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RESUMEN

TITULO:

Efecto insecticida de lambdacihalotrina y fenitrotion sobre dos cepas de Panstrongylus
geniculatus (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae)*

AUTOR:
Flor Angela Torres Pimiento **
PALABRAS CLAVES:

P. geniculatus, lambdacihalotrina, fenitrothién, susceptibilidad, resistencia, potencial insecticida
vigilancia comunitaria, PCR.

CONTENIDO:

Panstrongylus geniculatus, es un triatomino silvestre, intruso en domicilios humanos. Este
estudio se propuso analizar la susceptibilidad a los principios activos lambdacihalotrina y
fenitrotion en dos cepas (susceptible y de campo) de P. geniculatus. Se colecté una poblacion
de P. geniculatus de campo (Chorreras, Santander); usando como métodos de captura:
trampas con cebo animal, captura manual y vigilancia comunitaria. Se determiné la infeccion
natural de Tripanosoma cruzi por examen directo y PCR. Se establecid la linea de
susceptibilidad a lambdacihalotrina y fenitrotién por aplicacién tépica, en las cepas (susceptible
y campo) en ninfas de primer estadio. Se hallé la DLsg y la DLy usando el programa POLO-
PLUS; Probit and Logit Analysis Versién 2.0. Se hall6 el grado de resistencia: DLsg cepa campo
/ DLgg cepa laboratorio.

La efectividad de los métodos de captura fue 5, 16,78%; para captura manual, trampa de luz y
vigilancia comunitaria, respectivamente. La sensibilidad para T. cruzi por PCR y examen directo
fue de 44,4% y 33%, respectivamente. Las DLsy y DLgg €n las cepas de campo y laboratorio, en
nanogramos/insecto, fueron: 1,194; 5,764 y 0,024; 0,131 para lambdacihalotrina y 1,476; 7,354
y 0,482; 5,471 para fenitrotién, respectivamente. Los grados de resistencia fueron: GR = 48,9
para lambdacihalotrina y GR = 3,06 fenitrotion.

La vigilancia comunitaria es el método méas efectivo para determinar la presencia del vector en
los domicilios y peridomicilios. Se evidencio infeccién natural para T. cruzi por PCR y examen
directo. La cepa de campo mostré resistencia a lambdacihalotrina y fenitrotién, influenciada por
el uso de agroquimicos en la zona. Implementar medidas para la deteccién temprana de
resistencia en triatominos es importante en el disefio de programas de control vectorial.

*Tesis de Maestria

**Facultad de Salud. Departamento de Ciencias Béasicas. Maestria Ciencias Basicas
Biomédicas. Director: Victor Manuel Angulo Silva Med. M.Sc
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Insecticide effect of lambdacyhalothrin and fenitrothion on two strains of Panstrongylus
geniculatus (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) *

AUTHOR:
Flor Angela Torres Pimiento**

KEY WORDS:
P.geniculatus lambdacyhalothrin, fenitrothion, susceptibility, resistance,insecticide
potential, community surveillance, PCR

CONTENT:

Panstrongylus geniculatus, is a wild triatomine, intruder in human domiciles. This study
aimed to analyze the susceptibility of two strains (susceptible and field) of P.
geniculatus,to the active principles lambdacyhalothrin and fenitrothion. It was collected
a field strain of P. geniculatus (Capitanejo, Santander), using as capture methods:
animal bait traps, manual capture and community surveillance. We determined the
natural infection of Trypanosoma cruzi by direct examination and PCR. Line
susceptibility was established to fenitrothion and lambdacyhalotrin by topical application
on strains (susceptible and field) in first instar nymphs. We found the LDsq and LDgg
using the softwarePOLO-PLUS, Probit and Logit Analysis Version 2.0. We found the
resistance degree: LDs, strain field / LDsy laboratory strain.

The effectiveness of the methods of capture was, 5, 16, 78%; formanual capture, light
tramps and community surveillance, respectively. The sensitivity for T. cruzi by PCR
and direct examination was 44.4% and 33%. The LDsy and LDy in laboratory and field
strains, in nanograms / insect, were: 1,194, 5,764 and 0,024, 0,131 for
lambdacyhalothrin and 1,476, 7,354 and 0,482, 5,471 to fenitrothion, respectively. The
resistance degreeswere: GR = 48.9 to lambdacyhalothrin and GR = 3.06 to
fenitrothion.

Community surveillance is the most effective method for determining the presence of
the vector in domiciles and peridomiciles. Natural infection was established for T. cruzi
by PCR and direct examination. Lambdacihalothrina recorded greater insecticide
potential than fenitrothion in the strains tested. Field strain shows resistance to
lambdacyhalothrin and fenitrothion, influenced by the use of chemicals in the area.
Implement measures to early detection of resistance in triatomines is important in the
design of vector control programs.

*Mastery thesis
**Health Faculty. Medicine School. Basic Sciences Department.Biomedical Basic Sciences Mastery. Director:
Victor Manuel Angulo Silva Med. M.Sc
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INTRODUCCION

El mal de Chagas es una enfermedad grave, en ocasiones mortal, causada por
el protozoo parasito Trypanosoma cruzi. Sus primeros sintomas son fiebre,
fatiga, inflamacion de los ganglios y dolor cardiaco, pero con el paso de los
afos la infeccidbn puede provocar una debilitacidbn cronica resultante de la
destruccion del musculo cardiaco (Lugones, 2002; Rassi et al., 2010). Se
registra principalmente en América Latina, donde se estima que durante el
decenio de 1980 estaban infectadas mas de 20 millones de personas (WHO
2002). Desde entonces, los paises de esa zona han realizado enormes
esfuerzos para controlar la transmision de la enfermedad y las estimaciones
actuales indican que el nimero de personas infectadas es inferior a 8 millones,
sin embargo, la salida de latinoamericanos portadores de la enfermedad
procedentes de paises endémicos ha ocasionado que este mal no esté solo
confinado en esa zona de las Américas; y en efecto, se han detectado casos de
transmisiébn mediante la donacion de sangre y de Organos en paises no
endémicos de Europa, y Norte América (OMS 2007; Rassi et al, 2010;Rassi et
al., 2012; Sammartino, 2009).

En Colombia, el estimativo de prevalencia de la infecciébn por T. cruzi es de
1.300.000 habitantes y de 3.000.000 de individuos en riesgo de adquirir la
infeccion, de acuerdo con la distribucidon geografica de insectos vectores (Guhl
et al., 2003). Dadas las caracteristicas del contexto donde el Chagas existe, el
tema supera ampliamente los limites de la realidad biomédica, resulta un
problema complejo y profundamente social que requiere aproximaciones de
investigacion, prevencion, control y tratamiento que brinden respuestas
integrales, acordes a las caracteristicas de los escenarios actuales (Bricefio y
Galvan, 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud y el Banco Mundial vienen adelantando
investigaciones por cerca de un cuarto de siglo, conducentes al control y
eventual eliminacion de esta patologia en Suramérica. En 1991, los Ministros

de Salud de algunos paises suramericanos, lanzaron un proyecto multinacional
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gue se conoce como la Iniciativa del Cono Sur, este programa multinacional
viene trabajando mancomunadamente desde 1992 'y refleja el
compromisopolitico de los Gobiernos de estos paises para lograr las metas
propuestas (Min Salud Buenos Aires 1998). Estas iniciativas se extendieron a
los paises andinos y luego a los centroamericanos para eliminar la transmision
vectorial de la enfermedad de Chagas (TDR (Tropical Diseases Research),
2002).

Los Ministerios de Salud de los paises del cono sur disponen de datos
epidemioldgicos y entomoldgicos sobre desinsectacion de viviendas rurales,
infeccion por T. cruzi en grupos etéreos jovenes y cobertura de tamizaje en
bancos de sangre que indican quela interrupcion de la transmision de la
Enfermedad de Chagas se ha logrado en Uruguay (1997), Chile (1999) y Brasil
(2000) (WHO, 2002).

En Colombia, el Programa Nacional de Prevenciéon y Control de la Enfermedad
de Chagasfue concebido con los siguientes componentes: lucha antivectorial,
control transfusional (tamizaje obligatorio de los donantes se inici6 en 1995),
control de la transmisidon congénita, tratamiento de los pacientes infectados y
mejoramiento de las viviendas rurales (Giraldo et al., 2008). Desde 1996 se
cred el Programa Nacional del Control Vectorial de la Enfermedad de Chagas
(Guhly Vallejo, 1999); en su marco se han iniciado actividades de aspersion de
insecticidas piretroides y organofosforados y politicas de mejoramiento de
vivienda en Boyaca, Casanare, Santander, Norte de Santander y Arauca
(Guhly Vallejo, 1999; Angulo y Sandoval, 2001). Dichos departamentos forman
parte de las zonas catalogadas como de alto y mediano riesgo de infeccion,
donde el uso de insecticidas se ha hecho extensivo como medida de control
(Sanchez, 2005).

En Santander y otros departamentos de alto riesgo, se han registrado las
principales especies de triatominos domiciliados en Colombia, como son
Rhodnius prolixus (municipios de Simacota, Guepsa, Ocamonte, Pinchote, San
Joaquin, Malaga, Charala y Bucaramanga), Triatoma dimidiata (municipios de

Contratacién, Curiti, EI Carmen, Malaga entre otros) y Triatoma venosa
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(Contratacion, el Carmen, San Gil, San Joaquin, Malaga, Socorro y Suaita
(Guhl, 1999; WHO, 2002). Otras especies distribuidas en el departamento y
que se han incluido en ciclos silvestres (Guhl, 1999) son R.pallescens,
encontrada en San Vicente, San Gil, Contratacién, EI Carmen, y Socorro;
P.humeralis y P. rufotuberculatus, encontrados en el Carmen, San Vicente de
Chucuri y P. geniculatus hallado en Barichara, Contratacién, Curiti, El Carmen
y Pinchote (Molina et al., 2000).

Al implementar un Plan de Control Nacional para determinar la situacion
epidemiologica y el riesgo de transmisiobn en zonas de alto riesgo como la
region Nor-Oriental del pais (Norte de Santander, Arauca, Santander), se
tienen en cuenta los siguientes factores: tipificaciéon del domicilio y peridomicilio
como factor de riesgo para la domiciliacién de triatominos, la prevalencia de la
infestacion domiciliaria, la distribucion de especies de triatominos domiciliarios
y el indice de infeccion con T. cruzi (Angulo, 1999). Para esto, serequiere la
integracion de la vigilancia entomolégica con la vigilancia epidemioldgica.

La vigilancia entomoldgica esta referenciada en la busqueda y erradicacion del
vector. El control quimico ha controlado el vector hasta eliminarlo y ha
permitido obtener mejores resultados que otro tipo de controles en la vigilancia
de la transmision de la enfermedad (Zerba, 1987).

El control de vectores se ha dificultado en algunos paises debido a la aparicion
de resistencia a insecticidas. El uso intensivo e indiscriminado de plaguicidas
ha contribuido al desarrollo de resistencia a nivel genético. En el tiempo se ha
incrementado el nimero de artrépodos resistentes, de importancia en salud
publica, y casos de resistencia multiple han aparecido en algunas especies.
(Alzogaray, 2003; Chavasse y Yap, 1997; Picollo et al., 2005). La principal
defensa contra la resistencia esta enmarcada en la vigilancia de la
susceptibilidad en las poblaciones vectores. De alli que implementar medidas
para deteccion temprana de la resistencia en triatominos es importante en el
disefio de programas de control de vectores, por cuanto facilita la seleccion del
insecticida apropiado o la inclusion de otros métodos complementarios (WHO,
1992; Vassena y Picollo, 2003).
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La resistencia de triatominos a insecticidas ha sido reportada a nivel de campo
en ciertas areas de Venezuela: en cepas de Rhodnius prolixus con carbamatos
y organofosforados (Gonzéalez-Valdivieso et al., 1971) y con piretroides (Soto y
Molina, 2001; Vassena et al., 2000) y de T. infestans en Argentina (Vassena y
Picollo, 2003).El uso continuo de insecticidas para controlar las poblaciones de
triatominos ha constituido una fuerte presion selectiva que condujo a la
aparicion de focos de insectos resistentes, conllevando al fracaso de las
medidas de control en algunos paises del cono sur (Alzogaray, 2003). Esta
situacién es preocupante ya que la resistencia de los triatominos al control de
tipo quimico dificulta la eliminacion del vector y por tanto aumenta la posibilidad

de transmision de la enfermedad de Chagas.

En los dltimos afios se ha venido observando la visita ocasional a viviendas
rurales, cabeceras municipales y viviendas urbanas de algunas especies de
triatominos entre las cuales se destaca P. geniculatus (Angulo, 2000) y ademas
existen reportes de domiciliacion de esta especie en Colombia y Venezuela
(Milva et al., 2012; Reyes, 2010; Reyes, 2009; Vera et al., 1998; Wolf y Castillo,
2000).

La importancia de esta especie radica en su posible implicacién en la presencia
decasos agudosdelaenfermedad de Chagas en zonas donde no hay presencia
de triatominos domiciliados. Algunos de estos brotes fueron los ocurridos en la
zona rural del municipio de Lebrija en el 2008, en donde murié un paciente de
23 afios, hubo ademas dos casos confimados de contagio de esta
enfermedad. Luego de encuestas epidemiolégicas en la misma zona, se
confirmaron diezcasos mas de contagio (Zambrano et. al, 2010). En 2009 se
registro el caso fatal de una nifia de un afio y se confirmaron otros cinco casos
en familiares de la paciente.Otro caso de brote de Chagas agudose presentd
en los municipios de Piedecuesta y Girdn en el 2009, en donde un nifio de seis
anos fue hospitalizado en la Fundacion Cardiovascular por sintomatologia
tipica chagasica (fiebre, vomito, edema facial, distension abdominal), se le
diagnostico miocarditis y se confirmo el contagio de la enfermedadcon prueba

diagnéstico por Elisa positivo, cuatro familiares del nifio también fueron
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afectados. Vale la pena resaltar que en todos los casos, la busqueda activa de
vectores dio como resultado el hallazgo de P. geniculatus y R. pallescens,

naturalmente infectados con Trypanosoma sp. (Zambrano et al., 2010).

P. geniculatus posee la distribucién geogréafica mas amplia en América: abarca
dieciocho paises y se ubica desde 0 a los 2000 m de altitud (Curto de Casas,
1996). En Colombia, P. geniculatus se ha reportado en veinticinco
departamentos (Guhl et al., 2007). En Santander; P. geniculatus ha sido
encontrado en cuarenta municipios, distribuido en 125 veredas y doce cascos
urbanos. En el area metropolitana de Bucaramanga se ha encontradoeste
triatomino en los barrios: Bucaramanga, Terrazas, Porvenir, Ciudadela Real de
Minas, Mutis, Sotomayor, Ciudad Venecia, Chorreras de San Juan, Campo
hermoso, San Alonso, Altos de Caracoli, Altos Campestre, Versalles
(Floridablanca) y Refugio (Piedecuesta) (Zambrano, 2010) y Villa del prado
(Comunicacioén personal Grupo CINTROP).Este evento es preocupante ya que
es inminente la entrada de este insecto al ciclo doméstico, lo que favorece la
transmision de esta enfermedad a las poblaciones humanas. Se necesita

encontrar estrategias que contrarresten dicha accion.

Teniendo en cuenta que en Colombia la principal estrategia para el control
integrado de la infestacion es el uso de sustancias quimicas insecticidas de
accion residual (Giraldo, 2008); es fundamental realizar monitoreo de la
susceptibilidad a insecticidas de especies silvestres que estan incursionando al
domicilio humano, con el propdsito de monitorear su efectividad y detectar
prematuramente cepas resistentes. Dentro de las actividades de deteccion de
resistencia es de suma importancia el desarrollo de metodologias

estandarizadas a fin de garantizar la comparacion de resultados.

En este trabajo se propone la evaluacion de la resistencia a insecticidas en
cepas de campo de P. geniculatus a través de la extension del protocolo de
evaluacion de la actividad insecticida en triatominos y monitoreo de la
resistencia aprobado por la OMS (1994); lo cual brindard informacién para
elegir alternativas de control.El trabajo también permitira el establecimiento de

las lineas base de susceptibilidad por primera vez para esta especie en el pais.

19



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Colonizar, determinar la infeccibn natural por T. cruzi y analizar la
susceptibilidad a los principios activos lambdacihalotrina y fenitrotion en una
cepa de laboratorio y una poblacién de campo de P. geniculatus.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la tasa de captura de diferentes métodos de colecta utilizados
para la obtencion de una poblacién de campo de P. geniculatus.

. Determinar la tasa de eclosién en diferentes sustratos de ninfas 1 en una

poblacion de campo de P. geniculatus.

o Determinar la infeccién natural por Trypanosoma cruzi en la poblacién de
campo de P. geniculatusmediante examen directo y PCR de ADN nuclear

satelital.

. Establecer la linea base de susceptibilidad de lambdacihalotrina vy
fenitrotion en ninfas de primer estadio en una cepa de laboratorio de P.

geniculatus.
o Determinar cuantitativamente si hay resistencia a los principios activos

de insecticidas en ninfas de primer estadio de una poblacién de campo de P.

geniculatus
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3. MARCO TEORICO

3.1 La Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana se puede definir
como una enfermedad parasitaria crénica, causada por un protozoario
flagelado, el T. cruzi (Rassi et al.,, 2010). Su contagio se presenta por
transmision vectorial a través de las deyecciones de insectos hemipteros
hematofagos, pertenecientes a la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae.
Comunmente son llamados pitos, chinches besucones o chiribicos en
Colombia, vinchucas en Chile y Argentina, chipos en Venezuela, barbeiros en
Brasil (Guhl 2007; Sanmartino, 2009). Otras formas de transmisiéon son la
congénita, transfusidn sanguinea, trasplante de d&rganos, accidental y por
consumo de alimentos contaminados (Chagas oral) (OPS, 2009; Zambrano,
2010). Debe su nombre a Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico brasilefio
que la descubrié en 1909, describiendo su agente causal, reservorios, insectos
vectores y su sintomatologia. Se estima que mas de 7 millones de personas se
encuentran infectadas y que méas de 100 millones estan expuestas a contraer la
infeccién (Coura, 2007; Sanmartino, 2009).

