

En la reaccién cruzada de los antisueros con los sueros heterélogos, se observo
reactividad en todos, excepto para el de gallina. Estas reacciones inespecificas
detectadas mediante el ELISA, fueron eliminadas con los procesos de absorcién
aplicados, que se repitieron hasta eliminar eficazmente estos anticuerpos (Anexo
B).

Los titulos de los antisueros disminuyeron con un rango que varié desde 1/800
hasta 1/51.200, siendo el mas alto para humano y los mas bajos para bovino,
ovino y rata. En general, los titulos finales en promedio correspondieron a valores
entre 1/3.200 y 1/6.400 (Figura 11y 13).

Luego del procedimiento de absorcion realizado a cada uno de los antisueros, se
observé gran diferencia en las absorbancias de cada uno de ellos, con una franca
disminucién en los titulos para la mayoria de los antisueros. Las densidades
Opticas en la dilucion menor (1/100) variaron desde 0,6 para el antisuero de ovino
hasta 2,69 para el de armadillo (Figura 13).
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Figura 13. Curvas de titulacion de los antisueros absorbidos
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Al igual que para los antisueros no absorbidos, los indices de radio de union
calculados relacionando las titulaciones reactivas con el promedio de blancos,
mostraron con mayor claridad el titulo final de cada antisuero.

6.2.2 Concentracion de proteinas de antisueros policlonales absorbidos. Estas se
determinaron para establecer la concentracion final de los antisueros luego de los
procesos de absorcién realizados.

En las curvas de calibracion de proteinas preparadas de 0,025-1 mg/ml (R? =
0,993), 1-30 pg/ml (R? = 0,998) y de 40-100 pg/ml (R* = 0,996) (Anexo C), se
determind la concentracion de proteinas en los antisueros absorbidos sin diluir en
un rango que varidé desde 0,70 para el antisuero de gallina hasta de 0,85 mg/mi
para el antisuero de armadillo (Tabla 2).

En las diluciones realizadas se determind una concentracibn maxima de 0,05
mg/ml para la dilucién de 1/10 hasta de 5,5 pg/ml para la de 1/200 (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracion de proteinas de los antisueros absorbidos

Sin diluir 1/10 1/50 1/100 1/150 1/200

AU mg/ml mg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Armadillo 0,85 0,035 16,6 8,2 5,6 4,6
Bovino 0,79 0,035 15,9 8,0 53 4,3
Cabra 0,76 0,05 16,8 8,1 5,6 55
Canino 0,79 0,05 17,2 7.8 6,0 49
Equino 0,76 0,03 15,8 7,9 50 4,9
Opossum 0,81 0,05 16,4 8,2 4.8 4,5
Gallina 0,70 0,05 18,1 8,1 54 4,6
Gato 0,82 0,04 18,2 8,0 6,0 4,0
Humano 0,82 0,05 17,6 8,0 55 4,7
Ovino 0,83 0,05 19,1 9,7 6,0 4,5
Porcino 0,78 0,04 19,7 8,2 59 4,8
Rata 0,81 0,04 19,0 7,3 6,0 4,6

Estos datos muestran valores homogéneos en la concentracién de proteinas para
cada antisuero en cada dilucién. Se determinaron valores cercanos a 1 en mg/ml
para los antisueros sin diluir. En los antisueros diluidos se detectaron proteinas
hasta la dilucion de 1/200 en pg/ml.

6.2.3 Concentracion de proteinas de controles positivos. En las curvas de
calibracién de proteinas preparadas en 0,025-1 mg/ml (R = 0,993), se determiné
la concentracion de proteinas en los controles positivos en un rango que vari6
desde 0,02 mg/ml para la dilucion de 1/300 hasta de 1 mg/ml o mas en las
diluciones menores (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentracion de proteinas en mg/ml de los controles positivos diluidos

Control positivo 1/10 1/50 1/100 1/150 1/200 1/250  1/300

Armadillo >1 >1 >1 >1 0,84 0,36 0,25
Bovino >1 0,77 0,41 0,25 0,18 0,06 0,06
Cabra >1 >1 0,14 0,05 0,03 0,05 0,02
Canino >1 >1 >1 0,83 0,67 0,44 0,46
Equino >1 >1 0,91 0,69 0,56 0,42 0,38
Fara 0,98 0,33 0,16 0,06 0,06 0,03 0,04
Gallina >1 >1 1,0 0,76 0,50 0,46 0,37
Gato >1 >1 0,59 0,4 0,31 0,22 0,16
Ovino >1 >1 0,93 0,93 0,87 0,67 0,56
Rata >1 >1 0,57 0,34 0,24 0,07 <0,02

6.2.4 Titulos de controles positivos con los antisueros absorbidos. Se observo
reactividad de los antisueros con todas las diluciones de los controles positivos;
una notable disminucion en los titulos de los controles bovino, ovino y rata,
especialmente con las diluciones mas altas fue observada (Figura 14).

Las variaciones en los titulos para cada dilucion probablemente estuvieron
influenciadas por las diferencias en la digestion de proteinas por parte de los
insectos durante el tiempo transcurrido entre la alimentacion y su diseccién y por
la cantidad de sangre ingerida durante su alimentacién en cada hospedero.

Las diferentes concentraciones (diluciones) de los contenidos intestinales de los
controles positivos no modificaron su reactividad ante los diferentes titulos de
antisueros (Figura 14).

A pesar de la disminucién de los titulos de los antisueros absorbidos determinada
en el ELISA con los sueros homologos (Figura 14), estos antisueros alcanzaron
valores de absorbancia por encima del punto de corte cuando se utilizaron los
controles positivos.
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Figura 14. Titulos de los antisueros absorbidos frente a los controles positivos
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6.2.5 Optimizacion del ELISA para la identificacion de hospederos. En la
estandarizacion del ELISA utilizando los controles positivos, se observo
reactividad especifica de los antisueros, con valores de absorbancia desde 0,102
para ovino hasta 3,027 para armadillo; superiores al punto de corte preestablecido
(Figura 15).

Se observaron diferencias entre la reactividad para un mismo control, dado que
cada uno de éstos correspondid a contenidos intestinales de insectos diferentes,
que podrian ser debidas a diferencias en la digestion de proteinas, durante el
tiempo que transcurri6 desde la alimentacion en cada hospedero hasta la
diseccion en el laboratorio y a la cantidad de sangre ingerida durante su
alimentacion.

Se determiné buena especificidad de cada antisuero por su control homélogo vy
todos las reacciones inespecificas con los antisueros heterélogos estuvieron por
debajo del punto de corte preestablecido (Figura 15).

48



Figura 15. Reactividad obtenida por ELISA con contenidos intestinales de R.
prolixus (diez controles positivos) ante los antisueros homadlogos y heterdlogos.
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Controles positivos y negativos: leyenda derecha. Antisueros absorbidos: armadillo, bovino, cabra,
canino, equino, fara, gallina, gato, ovino y rata (1-10). La linea punteada corresponde al punto de
corte.