3.1.1 Sintomas

Respecto a la evolucion de la enfermedad, se observa que después de 10 dias
de incubacion, la persona entra en una fase aguda que puede ser asintomatica,
en ésta, se presentan sintomas inespecificos o se puede dar como un cuadro
clinico severo, mas frecuente en personas jovenes. En esta fase, los parasitos,
se pueden encontrar en sangre y se evidencia por sintomas como fiebre,
cefalea, anorexia, malestar, mialgia, debilidad, nauseas, vomitos, diarrea,
hepatomegalia, esplenomegalia y linfoadenopatia local o generalizada (Toso et

al., 2011). Luego de un periodo que dura aproximadamente 2 6 3 meses,
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comienza una fase también asintomatica donde dan positivos los analisis de
laboratorio, pero aparentemente no se desarrolla ninguna alteracion organica
atribuible al Chagas. Se calcula que el 75% de las personas infectadas
permanecera en esta fase durante toda su vida, el 25% restante evolucionara
hacia una etapa crénica luego de 15 a 20 afios, y desarrollard lesiones de
diversa complejidad principalmente en el corazén, pero también en el tracto
digestivo o el sistema nervioso (Storino et al., 2003; Coura, 2007), tales
manifestaciones pueden ser cardiopatias, megamalformaciones o ambos. Lo
mas comun es la presencia de miocarditis asociadas a arritmias y
cardiomiopatias dilatadas. A su vez, pacientes con anormalidades digestivas
pueden presentar cuadros clinicos de megaeséfago y megacolon (Toso et al.,
2011).

Se estima que en la década de los 80's, estd enfermedad afectd
aproximadamente a una poblacion de 16 a 18 millones de personas y mas de
100 millones estaban en riesgo de infeccion en 21 paises de América Latina
(WHO, 2004). Segun lo relatado por Rassi en el 2012, la Organizacion
Panamericana de Salud (PAHO), registré que para el afio 2005, 109 millones
de personas estan en riesgo de adquirir la enfermedad y 7,7 millones se
encontraban infectados, poniéndolas en riesgo de desarrollar complicaciones
cardiacas y gastrointestinales (Rassi et al., 2012; Rassi et al., 2010). Estas
cifras reflejan el alto riesgo de adquirir esta parasitosis y por tanto, constituye
uno de los problemas de salud publica mas graves de América Latina y una de

las endemias mas expandidas del continente Americano (OMS, 2007).

3.1.2 Formas de transmisioén

Las formas de transmision de la enfermedad de Chagas son las siguientes:

a. Transmision Vectorial: es la principal via de transmision, en el 80% de
los casos, la enfermedad en los humanos se debe a la transmisién vectorial, a

través de las heces del Triatoma. Esta se da cuando a través de las heces del
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insecto penetran los parasitos por la herida que causa la picadura, por lesiones
en la piel o por las mucosas de ojos, boca o nariz (Zambrano, 2010; Rassi
2010; WHO 2002).

Hay descritas mas de 130 especies de triatominos (Costa y Lorenzo, 2009), de
las cuales més de la mitad se infectan en forma natural o experimentalmente
con el T. cruzi (Schofield, 1994). Sin embargo, las especies mas importantes
desde el punto de vista epidemiolégico, son aquellas que colonizan las
viviendas humanas, generalmente confinadas a los ambientes domeésticos y
peridomésticos de las zonas rurales, semirurales y periurbanas de vastas
regiones de Latinoamérica. En Colombia, las especies consideradas
domiciliarias son R. prolixus (Stal 1859), T.dimidiata (Latreille 1811) y
T.maculata (Erichson 1848); especies como T. venosa (Stal 1859), P.
geniculatus (Latreille 1811) y R. pallescens (Barber 1932), son considerados
vectores secundarios pero han empezado a incrementar su importancia
epidemioldgica debido a su intrusion al ambiente domeéstico (Guhl, 1999;
Molina, 2000; Vallejo et al., 2009).

b. Via Trasplacentaria, la infeccion prenatal por via trasplacentaria de T.
cruzi en la circulacion materna con infeccion aguda o cronica, es posible, pero
no obligada.El riesgo de transmisién congénita parece variar en funcion de
diferentes factores epidemioldgicos, tales como la cepa del parasito,
laparasitemia de la madre, la existencia de lesiones en la placenta,y la regién
geografica (WHO 2002). Estimaciones recientes calculan que al afio ocurren
1000 nuevos casos de Chagas congénito en nuestro pais (OPS, 2006). Segun
lo descrito por Cucunuba en el 2011, en Colombia se calcula que la prevalencia
de la infeccién por T. cruzi en mujeres gestantes de municipios endémicos es
del 3.97% vy la transmision transplacentaria es del 20% en hijos de madres
infectadas. La enfermedad de Chagas en mujeres embarazadas es un hecho
relevante en zonas rurales y urbanas de Colombia, pero problemas en los
servicios de salud ha impedido el diagnéstico, el tratamiento y el control de la

enfermedad en las mujeres y recién nacidos. Se requieren normas a nivel
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nacional que permitan la cobertura de los servicios de salud para las madres,

los recién nacidos y sus familiares (Cucunubd et al., 2012).

C. Por leche materna, la posibilidad de infeccion del hijo por la leche de
madre que padece enfermedad de Chagas es posible, ha sido verificada
clinicamente y cuenta con ratificacion experimental, su ocurrencia es
excepcional y muchos especialistas consideran que es un riesgo importante
(WHO 2002).

d. Por hemotransfusién, otro considerable numero de infecciones se
produce mediante la transfusibn de sangre proveniente de donadores con
infecciones ignoradas, generando cuadros clinicos agudos en los receptores,
se han registrado casos mortales (WHO, 2002; Guhl, 2007).

e. Por contaminacion accidental en laboratorio, son multiples los casos
conocidos de esta enfermedad por infeccion accidental en laboratorios
médicos, por manipulacion de chinches provenientes de animales infectados,
cultivos de T. cruzi o material biol6gico proveniente de personas infectadas, en
linea: (WHO, 2002; Guhl, 2007).

f. Por ingestién de alimentos altamente contaminados, como la carne
poco cocida de mamiferos silvestres. Segun lo narrado por Toso Yy
colaboradores 2011, este tipo de transmision, estd tomando gran importancia
en la actualidad, su presentacion clinica es diferente a la observada en las
formas tradicionales de la infeccion. Luego de 5 dias post-ingesta contaminada,
se da una manifestacion aguda que resulta en miocarditis grave. El cuadro
clinico es de alta mortalidad, y su prondstico empeora cuando la edad del
paciente es menor (Barbosa, 2012; Guhl, 2007; Zambrano, 2010).

En la transmision oral se presentan factores de riesgo de tipo inmediato
(consumo de alimentos “in natura”) o mediato (a través de la contaminacion de

alimentos desde su origen, por su almacenamiento, por el transporte
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inadecuado o en su preparacion) (Guhl, 2007; Zambrano, 2010). La Figura 1

muestra la presencia del parasito en este tipo de transmision.

De esta forma y segun lo citado por Zambrano, la transmision oral de esta

enfermedad se puede dar por:

a. La ingesta de los insectos infectados, ya que pueden ser procesados
junto con los alimentos (ejemplo; lo ocurrido con el jugo de “acai”) (Benchimol,
2006).

Figural.Contaminacibn con heces y orina de reservorios y/o triatominos

infectados. Transmision Oral de la enfermedad de Chagas a humanos.

Consumo carne ¢ruda o mal cocida

Fuente: Zambrano 2010.

b. Por heces de triatominos (en la preparacion o consumo de los
alimentos).
C. Por la alimentacion, sin suficiente coccién de la carne y sangre de

animales que estén infectados, (sangre de armadillos, faras).
d. A través del consumo de alimentos contaminados con la secrecion de
reservorios (OMS, 2009).



3.2 Trypanosoma cruzi

El T. cruzi es un parasito protozoario causante de la enfermedad de la

tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas (Rassi et al., 2010).
3.2.1 Formas celulares y ciclo de vida de T. cruzi

Dependiendo del hospedero en que se encuentre, el T. cruzi toma diferentes
formas celulares (Figura 2) entre las cuales estan el epimastigote, que es la
forma extracelular y replicativa presente en el intestino de los triatominos; el
tripomastigote, es la forma celular no replicativa e infectiva y se encuentra en la
sangre de los mamiferos, en el intestino posterior de los vectores y en sus
deyecciones, estos entran por el lugar de la picadura o por erupciones de la
piel; finalmente estan los amastigotes que son las formas intracelulares

replicativas hallados en las células de los mamiferos (Toso et al., 2011).

Figura 2. Formas intracelulares de T. cruzi

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

Fuente: Toso et al., 2011

Como lo descrito por Toso y colaboradores en el 2011, cuando un triatomino
portador del parasito se alimenta de un mamifero, ingiere sangre vy
simultaneamente defeca. En las deyecciones se encuentran las formas

tripomastigotas que ingresan por el lugar de la picadura o por erosiones de la
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piel y son fagocitados, fundamentalmente por macréfagos. En la célula
hospedera, el tripomastigote es incorporado en una vesicula parasitéfora, de la
gue escapa alojandose en el citoplasma, donde se diferencia en amastigote.
Esta forma celular inicia numerosos ciclos de divisién, ocupando elcitoplasma
de la célula hospedera. Posteriormente los amastigotes se diferencian a
tripomastigotes altamente moviles, que son liberados al torrente sanguineo
desde donde infectan otras células blanco como por ejemplo células
ganglionares o musculares. Estos tripomastigotes sanguineos, al ser ingeridos
por triatominos, se diferencian en el intestino anterior a epimastigotes que se
dividen y migran hacia el intestino posterior del insecto. Cuando alcanzan el
recto se adhieren a la pared por su flagelo y se diferencian en tripomastigotes
metaciclicos. Una vez que se despegan dela pared intestinal, son eliminados
por las heces del insectocompletando el ciclo de vida (Toso et al., 2011). El
vector se vuelve infectante a los 30 o 40 dias de después de haber ingerido
sangre infectada. La infeccion del triatomino persiste durante toda su vida
(Guhl, 2007). La Figura 3 muestra el ciclo de vida de T. cruzi (ciclo de

replicacion y transmision del parasito).

Figura 3. Ciclo de vida de T. cruzi

El insecto triatomino
mngiere sangre de
humanos que wiven
en condiciones de
pobreza en areas
endémicas.

ripomastigotes

- 1 metaciclicos en .
e |3s heces i
| / Herida en la piel

" Fase Fpimastigote ‘%‘J S pE

A .

Eo

Piel o mucosas . - - :
Tripomastigote Tripomastigote

Torrente sanguineo -
Rom pimiento celular
(miocitos, células

nerviosas o celuas
musculares )

Fuente: Paredes et al., 2009
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3.2.2 Ciclos de transmision de T. cruzi
Hay tres ciclos de transmision en los que interviene el vector:

Ciclo doméstico

Se presenta en viviendas rurales o urbanas. Los principales reservorios del
parasito son los seres humanos, los perros y una gran gama de animales
domésticos como gallinas y cerdos entre otros, ademas de encontrarse en
faras (Didelphis marsupialis), reservorio importante del parasito. Los vectores
se encuentran en las grietas de las paredes, techos y en lugares del

peridomicilio como gallineros, pilas de lefia y arrumes de piedras (Guhl, 2007).

Ciclo peridoméstico

En este intervienen algunos mamiferos como roedores, marsupiales, perros,
qgue pueden entrar y salir libremente de las viviendas y triatomas silvestres, que
son atraidos por las casas por la luz o por fuentes de alimento. Este ciclo es un

nexo entre los ciclos domésticos y selvaticos (Guhl, 2007).

Ciclo selvatico

Se ha descubierto gran cantidad de mamiferos que se pueden infectar
naturalmente con T. cruzi, al igual que una gran cantidad de vectores selvaticos
gue también se infectan y a su vez infectan roedores, marsupiales y armadillos
entre otros. Entre estos vectores estan P. geniculatus, Rhodnius pallescens, y
R. colombiensis (Guhl, 2007).

3.2.3ldentificacion de T. cruzi en heces de triatominos

Para la identificacion de T. cruzi en heces de triatominos se utilizan las

siguientes técnicas:

a. Directo: La extraccion de las heces en triatominos capturados en estado
adulto se realiza presionando el abdomen del insecto sobre un portaobjeto con
una gota de solucién salina. Cuando el insecto esta muerto, se realiza un

lavado de la parte rectal, las muestras preparadas se observan en un
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microscopio Optico a 40X para observar la presencia o ausencia de T. cruzi

(Maizels et al., 1988). Esta técnica evidencia Trypanosoma sp.

b. PCR:Como lo descrito por Zulantay y colaboradores en el 2009, una
herramienta esencial para el diagndstico parasitolégico de la Enfermedad de
Chagas es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, ya que esta presenta una
alta sensibilidad, especificidad y rapidez para amplificar diferentes secuencias
de T. cruzi. (Soto, 1998).

Ferrer y colaboradores (2008) citan los tipos de PCR utilizados para el
diagnéstico de la Enfermedad de Chagas, entre estos se encuentran la PCR
para la deteccion de ADN de minicirculo de Kinetoplasto de T. cruzi y la PCR

para la deteccion de ADN satélite de T. cruzi.

El ADN de kinetoplasto (ADNKk), es una condensacion de ADN extra nuclear
qgue constituye entre el 20-30% del ADN total del parasito. Esta formado por
una red de moléculas circulares: maxicirculos y minicirculos. Cada uno de
estos minicirculos presenta cuatro regiones constantes y cuatro variables. Los
cebadores disefiados para las PCR se unen a las regiones constantes
delimitando las regiones variables, amplificandose estas ultimas, esta zona es

altamente especifica y sensible ya que solo amplifica el ADN de T. cruzi.

El ADN nuclear satelital del T. cruzi, representa el 10% del ADN del parésito,
convirtiéndolo en una diana altamente sensible. Este tipo de PCR, fue disefiada
por Moser y colaboradores (1989), quienes a partir de muestras de sangre de
ratones y de pacientes, realizaron amplificaciones de ADN repetitivo de 188 pb
“in vitro” demostrando la alta especificidad y sensibilidad de esta técnica para
T. cruzi, ademas esta también se puede utilizar en muestras provenientes de

heces de triatominos (Ferrer y colaboradores, 2008).
3.3 Panstrongylus geniculatus

En la actualidad P. geniculatus esta recibiendo gran atenciéon como vector de la
tripanosomiasis americana dado el numero creciente de reportes de esta

especie invadiendo el habitat doméstico y peridoméstico en un area amplia
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deVenezuela, Colombia, Brasil, Peru, Ecuador y Argentina.Al parecer P.
geniculatusesta entrando en un proceso de domiciliacion (Reyes et al., 2009,
Feliciangeli et al., 2004). En Colombia, P. geniculatus se ha reportado en 25
departamentos incluyendo a Santander, Norte de Santander, Boyaca,
Cundinamarca, Meta, Arauca y Boyaca entre otros (Molina et al., 2000). El caso
de domiciliacion de P. geniculatus es muy interesante epidemiolégicamente
dado que este proceso esta ocurriendo en centros altamente urbanizados,
como es el caso de Amalfi, Antioquia (Gualdron et al., 1999) y en Caracas,
Venezuela (Carrasco et al.,, 2005), entre otros (Costa Valente et al., 1998;
Costa Valente, 1999; Milva, 2012; Reyes 2009).

3.3.1 Ciclo de vida de P. geniculatus

Segun lo descrito por Wolff y Gonzalez (1991), al igual que los demas
hemipteros triatominos, P. geniculatus es estrictamente hematofago, en todos
sus estadios de vida. Algunos datos del ciclo de vida de P. geniculatus en
condiciones de laboratorio (T°=28-30°C, humedad relativa= 95%, alimentacién

con Mus musculus por 40 min cada 8 dias) son los siguientes:

Huevos: Tienen apariencia redondeada, de aproximadamente 2 mm de largo;
en uno de sus extremos se encuentra el opérculo por el que se realiza la
eclosion. Los primeros dias son de color blanco brillante y después de 6-8 dias
adquieren una tonalidad perlada que luego se torna rojiza. La eclosion ocurre a

los 22,3 £ 2,9 dias después de la ovipostura.

Ninfas I: Al principio son de color blanquecino y antes de alimentarse miden en
promedio 3 mm de largo, luego toman una pigmentaciéon mas oscura y unos 3-
5 dias mas tarde estan en condiciones de realizar su primera alimentacion

sanguinea. Duran en promedio 29,8 + 2,3 dias.

Ninfas 1l: Las ninfas en este estadio se diferencian de las del anterior por el
tamafio, alcanzando 5-7 mm de largo; en éstas se empiezan a observar los

primeros vestigios de conexivo (margen lateral saliente en el abdomen de los
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hemipteros), pero su pigmentacion sigue siendo muy uniforme. Este estadio
dura en promedio 16,3 + 2,4 dias.

Ninfas lll: Estas ninfas son de mayor tamafio, alcanzando 10-12 mm de largo;
el conexivo se empieza a diferenciar mas claramente; permanecen 25,3 + 4,4

dias en este estadio.

Ninfas IV: Miden 14-16 mm de largo; es posible observar los primordios de alas
qgue llegan a los primeros segmentos abdominales; las pigmentaciones de los
conexivos se hacen mas fuertes al igual que las del térax. Este estadio dura
35,2 + 4,7 dias.

Ninfas V: Las ninfas V son muy similares al estadio anterior en cuanto al
desarrollo de alas y del conexivo, diferenciandole basicamente en el tamafo.

Alcanzan 18-19 mm de largo. Tardan 27-40 dias para llegar a adultos.

Adulto: Se presenta dimorfismo sexual a nivel del extremo posterior del
abdomen, terminado en punta en la hembra y romo o redondeada en el macho.
La hembra es de mayor tamafo, alcanzado 26-28 mm de largo, mientras que el
macho mide 23-24 mm.El tiempo completo de desarrollo fue de 128-171 dias.
Este tiempo es mucho menor que el que habia registrado otros autores (Mayer
et al., 1946; Corredor et al., 1990), los cuales informaron de una duracion del
ciclo de 2 afos bajo condiciones de laboratorio en Venezuela. Otros autores
informaron acerca de la dificultad de mantener esta especie en laboratorio,
debido a sus altos requerimientos, principalmente de humedad, alcanzando su
desarrollo completo entre 398 y 683 dias, sin lograr su colonizacién después de
la primera generacion (Lent y Jurberg, 1969). La figura 4 muestra los tres

estadios principales de desarrollo de los triatominos; huevos, nifas y adultos.
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Figura 4. Estadios de desarrollo en triatominos.
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Fuente: http://www.agroambiente.cl/plagas/vinchuca.php 2010.