El rango minimo de proteinas reactantes de los antisueros a una dilucion de 1/50
en el ELISA fue de 15,8 ug/ml a 19,7 pg/ml. La concentracién de proteinas de los
controles positivos varié entre 0,33 mg/ml hasta 1 mg/ml o mas para el protocolo
de ELISA final utilizado para la deteccidbn de proteinas sanguineas en los
contenidos intestinales de los insectos (ANEXO D).

6.3 HOSPEDEROS DE Triatoma dimidiata IDENTIFICADOS MEDIANTE
LA TECNICA DE ELISA EN LA ZONA DE ESTUDIO

De los contenidos intestinales de T. dimidiata procesados, 42,2 % (155/367)
mostraron reactividad en el ELISA para proteinas sanguineas de uno o mas de los
siguientes hospederos: humano, seis domésticos (bovino, caprino, canino, equino,
gallina, gato) y tres silvestres (Didelphis marsupialis (opossum), Dasypus spp
(armadillo) y Rattus rattus (rata)); proteinas sanguineas de ovino y de porcino no
fueron evidenciadas en las muestras analizadas.
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Se observé preferencia de T. dimidiata de los diferentes habitats por animales
domésticos, siendo significante la diferencia para éstos, tanto en alimentaciones
Uinicas como combinadas con silvestres (* = 148,2 P = 0,00); la proporcién global
de hospederos domésticos y silvestres detectados correspondieron a 40,6 % y 4,6
% respectivamente (Tabla 4). La sangre humana como uUnica fuente alimentaria se
observé en 3,3 % de las poblaciones de T. dimidiata, sin diferencias con las
realizadas en animales silvestres (4* = 1,42 P = 0,23) y mostrando valores bajos
comparados con las alimentaciones del vector en animales domésticos (40,6 %)
(#*=130,9 P = 0,00) (Tabla 4).

Tabla 4. Hospederos domésticos y silvestres identificados en poblaciones de T.
dimidiata en la zona de estudio

Insectos Silv Dom Solo Solo Silv+ Solo Hum+
Habitat Analizados  n/% /% silv dom Dom hum Dom
0 0 n/% n/% n/% n/% n/%
ID 135 4/3,0 51/37,8 0/0 47/34,8 4/34,8 11/8,1 5/3,7
P 141 4/2,8 88/62,4 0/0 84/59,6 4/2.8 1/0,7 0/0
S 91 9/9,9 10/10,9 6/6,6 717,7 3/3,3 0/0 0/0
Total 367 17/4,6 149/40,6 6/1,6 138/37,6 11/3,0 12/3,3 5/1,4

Silv: silvestres; Dom: domésticos; Hum: humano; ID: intradomicilio; P: peridomicilio; S: silvestre

En todos los ejemplares de T. dimidiata analizados de los tres habitats se observo
con mayor frecuencia la alimentacion con sangre de gallina (17,2 %), cabra (14,7
%) y canino (7,9 %). El hospedero humano cuarto en frecuencia y con un
porcentaje de 4,6 fue seguido de armadillo, gato, bovino, equino, fara y rata con
valores menores a 4 % (Tabla 5).

De manera general, en intradomicilio, gallina y humano presentaron los mas altos
valores (16,3 y 11,9 %) con un intervalo de confianza entre 6,9 y 23,6; en
peridomicilio cabra, canino y gallina ocuparon los primeros lugares en frecuencia y
en el habitat silvestre armadillo y cabra fueron los principales hospederos (Tabla
5).
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Tabla 5. Hospederos identificados en 367 ejemplares de T. dimidiata de la zona de estudio®

Intradomicilio (n=135)

Peridomicilio (n=141)

Silvestre (n=91)

Positividad

Positividad

Positividad

Hospedero i IC95%°  Hospedero i IC95%°  Hospedero s IC95%"
Gallina 22/16,3 10,5-23,6 Cabra 40/28,3 21,1-36,6 Armadillo 77,7 3,14-15,2
Humano 16/11,9 6,9-18,5 Gallina 37/26,2 19,2-34,3 Cabra 6/6,6 25138
Canino 9/6,7 3,0-12,3 Canino 19/13,5 8,3-20,2 Gallina 4/4,4 1.21-10,87
Cabra 8/5,9 2,6-11,3 Gato 6/4,3 1,6-9,03  Equino 3/3,3 0.69-9.3
Bovino 6/4,4 1,6-9,42  Armadillo 4/2,8 0,78-7,1 Fara 3/3,3 0.69-9.3
Gato 5/3,7 1,21-8,4 Bovino 3/2,1 0,44-6,1 Bovino 2/2,2 0.26-7.7
Equino 5/3,7 1,21-8,4  Equino 2/1,4 0,17-5,02 Canino 1/1,1 0,027-5,97
Armadillo 2/1,5 0,17-5,2  Humano 1/0,7 0,02-3,9 Gato 1/1,1 0,027-5,97
Fara 2/1,5 0,17-5,2  Fara 1/0,7 0,02-3,9 Rata 0/0 0-3.97
Rata 1/0,7 0,02-4,05 Rata 1/0,7 0,02-3,9 Humano 0/0 0-3.97
Ovino 0/0 0-2,69 Ovino 0/0 0-2,58 Ovino 0/0 0-3,97
Porcino 0/0 0-2,69 Porcino 0/0 0-2,58 Porcino 0/0 0-3,97

% Las categorias no son exhaustivamente, ni mutuamente excluyentes debido a las alimentaciones muiltiples en algunos insectos,
Eor lo tanto el porcentaje de positividad total es mayor de 100.

Intervalo de confianza del 95% (binomial exacta)
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Hospederos de hébitats domiciliarios: en la totalidad (100 %) de los 51 insectos
reactivos, colectados en el intradomicilio, se determind ingesta de sangre de
animales domeésticos, con preferencia la sangre de gallina (43,1 %). Humano fue
el segundo hospedero en frecuencia (31,4 %). Canino y cabra fueron los
siguientes en frecuencia (17,6 % y 15,7 %), los demas hospederos se identificaron
en menor porcentaje (Tabla 6y 7).

En este habitat se encontraron proteinas sanguineas de animales silvestres como
armadillo, opossum y rata en 7,8 % de los insectos, aunque en menor proporcion
que los domésticos (Tabla 6 y 7). El hospedero humano como Unico sustrato de
proteinas fue determinado en 21,6 % de los insectos

Hospederos de habitats peridomiciliarios: al igual que para los insectos colectados
en el intradomicilio la totalidad (100 %) de los insectos reactivos se alimentaron
con animales domeésticos y en menor Yy significativa proporcion para silvestres (4,5
%). En contraste con los resultados de intradomicilio, T. dimidiata mostro
preferencias por cabra (45, 5%), ave (42 %) y canino (21,6 %) (p<0,05), sin
diferencias significativas entre éstos. Como resultado relevante, humano
solamente fue identificado en un caso (Tablas 6y 7).

Hospederos de habitats silvestres: el hallazgo mas importante para los insectos
colectados en este habitat fue la presencia en mayor frecuencia de sangre de
animales domésticos (62,5%). Se detectaron proteinas sanguineas de animales
silvestres en 56,3 % de los insectos, especialmente de armadillo y opossum (Tabla
6y7).

En el discriminado de fuentes sanguineas la mayor proporcion fue para armadillo
(43,8 %) seguido de cabra y gallina; opossum y equino presentaron valores entre
18,8. Menores valores fueron determinados para bovino, gato y canino (Tabla 6 y
7). Sangre humana no fue identificada en los ejemplares de T. dimidiata
colectados en este habitat.
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Tabla 6. Distribucidon de hospederos de T. dimidiata entre los insectos reactivos (n=155) en el ELISA?®

Intradomicilio

Peridomicilio

Silvestre

No. Insectos reactivos= 51

No. Insectos reactivos= 88

No. Insectos reactivos= 16

Positivos

Positivos

Hospederos Porf}f,i/:)’os IC95%°  Hospederos 0 IC95%°  Hospederos oo IC95%”
Gallina 22/43,1 29,34-57,7 Cabra 40/45,5 34,8-56,42 Armadillo 7/43,8 19,8-70,1
Humano 16/31,4 19,1-45,9 Gallina 37/42 31,6-53,04 Cabra 6/37,5 15,2-64,6
Canino 9/17,6 8,4-30,8  Canino 19/21,6 13,5-31,6 Gallina 4/25 7,2-52,4
Cabra 8/15,7 7,0-28,6  Gato 6/6,8 2,5-14,3  Equino 3/18,8 4,0-45,64
Bovino 6/11,8 4,4-23,9 Armadillo 4/4,5 1,25-11,2 Fara 3/18,8 4,0-45,64
Gato 5/9,8 3,26-21,4 Bovino 3/3,4 0,70-9,6 Bovino 2/12,5 1,55-38,3
Equino 5/9,8 3,26-21,4 Equino 2/2,3 0,27-7,96  Canino 1/6,3 0,16-30,2
Armadillo 2/3,9 0,47-13,5 Humano /1,1 0,028-6,2 Gato 1/6,3 0,16-30,2
Fara 2/3,9 0,47-13,5 Fara 1/1,1 0,028-6,2 Rata 0/0 0-20,6
Rata 1/1,9 0,04-10,4 Rata 1/1,1 0,028-6,2 Humano 0/0 0-20,6
Ovino 0/0 0-6,98 Ovino 0/0 0-4,1 Ovino 0/0 0-20,6
Porcino 0/0 0-6,98 Porcino 0/0 0-4,1 Porcino 0/0 0-20,6

% Las categorias no son exhaustivamente, ni mutuamente excluyentes debido a las alimentaciones muiltiples en algunos insectos,
Eor lo tanto el porcentaje de positividad total es mayor de 100.
Intervalo de confianza del 95% (binomial exacta)
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Se determinaron diferencias significantes al comparar las proporciones de los
hospederos identificados en los insectos colectados en todos los habitats de la
zona de estudio (*= 82,04 gl = 29 P < 0,000) (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencias observadas y esperadas de los insectos reactivos en el
ELISA para los diferentes hospederos en los tres habitats de estudio

Hospedero _ Intrbadomicilio _ _ PeLidomiciIio _ _ filvestre : Total % 5 glc
(0] E (O-E)TEi O E (OrE)IEi O E (O-E)7TE;
Armadillo 2 4,55 1,43 4 6,82 1,17 7 1,6 18,22 13 20,82 0,00 2
Fara 2 2,10 0,004 1 3,2 1,51 3 0,7 7,55 6 9,07 0,01 2
Rata 1 0,70 0,128 1 1,05 0,002 0 0,2 0,2 2 0,33 0,84 2
Bovino 6 3,85 1,20 3 58 1,35 2 1,36 0,30 11 285 024 2
Cabra 8 18,9 6,3 40 28,4 4,73 6 6,7 0,073 54 11,09 0,003 2
Canino 9 10,2 0,14 19 15,2 0,95 1 3,6 1,88 29 296 0,22 2
Equino 5 3,5 0,64 2 5,2 1,96 3 1,24 2,49 10 511 0,07 2
Gallina 22 22,06 0,000 37 33,1 0,45 4 7,8 1,85 63 231 031 2
Gato 5 4.2 0,152 6 6,3 0,014 1 1,49 0,16 12 0,32 0,84 2
Humano 16 5,95 16,97 1 8,9 7,01 0 2,1 2,1 17 26,08 0,00 2
Total
identificdaciones 76 114 27 217

40: observado

PE: esperado

°gl: Grados de libertad

ILas categorias no son exhaustivamente, ni mutuamente excluyentes debido a las alimentaciones
multiples en algunos insectos, por lo tanto el nimero total de alimentaciones es mayor de 155.
Andlisis global: (;*= 82,04 P <0,000 gl=29)

Alimentaciones mixtas: éstas fueron determinadas en 24,5 % de los insectos
reactivos de los tres habitats, combinacion de dos fuentes alimentarias
correspondieron a 16,1 %; con tres 0 mas hospederos se observaron en menos
del 9 % de los triatominos analizados (Figura 16). Los hospederos que se
encontraron en mayor combinacion con los deméas hospederos fueron gallina (8,4
%), cabra (7,7 %), canino (7,1), armadillo (5,2 %) y gato (4,5 %) (Tabla 8).

La identificacién de dos fuentes sanguineas fue més alta para el habitat silvestre
(37,5 %), comparado con los demas (Figura 16). En este grupo las asociaciones
mas frecuentes se observaron entre cabra, canino, gallina y gato con otro
hospedero (Tabla 8).
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Alimentaciones mixtas de T. dimidiata con sangre humana y de animales
domésticos fue observada en cinco casos (Tabla 8). Combinacién de sangre de
animales silvestres y domésticos se establecid en 6,5 % de los insectos reactivos.

En domicilio y peridomicilio cabra, gallina y canino fueron los mas asociados con
otros hospederos; para el habitat silvestre gallina con armadillo o fara y cabra con
bovino, gato y equino fueron los mas comunes (Tabla 8)

Figura 16. Alimentaciones mixtas de T .dimidiata en la zona de estudio
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Tabla 8. Alimentaciones mixtas identificadas en T. dimidiata en la zona de estudio

: . . ID P S Total
Alimentaciones mixtas
n % n % n % n %
Canino/gallina 2 39 3 34 5 3,2
Cabra/equino 2 39 1 11 1 63 4 2,6
Cabra/gato 1 19 1 11 1 63 3 1,9
Bovino/cabra 2 126 2 1,3
Cabra/gallina 1 19 1 11 2 1,3
Bovino/humano 1 19 1 0,65
Cabra/fara 1 19 1 0,65
Canino/gato 1 11 1 0,65
Canino/humano 1 19 1 0,65
Equino/gallina 1 19 1 0,65
Gallina’/humano 1 19 1 0,65
Gato/humano 1 19 1 0,65
Armadillo/gallina 1 63 1 0,65
Fara/gallina 1 63 1 0,65
Bovino/canino/gallina 1 19 1 0,65
Gallina/gato/humano 1 19 1 0,65
Armadillo/canino/gato 1 11 1 0,65
Bovino/cabra/gato 1 112 1 0,65
Cabra/canino/gallina 1 11 1 0,65
Canino/gallina/gato 1 11 1 0,65
Armadillo/cabra/equino/fara 1 19 1 0,65
Armadillo/canino/gallina/gato 1 19 1 0,65
Bovino/cabra/equino/rata 1 19 1 0,65
Armadillo/bovino/cabra/gato 1 112 1 0,65
Armadillo/canino/gallina/rata 1 11 1 0,65
Armadillo/cabra/canino/equino/fara 1 11 1 0,65
Armadillo/cabra/canino/equino/fara/gallina 1 63 1 0,65
TOTAL 17 14

ID: Intradomicilio
P: Peridomicilio
S: Silvestre
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Hospederos de T. dimidiata por estadios de desarrollo: no se observaron
diferencias cuando se confrontaron los diferentes estadios con cada hospedero
entre habitats (p>0,05), al igual que no hubo diferencias estadisticamente
significantes en las alimentaciones en los hospederos preferidos (gallina, cabra y
canino).