Adulto

3.3.2 Habitos de comportamiento

P. geniculatus, es estrictamente hematdfago, tanto adultos como ninfas. Es
considerada una especie silvestre y habita en cavernas de armadillos, cuevas
de murciélagos, nidos de péjaros y hojas de palma (Leng and Wygodzinsky
1979; Corredor et al., 1990).

Se ha observado a P. geniculatus, volando por las noches desde sus habitats
naturales (bosques) hacia las viviendas, atraido por la luz de las casas y del
alumbrado publico para luego introducirse en ellas (Reyes, 2009). Una vez
dentro, busca grietas o cuevas debajo del piso de la vivienda, ocupandolos si
hay suficiente humedad y ratas o ratones. Se reporta a P. geniculatus
colonizando el ambiente doméstico, al encontrar huevos, ninfas y adultos
cohabitando con la rata sinantrdpica (Rattus rattus) en una madriguera debajo
del piso de cemento de una vivienda del estado de Miranda (a 15 km de
Caracas).Ademas se ha observado cohabitando con otros triatominos como R.

prolixus (Rodriguez et al., 2007; Feliciangeli et al., 2004).

Existen pocos estudios de esta especie dado el bajo numero de individuos
capturados y la dificultad de mantenerlos en el laboratorio (Cabello et al.,
1998).
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3.3.3 Distribucion de P. geniculatus

La intromision por parte del hombre a los ambientes naturales de los animales,
lo ha colocado en contacto con muchas zoonosis, entre estas la
tripanosomiasis americana en la cual se involucra triatominos y algunos
mamiferos.En zonas boscosas, P. geniculatus se ha encontrado en
madrigueras de algunos vertebrados como armadillos (Dasypus

Novemcinctus), faras (Didelphis Marsupialis) y roedores silvestres, bajo
troncos, raices de arboles, rocas, lefios caidos y copas de palmeras entre
otros; estos lugares garantizan condiciones favorables de humedad vy
temperaturapara este insecto (Reyes, 2009).

El peridomicilioabarca todas las estructuras que no comparten el mismo techo
que la vivienda principal (cobertizos, gallineros, corrales) (Cécere et al.,
1996).Por tanto, los triatominos encuentran alli condiciones para adaptarse a la
presencia y alimentacion sobre los humanos y pueden llegar al interior de la
vivienda como visitantes esporadicos o para formar colonias permanentes”
(Cécere et al., 1996).P. geniculatus se encuentra en gallineros, corrales y
estructuras alrededor de la vivienda (tablas, ladrillos, piedras).La presencia de
triatominos dentro de la vivienda (intradomicilio) explica el ciclo doméstico del
vector dentro de esta, se ha detectado a P. geniculatus en grietas de las
paredes y pisos, cajas y otros sitios.

P. geniculatus es de habitos eminentemente silvestres, es la de mas amplia
distribucion entre las 13 de su género, distribuyéndose en 18 paises de
Latinoamérica: México, Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, Panama vy
Colombia entre otros (Patterson et al., 2009, Rocha et al., 2007). En Colombia
se ha reportado en 25 departamentos (Gulh et al., 2007) y se ha evidenciado
dentro de los domicilios (Wolff y Castillo, 2000).Su importancia epidemiolégica
y competencia como vector se ha empezado a sugerir por varios autores
debido a sus altas tasas de alimentaciéon con sangre humana y se ha visto
implicado con casos fatales de Chagas agudo en algunos paises como
Venezuela, y con Chagas oral en Venezuela y Colombia (Nifio et al., 2009;
Patterson et al., 2009; Zambrano, 2010).
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3.3.4. Intrusion de P. geniculatus alos ambientes urbanos

Durante los ultimos 50 afios se ha incrementado la frecuente introduccion de P.
geniculatus y el contacto con los habitantes y animales domésticos en algunos
paises de Sur América como Venezuela, Brasil y Colombia (Costa Valente,
1999; Ferreira et al., 2009; Reyes, 2009; Zambrano, 2010).P. geniculatus ha
acrecentado sus visitas a los ambientes domiciliarios poniéndose en contacto
con las poblaciones humanas (Reyes, 2011). Debido a su ecologia y
comportamiento P. geniculatus se habia considerado de hébitats selvéticos y
de los representantes mas primitivos entre los triatominos hematofagos.
Algunos autores como Zeledén (1974) han implicado a P. geniculatus como el
protagonista del mantenimiento del ciclo enzooético de la enfermedad de
Chagas, ya que se le encuentra frecuentemente cohabitando con pequefios
mamiferos. Esto convertia a P. geniculatus como transmisor secundario de T.
cruzi a los humanos. Sin embargo, en las dUltimas décadas algunos
investigadores han venido alertando acerca del avance de este insecto al
ambiente doméstico (Reyes, 1999), al parecer algunas condiciones socio-
ambientales son las responsables de la colonizacién de los domicilios por este

triatomino (Reyes, 2009).

En los ultimos afios, el crecimiento de las zonas urbanas que limitan con los
habitats silvestres de triatominos transmisores de T. cruzi y de sus reservorios
naturales asi como la invasion de zonas silvestres, ha aumentado el contacto
de los pitos con el hombre y animales domésticos y en general con el ambiente

domiciliar.

El hecho de que P. geniculatus se halla mudado de su ambiente selvatico a un
ambiente urbano, es probablemente ocasionado por la intervencion del hombre
a sus lugares naturales. Junto con la desaparicion de su habitat, han
desaparecido también sus fuentes naturales de alimento como mamiferos
pequeinos (roedores, marsupiales) siendo sustituidos a su vez por animales de
corral y mascotas. Como lo descrito antes, Reyes y Rodriguez reportan por

primera vez a P. geniculatus colonizando el ambiente doméstico al encontrar
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huevos y ninfas cohabitando en una madriguera de ratas (Rattus rattus),

(Reyes y Rodriguez, 2000).

En algunas zonas es frecuente observar adultos de P. geniculatus provenientes
de bosques circundantes alterados por la construccién de viviendas y otras
actividades antropogénicas (agricultura, tala o incendios) introducirse volando
en el ambiente domiciliario, principalmente durante las noches, atraidos por la
luz de las casas, lo cual influye en la entrada de estos insectos a las viviendas
(Reyes, 2002; Castro et al., 2010).Este fendmeno se ha observado
particularmente iniciando el periodo lluvioso, entre los meses de marzo a junio,
donde estos insectos se alimentan de sangre de humanos, perros, ratas y
marsupiales manteniendo de esta forma el ciclo de transmisién de la
enfermedad de Chagas (Reyes, 2009).El efecto de la luz emitida por bombillos
guarda relacion en la introduccion de este triatomino al ambiente doméstico,
esto se sustentd en ensayos con luz artificial (bombillos amarillos
incandescentes y blancos fluorescentes), en donde se observo la visita de P.
geniculatus cuando la luz esta encendida, evento comdn en zonas urbanas
durante la noche. Estos y otros datos evidencian que en los ultimos afos P.
geniculatus ha contribuido con la transmision de T. cruzien ambientes
domiciliarios (Costa, 1998; Costa, 1999; Milva et al., 2012).

3.3.5 P. geniculatus y Chagas oral

La transmisién de la enfermedad de Chagas por via oral en animales silvestres
a través de la ingesta de deyecciones de triatominos se ha registrado desde
décadas atrds y mas adelante se comprobé que este mecanismo de
transmision podia involucrar a los seres humanos. Segun lo citado por Toso en
el 2011, se ha considerado la transmision de T. cruzi por via oral como parte de
su ciclo enzodtico, que se continua por la ingesta en mamiferos, de los
vectores infectados con el parasito o con sus deyecciones 0 de reservorios
infectados (Shenone et al., 1982). En lugares como la Amazonia se considero
la via mas importante de transmision entre los afios 1968 al 2000.

Algunos casos registrados son los ocurridos en Teutonia, Brasil en donde en

1965 se reportd la infeccion aguda por Chagas de forma simultanea en 17
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pacientes presuntamente por el consumo de vegetales contaminados con
secreciones de marsupiales infectados. En 1986, se presentd un hecho similar
en Catolé do Rocha, Brasil donde se infectaron simultaneamente con Chagas
26 personas, esto no se pudo explicar por transmision vectorial y se sospecho
transmision oral al tomar jugo de cafia contaminado con heces de triatominos.
Nuevamente en 1986 reaparece un nuevo brote por Chagas agudo en 15
casos en el municipio de Mazagao, Amapa, Brasil (Silveira, 2006).

En el 2005 en el estado de Santa Catarina en el sur del Brasil, una zona no
endémica se presentaron 24 casos de Chagas agudo asociados con el
consumo de jugo de cafia contaminado (Valente et al., 2006; Steindel et al.,
2008). Se llegb a la conclusién de que la posible forma de transmision en estos
brotes, es oral, ya que se presentaron en zonas no endémicas donde la
transmision es poco probable. En lugares endémicos de la Amazonia, se
reportaron varios casos que se relacionaron con el consumo de jugo de acéi.
Se presume que este fruto habria sido transportado junto con triatominos y
triturados en una maquina para preparar dicho jugo. En el 2006 se reporto la
transmision de Chagas oral en el norte y noreste de Brasil, con 6 casos fatales,
nuevamente por consumo de acai. En el 2007 y en la misma regién se
reportaron 88 casos similares. Segun lo descrito por Toso en el 2011, en
Venezuela, en el afio 2007 se presentd un brote en un colegio de la localidad
Chichiriviche, donde se confirmé el caso por enfermedad de Chagas. Se trat
de 47 estudiantes y 3 profesores contagiados por consumo de jugo de guayaba
contaminado, se presentaron 3 casos fatales (Pereira, 2009), para esa misma
fecha se presentaron 128 casos, uno de ellos fatal, por consumo de jugo de
frutas en un colegio de Chacao (International society for infectious diseases
2009). En el 2009 se presentd la misma situacion en el estado de Vargas con
un reporte de 80 casos, probablemente por consumo de jugo de guayaba,
cuatro de los casos fueron fatales (C.A. Editora El Nacional, Venezuela, 2009).
En Colombia durante el aflo 2009, se registraron tres brotes de la enfermedad
de Chagas aguda, probablemente asociados a transmision oral. El primero
ocurrio en Tibu, Norte de Santander, donde 6 soldados que habian estado

antes en regiones selvaticas presentaron miocarditis chagasica, y no se
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observo signos de puerta de entrada en estos, aunque luego de un estudio no
se logr6 comprobar la transmision por Chagas oral (Nicholls, 2006). Otro brote
se registré en 1999 en Guamal, Magdalena con 22 casos sospechosos, en
donde uno solo fue verificado mediante muestra de miocardio. Hubo 5
fallecidos que presentaron sintomatologia de sindrome febril prolongado, este
brote se asoci6 con el consumo de vino de palma contaminado pues se
encontrd en las zonas de extraccion de esta bebida, triatominos infectados con
T. cruzi (Céaceres et al., 1999).

En Santander, durante los afios 2008 y 2009, se han reportado 20 casos de
pacientes afectados en municipios como Bucaramanga, Lebrija y Girdn-
Piedecuesta. En Bucaramanga y su area metropolitana, se ha registrado la
presencia de P. geniculatus en los barrios Bucaramanga, Terrazas, Porvenir,
Ciudadela Real de Minas, Mutis, Sotomayor, Ciudad Venecia, Chorreras de
San Juan, Campo hermoso, San Alonso, Altos de Caracoli, Altos Campestre,
Villa del Prado (Comunicacion personal Grupo CINTROP), Versalles
(Floridablanca) y el Refugio (Piedecuesta) (Zambrano, 2010). Algunos casos de
brotes de Chagas Agudo en esta zona son los siguientes: en el 2008 en la
ciudad de Bucaramanga se registré nueve casos de transmisién de Chagas por
via oral, con dos casos fatales. Luego de un mes se reporté en esta misma
region una nifia que se habria contagiado con la enfermedad de Chagas
falleciendo posteriormente (Zambrano, 2010). Otro caso reportado ocurrié en
Lebrija, area metropolitana de la ciudad de Bucaramanga, en donde una
persona fallecié y luego de los andlisis respectivos, se observo la presencia de
pseudoquistes de tripanosomas intracelulares en el mudsculo cardiaco,
simultdneamente, dos de sus compafieros mostraron un cuadro tipico de
enfermedad chagasica corroborado a través de pruebas serologicas, el estudio
entomoldgico confirmé la presencia de triatominos silvestres como P.
geniculatus y R. pallescens en lugares de la zona, uno de los cuales estaba
infectado con T. cruzi. En el municipio de Piedecuesta, se registré un caso de
Chagas agudo en nifio de 6 aflos procedente de la zona urbana de Giron. Se
realizd seguimiento de los contactos del paciente y se determind por pruebas

serologicas que cuatro de ellos estaban afectados, luego del estudio
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entomoldgico, los habitantes de los dos lugares (Piedecuesta y Girén)
capturaron P. geniculatus y R. pallescens en ambos sitios y se determind la
infeccion por Trypanosoma sp. Sin embargo no se pudo establecer el sitio
probable de la infeccion (Zambrano, 2010).

Vale la pena resaltar que los casos de Chagas oral registrados en Santander,
estuvieron relacionados con la presencia de P. geniculatus, lo que muy
probablemente lo asocia a este tipo de transmision, ya sea por contaminacion
de alimentos con secreciones de estos insectos u otras formas de contacto con

el hombre.

3.4 Tratamiento de la enfermedad de Chagas

Algunas drogas como nirfutimox y benznidazol controlan la parasitemia si se
aplicandurante los primeros dias de la infeccion (WHO, 2002), ademéas son
efectivas para tratar los sintomas en la fase aguda, pero a medida que pasa el
tiempo, la eliminacién del parasito se hace poco probable, los efectos
secundarios de estas drogas son frecuentes y peligrosos y para los casos
cronicos no se conocen aun tratamientos ni tampoco una vacuna (Zulantay,
2011).Por esta razén, se busca estrategias de prevencién, ya que se considera
es la mejor manera de disminuir la incidencia de la enfermedad. Como lo
descrito por Felipe Guhl (Guhl, 1999).

3.5 Control de la transmisién de la enfermedad de Chagas

Los métodos de control que satisfagan las necesidades locales relacionadas a
la eficacia, economia y aceptacion social deben estructurar la base de una
estrategia de control, la cual debe ser flexible para poder responder de la mejor
forma a las nuevas metodologias y a la fluctuante realidad econémica. Para
esto se tiene en cuenta una combinacion de tres factores: el mejoramiento de
las viviendas en las zonas rurales (control fisico), la educacion sanitaria de la
comunidad (control cultural) y el control quimico de los insectos vectores
(Alzogaray, 2003, Angulo et al., 2011). En 1996 se cre6 en Colombia el
Programa Nacional de Control Vectorial de la enfermedad de Chagas, en
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donde se iniciaron actividades de aspersién de insecticidas piretroides y
organofosforados implementandose también politicas de mejoramiento de
vivienda en departamentos como Boyaca, Casanare, Santander, Norte de
Santander y Arauca (Angulo y Sandoval, 2001), respondiendo asi a medidas de
control.

Vale la pena resaltar la importancia de la vigilancia médica para el control de la
transmision por via transfusional, que implemente la vigilancia serolégica en el
100% de los bancos de sangre, centros de trasplante y hemodialisis en
Colombia (Guhl, 1999).

3.5.1 Control Fisico:

A través de este control se busca que las casas no provean condiciones
favorables para la colonizacion del vector tanto por dentro como por fuera de
las viviendas.En Santander se ha llevado a cabo estrategias de mejoramiento
de vivienda con ayuda del programa “VIVIR MEJOR” de la Red Solidaria y la
Caja Agraria, en donde se logré focalizar recursos para las zonas con mas
infestacion y menor calidad de vivienda, ya que en la medida en que las
condiciones de vivienda desmejoran, la probabilidad de riesgo de infestacion
crece. Este programa de control se relacion6 a su vez con el programa de
vivienda rural cuyo lema fue “Vivienda sana, Salud para la familia” en respuesta
a un mejoramiento integral de las viviendas (Angulo, 1999). El mejoramiento
del peridomicilio reduce la posibilidad de colonizacibn de especies que
prefieren ecotopos al aire libre asociados a animales domésticos.Se ha
observado que en zonas rurales, la estructura de la casa la hace vulnerable a
la infestacidon de los triatominos. Las paredes de barro, yeso, grietas y techos
de paja ofrecen escondites, ademas, existe una estrecha relacién entre los
seres humanos y los animales domeésticos que son fuente disponible de sangre
para estos insectos (Campbell et al., 2007).Por tanto, la interrupcion de la
transmision por triatominos se logra principalmente mediante camparfas de
fumigacion con insecticidas, con el mejoramiento de estructuras y con la

limpieza en el interior de las viviendas (Giraldo et al., 2008; WHO, 2002).
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3.5.2 Control Cultural

Para mantener la vivienda libre de triatominos se hace necesarioeducar para la
salud y la participacion comunitaria. Dichas medidas encierran un proceso
dindmico de educacion que proporcionan informacion sobre la enfermedad, sus
formas de transmision, medidas de prevencion (mantenimiento de la casa para
evitar reinfestaciones por estos insectos) y la informacién a las autoridades
competentes en caso de registrar la presencia de estos triatominos. La
busqueda activa de estos insectos se hace necesaria para la vigilancia
constante del vector.La comunicacion y la educacion tiene un papel esencial en

el control y vigilancia de triatominos vectores (Angulo, 1999; WHO, 2002).

3.5.3 Control Quimico

El control de la enfermedad de Chagasen Colombia se viene realizando
mediante el uso de insecticidas. Siguiendo la tendencia mundial, el control de
los vectores de Chagas derivé al uso de fosforados. Estos insecticidas inhiben
la colinesterasa, enzima que degrada el neurotransmisor acetilcolina y es
indispensable para el desarrollo normal de la actividad nerviosa (Stenersen,
2004). A pesar de esto, los organofosforados han sido muy cuestionados a
causa de su toxicidad en mamiferos. Por esto se buscan alternativas mas
seguras (Alzogaray 2003). Ultimamente, como alternativa de control quimico
contra los triatominos se esta utilizando piretroides, los cuales son moléculas
con actividad insecticida que se aplican a cosechas y plantas de jardines para
el control de plagas. Los piretroides son sustancias quimicas que generalmente
son mas toxicas para los insectos que para los mamiferos, permanecen
durante mas tiempo en el medio ambiente ya que sus propiedades quimicas los
hacen mas estables a la luz solar y el calor (Neumann y Peter 1987). Los
piretroides son analogos sintéticos de las piretrinas producidas por el
crisantemo Chrysanthemum cinerariifolium (familia Asteraceae). Su sitio de
accion primario son los canales de sodio dependientes de voltaje de las

membranas neuronales (Ruigt 1985). Los piretroides mantienen estos canales
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en estado abierto, prolongando la corriente de sodio que ingresa a las
neuronas.El primer sintoma visible de intoxicacion en los insectos tratados con
piretroides, es un aumento de la actividad locomotora (Benoit et al. 1985,
Alzogaray et al. 1997). Son sustancias altamente eficientes siendo necesarias
menores cantidades del producto activo, al compararlo con carbamatos y
fosforados, resultando en menor contaminacion y menor riesgo para los seres

humanos (Sucen 2010).

En 1978 se realiz6 en Argentina la primera evaluacion de la toxicidad de un
piretroide en Triatoma infestans (Zerba et al. 1997). Este y otros estudios
demostraron que los piretroides eran herramientas potenciales y prometedoras
para el control de los vectores de Chagas (Casabe et al. 1988). Dentro de estos
insecticidas, se destacan los principios activos deltametrina y lambdacihalotrina
debido a su intenso y rapido efecto insecticida. Por otra parte, algunas
experiencias en la utilizacion de piretroides en zonas infestadascon triatominos
han demostrado falta de eficacia en el control de éstos, muy probablemente por
diferencias en la susceptibilidad y posible resistencia incipiente en las
poblaciones de campo (Vassena y Picollo 2003). El uso continuo de piretroides
para controlar las poblaciones de T. infestans ha constituido una fuerte presién
selectiva que condujo a la aparicion de focos de insectos resistentes a estos
insecticidas. Desde 1995, con el apoyo de las autoridades sanitarias (Direccion
de Epidemiologia del Ministerio de Salud de la Nacién) y la colaboracion de los
Jefes de los Programas Provinciales, el Centro de Investigaciones de Plagas e
Insecticidas (CIPEIN) realiz6 la evaluacion en condiciones de laboratorio de la
respuesta a los insecticidas en insectos recolectados en distintas provincias
argentinas (Zerba 1999). Esta vigilancia permitié detectar focos de resistencia
incipiente a piretroides en muestras de T.infestans recolectadas en varias
provincias argentinas y en Brasil, en muestras de R. prolixus provenientes de
Venezuela y durante ensayos de laboratorio con ninfas de primer y quinto
estadio de Triatoma dimidiata en Santander, Colombia (Reyes Jerez et al.
2007).
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3.6 Insecticidas

Los insecticidas son productos biocidas utilizados extensivamente para el

control de triatominos como parte del control quimico (Stenersen,2004)

3.6.1Efectos Neurotdxicos de los Insecticidas

La neurotoxicidad de los insecticidas ocasiona varios efectos en los insectos
conllevando a su mortalidad, estos efectos son clasificados en
neuroexcitatorios y neuroinhibitorios. EI comportamiento que se observa en los
insectos por el efecto neuroexcitatorio son la hiperactividad, los temblores y la
pardlisis rigida; mientras que los efectos neuroinhibitorios son inmovilidad y
pardlisis flacida. Los sintomas neuroexcitatorios ocurren mas réapidamente,
mientras que los sintomas neuroinhibitorios se manifiestan mas lentamente.
Las causas de mortalidad en insectos expuestos a neurotdxicos, son poco
entendidas, pero se asume que en el caso de los sintomas neuroexcitatorios la
mortalidad se da por agotamiento de la energia, fatiga neuromusculary por
alteracion de los equilibrios internos del organismo normalmente controlados
por el sistema nervioso (por ejemplo, las concentraciones de lipidos y azlcares
en la hemolinfa). El efecto inhibitorio provoca la mortalidad por reduccién de la
capacidad respiratoria (Scharf, 2003).La Figura 5 muestra la forma de

transmision del impulso nervioso.

Figura 5. llustracion de la forma de transmisién del impulso nervioso. (A) cambios de la carga
sobre el tiempo (en milisegundos) dentro de la neurona, en asociacion con el potencial
excitatorio “accién” (izquierda) y potencial inhibitorio “inactivacion” (derecha). Los potenciales
de accién son asociados con un flujo de cargas positivas de sodio (Na" y del potasio (K*) fuera
de la neurona, y un resultante aumento en la carga cerca de 0 mV a partir de los niveles
restantes de aproximadamente -60mV. El potencial de inactivacion esta asociado con el flujo
de cargas cloro negativas (Cl') dentro de la neurona, y un aumento resultante de la carga

negativa dentro de la neurona. (B) Diagrama de una sinapsis, lugar que separa dos neuronas
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(pre y post-sinaptica). (C) Liberacién del neurotransmisor excitatorio por la llegada de un
potencial de accion en la sinapsis de una neurona excitatoria. El neurotransmisor excitatorio
(‘ﬁ“) se une a receptores especificos en neuronas post-sinapticas (), los cuales estimulan
la produccion de un nuevo potencial de accién. (D) La liberacién del neurotransmisor inhibitorio
es estimulado por la llegada de un potencial de accion en la sinapsis de una neurona
inhibitoria. El neurotransmisor inhibitorio @ se une a receptores especificos en neuronas

post-sinapticas (EEE ), los cuales conllevan a la inhibicion e inactivacion del potencial.
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3.6.1.1 Sitios de accién de los Insecticidas

Son aquellos sitios bioquimicos o fisiolégicos en donde las moléculas
insecticidas actuan para producir un efecto téxico. Algunos sitios blanco de los
insecticidas, incluyen la enzima acetilcolinesterasa, canales de sodio
dependientes de voltaje, receptores gabaérgicos,canales de cloro dependientes
de glutamato, y receptores de butirilacetilcolina.La accion de los insecticidas en
estos sitios puede ser la de inhibicién de la enzima, actuar como agonista o
antagonista de los receptores y la modulacionde los canales idnicos (Bisset
2002; Sharf 2003).

a. Enzima acetilcolinesterasa

Es una enzima presente en el sistema nervioso central de los insectos; su
funcién es remover la acetilcolina a partir de su receptor post-sinaptico. El
resultado de esto, es la iniciacion de un potencial de accidon seguido por la
hidrélisis de acetilcolina en acetato y colina. Los insecticidas organofosforados
y carbamatos inhiben esta enzima, lo cual resulta en la unién prolongada de la
acetilcolina a su receptor post-sinaptico. Finalmente esta accion conduce a la
muerte del organismo por una prolongada neuroexcitacion.Los
organofosforados son de accion inhibitoria mas larga e irreversible contra la
acetilcolinesterasa, opuesto a lo ocurrido con los carbamatos cuya accién es
rapida y reversible (Zerba 1999). Ellos no requieren activacion oxidativa para
producir  toxicidad.Algunos organofosforados deben ser activados
enzimaticamente por enzimas oxidasas endogenas (citocromo P450), antes de
que ellos sirvan como un efectivo inhibidor de la acetilcolinesterasa Tanto los
organofosforados como los carbamatos poseen una toxicidad relativamentealta
(Scharf 2003).

b. Canales de Sodio dependiente de voltaje

Son responsables para la iniciacién depotenciales de accion y de recepcién en
las neuronas, tanto del sistema nervioso central y periférico. Entre los

insecticidas que actuan en los canales de sodio, se encuentran el DDT (y
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analogos relacionados), piretrinas naturales, piretroides sintéticos vy
dihidropirazoles. Los canales de sodio se abren y cierran en intervalos precisos

basados en propiedades fisiologicas especificas (Scharf 2003).

C. Receptores de Acido gamma-aminobutirico (GABA) asociados a

canales de cloruro y receptores de glutamato

El acido gamma aminobutirico (GABA) y el glutamato, son neurotransmisores
inhibitorios que promueven el flujo de iones cloruro dentro de las neuronas
centrales a través de los canales de cloruro. Los insecticidas que activan los
canales de cloruro producen neuroexcitacion o neuroinhibicionde la transmisiéon
de los impulsos nerviosos. En los insecticidas que actiuan sobre GABA, se da
un blogueo de la neuroinhibicion en las corrientes de cloruro, conduciendo a la
neuroexcitacion.Algunos de los insecticidas que actian en este sitio de accion

sonlas ciclodinas, los policlorocicloalcanos y fenilpirazoles como el fipronil.

Los insecticidas que actian sobre el receptor del glutamato, promueven el
incremento de las corrientes de cloruro dentro de las neuronas, esto conlleva a
la hiperpolarizacion yneuroinhibicion por la anulacion de cargas positivas
excitatorias. Ejemplo de estos insecticidas son las avermectinas (insecticidas
naturales provenientes de actinomicetos del suelo) (Scharf 2003).

3.6.1.2. Susceptibilidad y resistencia a insecticidas

El concepto de susceptibilidad se utiliza ampliamente en insectos provenientes
de cepas susceptibles correspondientes a una colonia establecida en
laboratorio (por lo menos cinco generaciones sin aporte externo) o a una
colonia recolectada en una zona donde no hubo aplicacién de insecticidas por

lo menos cinco afios atras (Ministerio Salud Argentina, 2005).

La resistencia se puede definir como el desarrollo en la habilidad de tolerar
dosis de toxicos que pueden ser letales a la mayoria de los individuos en una
poblacion normal de la misma especie (WHO, 1957). Segun lo citado por Bisset

en el 2002, “es una respuesta disminuida de la poblacién de una especie de
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animales o plantas a un plaguicida o agente de control como resultado de su

aplicacién”

El fendmeno de resistencia en insectos, se da principalmente por la presion de
los insecticidas en las campafias de control quimico (Zerba, 1999; Bisset,
2002).

La resistencia metabdlica desempefia un papel importante en la defensa de los
insectos ante insecticidas piretroides y organofosforados. En piretroides, la
resistencia se ha correlacionado con el aumento del metabolismo por enzimas
principalmente del citocromo P450 (Oppenoorth, 1985) y también con el
aumento en la degradacion de las esterasas (Audino et al., 2004). Estudios
toxicoldgicos realizados con sinergistas de insecticidas como el piperonil
butéxido, que inhibe la enzima monooxigenasa (sugiriendo un metabolismo
oxidativo) demostré que la resistencia a piretroides observada en cepas
resistentes de Triatoma infestans y Rhodnius prolixus fue relacionada con el

aumento de la actividad degradativa de dicha enzima (Audino et al., 2004).

La insensibilidad nerviosa relacionado a la presencia de mutacion en el gen
kdr, es un mecanismo probable de la resistencia a piretroides, esto debe ser
estudiado con mayor detenimiento, para observar la relacién de esta mutacién

en dicha resistencia (Santo, 2011).

En organofosforados este mecanismo de resistencia se ha asociado
principalmente con las transferasas dependientes de glutation (OMS, 1980).
Otros estudios demuestran que la resistencia de insectos a organofosforados
como fenitrotion, esta relacionado con enzimas esterasas y oxidasas, esto se
comprobd al encontrar elevados niveles de estas enzimas en poblaciones de

campo venezolanas de Anofeles aquasalis resistentes a este insecticida.
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3.6.1.3 Mecanismos de resistencia a insecticidas
Veamos mas a fondo losmecanismos de resistencia a insecticidas:

a. Aceleracion del metabolismo del agente toxico

Entre estos encontramos:
-Oxidasas microsomales

Las oxidasas microsomales estan ligadas a la fraccibn microsémica de las
células y se derivan del reticulo endoplasmaético liso. Casi todos los primeros
conocimientos acerca de dichasoxidasas se obtuvieron de investigaciones
realizadas en sistemas de mamiferos, pero posteriormente se ha comprobado
Su existencia en muchos otros organismos, incluyendo a los insectos (OMS,
1980). Las oxidasas microsomales, son relativamente inespecificas y actlan

como catalizadores de la siguiente reaccion en general:
S+O*+NADPH+H — SO+H,0+NADP"

En la que S es el insecticida y NADPH es el donador de electrones para la

reaccion.

Al estudiar las oxidasas microsomales de los insectos se ha reconocido el
funcionamiento de un sistema singular de transporte de electrones en que
intervienen numerosas formas del citocromo P-450. El grado de actividad de
los citocromos de este tipo se puede aumentar por la presencia de otros
insecticidas en el medio ambiente, elevando de este modo el grado de
proteccion que proporcionan al insecto (OMS, 1980). El papel que desempefian
las oxidasas microsomales en la resistencia a los insecticidas proviene de los
estudios de correlacion entre las concentraciones enzimaticas con la

resistencia y susceptibilidad a los insectos.
Lasoxidasas microsomales poseen las siguientes caracteristicas (OMS,1980):

-Metabolizan agentes quimicos de muy diversa clase, incluso carbamatos,

organofosforados, piretroides y compuestos organoclorados;
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- Se encuentran en tejidos “estratégicos” como la grasa del intestino medio;

- Su produccién se sincroniza con los periodos de necesidad (la actividad de
las oxidasas microsomales llega a su maximo grado durante el periodo de
alimentacion de las larvas y desciende hasta la cifra minima en los insectos
adultos (Bisset, 2002).

A diferencia de las esterasas, que se encuentran al azar en los insectos que
forman parte de una poblacion, las oxidasas existen en todos los insectos
(aunque a veces en cantidades insuficientes para contribuir a la resistencia y
constituyen una reserva de la que se puede desarrollar dicha resistencia por

seleccién cuando su actividad aumenta) (Bisset, 2002).
-Hidrolasas, esterasas y transferasas dependientes de glutatién:

Las hidrolasas fosfotriesterasas y las glutation S-transferasas (STG), forman
parte de los mecanismos determinantes de la resistencia en ciertas especies y

variedades de insectos a los organofosforados (Bisset, 2002).

En la hidrolisis de los insecticidas organofosforados actian como mediadoras
varias enzimas que causan la degradacion del éster fosforico o del enlace
anhidrido, y el resultado final es la eliminaciénde los metabolitos obtenidos, que

siempre son mas polares que la molécula original (Bisset, 2002).

Existen diversas formas de STG, pero aln no se ha determinado su namero
exacto ni sus caracteres especificos. Al parecer su papel es doble: en primer
lugar, la conjugacion de los electréfilos lesivos con el glutation nucledfilo
enddgeno protege las macromoléculas biol6gicas, como los acidos nucleicos y
las proteinas contra las nocivas consecuencias toxicas de una reaccion
covalente; en segundo lugar, las STG aportan un medio efectivo de excretar
electréfilos mediante la formacion de un compuesto anionico soluble en agua
La funcion de las STG en el metabolismo de los insecticidas organofosforados,
se observo por primera vez en el metabolismo del metilparation. Las elevadas
concentraciones de STG quesehan encontrado en ciertas variedades de

insectos resistentes, especialmente en moscas domésticas, parecen estar
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relacionadas con el aumento de la actividad de estas transferasas (Bisset
2002). Durante la purificacion de las STG de la mosca doméstica se pudo
observar que la actividad inespecifica de la esterasa sobre el a- naftil acetato
es tipicamente paralela al grado de actividad enzimatica y es posible que la
gran actividad inespecifica de la esterasa que frecuentemente se haya
asociada con la resistencia a los organofosforados obedezca en realidad a una
actividad elevada de las STG. Esta posibilidad requiere mayores
investigaciones. Sin embargo, existen pocas dudas de que la actividad
inespecifica de las esterasas, que, en electroforesis se manifiesta por la
hidrolisis de la a- naftil acetato esté estrechamente relacionada con la

resistencia a los organofosforados (Bisset, 2002).

b. Reduccién de la susceptibilidad por modificaciones en los sitios de

accion por insensibilidad nerviosa

Este mecanismo de resistencia que afecta al DDT vy los piretroides entre otros,
se ha estudiado principalmente en la mosca doméstica y en los mosquitos,

aunque también se presenta en otras especies (Santo, 2011).

En los estudios electrofisioldgicos se han obtenido diversas pruebas de relacion
entre la toxicidad de los piretroides y su accion sobre la sinapsis, algunas de
estas son: a. Enlas formas larvarias de Culexquinquefasciatus y adultas de
Anopheles stephensi y Musca domestica, las terminaciones motrices de los
nervios son afectadas durante la intoxicacién por estos compuestos, b. En la
sinapsis, el sitio de accién muestra requerimientos estereoquimicos semejantes
a los del sitio donde se produce el efecto toxico. c. Este sitio de sinapsis es
menos susceptible en las variedades de insectos resistentes, d. Este sitio
también es afectado por el DDT, que segun se cree, actia en los mismos
lugares que son afectados por los piretroides, e. El sitio de accion
correspondiente a la sinapsis y el sitio donde ocurre el efecto toxico tienen un
coeficiente de accion de temperatura negativo y reversibilidad térmica (OMS,
1980).
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En la resistencia a los piretroides interviene un factor genético, el gen kdr, que
también se puede expresar con un mas alto grado de actividad (super kdr)
(OMS, 1980). Este gen es recesivo y sélo proporciona un grado limitado de
proteccion a los heterocigotos; por lo tanto se puede esperar que el proceso de
seleccion sea lento, especialmente en poblaciones de insectos en que otros
loci (correspondientes a las OFM o a las esterasas) pueden aportar mayor
proteccion en el estado heterocigoto. Por tanto la actividad relativamente
intensa de los piretroides que se observa sobre las poblaciones de insectos
silvestres a pesar de que exista resistencia al DDT, se puede atribuir a una
frecuencia relativamente escasa del gen kdr (en comparacion a la
dehiclororinasa en tales poblaciones y las OFM). Sin embargo existe la
preocupacion de que al mejorar la estabilidad de los nuevos piretroides
(permetrina, decametrina, cipermetrina) ante el ataque de las enzimas
disminuya la posible intervencion de los sistemas dependientes de las oxidasas
en la resistencia y esto pueda generar una selecciéon mas efectiva del gen kdr.
Se sabe que la resistencia del gen kdr en el estado homocig6tico proporciona
una proteccion mas allda del alcance de las dosis practicas de estos nuevos
piretroides (Santo, 2011).