Cuando se comparé cada fuente alimentaria en cada estadio y entre habitats se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para machos y ninfas
colectados en peridomicilio que prefirieron la sangre de cabra, en contraste con los
del domicilio (Test Exacto de Fisher p = 0,02) y para ninfas la sangre humana del
domicilio fue significante (Test Exacto de Fisher p = 0,00) (Tabla 9).
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Tabla 9. Distribucidén de hospederos de T. dimidiata por estadios de desarrollo en la zona de estudio

Habitat Estadios n Armadillo Fara Rata Bovino Cabra Canino Equino Ave Gato Humano Pos Neg
n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/%
Hembras 43 1/7,7 0/0 0/0 /7,7 2/154 3/23,1 3/23,1 7/53,9 2/154  3/23,1 13/30,2  30/69,8
ID Machos 35 1/6,7 2/13,3 0/0 2/13,3 2/13,3 3/13,3 1/6,7 7/146,7 2/13,3 5/33,3 15/42,9 20/57,1
Ninfas 57 0/0 0/0 1/43 3/13 4/17,4 3/13 1/4,3  8/34,8 1/43 8/34,8 23/40,4  34/59,6
Subtotal 135 2/3,9 2/3,9 1/19 6/11,8 8/157 9/17,6 5/9,8 22/43,1 5/9,8 16/31,4 51/37,8  84/62,2
Hembras 19 1/8,3 0/0 1/8,3 1/8,3 5/41,7 5/41,7 0/0 7/58,3 0/0 0/0 12/63,2 7/36,8
P Machos 35 1/5,3 1/5,3 0/0 0/0 10/52,6 5/26,3 1/5,3  6/31,5 0/0 0/0 19/54,3  16/45,7
Ninfas 87 2/3,5 0/0 0/0 2/3,5 25/43,9 9/15,8 11,8 24/42,1 6/10,5 1/1,8 57/65,5  30/34,5
Subtotal 141 4/4,5 /1,1 11,1 3/3,4 40/455 19/21.6 2/2,3 37/42 6/6,8 1/1,1 88/62,4 53/37,6
Hembras 40 3/60 1/20 0/0 0/0 1/20 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 5/12,5 35/87,5
S Machos 46 3/33,3 2/22,2 0/0 1/11,1 4/444 1/11,1 3/33,3 4/44,1 1/11.1 0/0 9/19,6 37/80,4
ninfas 5 1/50 0/0 0/0 1/50 1/50 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/40 3/60
Subtotal 91 7/43,8 3/18,8 0/0 2/12,5 6/37,5 1/6,3 3/18,8 4/25 1/6,3 0/0 16/17,6 75/82,4
TOTAL 367 13/8,4 6/3,9 2/1,3 11/7,1 54/34,8 29/18,7 10/6,5 63/40,6 12/7,7 17/11 155/41,8 212/57,8

ID: intradomicilio
P: peridomicilio
S: silvestre

Pos: positivo
Neg: negativo
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7. DISCUSION

La amplia diversidad de hospederos utilizados por T. dimidiata, provenientes de
habitats intradomiciliarios y extradomiciliarios en zonas rurales de los municipios
de Capitanejo y Macaravita en Santander, evidenciaron el caracter ecléctico de
esta especie como previamente fue descrito en otros estudios (Zeledon et al.,
1973, 2005; Quintal & Polanco, 1977; Christensen et al., 1988; Calderon-Arguedas
et al., 2001).

Los resultados de este trabajo mostraron que T. dimidiata utiliz6 como fuente de
alimento a diez de los doce hospederos analizados. La variedad de fuentes
sanguineas determinada en estas poblaciones se relaciondé con la presencia de
hospederos vertebrados especificos en el area, considerandose que la cercania y
abundancia de éstos junto a la baja agresividad para la alimentacién del vector,
fueron probablemente los factores mas importantes para su seleccion (Farfan &
Angulo, 2007a,c).

Se observo que T. dimidiata se aliment6 preferencialmente en gallinas, cabras y
caninos en los diferentes habitats, probablemente por la mayor disponibilidad de
estos animales en la zona. En este trabajo la mas alta frecuencia para gallinas
(40,6 %) fue concordante con trabajos realizados en México en domicilios y
peridomicilios de zonas rurales de las localidades de Izamal y Peto, en donde éste
fue el principal hospedero; cabra segunda en frecuencia, se observo con valores
mucho mas bajos en la localidad de Izamal (Quintal & Polanco, 1977).

Las proporciones de alimentaciones de T. dimidiata en canino (18,7 %)
observadas en los diferentes habitats en este estudio fueron bajas comparadas
con la de otros trabajos realizados en Costa Rica en vectores de habitats
peridomiciliarios  (Zeledon et al., 2005; Calderon-Arguedas et al., 2001),
probablemente por la mayor disponibilidad de este hospedero en esta region.

La alimentacién de T. dimidiata con sangre humana (11 %) en los diferentes
habitats de estudio mostrd frecuencias mas bajas comparadas con otros estudios
de insectos intra y peridomiciliarios, en los cuales se determinaron alimentaciones
humanas con frecuencias variables entre 32 y 67 % (Zeledon et al., 2005;
Christensen et al., 1988; Calderén-Arguedas et al., 2001).
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Las diferencias entre las proporciones de insectos positivos para las diferentes
fuentes sanguineas observadas en este trabajo probablemente dependen de la
disponibilidad de los hospederos para los insectos en esta zona. En un trabajo
realizado en Argentina con ejemplares de T. infestans colectados en domicilios, se
observaron mayores frecuencias de alimentaciones de este vector en pollos
durante la primavera y verano, hecho que directamente fue relacionado con la
mayor densidad de estos hospederos durante ese periodo (Gurtler et al., 1996).

En las poblaciones de intradomicilio, la preferencia alimentaria de T. dimidiata por
gallinas (43,1 %) y humanos (31,4 %) coincide con los resultados de un estudio en
la provincia de Chiriqgui en Panama con insectos de habitats domésticos y
peridomeésticos, cuyos valores fueron del 25,1 % y 38 % para cada uno
(Christensen et al., 1988); sin embargo en ese trabajo animales silvestres como
opossum y armadillo no fueron identificados, probablemente por la ausencia de
estos hospederos en esos habitats, y contrario a lo observado para las
poblaciones de este estudio, estos animales se detectaron en 7,8 % de los
insectos.