La resistencia a los inhibidores del receptor de la colinesterasa
(organofosforados, carbamatos) derivada de una disminucion de la reactividad
de la acetilcolinesterasa es andloga a la resistencia que obedece a la

disminucién de la sensibilidad del sistema nervioso (OMS, 1980).

En ambos casos este tipo de resistencia parece formarse después de aplicar
presiones selectivas extremadamente intensas y sostenidas. Al “sobrecargar’
los mecanismos metabdlicos de defensa usuales, tal seleccion hace que
domine el mecanismo de insensibilidad, que es considerablemente mas
“eficiente” (OMS, 1980).

Se ha observado que por lo menos nueve especies de insectos han
desarrollado resistencia a causa de una disminucion de la reactividad de la

acetilcolinesterasa. Ensayos “in vitro” realizados en mosquitos, demuestran
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diferencias en la colinesterasa de variedades susceptibles al compararlas con
variedades resistentes (OMS, 1980).

c. Disminucion de la penetracion através de la cuticula

Algunos insectos son resistentes porque cambios en sus cuticulas hacen que el
ingreso del insecticida sea mas lento que en los individuos susceptibles (Bisset,
2002).

El conocimiento de estos procesos de resistencia en poblaciones de campo de
triatominos, sentara las bases en la blusqueda de nuevas y eficientes

alternativas para el control quimico de estos insectos.
3.7 Organofosforados

La alta estabilidad quimica y el potencial riesgo toxicolégico y ecotoxicolégico
de insecticidas clorados causo su sustitucion por componentes mas favorables.
Tanto los insecticidas organofosforados como los carbamatos se convirtieron
en una mejor alternativa, ya que no eran tan persistentes quimicamente, lo que
los hace no bioacumulables y por lo tanto en insecticidas adecuados para el
control de vectores de la Enfermedad de Chagas (Zerba, 1999).

En Colombia, los compuestos organofosforados son utilizados como
plaguicidas y son aplicados ampliamente en diferentes campos, principalmente
en la agricultura para mejorar la calidad y la cantidad de los alimentos, a nivel
doméstico para eliminar insectos y a nivel de la salud publica, para el control de
vectores transmisores de enfermedades. Entre los efectos adversos que se
pueden citar estan la contaminacion ambiental y la toxicidad para los humanos
Los compuestos organofosforados, son considerados ésteres del acido
fosforico (unién de un acido y un alcohol) y de sus derivados, generalmente
liposolubles (Publicacion INCAP MDE-025). EI mecanismo de accién de todos
los organofosforados es la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE).

La acetilcolina es liberada de la terminal presinaptica para que se pueda unir a
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sSu receptor en la neurona postsinaptica o en el 6rgano blanco. Después se
disocia rpidamente del receptor y es hidrolizada por la acetilcolinesterasa
(AchE) en acetato y colina. La inactivacion de la AchE por los
organofosforados, resulta en un aumento en la concentracion de acetilcolina en
la sinapsis, resultando en sobrestimulacion de las neuronas postsinapticas y los
organos efectores blanco. Los organofosforados inhiben la funcion de la
colinesterasa al formar un complejo enzima-inhibidor reversible. Este complejo
se puede degradar espontaneamente permitiendo que la enzima sea
reactivada o puede ir a un proceso llamado envejecimiento; ésta, es una
reaccion de alquilacién dependiente de tiempo que resulta en una inactivacion
irreversible de la enzima (Plazas y Olarte, 2011; OMS, 2009; Zerba, 1999).

3.7.1 Fenitrotién

El nombre IUPAC de este principio activo organofosforado es O, O-dimetil O-4-
nitro-m-tolil fosforotioato Como lo descrito por Gualtieri y colaboradores, este
insecticida es de origen japonés y se utiliza en salud publica hace varios afos.
Se ha utilizado en la lucha contra los triatominos tanto en el laboratorio como
en campo en varios paises suramericanos desde la década de los 80°s con
buenos resultados tanto en su accién inmediata como residual y en su poder
ovicida (Zerba et al., 1997), posteriormente, se empezaria a utilizar
masivamente en el control de la enfermedad de Chagas. Su formula quimica

es: C9H12NOS5PS y su estructura se representa en la Figura 6.

Figura 6. Estructura conformacional del fenitrotion.
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Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Fenitrothion
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Este insecticida tiene la desventaja de presentar un fuerte y desagradable olor
por lo cual, los habitantes de los domicilios prefieren usarlo fuera de las casas y

en estructuras peridosméticas (Zerba, 1999).

La aplicacidon de insecticidas en el control de las poblaciones domiciliarias es
esencial para poder registrar su efectividad en el control de especies silvestres
que estan haciendo intrusion a las viviendas pudiendo evaluar el
comportamiento de individuos de campo de P. geniculatus frente a compuestos

activos de insecticidas.
3.8 Piretroides

Las herramientas de control quimico méas exitosas en el control de triatominos y
utilizadas en forma casi exclusiva por las campafias gubernamentales, son los
insecticidas piretroides.Los piretroides son analogos sintéticos de las piretrinas
producidas por el crisantemo (Chrysantemun cinerariifolium). El extracto
obtenido de piretro contiene ésteres del 4cido crisantémico(piretrina I, cinerina
I, jasmolina I) y ésteres del acido pirétrico (piretrina I, cinerina Il, jasmolina Il)
(Figura 6). Las piretrinas naturales son una mezcla de la piretrina 1 y Il. Los
piretroides tipo | (piretroides de primera generacion) como la piretrina 'y
permetrina, no tienen el grupo alfa ciano y son mas labiles a la luz solar,
mientras que los piretroides tipo Il (piretroides de segunda generacion), tales
como la cipermetrina, si contienen este grupo alfa ciano, estolos hace mas
potentes.Los piretroides se comercializan desde mediados del siglo pasado
pero durante varias décadas su uso estuvo restringido al interior de las
viviendas, porque su vida media en el ambiente era menos de un dia (Elliot
1989). En los afios 70" se obtuvieron los primeros piretroides fotoestables (tipo
I), y se convirtieron en una alternativa para reemplazar a carbamatos y

fosforados.

En 1990 se utilizd para el control de la enfermedad de Chagas, un grupo de
insecticidas de tercera generacion, altamente neurotOxicospuesestan
enriquecidos en sus isomeros mas activos; entre estos podemos encontrar a la

betacipermetrina, betaciflutrina, deltametrina y lambdacihalotrina. Este selecto
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grupo ha dado resultados exitosos tanto en bioensayos de laboratorio, de
campo y en las campafias de control de la Enfermedad de Chagas en paises
como Argentina (Anadon 2009, WHO 1992, WHO 2002, Zerba 1999).

El sitio de accion primario de los piretroides son los canales de sodio
dependiente de voltaje de las membranas neuronales (Zerba 1999, Ruigt
1985). Los piretroides mantienen estos canales abiertos, prolongando la
corriente de sodio que ingresa a las neuronas.La prolongada apertura de los
canales de sodio causa una despolarizacion de la membrana. Cuando esta
despolarizacién alcanza el umbral de excitacion, la actividad repetitiva puede
ser iniciada en varias regiones del sistema nervioso. Los
desérdenesneuromusculares causados por la hiperexcitacion son la ataxia,
convulsiones y eventualmente paralisis inducida por la exposicion a piretroides.
Hay evidencia que una alteracion de solo 1% del nimero total de canales de
Na" es suficiente para inducir descargas repetitivas y los sintomas de
envenenamiento en animales.Esterioquimica de estos compuestos tiene gran
efecto en su eficacia. Varios piretroides existen en diversas formas isoméricas
que presentan distintas propiedades toxicoldgicas.Dichos isémeros pueden ser
Opticos y geométricos y presentan muy diferentes actividades insecticidas
(Naumann, 1990). Generalmente los isdmeros cis son mas toxicos que los
isémeros trans (Narahashi 1996). Algunos piretroides son mezclas de isbmeros
que presentan distintas toxicidades. De esta manera, un producto puede
contener moléculas muy toxicas para los insectos mezcladas con moléculas
muy poco toxicas. Ademas, pueden ocurrir interacciones toxicoldgicas entre los
componentes de las mezclas (potenciacion, aditividad, antagonismo). Al
estudiar la toxicidad individual y conjunta de los isbmeros cis y trans de
cipermetrina en T. infestans, se encontré que la aplicacion simultanea de
ambos isémeros produce un fenbmeno de antagonismo, es decir que la
toxicidad de la mezcla es menor que la suma de las toxicidades individuales
(Alzogaray,2003). La toxicidad de los piretroides aumenta al disminuir la
temperatura ambiental (Ruigt 1985). Los piretroides pueden mostrar sinergismo
a algunas sustancias como el butéxido de piperonilo (PBO) (aplicado en dosis

no toxicas, aumenta la toxicidad de los insecticidas de 10 a 300 veces) ya que
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inhibe a las oxidasas microsomales de funcién mixta que metabolizan a los
piretroides (Bradberry 2005, Casida et al. 1983). La primera manifestacién de la
intoxicacién con piretroides en el insecto, es la pardlisis del tercer par de patas,
seguido por temblores y otros efectos de incoordinacion al caminar,
afectandose su actividad locomotora (Alzogaray y Zerba, 1993).Los piretroides
no producen una muerte rapida, sino que se caracterizan por producir un efecto
de “volteo” o knockdown: el insecto recostado sobre su dorso no puede volver a
su posicion normal, es una paralisis muy rapida y reversible. Los insectos
pueden permanecer volteados varias horas o dias (segun la dosis y la especie)
y luego se recuperan (Alzogaray y Zerva 1997). La eficacia de los insecticidas
es medida con la mortalidad de los individuos sometidos a ensayos con
concentraciones formuladas de éstos y la residualidad se define como la
persistencia del insecticida (eficacia) en superficies de material de la vivienda
en el tiempo. Los factores que limitan la actividad de los insecticidas incluyen
las dosis iniciales, la naturaleza de la superficie rociada, asi como la edad de
los depdsitos de insecticidas y las condiciones ambientales como la
temperatura y humedad relativa. El tipo de sustrato, en lo que se refiere a su
porosidad, es de importancia particular. En las superficies porosas como el
barro, el depdsito de insecticida parece perder actividad mas rapidamente que
en superficies tales como madera, ceramica y azulejos. En el caso de
piretroides, la degradacion quimica se puede también esperar en superficies
altamente alcalinas y la fotolisis en superficies expuestas a la luz del sol
(Alzogaray,2003). La estructura general de estos insecticidas se observa en la

figura 7.

Figura 7. Estructura general de los piretroides (deltametrina
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3.8.1 Lambdacihalotrina

Su férmula quimica es C,3 Hig CIF3 NO3, el nombre IUPAC es ( R )-a-ciano-3-
fenoxibencil(1 S )-cis-3-[( Z )-2-cloro-3,3,3-trifluoropropenilo] -2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato y ( S )-a- ciano-3-fenoxibencil (1 R )-cis-3-[( Z)-
2-cloro-3 ,3,3-trifluoropropenilo] -2,2-dimetilciclopropanocarboxilato. La Figura 8
muestra la estructura quimica de la lambdacihalotrina.Como lo descrito por
Alzogaray en el 2003, la lambdacihalotrina junto con otros piretorides es un
insecticida formulado y en presentacion de suspensién concentrada, polvo
mojable y concentrado emulsionable, se caracteriza por su poder de volteo,
residualidad y propiedades repelentes, actuando sobre los insectos por

contacto e ingestion.

Figura 8. Estructura quimica de la lambdacihalotrina
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Fuente: Albaseer et al., 2010.
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1 Obtencién de una colonia de campo de P. geniculatus utilizando
diferentes métodos de captura.

Para la recoleccion de la cepa de campo de P. geniculatus se utilizaron varias
estrategias de captura pasiva como la vigilancia comunitaria, trampa con cebo
animal tipo Noireau (Noireau et al., 1999), trampa Angulo (Angulo y Esteban,
2011), y trampas con atrayentes quimicos (Rojas et al., 2005), asi como
estrategias de captura activa como las trampas de luz tipo Shannon, captura

manual y la vigilancia comunitaria.
4.1.1 Zona de muestreo

Ante los reportes de la comunidad de presencia de triatominos y con el fin de
obtener el material necesario para establecer la colonia de campo de P.
geniculatus, se realizé la captura de triatominos en el barrio Villa del Prado,
ubicado en la periferia de la escarpa que rodea la ciudad de Bucaramanga,
(Figura 9). Debido a que con las capturas realizadas en el barrio Villa de Prado
de Bucaramanga no se pudo establecer una colonia de P. geniculatus, se
revisO la base de datos de ingreso de triatominos y se seleccioné la vereda
Chorreras (Figura 9) del municipio de Capitanejo, ubicado a 197 Km de la
ciudad de Bucaramanga.

Figura 9. Zonas de muestreo de P. geniculatus. Panoramica del barrio Villa del
Prado, Bucaramanga (izquierda) y de la vereda Chorreras, Capitanejo
(derecha).




4.1.2 Métodos de captura

a. Vigilancia comunitaria:se realizd charlas informativas (Figura 10 y 11)
acerca de la Enfermedad de Chagas y cuidados para la recoleccion de los
insectos a los habitantes de las zonas seleccionadas (Villa del Prado-
Bucaramanga, Chorreras-Capitanejo); para la recoleccion de triatominos a los
habitantes de las viviendas se les dio frascos plasticos que se diligenciaron con
los datos de captura y entregadosa un habitante del barrio encargado del envio
inmediatoal laboratorio de entomologia del Centro de Investigacién de
Enfermedades Tropicales de la Universidad Industrialde Santander
(CINTROP/UIS). En la vereda de Chorreras Capitanejo, se dejo a cargo de la
basqueda activa de P. geniculatus a la lider comunitaria Estefany Cordero,
quién por aproximadamente un afio estuvo enviando insectos con los que se

logro establecer la cria de esta cepa de campo.

Figura 10. Socializacién en el Barrio Villa del Prado (Bucaramanga)

sobre la enfermedad de Chagas y sensibilizacién para la vigilancia comunitaria
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Para la salida de campo que se realiz6 en la vereda de Chorreras, se utilizé
una estrategia pedagogica que consistio en la elaboracién de una figura de P.
geniculatus hecha con algunos materiales como papel y cartén paja con el fin
de facilitar el aprendizaje y la busqueda de este vector por parte de los nifios de
la comunidad, este material fue diseflado y realizado por el grupo de
entomologia del CINTROP.

Figura 11. Socializacion con los estudiantes de la institucion educativa “La
Chorrera” Chorreras-Capitanejo acerca de la Enfermedad de Chagas y el papel

esencial de los nifios en la vigilancia comunitaria del vector
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b. Trampas de Luz:se hicieron capturas de triatominos con trampas de luz
tipo Shannon (1939) por 3 noches al mes (entre Febrero 3, 2011 y Enero 4,
2012) durante la transicion de la fase lunar de menguante a Luna nueva, de 6
pm a 6 am (Castro et al.,, 2010) en la Cafada del Loro del Barrio Villa del
Prado-BucaramangaPara esto, se determinaron 3 puntos en linea diagonal a
una distancia de 50 metros entre cada punto para la ubicacién de cada una de
las trampas por dia. Adicionalmente y de la misma forma, se realizé capturacon
esta misma trampa en la Vereda de Chorreras-Capitanejo, Santander durante
la semana del 20-25 de febrero del 2012. En la Figura 12 se muestra la

ubicacioén de las trampas Shannon en los lugares de muestreo.

Figura 12. Trampa de luz Shannon. Barrio Villa del Prado-Bucaramanga
(izquierda), Vereda Chorreras-Capitanejo/Santander (derecha)

Trampa de
luz Shannon

C. Trampas con cebo animal: se ubicaron 2 trampas tipo Angulo (Angulo y
Esteban, 2011) y 4 trampas Noireau (Noireau et al., 1999) tanto en la cafiada
del loro del Barrio Villa del Prado como en la vereda Chorreras-Capitanejo en
sitios estratégicos para la captura de esta especie (troncos y raices de arboles,
cuevas de rocas, madrigueras, cuevas de murciélagos), se dejaron por 24
horas al cabo de las cuales se recogio y se identifico el material capturado. En

la Figura 13 se observan algunas de estas trampas:
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Trampa
Noireau

Figura 13. Trampas con cebo animal en la vereda de Chorreras-Capitanejo
trampa Noireau con cebo animal (Mus musculus) y trampa Angulo con cebo

animal (Gallus gallus)

s

Rl o

d. Trampas con atrayentes quimicos (feromonas):

Las trampas cebadas con atrayentes son herramienta utilizadas en muchos
programas de manejo integrado de plagas. Su uso se acrecenté a partir del
descubrimiento, aislamiento y sintesis de las feromonas y de otros atrayentes
gue median en la conducta de los artrépodos, en particular de los insectos
(Barrera et al., 2006). Como lo citado por Rojas en el 2005, entre las feromonas
sexuales o de cOpula, varios autores han sugerido su presencia en triatominos
sobre la base de estudios de comportamiento y electrofisiol6gicos.Sustancias
guimicas como benzaldehidos y aldehidos alifaticos son consideradas
feromonas relacionadas con el comportamiento sexual de triatominos (Fontan,
2002).

Para aplicar esta estrategia de captura, se utilizé una adaptacién de la trampa
Noireau: en 8 trampas se incluyeron viales de 2 ml adheridos a las paredes de

la trampa (Figura 14) con 1.5 ml de compuestos organicos utilizados como
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atrayentes. Los semioquimicos a utilizar fueron los aldehidos alifaticos:
Nonanal (M = 142,4 g/mol), Heptanal (M= 114, g/mol), el aldehido aromético
Benzaldehido (M= 106. 12 g/mol), y el Alcohol Isoamilico (M= 88,15 g/mol),
laconcentracion de los semioquimicos es la sugerida por la casa comercial
Merck para garantizar la eficiencia de su aplicacion, ya que estos compuestos
son utilizados en campo y son de rapida aspersion en el ambiente. (Rojas et
al., 2005). Las trampas se ubicaron en lugares con posibles indicios de

presencia de P. geniculatus (Reyes, 2009).

Figura 14. Trampa Noireau, en su interior vial con 1.5 ml de atrayente quimico

e. Captura manual
Se realizd inspeccion y recoleccibn manual en lugares alrededor de las

viviendas de las zonas seleccionadas para el estudio. La Figura 15 muestra las

actividades del grupo de trabajo en las zonas de muestreo.
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Figura 15. Colecta manual de triatominos. Grupo CINTROP-UIS en Barrio Villa

del Prado-Bucaramanga (arriba) y en la vereda Chorreras-Capitanejo (abajo).

4.1.3Condiciones ambientales

Para determinar las condiciones ambientales, se utilizaron los datos registrados
por la Corporacion de defensa de la Meseta de Bucaramanga (CDMB) para el
afio 2011. Para la zona de Capitanejo, no se logré informacién climatica debido
a gue no se visitd la estacion meteoroldgica encargada de registrar estos datos
(Duitama, Boyacd). Tampoco se tuvo acceso a los datos en la pagina web del

IDEAM (http://institucional.ideam.gov.co/jsp/index.jsf).
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4.1.4 Recoleccion del material

Los individuos capturados se colocaron en recipientes plasticos, etiquetados
(Figura 16) y transportados al laboratorio de Entomologia del CINTROP-UIS
ubicado en Piedecuesta, y sé determinaron taxondmicamente mediante la

clave de Lent y Wygodozinsky (1979).

Figura 16. Recipientes para la recoleccion de triatominos

4.1.5Colonizacion y Cria en laboratorio:

Los insectos silvestres capturados en la zona de estudio se mantuvieron en
condiciones ambientales constantes de laboratorio a 25+2°C y 75-80% de
humedad relativa, fotoperiodo 12:12 y se ofrecié para su alimentacién cada 8
dias, sangre de gallina (Gallus gallus), y de raton (Mus musculus- cepa
BALB/c) inmovilizados. Se obtuvo su postura y los huevos se ubicaron en
varios sustratos con el fin de determinar el mejor de ellos para la eclosion de
las ninfas. Luego de la eclosion, las ninfas N1 se separaron cada una en un
frasco plastico debidamente etiquetado con un abanico de soporte dentro y un
adulto muerto como fuente de endosimbiontes (Villacis et al., 2008). Después
de la eclosién de las ninfas de primer estadio, estas se alimentaron hasta lograr
su primera alimentacion; y posteriormente con una alimentacion semanal.
(Figura 17)
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Figura 17. Alimentacién con sangre de gallina (Gallus gallus) y de ratén (Mus

musculus) de triatominos recolectados en campo

=TT NS
B4,
J

4.1.6Cria de ninfas para ensayos biolégicos

Las poblaciones de P. geniculatus utilizadas para los ensayos biolégicos

fueron:

-P. geniculatus de laboratorio, Molagavita 2003

La cepa de laboratorio se obtuvo a partir de P. geniculatus procedente del
municipio de Molagavita en el 2003. Ninfas | eclosionadas en sustrato con
algodén humedecido, se utilizaron para ensayos con los principios activos

insecticidas.

-P. geniculatus de campo, Chorreras 2012

Los insectos capturados en campo en la vereda de Chorreras, municipio de
Capitanejo, Santander, se ubicaron en un recipiente y luego de la copula y la
postura, los huevos que se obtuvieron a diario se trasladaron a
diferentessustratoscomo arena esteril, algodon humedecido, yeso y recipiente
sin sustrato (Figura 18), hasta su eclosion. Las ninfas de primer estadio (F1)
emergidas se utilizaron para los ensayos con los principios activos insecticidas
(ReyesJerez et al., 2009). Solo unas pocas ninfas se dejaron para obtener la
F2 de esta cepa de campo (n = 40).Vale la pena anotar que de los 27 insectos
de P. geniculatus capturados y procesados por examen directo y PCR, solo se

utilizaron 18 insectos para poder obtener la colonia de campo de Capitanejo
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2012. Los 9 insectos restantes murieron durante el proceso de transporte o cria
en el laboratorio.

Figura 18. Diferentes medios para la eclosion de las N1 de la cepa de campo.

a. arena estéril, b. con yeso, c. sin nada, d. con algodén humedecido

-P. geniculatus de campo F3, Santander 2010

Adicionalmente, se utilizé una poblacién de P. geniculatus de campo de la
generacion 3 (F3), Santander 2010, los huevos de los adultos de la generacion
2 (F2) se ubicaron en varios sustratos (vidrio, pelos de cabra, plumas, papel y
arena) para su eclosion. Las ninfas de primer estadio (F3) emergidas se
utilizaron para los ensayos con los principios activos insecticidas (Reyes Jerez
et al., 2009).

4.2 Determinacion de la infecciéon natural por Trypanosoma cruzi en la

poblacion de campo de Panstrongylus geniculatus

Para determinar la infeccion natural por T. cruzi de los individuos capturados se

utilizaron las siguientes técnicas:
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4.2.1 Examen directo

Los triatominos capturados en campo seanalizaron por examen directo a través
de la visualizacion de 400X al microscopio Optico marcaCarl Zeiss de muestra
de deyeccion fresca de P. geniculatusobtenida luego de su alimentacion y
diluida 1:1 en 50 pl de solucion salina de cloruro de sodio (NacCl) al 0.85% para

evidenciar la infeccion natural por Trypanosoma sp.(Figura 19).

Figura 19. Visualizacion al microscopio deTrypanosoma sp.en heces de P.

geniculatus

Tripomastigote
metaciclico de
Trypanosoma sp.

4.2.2 Extraccion de ADNy PCR

Luego de realizar el examen directo de las muestras, se tom6 200 ul de la
dilucion de las heces con solucion salina y se almacené en un vial de 2 ml a -
70°C para su utilizacion en el diagndéstico de infeccion natural por T. cruzi a
través de PCR. El procesamiento de las muestras por dicha técnica, se realizo
con el asesoramiento y colaboracion del grupo de Inmunologia y Epidemiologia
molecular de la Universidad Industrial de Santander, dirigido por la doctora
Clara Isabel Gonzalez Rugeles PhD. La estandarizacién del protocolo de
determinacién de T. cruzi en heces de triatominos estuvo a cargo de la doctora
Martha Lucia Diaz M.Sc., esto fue necesario para la determinacion de la
infeccion natural por T. cruzi en muestras de P. geniculatus provenientes de

campo.
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La infeccion natural por Trypanosoma cruzise confirmd por extraccion y
amplificacion del ADN. Para la aplicacion de esta, se utilizaron 9 muestras de
heces obtenidas en el Barrio Villa del Prado-Bucaramanga (2 muestras
provenientes deP. geniculatus capturados en la cafiada del loro).
Adicionalmente, se procesaron catorce muestras obtenidas a partir de heces de
R. pallescenscapturados en esta misma zona. De la vereda de Chorreras-
Capitanejo, Santander se procesaron 27 muestras de heces de P.
geniculatuscapturados.

-Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN, se sigui6 el protocolo recomendado por Miller y
colaboradores en 1988 (método de Salting out), con algunas modificaciones:
(figura 20).
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Figura 20. Extraccion de ADN a través del método de Salting out (Miller et al.,
1988) a partir de heces de triatominos

Preparacion de la muestra: dilucién de las heces
de triatominos en 50 pl de solucion salina (85%)

| Almacenamiento a -70°C )

| Extraccion de &cidos nucleicos totales (Salting |

Se afadié 600 yl de WCLB (10 mM Tris-Cl pH 7.5, 10 Mm
EDTA pH 8.0, 50 mM NacCl), 10 pl de Proteinasa K (20 mg/ml)
y 10 yl de SDS 10%

Se mezclé con vortex para romper los glébulos
blancos y la membrana nuclear y se liberara el
ADN

Se Mezclo con voriex para romper T0S g obulos

blancos y la membrana nuclear y se liberara el
ADN

Incubacion de las muestras a 56°C por 30-45 min'y
agitacion con vortex cada 15 min para la digestion
completa de las células

Se anadié 150 pl de Cloruro de sodio 6M y se agito con
vortex por 30 segundos

Se incubd por 5 minutos en frio para
ayudar a precipitar las proteinas

Se centrifug6 a 13.000 r.p.m (revoluciones
por minuto) por 10 minutos

Se transfirié el sobrenadante a un nuevo vial con
cuidado de no remover el precipitado

Se anadio al sobrenadante 600 pl'de Tsopropanol (-
20°C) y se mezcld por inversion durante 1 minuto
(se aprecio la aparicion de la malla de ADN)

| Continua en la siguiente pagina |
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Se centrifugd a 10.000 r.p.m. durante 4 minutos

Se eliminé el sobrenadante por inversion con cuidado de no
eliminar el precipitado

Se realiz6 un lavado con 200 ul de etanol
al 70%

Se centrifugo y se eliminé el sobrenadande
por inversién

Se escurrio la boca del vial contra una toalla de
papel limpia

Se colocé el tubo abierto para eliminar por completo el
etanol

Luego, se resuspendi6 en 50-100 pl de buffer TE
1X pH 7.5 estéril

Se incub6 a 60°C por 1
hora

El ADN se midio cuantificando la absorbancia en un
espectofotdmetro (Nanodrop 2000 marca Thermo Fisher)

Se almacené a -20°C
hasta su uso

-PCR

Para la amplificacién del DNA nuclear de T. cruzi de la muestra se realizo el
protocolo descrito por Moser y colaboradores (Moseret al., 1989). Brevemente:
se utlizaron los primers especificos TCZ1 (primer directo) 5'-
CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3" 'y TCZ2 (primer reverso) 5'-
CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3'. Estos primers permitieron la
amplificacion de una region repetida de 188 pb del ADN nuclear satelitalde T.
Cruzi. Las condiciones de reaccion fueron: desoxinucleotidos trifosfatos
(dNTPs) 0,4 pl/ml, primers 0,1 pl/ml, Cloruro de Magnesiol,2 pl/mly Tucan Taq
0,12 ul/ml.El programa de amplificacién fue el siguiente:desnaturalizacion inicial

a 94°C durante 10 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C,
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por 30 segundos, hibridacion a 55°C por 30 segundos y extensién a 72°C por
30 segundos, finalizando con wuna extension a 72°C durante 10
minutos.Posteriormente los productos amplificados fueron electroforados en
geles de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de etidiopara visualizarse con la

luz Ultravioleta (UV) del transiluminado (Moser, 1989).

4.3 Lineas bases de susceptibilidad de los insecticidas en ninfas

susceptibles de primer estadio de Panstrongylus geniculatus

4.3.1 Material entomoloégico

-Cepa susceptible de laboratorio, Molagavita 2003:

La estandarizacién de la linea de susceptibilidad a principios activos de
insecticidas organofosforados y piretroides se realizd con insectos de la cepa
susceptible de laboratorio de P. geniculatus procedente del municipio de
Molagavita en el 2003 y mantenida en el laboratorio CINTROP-UIS por mas de
9 afos, sin el contacto de ninguna sustancia insecticida (Figura 21).

-Cepa de campo F1, Capitanejo 2012

También, se utiliz6 una cepa de campo P. geniculatus generacion 1 (F1)
recolectada en la vereda Chorreras, Municipio de Capitanejo durante el 2012
(Figura 21).

-Cepa de campo F3, Santander 2010

Adicionalmente, fue conformada una cepa denominada Santander, a partir de
insectos Unicos procedentes de varios municipios del departamento de
Santander como son: Cabrera, Chorreras, Floridablanca y Bucaramanga; estos
insectos (generacion 2: F2) se colonizaron en condiciones de laboratorio, para

obtener ninfas de primer estadio de la generacion 3: F3; y calcular las lineas de
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susceptibilidad a los principios activos insecticidas. Estos resultados fueron
comparados con los resultados obtenidos en la cepa campo-Capitanejo 2012 y
la cepa susceptible de laboratorio Molagavita 2003 de P.geniculatus.

Figura 21. Adultos de P. geniculatus de una cepa de laboratorio colonizada en
el aflo 2003 proveniente del municipio de Molagavita (izquierda), adultos de P.
geniculatus de una cepa de campo generacion 2 (F2) proveniente de 4
municipios de Santander en el 2010 (centro) y adultosde P. geniculatus de una

cepa de campo proveniente de Chorreras-Capitanejo en el 2012 (izquierda)

4.3.2 Insecticidas

Se utilizaron los principios activos con grado técnico lambdacihalotrina (0.1 g y
98% de pureza) y fenitrotion (0.25 g y 98% de pureza), adquiridos por
importacion de laboratorios del Doctor Ehrenstorfer, Augsburg-Alemania en el
2010 (Figura 22).

Figura 22. Principios activos lambdacihalotrina y fenitrotién
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4.3.3 Técnica de Aplicacion topica:

Se utilizaron ninfas de primer estadio eclosionadas entre 24 y 36 horas antes,
con un peso promedio de 1,1 mg (cepa de laboratorio y cepa de campo F3), y
1,8 mg (cepa F1 de campo) y se topicaronen la parte dorsaldel abdomen con
0.1 pl de ingredientes activos disueltos en acetona con ayuda de microgeringas
Hamilton provista de descargador repetitivo (MIN SALUD ARGENTINA, 2005).

Para los ensayo se seleccionaron 10 ninfas de la cepa de laboratorio, y 6 ninfas
de la F1 de campo (con menor numero de ninfas N1 eclosionadas por provenir
de una colonia més reducida),por dosis y por repeticion. De la cepa de campo
F3, Santander 2010, se tomaron entre 8 y 10 ninfas por ensayo (Figura 23). En
un primer ensayo se usaron cuatro niveles de dosis con un factor 1/10 entre
cada dosis y en los ensayos finales se usaron mas de cinco niveles de dosis
intermedias que registraron entre 10 y 90% de mortalidad (0,08; 0,06; 0,04;
0,02; 0,01; 0,005 ng/i para cepa susceptible de laboratorio y cepa de campo F3,
Santander 2010 y 3; 2,5; 2; 1; 0,8; 0,6 ng/i para la poblacion F1 de campo
Chorreras 2012 con lambdacihalotrina) (2,5; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,1 ng/i para cepa
susceptible de laboratorio y cepa de campo F3, Santander 2010y 2,5; 2; 1,5; 1;
0,8; 0,5 para la poblacién F1 de campo, Chorreras 2012 con fenitrotion) Se
trataron grupos de insectos controles con el mismo volumen de acetona para
analisis. Los insectos se colocaron en un recipiente con papel plegado en su
interior y se cubrieron con muselina. Se realizaron al menos tres réplicas
independientes de cada ensayo en distintos dias. Los frascos fueron colocados
dentro de la incubadora marca INTECMA Ltda. con una temperatura de 25°C y
50-75% HR, segun requerimientos (MIN SALUD ARGENTINA, 2005). Los

ensayos se realizaron en horas de la tarde.
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Figura 23. N1 de P. geniculatus para ensayos con insecticidas

4.3.4 Criterios de muerte
Seconsiderémuerto al insecto que colocado sobre un papel filtro no presento
actividad locomotora propia, ya sea en forma espontanea o cuando se estimulé

por un pincel o pinza (Figura 24) (OMS, 1994).

Figura 24. N1 de P. geniculatus afectadas por el insecticida

» *

------

4.3.5 Analisis estadistico:
-Lineas de susceptibilidad

Se utilizaron los datos de mortalidad a las 48 horas en ninfas 1 de P.
geniculatus para fenitrotion como el tiempo calculado para la efectividad de
este insecticida OMS 1994) y 72 horaspara lambdacihalotrina, teniendo en
cuenta el efecto knodown ocasionado por los piretroides en poblaciones de
insectos (Alzogaray y Zerva 1997). Para calculos de los parametros
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estadisticos DLso ¥y DLgg Segun método probit (Litchfieldy Wilcoxon 1949) y los
respectivos intervalos de confianza del 95%. Todos los parametros se
expresaron en ng de ingrediente activo por insecto. Los parametros DLsg Yy DLgg
(dosis letal para el 50% y 99% de los insectos tratados respectivamente), se
establecieron utilizando el programa POLO PLUS -Probit and Logit Analysis
Version 2.0 (LeOra Software, 2007). Se consideraron significativamente
diferentes los valores de DLso cuyos IC 95% no se solaparon. Se calculo los
valores de X? (Chi cudrado) para cada concentracién. Si el X? calculado es
menor que el valor de X? critico, se concluye que la linea trazada al ojo es la
linea de regresion correspondiente a los valores observados con 95% de
confianza. Este andlisis expresa el grado de distribuciéon de los valores

observados alrededor de la recta.

4.4  Perfiles de resistencia a los principios activos de los insecticidas

en ninfas de primer estadio de una cepa de campo de P. geniculatus

El estado de la susceptibilidad y/o resistencia de P. geniculatus a los principios
activos insecticidas lambdacihalotrina (piretoride) y fenitrotion
(organofosforado) de la cepa F1 de campo, Chorreras 2012,secomparé
respecto a la cepa susceptible de laboratorio, Molagavita 2003,CINTROP/UIS,
para determinar los niveles o grados de resistencia.

Para esto, se usaron N1 (ninfas en el primer estadio) provenientes de la colonia
susceptible de laboratorio y de la primera generaciéon (F1) del material
recolectado en campo.En caso de detectarse menor susceptibilidad en el
material de campo, trabajar con la F1 asegura que esta diferencia tiene un
origen genético y por lo tanto se puede considerar una genuina resistencia. Se
usaron N1 de la F1 para acortar la demora entre el momento de recoleccion de
material a campo y la realizacién del ensayo.

Las ninfas 1 de campo tenian 2-3 dias de eclosionar y en ayunas.