Los resultados de este trabajo coinciden con los de Zeledon que reporta al
hospedero humano como el més prevalente en los insectos colectados del
domicilio (Zeledon et al., 1973). Cuando los insectos no encuentran hospederos
para su ingesta sanguinea o cuando se alteran las condiciones microclimaticas de
su habitat natural, los insectos se ven obligados a desplazarse en busca de
alimento y refugio en las viviendas humanas, esta situacion puede estar influyendo
en la movilidad de las poblaciones de T. dimidiata silvestres en la zona.

La mayor frecuencia de alimentaciones de los insectos peridomiciliarios en cabras,
gallinas y caninos resultd concordante con la alta disponibilidad de estos animales
en la zona en el momento de las colectas y confirmada a partir de informaciones
obtenidas en encuestas entomoldgicas previas que mostraron gran porcentaje de
estas viviendas con gallineros y lugares de reposo para cabras en sus
peridomicilios, en las cuales se determiné como factor de riesgo para la infestacion
por T. dimidiata la presencia de estos sitios de reposo (Angulo et al., 2004).

Ningun estudio sobre preferencias alimentarias de T. dimidiata en estos habitats
habia mostrado la alta frecuencia de alimentacion en cabras, aunque si para aves
(Christensen et al., 1988; Quintal & Polanco 1977). Como previamente han
observado otros autores las alimentaciones en canino, aunque en no muy alto
porcentaje, fue preferida por estas poblaciones (Quintal & Polanco 1977; Zeledon
et al., 1973; Calderén-Arguedas et al., 2001).
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En este mismo habitat se encontré sangre de armadillo, opossum y rata en 4,5 %,
similar a lo observado en el valle central de Costa Rica, en donde se identificaron
ratas, ratones y marsupiales, no obstante con valores un poco mas altos (11,6 %)
(Calderén-Arguedas et al., 2001). En peridomicilios de una zona urbana en este
mismo pais, solamente seis especies de animales domesticos y silvestres de los
14 analizados en la prueba de precipitinas fueron establecidos como hospederos
de T. dimidiata por Zeleddn y colaboradores (Zeledon et al., 2005), probablemente
por la ausencia de algunas de éstas en los lugares estudiados. El hallazgo de
sangre de opossum en los insectos presentes en el peridomicilio ya habia sido
observado por Zeledon et al., (1973) anteriormente.

En las poblaciones de T. dimidiata silvestres, fue caracteristico el hallazgo de
proteinas sanguineas de animales domésticos como cabras y gallinas y de
silvestres como armadillo y opossum. En otro trabajo, se determiné en insectos de
refugios silvestres de opossum como Unico patron de alimentacion la sangre de
este marsupial (Zeledon et al., 1970), ratificAndose este resultado posteriormente
con el hallazgo de alimentaciones del vector en Didelphis marsupialis, aves y
reptiles (Zeledon et al., 1975).

Estos reportes muestran el estrecho contacto de poblaciones de T. dimidiata
silvestres con reservorios de T. cruzi pero no con animales domésticos como en
este trabajo. Sin embargo, la presencia de proteinas sanguineas de armadillo y
opossum (en una o multiples alimentaciones) en estos insectos resalta el caracter
ecléctico de este vector en las zonas rurales de los municipios de Macaravita y
Capitanejo (Farfan & Angulo, 2007a,c), que sumado a los altos indices de
infeccién natural por T. cruzi previamente determinados en otros trabajos (Angulo
et al., 2004) aumentan el riesgo de transmision del parasito a las poblaciones
humanas de estas zonas.

La gran diversidad y abundancia de fuentes sanguineas en habitats domiciliarios y
peridomiciliarios consigue ser atrayente para la visita y/o colonizacion de T.
dimidiata silvestre. A pesar de que algunas zonas de estos municipios son
semiéridas y la poblacibn humana ha generado drasticos cambios ecoldgicos,
existen multiples refugios naturales relativamente cercanos a las viviendas para
las poblaciones del vector y de animales silvestres y sinantropicos; sin embargo, la
poblacion humana y de animales domésticos, pueden ser la principal fuente de
alimentacion para la supervivencia de las poblaciones de triatominos intra y
extradomiciliarios.

Los vertebrados domésticos ademas de mantenersen concentrados en la vivienda
y en sus alrededores, especialmente de noche; también algunos de éstos como
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bovinos, equinos y caprinos reposan durante el dia en pastizales, cultivos y
lugares rocosos cercanos a las viviendas, convirtiéendose en hospederos de las
poblaciones de T. dimidiata naturales de refugios silvestres, este hecho se
relaciona directamente con la evidencia de hospederos domésticos en los insectos
silvestres colectados en cuevas y otros refugios (Farfan & Angulo, 2007a,c).

Considerando que T. dimidiata es una especie de caracter silvestre, el hallazgo de
sangre humana y de animales silvestres en los insectos colectados en el ambiente
doméstico y peridoméstico (Zeleddén et al., 1973; Quintal & Polanco, 1977) y la
colonizacion de ecotopos artificiales (Zeledon et al., 2001a, Monroy et al., 2003b)
indica movilidad de la especie entre habitats. Sin embargo, mientras algunas
poblaciones muestran una alta propension al movimiento presumiblemente por
presiones ambientales y microambientales, otros parecen no migrar en los
alrededores inmediatos. Invasion estacional de casas por adultos voladores de T.
dimidiata de ecotopos silvestres ha sido observado en la peninsula de Yucatén,
México (Dumonteil et al., 2002). Este intercambio de poblaciones silvestres y
domésticas podria ser epidemiolégicamente importante en la transmision de T.
cruzi en la zona de estudio.

Podria contemplarse que los insectos colectados en los diferentes habitats
silvestres de la zona y alimentados especialmente con proteinas sanguineas de
animales domésticos como cabra, gallina, equino y bovino, se desplazaron al
peridomicilio en busca de alimento que concuerda con el hallazgo de sangre de
hospederos silvestres en algunos de los colectados en peridomicilio. Sin embargo,
existe la posibilidad de que algunos animales domésticos estén deambulando y
reposando muy cerca de los refugios silvestres de estos insectos, como fue
referido por algunos campesinos de la zona y por las observaciones realizadas por
investigadores del grupo.

La alta positividad observada para el hospedero humano en intradomicilio genero
diferencias significantes con los demas habitats, sin embargo en peridomicilio los
valores para este hospedero fueron mas bajos de lo esperado. Poblaciones de T.
dimidiata se estan movilizando entre domicilio y peridomicilio, evidenciado por el
hallazgo de proteinas sanguineas de especies domésticas como bovino, caprino y
equino, indicando que los insectos toman su alimento por mayor disponibilidad y
cercania de estos animales a estos lugares.