Luego en ninfas 1 provenientes de la cepa de laboratorio se determina la curva
dosis-mortalidad del principio activo insecticida por el método de aplicacion

topica pero con un volumen de aplicacion de 0,1 pl.
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Segun la linea base de susceptibilidad determinada en la cepa de laboratorio
se establece una dosis discriminante equivalente a la DLgg de esta cepa.Se
utilizaron 6N1 provenientes de insectos recolectados en campo (F1) y se
expusieron a la dosis discriminante. La supervivencia reiterada (por lo menos
un superviviente en dos de 3 ensayos) de los insectos expuestos indico el
desarrollo de resistencia y justifico la determinacién de grado de resistencia.
Para determinar el grado de resistencia (GR), se determiné las DLsg para N1 de
cepas de laboratorio y de campo resistente. La resistencia se determind
teniendo en cuenta los IC 95% de los GR como lo descrito por Robertson y
Preisler (1992).Los valores de Grado de Resistencia (GR) fueron calculados
como el cociente entre la DL50 de cada insecticida en la poblacién de campo y

la DL50 del mismo insecticida en la cepa de laboratorio.

DLg, Cepa de Campo

GR =
DLs, Cepa de Laboratorio

Para la interpretacion de estos resultados, se tiene en cuenta que si los IC95%
contienen al valor uno, el valor de Grado de Resistencia no es
significativamente distinto que uno y entonces no hay resistencia; si no lo
contiene, el Grado de Resistencia es significativamente diferente que uno y por
lo tanto hay resistencia (Robertson y Preisler 1992). Se clasificara el nivel de
resistencia de acuerdo a la clasificacion propuesta por Torres y colaboradores
en el 2002 (Torres-Vila et al., 2002): susceptibilidad=1; baja resistencia: 2-10;

resistencia moderada: 11-30; alta resistencia: 31-100.
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5. CONSIDERACIONES ETICAS

La manipulacion de los animales en experimentacion y la bioseguridad del

estudio se llevaron a cabo segun los siguientes lineamientos:

Animales: Se tendran en cuenta las disposiciones de la Ley 84 de 1989,
capitulo VI, articulos 23 (literales a, b, c) y 24 del estatuto nacional de
proteccion de los animales y que regula el uso de animales vivos en
experimentos e investigacion; asi como la normatividad en la investigacion
biomédica con animales expuesta en el titulo V de la Resolucion No. 008430 de
1993, articulos 87 (literales c, d, e, f, g, i, j y k), 89, 92 y 93. Asi mismo, para el
cuidado, manejo, mantenimiento y sacrificio de animales se tendran en cuenta
los protocolos y recomendaciones del IACUC (Institutional Animal Care and
Use Committe 2002) de la Universidad de Minnesota, en AVMA (American
Veterinary Medical Association 2013), para la eutanasia y las recomendaciones
sobre las buenas préacticas en la administracion de sustancias y sangria de
animales expuestas en el articulo EFPIA (The European Federation of
Pharmaceutical Industries Associations /ECVAM (The European Center for the
Validation of Alternative Methods).
Insectos: Se regira de acuerdo a la resolucién No. 008430 de 1993 emanada
del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia titulo IV, en su capitulo I,
sobre la Bioseguridad de las investigaciones y el manejo de material bioldgico
que pueda contener microorganismos patdgenos en los Articulos 63, 67 (c) y
71.

Los alcances del decreto numero 039 de 2000 por el cual se reglamenta la
investigacion cientifica sobre diversidad biolégica en Colombia que en su
articulo 2 se refiere a: "Permiso de estudio con fines de investigacion cientifica.
Las personas naturales o juridicas que pretendan adelantar un proyecto de
investigacién cientifica en diversidad biolégica que involucre alguna o todas las
actividades de colecta, recolecta, captura, caza, pesca, manipulacion del
recurso bioldgico y su movilizacion en el territorio nacional, deberan obtener
permiso de estudio, el cual incluira todas las actividades solicitadas”, también

especifica en su articulo primero que: "Las disposiciones de este decreto no
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seran aplicables a las investigaciones o practicas docentes que se realicen en
materia de salud y agricultura, excepto cuando éstas involucren especimenes o
muestras de fauna y/o flora silvestres” y por tanto no es aplicable a este
estudio. Seres humanos: No se utilizaran seres humanos en los ensayos, por lo

tanto no se prevé riesgo
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de una colonia de campo de P. geniculatus utilizando
diferentes métodos de captura.

6.1.1P. geniculatus capturados

El nimero de P. geniculatusrecolectadosen los lugares de muestreo (barrio
Villa del Prado, Bucaramanga y vereda Chorreras, Capitanejo) por captura
manual, colecta alumbrado publico, trampa de luz Shannon, vigilancia
comunitaria, trampas con cebo animal (trampa Angulo y Noireau) y trampa con
atrayentes quimicos, se resumen en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. P. geniculatus recolectados por captura manual, colecta alumbrado
publico, trampa de luz Shannon, vigilancia comunitaria, trampas con cebo
animal y trampa con atrayentes quimicos en el barrio Villa del Prado,municipio

de Bucaramanga, Santander durante el afio 2011

Especie Lugar de Porcentaje

Método captura Estadio Total de captura
(%)
Captura P. geniculatus Peridomicilio . 0 0
manual extradomicilio -
Colecta P. geniculatus Peridomicilio
2 machos
Alumbrado 3 30
" 1 hembra
publico
Trampade Luz  P. geniculatus Extadomicilio
2 hembras 2

Shannon 20
Vigilancia 1 macho .
comunitaria P. geniculatus Intradomicilio 4 hembras 50
Trampa . . .

P. geniculatus Peridomicilio- -* 0 0
Angulo
Trampa
Noireau con P. geniculatus Peridomicilio -* 0 0
cebo animal
Trampa
Noireau con P. geniculatus Peridomicilio -* 0 0

feromonas

-*:No se halloP. geniculatus con este método de captura
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El mejor método de captura en esta zona fue la vigilancia comunitaria (50%

captura), ya que se recolectaron cinco P. geniculatus de 10 totales.

Es importante resaltar que con la trampa Angulo se logré capturar R.
pallescens (n=31:13 machos, 3 hembras, 1N5, 1N4, 3N3, 6N2, 4N1); este

triatomino ha tomado importancia epidemiologica debido a que al igual que P.

geniculatus ha cambiado sus habitos silvestres para hacer intrusion a los

domicilios humanos.

Tabla 2. P. geniculatus recolectados por colecta manual, trampa de luz

Shannon, vigilancia comunitaria, trampas con cebo animal y trampas con

atrayentes quimicos en la vereda Chorreras-Capitanejo, Santander

Lugar de Porcentaje de
Método Especie Estadios
Captura Total Captura
Colecta . L
P. geniculatus Intradomicilio 2 machos

manual 2 7.4
Trampa de
luz P. geniculatus Peridomicilio 1 macho 1 3.7
Shannon
Vigilancia . Intradomicilio 19 machos

o P. geniculatus ) .
comunitaria peridomicilio 5 hembras 24 89
Trampa ) . o

P. geniculatus Peridomicilio- -*
Angulo 0 0
Trampa
1 1 icili _*

Noireau con P. geniculatus Peridomicilio 0 0
AnhA Aninm Al
Trampa P. Peridomicilio -* 0 0
Noireau con geniculatus

-*: No se hall6 P. geniculatus con este método de captura

En este lugar, el método de captura mas eficiente fue la vigilancia comunitaria

(89% captura) con veinticuatro P. geniculatus recolectados de veintisiete en

total.
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6.1.2 Condiciones ambientales

Las condiciones reportadas por la Corporacion de Defensa de la Meseta de
Bucaramanga (CDMB) durante las fechas y lugares de captura, se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3. Datos Meteorologicos CDMBen los dias de captura. Afio 2011

HR T°
H T° Precip.
dia dia o
Fecha captura i Precitacion Prom. Prom. Prom.
) ) Hora captura captura 3 o o o
triatominos dia captura diaria diaria diaria
(%) (°C)
(%) (°C) (mm)
03/02/2011 8:20 PM 70.9 21.2 0 67.9 2202 O
03/03/2011 9:15 PM 87.2 18.2 0 82.1 1896 0.7
01/04/2011 9:17 PM 77.9 21.3 0 75.94 2225 O
19/04/2011 10:00 PM 88.3 18.3 0.7 78.95 2033 0.1
21/04/2011 8:05 PM 84.2 18.7 0.1 82.80 19.4 0.23
09/05/2011 9:00 PM 82.4 20.3 0 77.18 214 0.02
03/06/2011 8:48 PM 82.8 19.3 0 82.63 19.67 0.08
22/06/2011 9:00 PM 80.9 20 0 74.09 2139 0.01
28/08/2011 8:30 PM 82 21 0 t 2 0
23/12/2011 8:06 PM 83 21.9 0.1 * * 0.1
Promedio total 81.96 20.02 0.09 77.7 20.67 0.124

*. Datos no obtenidos

Fueron consultados los datos meteorol6gicos del municipio de Capitanejo para el
primer semestre del afio 2012 en el IDEAM Bucaramanga, sin embargo el Instituto no

cuenta con la informacion de esta zona del departamento de Santander.
6.1.3 Colonizacion y cria de P. geniculatus de campo
Colonizacién

Basados en los resultados de la captura, se procedio a la colonizacion y cria de

P. geniculatus de campo.

Se debe mencionar que con los insectos recolectados en el barrio Villa del
prado- Bucaramanga, no se logré obtener colonia, ya que los individuos se

morian a los pocos dias de llegar al laboratorio (15-20 dias), a pesar de que se
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les suministré las condiciones necesarias para su cria (humedad = 75% y

alimentacion cada 5 dias con raton (Mus musculus) y gallina (Gallus gallus).

Con los insectos recolectados en la vereda Chorreras-Capitanejo se obtuvo la
cria de ninfas 1 con la cual se realizaron los ensayos para establecer la linea

de susceptibilidad a lambdacihalotrina y fenitrotion

Cria en laboratorio

El nimero de huevos depositados por los adultos de P. geniculatus capturados
en campo se ubicaron en diferentes sustratos que resultaron en la eclosion de
ninfas 1. Los resultados del porcentaje de eclosion en dichos sustratos, se

resume en la Tabla 4:

Tabla 4. Porcentaje de eclosion dehuevos de P. geniculatus provenientes de
Chorreras, Capitanejomantenidas en los sustratos de arena humeda estéril,

yeso, algodon humedecido y sin sustrato.

Sustrato No. huevos No. N1 Porcentaje de
eclosionadas eclosion (%)
Arena humeda 670 447 67
estéril
Yeso 69 31 45
Algodon 92 25 27
humedecido
Sin sustrato 218 112 51
Total 1049 615 59
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Tabla 5.Significancia de los valores del porcentaje de eclosion en diferentes

sustratos en ninfas N1 de P. geniculatus.

Chi® Arena ]
e , Algododn .
significativo a humeda Yeso . Sin sustrato
o humedecido
p<0,005 (x) estéril
Arena humeda
. 1 X X X
estéril
Yeso X 1 X -
Algodon
_ X X 1 X
humedecido
Sin sustrato X - X 1

X: datos con diferencias significativas. -: datos sin diferencias significativas

Los huevos obtenidos por adultos de la cepa susceptible de laboratorio-
Molagavita 2003 fueron ubicados en superficies con algodén humedecido. Vale
la pena anotar que se obtuvo gran cantidad de ninfas 1 de esta cepa (mas de
500 N1 semanales), ya que se tiene una colonia bien establecida en el
laboratorio del CINTROP (Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales), por lo que no hubo necesidad de cambiar el sustrato a uno mas
eficiente. Los huevos obtenidos de la cepa de campo de la generacion 3 (F3) -
Santander 2010, fueron ubicados en varios sustratos (vidrio, papel, plumas,
pelo y arena), el porcentaje de eclosion para dichos sustratos respectivamente
fue 46,67%; 52,94%; 45,54%; 71,43%y 77,61%, esta comparacion dio como
resultado a la superficie con arena (77, 61%) como el mejor sustrato para la
eclosion de huevos de esta cepa de campo F3 de P. geniculatus. Este registro
fue valido para elegir los sustratos de eclosion de los huevos de la cepa de
campo F1 (Grupo CINTROP, comunicacién personal). Por tanto, el mejor
sustrato para la eclosién de ninfas 1 de P. geniculatus, fue la arena humeda
estéril (67%).Se registraron diferencias significativas entre los sustratos de

arena humeda estéril, yeso, algodon humedecido y sin sustrato. Los sustratos

83




en yeso y sin sustraros no mostraron diferencias significativas entre sus

porcentajes de eclosion (ver Tabla 5).

6.2 Determinacion de la infeccidon natural por T. cruzi en la poblacion de

campo de Panstrongylus geniculatus

Infeccidn natural por Examen directo

Los resultados de la infeccion natural luego del examen directo y la PCR de P.

geniculatus recolectados en campo se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la infeccion natural por T. cruzi a través de examen
directo y PCR en P. geniculatus recolectados en Villa del Prado, Bucaramanga

y Chorreras, Capitanejo.

Zonas de No. de No. de No. muestras positivas por Porcentaje de
captura de insectos muestras Examen Directo y PCR Infeccion natural por
P.geniculatus capturados procesadas Examen Directo y PCR
Villa del Prado 10 9 Examen directo 5 56
(Bucaramanga) PCR 5 56
Chorreras- 27 27 Examen directo 9 33.3
Capitanejo PCR 12 44.4
Santander 2010 4 m Examen directo 'IT m
PCR L m

[: muestras no procesadas por examen directo o PCR

La Tabla 6 muestra que para el barrio Villa del Prado, se procesaron 9 de las
10 muestras recolectadas, la muestra que no se proces6 se encontraba en un
estado muy deteriorado y fue imposible realizar cualquier tipo de diagndstico
para infeccion natural por T. cruzi. En el caso de las muestras recolectadas en
la vereda Chorreras, Capitanejo, se procesaron el total de individuos
capturados (n=27). El numero de muestras de Villa del Prado que resultaron
positivas por examen directo fue 5 (50% del total), este resultado fue similar al
diagnéstico por PCR (50% positividad para T. cruzi). Las muestras procedentes
de Chorreras, Capitanejo fueron 33,3% positivas por examen directo para la

infeccion por T. cruzi. Los resultados de infeccidon natural de esta cepa por
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PCR, dieron una positividad del 44,4%. En la cepa Santander 2010 no se
realizaron andlisis de PCR ni examen directo por que se contaba con un
namero muy reducido de triatominos colectados (n = 4), ademas no se habia
realizado el contacto con el grupo de Inmonologia y Epidemiologia Molecular

de la Universidad de Santander para el procesamiento de estas muestras.

-PCR en heces de P. geniculatus recolectados en campo

El resultado de PCR para determinar la infeccién natural por T. cruzi, se
evidencio a través de geles de electroforesis utilizando el marcador molecular
PUC que seiala la banda de 190 pb (Figura 25 y 26), la cual indica la

positividad de la muestra.

Figura 25. Amplificacion de ADN de T. cruzi en heces de P. geniculatus y R.
pallescens, recolectados en Villa del Prado, Bucaramanga (B) y otros
municipios de Santander como: L: Lebrija, SV: San Vicente, Cb: Cabrera, F:
Floridablanca, RN: Rionegro y C: Capitanejo. MP: marcador de peso molecular
(PUC 19DNA/mspl), C-: ADN Martha Diaz, C+: ADN cepa JCR. +: Muestras
positivas para infeccion por T. cruzi en heces de triatominos.Las letras
representadas en color rojo corresponden a muestras de heces de P.

geniculatus, las de color naranja a muestras de R. pallescens.

H,O MP C- C- C+ C+ B B SVMPL B

190pb

H,O MP C- C-C+ B B B

190pb




Figura 26. Amplificacion de ADN de T. cruzi en heces de P. geniculatus
recolectado en la vereda Chorreras, municipio de Capitanejo, Santander.

+: Muestras positivas para infeccion por T. cruzi. MP: marcador de peso
molecular (PUC 19DNA/mspl), CR: control de reaccion, C-: ADN Angela Torres,
C+: ADN cepa JCR

MPCRC-C+1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 1415 16 17 181920 2122 2324 25 26 27 MP

N
—

190pb

6.3 Establecimiento de las lineas bases de susceptibilidad de los

insecticidas en ninfas susceptibles de primer estadio de P. geniculatus

El resultado de las lineas de susceptibilidad para los principios activos de
lambdacihalotrina y fenitrotiébn en las poblaciones de laboratorio, de campo F1y

de campo F3 de P. geniculatus, se representa en la Tabla 7 y 8.
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Tabla 7. Nivel de susceptibilidad en ninfas de estadio 1 de P. geniculatus, cepa
susceptible de laboratorio-Molagavita 2003, poblacion de campo F1-Chorreras
2012 y cepa de campo F3-Santander 2010 a la aplicacion topica de
lambdacihalotrina. (Datos obtenidos con el programa POLO PLUS Probit and
Logit Analysis Version 2.0).

Poblacion n X DLsg IC 95% DLggy IC 95% | Pendiente GR
(ngl/insecto) (ng/insecto) +EE
Cepa susceptible de | 350 0,209 0,024*° 0,021- 0,131 0,097- 3,188+
laboratorioMolagavita 0,028 0,201 0,.316
2003
CINTROP-UIS
Cepa de campo F1 1,194% 1,002- 5,764 4,021- 3,402+ 48.9*
Chorreras 2012 250 0,989 1,404 10,727 0,491 (39,2-
60,9)
Cepa de campo F3 | 350 1,241 0,030° 0,026- 0,151 0,112- 3,328+ 1,2
Santander 2010 0,035 0,233 0,338 (2-1,5)

GR: grado de resistencia. En la Ultima columna, los valores sefialados con un asterisco son
significativamente distintos a la unidad. a:valores con diferencias significativas; b:valores con

diferencias no significativas, X*=chi cuadrado.

La tabla 7 muestra que los resultados de la DLsgy la DLgg para la cepa
susceptible de laboratorioy la cepa de campo F3-Santander 2010, no fueron
significativamente diferentes ya que hubo solapamiento en los valores de los
intervalos de confianza del 95% para dichos valores. En el caso de la
comparacion entre las DLsy de la cepa susceptible de laboratorio con la cepa
de campo F1, Chorreras 2012, se demostro que hay diferencias significativas
en estos valores ya que no se presento solapamiento entre los valores de los
IC 95%. En el caso de la DLy, los resultados fueron similares a los registrados

para la DLsy, demostrando las diferencias significativas entre la cepa
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susceptible de laboratorio y la cepa de campo F1-Chorreras 2012. El valor de
las pendientes fue mayor a 3 (<3) en todas las poblaciones de P. geniculatus
evaluadas. El X? calculado en todas las poblaciones evaluadas fue menor que
el valor de X? critico, demostrando el ajuste de estos valores a la linea de
regresion correspondientes a los valores observados con el 95% de
confiabilidad.