Los resultados evidencian la movilidad de las poblaciones de T. dimidiata entre los
habitats intradomiciliarios y extradomiciliarios de la zona de estudio, lo que podria
aumentar el riesgo de transmision de T. cruzi a humanos, por el estrecho enlace
del ciclo silvestre y domeéstico involucrando el mismo vector. El hallazgo de sangre
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humana y de animales silvestres como armadillo y opossum en insectos
colectados en intra y peridomicilio, asociados a las altas tasas de infeccién por T.
cruzi (23 % para Macaravita 'y 32 % para Capitanejo) (Angulo et al., 2004; Farfan
et al., 2006), puede indicar que participa de una manera activa en el transporte del
parasito desde el ambiente silvestre, infestando o reinfestando el domicilio.

En un estudio realizado en un area rural de Boyaca, en Colombia, con condiciones
geoambientales similares a las de la zona de estudio de este trabajo y utilizando
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), también mostro el intercambio de
poblaciones de T. dimidiata de habitats silvestres con domeésticas vy
peridomésticas, aunque con bajo flujo genético. Estas poblaciones silvestres
podrian estar implicadas en los eventos de reinfestaciones en el area (Ramirez et
al., 2005).

Una situacion parecida fue identificada en una investigacion realizada en
poblaciones de R. prolixus de palmas de los llanos orientales de Colombia,
utilizando las preferencias alimentarias. En este estudio se identificaron proteinas
de animales silvestres, de humano y de animales domésticos en poblaciones de
palmas y de silvestres en los vectores domésticos sugiriendo movilidad de las
poblaciones entre estos habitats (Farfan et al., 2005, 2007b; Angulo et al., 2006b).

Dentro del grupo de reactivos la proporcion de insectos adultos positivos para
proteinas de origen humano fue alta (28,6 %), comparables con los resultados de
otros estudios (Zeledon et al., 1973, 2005). La relacion entre adultos y proporcion
de hospederos reveld la tendencia de asociacion de los insectos machos con las
fuentes sanguineas especialmente de cabras, mas que las hembras. Observacion
acorde con resultados previamente obtenidos analizando el fenotipo antenal en
estas mismas poblaciones, que mostraron ausencia de diferenciacion en los
machos que podria ser un indicador de mayor dispersién entre habitats,
brindandole a este estadio mayor oportunidad de obtener alimento sanguineo
(Monroy et al., 2003b; Arroyo et al., 2007). Las ninfas del domicilio por el contrario
se relacionaron mas con alimentaciones en hospederos humanos.

La presencia de proteinas sanguineas de humano y de animales domésticos en
las ninfas del domicilio sugiere movilidad de éstas entre domicilio y peridomicilio
en donde se presenta mayor oportunidad y disponibilidad para la alimentacion. El
hallazgo de vectores adultos en intradomicilio con sangre de armadillo y fara
sugiere entrada de éstos desde el exterior, probablemente originarios de
ambientes silvestres, especificamente cuevas y acumulos de rocas localizados
alrededor de la vivienda mas proxima. Se observa una clara relacién del ciclo
domeéstico y silvestre basado en la identificacion de las fuentes sanguineas, asi
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como por las evidencias de dispersion de ninfas desde el exterior hacia las casas,
como previamente fue presentado y discutido (Zeledon et al., 1973).

La capacidad invasiva de T. dimidiata silvestre es alta, pues se ha observado que
los adultos llegan volando (presuntamente atraidos por la luz) y las ninfas
caminando o posiblemente transportadas por vertebrados visitantes como fue
observado anteriormente en Guatemala (Monroy et al., 2003b; Angulo et al.,
2004); los hallazgos de ingesta de sangre de animales silvestres en insectos intra
y peridomésticos favorecen esta apreciacion.

Al igual que lo observado en este estudio para las poblaciones de T. dimidiata
silvestres, Zeledén et al.,, (2001) describi6 un fenébmeno que ocurre
frecuentemente en diferentes areas de Costa Rica, en donde estas poblaciones,
constantemente invaden ecotopos artificiales en viejos o nuevos asentamientos,
con parcial o completo éxito en su proceso de domiciliacion.

El hallazgo de T. dimidiata en el peridomicilio confirma la tendencia de este insecto
a invadir ecétopos artificiales, los animales domésticos como perros y gallinas en
sus sitios de descanso y que permanecen en este habitat podrian actuar como
una barrera en el peridomicilio ya que son las primeras fuentes alimentarias para
el insecto y son éstos frecuentemente sus primeros hospederos; ademas los
perros pueden infectarse con T. cruzi facilmente por sus habitos lamedores
(Zeledon et al., 2001a, 2005).

El elevado namero y diversidad de lugares peridomiciliarios en donde T. dimidiata
puede refugiarse genera un comportamiento exploratorio con una seleccién menos
especializada de sus hospederos, como fue observado en este estudio por el
amplio espectro de hospederos detectados, y es acorde con la asociacion de
mayor dispersion e invasion de los machos, por el aumento de mecanoreceptores
observado en un trabajo sobre el fenotipo antenal de T. dimidiata en estas mismas
poblaciones (Arroyo et al., 2007). Ademas, se ha observado que los machos
tienen mayor probabilidad de dispersion a través del vuelo que las hembras, lo que
les permite incursionar en diferentes habitats.

Diversos factores relacionados con la capacidad de T. dimidiata para acercarse a
sus hospederos, que pueden influir en su comportamiento para la alimentacion,
estan relacionados con el tiempo que tarda en alimentarse, con su tamario; las
interrupciones frecuentes por la irritabilidad de los animales en el momento de la
picadura hace que el insecto se movilice en busca de otro hospedero para
completar su alimentacion. Este comportamiento puede ser explicado por las
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frecuentes alimentaciones mdultiples observadas en la zona de estudio y como ha
sido descrito anteriormente (Zeleddn et al., 1973, 2005; Christensen et al., 1988).

Un comportamiento similar a la de las poblaciones de T. dimidiata silvestres
mostrada en este estudio, ha sido determinado en varios vectores de T. cruzi
silvestres en otras regiones de Latinoamérica. En los habitats silvestres como
cuevas, rocas y palmas los triatominos no encuentran suficiente alimento que los
presiona para suplir sus requerimientos nutricionales en otros habitats con menos
competencia y mayor oportunidad de alimento como el domicilio humano y su
peridomicilio.

Estudios llevados a cabo en Brasil con diferentes poblaciones de P. megistus,
mostraron amplio eclecticismo alimentar, especialmente con marsupiales, aves y
roedores en los colectados en el habitat silvestre. Las poblaciones localizadas en
ecotopos artificiales y domésticos se encontraron con alimentaciones en humano y
animales silvestres, similar a este estudio, con altos valores de infeccion natural
con T. cruzi.

La invasion de ecotopos artificiales y en determinadas circunstancias la
colonizacion de los mismos, con indices de infeccion natural elevados y con
alimentaciones en humano, son factores posibles para que ocurra transmision.
Cuando se encuentran alimentados con una sola especie, sin infeccién y en el
peridomicilio tienen un significado epidemiolégico menor (Forattini et al., 1981;
Correa Rodrigues et al., 1992; Steindel et al., 1994).

En Rio de Janeiro, Brasil, estudios de preferencias alimentarias en poblaciones de
T. vitticeps del domicilio, mostraron reactividad en armadillo, humano y cerdo
(Goncalves et al., 2000), contrario a lo encontrado en este mismo estado
posteriormente, en donde las mayores fuentes alimentarias para esta especie
fueron humano, roedor y ave (Lorosa et al., 2003). Los resultados variables de
estas investigaciones posiblemente dependieron de la disponibilidad de los
hospederos en las zonas investigadas.

En el cono sur especies silvestres como T. rubrovaria, tienen significancia
epidemiolégica como vectores de T. cruzi, por su amplia distribucion y su
tendencia a invadir ambientes domésticos. En Uruguay, insectos colectados en
ecotopos naturales y artificiales, mostraron como hospederos principalmente a
bovidos seguido de ave y marsupiales; los ejemplares de procedencia
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peridomiciliaria y silvestre se encontraron alimentados con sangre humana
(Salvatella et al., 1994), contrario a lo observado en este estudio en donde solo se
detectd un caso para humano, hecho probablemente relacionado con la seleccion
menos especializada de hospederos en este habitat. Otros autores estudiando la
misma especie en habitats domiciliarios y extradomiciliarios, corroboraron lo
anterior, aunque mas asociados a hospederos sinantropicos y domésticos
(Almeida et al., 2002).

En un estudio epidemiolégico con poblaciones de R. pallescens en Panama en
habitats domésticos, peridomésticos y palmas (silvestres), indic6 el caracter
zoofilico de esta especie, que se alimenta principalmente de animales silvestres,
siendo la sangre de los opossums la fuente alimentaria preferida, aunque el
hombre también se ha reconocido como hospedero. Cambios ecoldgicos tales
como la deforestacién pueden causar mortalidad de los hospederos silvestres con
alteracion de la biocenosis, conduciendo a un pobre estado nutricional para los
triatominos, que induce al insecto a buscar nuevas fuentes alimentarias en otros
habitats (Vasquez et al., 2004).

La obtencion de resultados confiables e interpretables en los estudios para evaluar
el comportamiento de los triatominos utilizando como herramienta la identificacion
de los hospederos, requieren el conocimiento de los habitats, lugares de colecta,
tipos y densidad de animales en las zonas (silvestres y domésticos). Sin embargo,
factores relacionados con las caracteristicas biolégicas de los insectos, como
capacidad alimentaria, grado de digestién de proteinas, tiempo transcurrido desde
su alimentacién hasta su diseccion en el laboratorio y vitalidad influyen en la
cantidad de proteinas identificables en el intestino por las pruebas (Weitz, 1956).

Adicionalmente, las condiciones ambientales tienen un efecto considerable en la
longevidad de las alimentaciones sanguineas, ya que cambios en la temperatura o
humedad pueden acelerar o retrasar la actividad metabdlica de los insectos. En
este trabajo algunos de los contenidos intestinales de T. dimidiata presentaron un
alto grado de digestion, determinado por el color del contenido intestinal y sin
embargo la prueba de ELISA logroé identificar proteinas sanguineas.

La absorcion de anticuerpos heterélogos mejoré la especificidad de los antisueros
disminuyendo la reactividad cruzada entre las diferentes especies de animales,
especialmente en los mamiferos, como fue observado en otros trabajos (Burkot et
al., 1981; Weitz, 1956). La apreciable disminucion de los titulos de antisueros,
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para algunos animales muy proximos en la escala zoolégica como caprino, bovino,
ovino, observado en este estudio ya habia sido reportado por otros autores (Burkot
et al., 1981; Weitz., 1956); no obstante, mostraron reactividad especifica ante los
controles positivos homélogos con titulos detectables por encima del punto de
corte.

Este estudio contribuy6é al conocimiento de los habitat de T. dimidiata, de las
asociaciones con sus hospederos y de los mecanismos de intercambio o movilidad
entre los habitat naturales y artificiales. La amplia diversidad y disponibilidad de
hospederos es mas estable en las viviendas y peridomicilios y brindan excelentes
refugios para los insectos procedentes de habitats silvestres.

Finalmente es importante tener en cuenta que para interpretar mejor los resultados
de los estudios tendientes a identificar los hospederos, es necesario conocer y
estimar la densidad de las diferentes especies de animales en las zonas,
particularmente para establecer la movilidad de los insectos entre los habitat y su
posible implicacion en la transmision de T. cruzi al hombre.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La necesidad de un meétodo para la identificacion de las preferencias
alimentarias especificas a nivel genérico y bastante sensible, permitié en este
estudio adaptar la técnica de ELISA (Enzyme Linked-Immunosorbent Assay)
para este proposito.

Se determind el caracter ecléctico de T. dimidiata en habitats domiciliarios y
extradomiciliarios, por la identificacion de ingesta de sangre humana, de
animales silvestres y domésticos, utilizando la técnica de ELISA.

Se determiné la movilidad de las poblaciones silvestres de T. dimidiata hacia el
domicilio y peridomicilio por el hallazgo de sangre de animales domésticos en
éstos y por la presencia de sangre de animales silvestres en los insectos
domésticos y peridomésticos. Estos resultados contribuyen a la comprensién
de los ciclos de transmision de T. cruzi.

Los resultados de este trabajo contribuyen al entendimiento del
comportamiento de vectores secundarios como T. dimidiata, los cuales pueden
reinfestar el domicilio humano en las areas tratadas. Estos resultados
evidencian el riesgo de reinfestacion de las viviendas por insectos silvestres y
la importancia de controlarlos debido al gran potencial de adaptacion al
domicilio humano y por consiguiente la transmision de parasitos a humanos.

La necesidad de implementar estrategias de control efectivas, obliga a conocer
aspectos sobre la biologia, eco-epidemiologia y grado de dispersion entre las
poblaciones silvestres y domiciliadas para comprender las actuales
implicaciones epidemiolégicas de la enfermedad de Chagas.

Considerando que la disponibilidad de hospederos es la causa aparente de las
preferencias alimentarias en T. dimidiata, se hace necesario en proximos
estudios determinar con precision el nimero y densidad de hospederos en
todos los hébitats, en un tiempo de monitoreo que indique las variaciones
estacionales de las poblaciones de T. dimidiata entre sus habitats que afectan
su dispersion y movilidad. Ademas de otros estudios que relacionen esos
factores con las tasas de infeccion natural por T. cruzi en los insectos y en los
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hospederos y su relacion con la infeccibn humana, que permitiran una vision
méas amplia y especifica de la dinamica de transmision y su impacto
epidemiolégico.
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ANEXO A

TITULACION DE ANTISUEROS MEDIANTE ELISA

Para determinar los titulos de los antisueros policlonales producidos se
estandariz6 la técnica de ELISA, estableciendo las concentraciones minimas de
los reactantes para la prueba, asi como los tiempos de incubacion, tiempo y forma
de lavados y bloqueos.

Se sometieron diluciones de sueros al doble desde 1/1.000 hasta 1/16.000, frente
a diluciones de antisueros homologos seriadas desde 1/1.000 hasta 1/2.048.000 y
conjugado en diluciones desde 1/2.000 hasta 1/16.000. Después de establecer las
condiciones para el ELISA, finalmente el protocolo que se utilizO para las
titulaciones de los antisueros fue el siguiente:

Microplacas de poliestireno de 96 pozos (Maxisorp NUNC®, Denmark) fueron
sensibilizadas con 100 ul de sueros diluidos desde 1/16.000 en buffer carbonatos
pH 9,6, que fueron incubados por dos horas a 37°C. Después de 5 lavados con
PBS-Tween 20 0,05% (PBS -Tween) pH 7,2, se afiadieron los antisueros diluidos
desde 1/1.000 hasta 1/2.048.000 en pozos dobles y por separado para cada
antisuero; en este paso las placas fueron incubadas a 37 °C durante una hora.
Posterior a otros lavados, se afadié anti-lgG de conejo marcada con fosfatasa
alcalina (SIGMA®) diluida 1/4.000 y después de otra incubacién y lavado se
agregd el sustrato p-nitrofenilfosfato (SIGMA®), dejandose en oscuridad a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccién enzimatica fue detenida
con NaOH 3M vy las lecturas fueron hechas en un lector de ELISA (Anthos 2020%)
a 405 nm con filtro de referencia de 620 nm.

Este mismo procedimiento fue realizado para los antisueros absorbidos pero
diluciones de los sueros 1/200 y los antisueros en diluciones dobles desde 1/100
hasta 1/102.400; el conjugado se utilizdé 1/2.000. Los demas pasos en el ELISA se
realizaron de la misma manera que para los antisueros no absorbidos.

Se determinaron los radios de unidon BR (Binding ratios) de cada antisuero para
establecer su punto final en la titulacion, dividiendo la densidad Optica del
antisuero en la densidad oOptica del negativo, en este caso el blanco.
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ANEXO B

PURIFICACION DE ANTISUEROS POLICLONALES

Para la purificacion de los antisueros policlonales producidos, se realizaron
procedimientos de absorcion en medio liquido segun la metodologia de Weitz
(1956). EIl protocolo original presentado por este autor fue modificado para
mejorar la especificidad de los antisueros en este trabajo.

1. Una mezcla de partes iguales de suero de armadillo, bovino, cabra, canino,
equino, fara, ave, gato, humano, ovino, porcino y rata se mezclé para formar
pooles. A cada pool no se le agreg6 el suero homélogo del antisuero que se
pretendia absorber. Por ejemplo: para absorber antisuero humano, se
agregaron todos los demas excepto éste.

2. Se prepararon doce pooles diferentes, cada pool se componia de un volumen
de 30 ul de cada suero (11 sueros); éstos se marcaron y almacenaron a -20°C
hasta su uso.

3. Cada antisuero a absorber se diluyé en 1/50, 1/100 y 1/200 en PBS pH 7.2. Se
prepararon 2000 ul de cada dilucion

4. Se tomé una parte del pool de sueros (antigeno) respectivo con 100 partes del
antisuero a absorber previamente diluido. Como cada antisuero ya se habia
diluido en un volumen final de 2.000 ul, entonces a éste se le agregaron 20 ul
de cada pool.

5. Posteriormente se agitd en vortex y luego en el agitador de placas durante 30
minutos.

6. Se incubaron a 37°C por 2 horas y luego se dejaron a 4°C toda la noche

7. Posteriormente, se centrifugaron a 5.000 g por 15 minutos, el sobrenadante se
recuperd en otro vial y el sedimento fue descartado.
8. El sobrenadante de cada antisuero absorbido se almacend a -20°C.
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9. Luego del primer proceso de absorcion se realizaron titulaciones y pruebas
cruzadas para determinar concentracion y especificidad. Si en las pruebas
cruzadas se encontraba reactividad con sus heterélogos, este proceso se
repetia hasta que se eliminaran los anticuerpos inespecificos.
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ANEXO C

CURVA DE CALIBRACION DE PROTEINAS
PROTOCOLO

Para hacer determinar la concentracion de proteinas de los antisueros se
realizaron curvas de calibracidon de proteinas en pg/mly mg/ml.

Se utiliz6 el reactivo de Bradford del kit Quick Star Bradford de Bio-rad®, la
albumina bovina correspondio al estandar.

Se siguio el protocolo establecido por la casa comercial y se realizaron 3 curvas
de calibracién con diferentes concentraciones del estandar: 0,025-1 mg/ml, 1-30
pug/mly 40-100 pg/ml, con linealidades entre 0,05 a 0,5 mg/mly de 8 a 80 pg/ml.

Para la elaboraciéon de cada curva de calibracion se utilizaron diferentes
concentraciones del estandar. Este proceso se realizé por triplicado, con el fin de
obtener la mejor linealidad en las curvas.

A continuacion se muestran algunas de las curvas de calibracion utilizadas para
determinar la concentraciéon de proteinas de los antisueros y controles en este
trabajo (Figuras 17, 18 y 19):
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Figura 17. Curva de calibracion de proteinas de 0,025-1 mg/ml
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Figura 18. Curva de calibracion de proteinas en 1-30 pg/ml
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Figura 19. Curva de calibracion de proteinas en de 40-100 pg/ml
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ANEXO D
ELISA PARA LA DETECCION DE HOSPEDEROS DE Triatoma dimidiata

Para determinar los hospederos de T. dimidiata se estandarizé la técnica de
ELISA, estableciendo las concentraciones minimas de los reactantes para la
prueba, asi como los tiempos de incubacién, tiempo y forma de lavados y
bloqueos. El protocolo final fue el siguiente:

Microplacas de poliestireno de 96 pozos (Maxisorp NUNC®, Denmark) fueron
sensibilizadas con 100 ul de los contenidos intestinales de los insectos diluidos
1/50 en buffer carbonatos pH 9,6 (en las filas A-G), estas placas fueron incubadas
por dos horas a 37°C. Después de 5 lavados con PBS-Tween 20 0,05% (PBS -
Tween) pH 7,2, en lavador de placas automético Bio-rad®, se afiadieron los
antisueros absorbidos diluidos 1/50 con PBS-Tween 20 0,05%-albumina 3%, en
cada una de las columnas 1-12; en este paso las placas fueron incubadas a 37 °C
durante una hora. Posterior a otros lavados, se afiadid anti-lgG de conejo marcada
con fosfatasa alcalina (SIGMA®) diluida 1/2.000 y después de otra incubacién y
lavado se agregé el sustrato p-nitrofenilfosfato (SIGMA®), dejandose en oscuridad
a temperatura ambiente durante 15 minutos.

La reaccion enzimatica fue detenida con NaOH 3M y las lecturas fueron hechas en
un lector de ELISA (Anthos 2020%) a 405 nm con filtro de referencia de 620 nm.
Cada placa fue procesada con sus respectivos blancos, controles positivos y
negativos. Reacciones por encima del punto de corte preestablecido se
consideraron positivas para el antisuero respectivo.
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