Tabla 8. Nivel de susceptibilidad en ninfas de estadio 1 de P. geniculatus, cepa
susceptible de laboratorio, cepa de campo F1 Chorreras 2012-Capitanejo y
cepa de campo F3 -Santander 2010 a la aplicacion tépica de fenitrotion (datos

obtenidos con el programa POLO PLUS Probit and Logit Analysis Version 2.0)

Poblacién n X* DLsgg IC 95% DLgg IC 95% | Pendiente GR
(ng/insecto) (ng/insecto) + EE
Cepa de 300 | 2,166 0,482%° 0,387- 5,471%P 3,564- 2,205z
laboratorio 0,590 10,276 0,233
Molagavita 2003
CINTROP-UIS
1,476° 1,254- 7,354° 4,691- 3,336+ | 3,06*
Cepa de campo | 200 | 0,879 1,786 17,580 0,563 (2,3-4)
F1 Chorreras
2012
Cepa de campo | 300 | 1,174 0,528° 0,411- 8,091° 4,354- 1,963+ 1,09
F3 Santander 0,684 22,853 0,266 (0,8-
2010 1,5)

GR: grado de resistencia. En la Ultima columna, los valores sefialados con un asterisco son
significativamente distintos a la unidad. a: valores con diferencias significativas; b:valores con

diferencias no significativas, X?=chi cuadrado.

La tabla 8 muestra que los resultados de la DLsg para la cepa susceptible de
laboratorio y la cepa de campo F3, Santander 2010, no fueron
significativamente diferentes ya que los intervalos de confianza del 95% de

dichos valores se solaparon. En el caso de la comparacion entre las DLsg de la
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cepa susceptible de laboratorio con la cepa de campo F1-Chorreras 2012, se
demostré que hay diferencias significativas en estos valores pues los valores
de los IC 95% no se solaparon. En el caso de la DLgyg los valores (IC 95%) se
solaparon en todas las poblaciones evaluadas. El valor de las pendientes fue
menor a 3 (<3) en la cepa susceptible de laboratorio y en la cepa F3-Santander
2010. En la poblacién de campo F1, el valor de la pendiente fue mayor a 3 (>3).
El X? calculado en todas las poblaciones evaluadas fue menor que el valor de
X? critico, demostrando el ajuste de estos valores a la linea de regresion

correspondientes a los valores observados con el 95% de confiabilidad.

Al comparar el efecto de cada uno de los principios activos sobre la poblacién
susceptible de laboratorio-Molagavita 2003, de campo-Capitanejo 2012, y en la
cepa de campo adicional F3 -Santander 2010 de P. geniculatus se observaron
los siguientes resultados (Figura 27):

Figura 27. Comparacion de DLsp y DLgg a los principios activos
lambdacihalotrina y fenitrotion sobre una cepa susceptible de laboratorio-
Molagavita 2003, cepa de campo-Capitanejo 2012 y una cepa adicional de

campo F3-Santander 2010 en ninfas 1 de P. geniculatus
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La figura 27 muestra que para la cepa susceptible de laboratorio, el efecto
insecticida de lambdacihalotrina es muy superior al de fenitrotion, ya que se
necesité menor cantidad del piretroide para alcanzar la DLsp y la DLgg €n P.
geniculatus. En la cepa de campo F1-Capitanejo 2012 también se observé una
mayor efectividad del piretroide pero no tan marcado como en la cepa de
laboratorio. Los datos adicionales en la cepa de campo F3-Santander 2010

mostraron resultados similares a los obtenidos en la cepa susceptible de
laboratorio-Molagavita 2003.
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6.4 Establecemiento de los perfiles de resistencia a los principios
activos de los insecticidas en ninfas de primer estadio de una cepa de

campo de P. geniculatus

Perfil de resistencia a lambdacihalotrina

Al realizar la linea de susceptibilidad del principio activo de lambdacihalotrina
para la cepa de laboratorio-Molagavita 2003, se observo que la dosis que maté
al 99% de los insectos tratados fue de 0,08 ng/insecto, pero al tratar con esta
misma dosis a la poblacion F1 proveniente de campo-Chorreras 2012, se
observé una mortalidad del 50% y teniendo en cuenta lo recomendado para
cuantificar el grado de resistencia (por lo menos una sobreviviente en dos de
tres ensayos) (Ministerio Salud de Argentina, 2005; Vassena y Picollo, 2003) se
cuantifico el grado de resistencia para esta cepa al compararla con la cepa
susceptible de laboratorio para determinar si existia algun nivel de resistencia

en la cepa F1 de campo en P. geniculatus. Por tanto:

GR = DLg, Cepa de Campo
" DLs, Cepa de Laboratorio

R = 1,194
70,024

GR =49

Los resultados mostraron un alto nivel de resistencia (GR=48,9) de la cepa de
campo F1, Chorreras 2012 a lambdacihalotrina, al hallar el cociente entre las
DLso de la cepa de campo/ cepa susceptible de laboratorio. Este resultado se
seflala en la Tabla 7. Los intervalos de confianza (IC 95%) (Robertson y

Preisler, 1992) calculados para los grados de resistencia fueron 39,203-60,996.
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Perfil de resistencia a fenitrotion

Cuando se determind la linea de susceptibilidad para el principio activo
fenitrotion, se observd que la dosis que mato6 el 99% de los insectos en la cepa
de laboratorio-Molagavita 2003 fue 2 ng/insecto; al aplicar la dosis
discriminante en la cepa F1 de campo-Chorreras 2012, el porcentaje de
mortalidad fue del 60%, y segun lo recomendado para cuantificar el grado de
resistencia (por lo menos un superviviente en dos de tres ensayos) (Ministerio
Salud de Argentina, 2005; Vassena y Picollo, 2003) se cuantifico el GR por el
cociente entre la DLso de fenitrotion de la cepa de campo F1/DLg, fenitrotion de

la cepa susceptible de laboratorio. Por lo tanto:

DLg, Cepa de Campo

GR =
DLs, Cepa de Laboratorio

R = 1,476
70,482
GR = 3,06

El GR calculado para fenitrotion en la cepa de campo-Chorreras 2012 fue GR=
3,06, catalogandola como una poblacién con una baja resistencia para este
organofosforado. Estos resultados se sefialan en la Tabla 8. Los intervalos de
confianza (IC 95%) (Robertson y Preisler, 1992) calculados para los grados de

resistencia fueron 2,335-4,016.

Por lo tanto, los resultados de la tabla 7 sefialan que la poblacién de campo F1-
Chorreras 2012 es de alta resistencia a lambdacihalotrina (GR= 48,9). La cepa
de campo F3 es una cepa susceptible a este piretoride (GR=1,2). Los
resultados de la tabla 8 muestran que la poblacion de campo Fl1-chorreras
2012 registré una baja resistencia a fenitrotion (GR=3,06). La cepa de campo
F3 es catalogada como una cepa susceptible a este organofosforado
(GR=1,09), (Robertson y Preisler, 1992).
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7. DISCUSION

La recoleccion de P. geniculatus en campo demostré la efectividad de algunas
técnicas para la captura de triatominos silvestres de captura. La busqueda
activa a través de la vigilancia comunitaria de los vectores demostré ser la
estrategia que logré recolectar mas triatominos. La vigilancia entomolégica
brinda informacion rapida y segura acerca de focos de transmision activa y la
distribucion de los vectores de la enfermedad de Chagas en las diferentes
comunidades, las especies presentes y el monitoreo de la tasa de infeccién
natural con T. cruzi en los vectores (Guia Vigilancia Entomoldgica-Instituto
Nacional de Salud 2010). Vale la pena resaltar que de los demas métodos de
captura, la trampa Shannon también contribuy6 a la recoleccion de individuos
(n=3). La eficiencia de este método se basa en la atraccion que ejerce la luz
sobre los triatominos conllevando a su dispersion activa. La luz eléctrica que
usualmente se usa en las viviendas humanas juega un papel importante en la
invasion de triatominos silvestres a los ambientes domésticos, lo que a su vez
aumenta el riesgo de transmision de la enfermedad de Chagas (Castro et al.,
2010). Los deméas métodos de colecta como la trampa Angulo y la trampa
Noireau con cebo animal y con feromonas no lograron capturar P. geniculatus,
y por lo tanto no se pudo determinar el habitat de estos triatominos; contrario a
lo ocurrido con otras especies como es el casode R. pallescens, de este
triatomino se logré capturar algunos insectos en palmas (Familia Aracaceae)

con la trampa Angulo, pudiendo confirmar su habitat.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la cria de la poblacién de P.
geniculatus de campo, la cepa proveniente de Chorreras-Capitanejo pudo ser
colonizada en condiciones de laboratorio, ofreciéndole condiciones Optimas
para su cria, como accesibilidad a fuentes de alimento (alimentacion con raton
y gallina cada 8 dias), temperatura (20°-30°) y humedad relativa (HR)(60-90%),
como lo registrado por varios autores (Reyes, 2009; Wolff y Gonzalez, 1998),
para esta especie. A pesar de esto, la cepa proveniente de Villa del Prado no
se logro colonizar, aparentemente, porque no se obtuvo de forma simultanea

individuos de ambos sexos para la misma poblacién. Los resultados
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meteoroldgicos obtenidos por la CDMB: (T° promedio = 20,02°C y HR promedio
= 81,2%) confirman las condiciones ambientales idéneas para el desarrollo de
este triatomino, considerandola a su vez en una especie euritérmica,
permitiéndole su distribucién en un gran nimero de habitats (Patterson et al.,
2009). La eclosiéon de los huevos fue mayor en el sustrato con arena
humedecida, este garantizO un ambiente de humedad como lo registrado por
otros autores en sustratos que mantienen la humedad como el yeso (Wolff y
Gonzalez,1998),evitando que los huevos se desequen y puedan eclosionar a
N1. En este estudio, el porcentaje de eclosién para la arena humeda fue del
67% por encima del yeso (45%).

Para diagnosticar la enfermedad de Chagas, se presentan inconvenientes
como la baja sensibilidad de los métodos parasitolégicos sobre todo en las
fases indeterminada y cronica de la enfermedad y la baja especificidad de los
meétodos inmunoldgicos. Técnicas como la PCR se han venido utilizando hace
algun tiempo, pues es una alternativa diagndstica debido a su alta
especificidad, sensibilidad y rapidez, esta se basa en la amplificacion de
secuencias repetitivas y especificas del ADN del parasito (Molina-Garza et al.,
2007). Como lo citado por Pavia y colaboradores en el 2003, la eleccion del
ADN para diagnéstico, ofrece ventajas como la presencia del ADN del parasito
en todas las etapas de su ciclo de vida, ademas, todos los organismos poseen
secuencias de ADN que sirven para su identificacion y que a diferencia de las
técnicas  inmunoldgicas, este método es independiente de la
inmunocompetencia del individuo o de la influencia de infecciones previas.
Dicha técnica se ha utilizado también en el diagnostico de la infeccion natural
de triatominos provenientes de campo, por las ventajas que ofrece sobre las
otras técnicas como el examen directo, ya que esta Ultima requiere la presencia
del parasito entero (vivo o muerto) para facilitar su identificacion dentro de la
muestra.Teniendo en cuenta la infeccion natural por T. cruzi en las poblaciones
de P. geniculatus de campo obtenidas en el barrio Villa del Prado-
Bucaramanga, el porcentaje de infeccion natural mediante PCR fue del 56%,
similar a lo observado por examen directo. Con respecto a la cepa de campo

de P. geniculatus recolectado en la vereda Chorreras, municipio de
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Capitanejo/Santander, el porcentaje de infeccion natural por PCR fue del
44,4%, superior a lo registrado por examen directo (30%), lo que permite
deducir una mayor sensibilidad de la técnica de PCR para determinar la
infecciobn natural por T. cruzi en P. geniculatus, reafirmando lo descrito
anteriormente. Estos resultados evidencian lo reportado en otros estudios
acerca de la alta infeccidn natural por T. cruzi en esta especie de triatomino
(60%-90%), (Reyes, 2009; Reyes 2010). En este trabajo se determiné infeccion
natural por T. cruzi en poblaciones de campo de P. geniculatus del 44% hasta
del 56%, esto indica el riesgo al que estan expuestas las poblaciones humanas
que pueden estar en contacto con este insecto.

Por otra parte, los resultados de las DLsy ¥y DLgg para cada uno de los
insecticidas demostré una mayor efectividad de la lambdacihalotrina sobre el
fenitrotion ya que se necesitd una menor concentracion del piretroide para
ocasionar la mortalidad en cada una de las poblaciones de P. geniculatus
evaluadas. Esto confirma las diferencias de efectividad que existen entre los
piretroides (lambdacihalotrina) y organofosforados (fenitrotién), similar a lo
registrado por otros autores en estudios con ninfas 1 de T. infestans
susceptibles en donde se registré la diferencia de DLsy entre piretroides y
organofosforados (deltametrina 0,13 ng/i, B-cipermetrina 0,24 ng/i y fenitrotion
21,6 ng/i) (Picollo et al., 2005) y en trabajos con ninfas 1 de T. dimidiata
(deltametrina 0,44 ngl/i, betacipermetrina 0,46 ng/i y fenitrotion 16,45 ng/i) y T.
maculata (deltametrina 0,07 ng/i, betacipermetrina 0,05 ng/i y fenitrotion 4,.12
ng/i) (Reyes Jerez et al., 2007), esto reafirma la accion triatomicida de los
piretroides (Zerba, 1997). Vale la pena resaltar que en la cepa de campo F1 -
Capitanejo 2012, la respuesta insecticidade lambdacihalotrina y fenitrotion fue
similar, aunque mayor en el piretroide, confirmando la resistencia de la cepa
ante estos dos insecticidas. No se realizé analisis de las pendientes ya que la
conclusion de un metanalisis realizado hace algunos afios sefala que la
pendiente de la recta dosis-respuesta no es un buen indicador de la
susceptibilidad a insecticidas (Chilcutt y Tabahsnik, 1995), ademas los
resultados de este trabajo no coinciden con lo planteado acerca de las

observaciones de las pendientes citado por Soto Vivas en el 2001, en donde
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menciona que algunos autores (Georghiou, 1983; Saume 1992) han sefialado
que cepas con pendientes elevadas (<3) son susceptibles al insecticida
evaluado. Por lo contrario, los valores de las pendientes para la cepa de campo
F1-Chorreras 2012, fueron mayores a 3 en una cepa considerada como

resistente tanto para lambdacihalotrina como para fenitrotion.

Al comparar la respuesta de las cepas de P. geniculatus evaluadas con los dos
principios activos, se observo que para lambdacihalotrina (DLsp y DLg), la cepa
de laboratorio-Molagavita 2003,fue la méas susceptible (DLso=0,024 ng/insecto y
DLg9=0,131 ng/i). Este resultado pudo obedecer a que esta cepa se ha
mantenido en el laboratorio desde el 2003 y desde entonces ha estado libre de
contacto con cualquier insecticida, lo que indica que no ha sido sometida a
ninguna presion de seleccion por insecticidas. Teniendo en cuenta la cepa F1
de campo-Chorreras-Capitanejo 2012, los resultados de la DLsy y DLgg para
lambdacihalotrina fueron muy superiores a los observados en la cepa
susceptible de laboratorio, demostrando una menor eficacia de
lambdacihalotrina sobre la cepa de campo,registrando resistencia al comparar
sus valores de DLso con los valores de DLsp obtenidos en la cepa susceptible

de laboratorio.

Los resultados con fenitrotion demostraron una menor sensibilidad en las cepas
evaluadas, pues se necesitd una mayor cantidad de esté para lograr el 50% vy
el 99% de mortalidad en ninfas 1. La cepa susceptible de laboratorio registré
valores similares a datos adicionales registrados para la cepa de campo F3.

En la cepa F1 de campo los valores para este principio activo fueron mas
elevados, demostrando una menor sensibilidad para fenitrotion al compararla
con las otras dos cepas.

La resistencia de los triatominos a insecticidas ha sido reportada por otros
autores (Depickére et al., 2012; Picollo et al., 2005; Santo Orihuela et al., 2008;
Zerba 1999) y se puede afirmar que bajo una adecuada presion de seleccién,
cualquier poblacion de insectos es capaz dedesarrollar alguna tolerancia a
cualquier producto quimico utilizado para su control (Molina de Fernandez et

al., 2004; Vassena y Picollo 2003). La cepa de campo F1 proveniente de la
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vereda de Chorrera-Capitanejo, registr6 un alto grado de resistencia
principalmente al principio activo lambdacihalotrina. Para fenitrotion también se
registr0 una baja resistencia en esta cepa F1 al compararla con la cepa
susceptible de laboratorio, aunque menor que lo registrado con
lambdacihalotrina. El principal soporte econémico de los habitantes de este
municipio es la agricultura, principalmente la siembra de tabaco, melon, tomate
y maiz, productos que necesitan un uso intensificado de plaguicidas, pesticidas
y otras sustancias quimicas que contribuyen al deterioro de los suelos, el agua
y a la inmunizacion de plagas (Plan de desarrollo municipal, Capitanejo 2008-
2011). Esta situacion sumada con las fumigaciones realizadas con
lambdacihalotrina por parte del personal de ETV (Enfermedades de
Transmision Vectorial) de la Secretaria de Salud de Santander durante el afio
2005, probablemente contribuyeron al hallazgo de la resistencia registrada por
la cepa de campo F1- Chorreras 2012 para ambos principios activos.

La resistencia a estos principios activos puede responder a fenbmenos de
resistencia cruzada positiva como lo reportado para otros insecticidas como
betacipermetrina, betaciflutrina e incluso para lambdacihalotrina por
insecticidas del mismo grupo de piretroides como lo es la deltametrina, pero
ademas se ha indicado que este fendmeno no se presentd entre
organofosforados como el fenitrotién (Picollo et al., 2005); los resultados de
este estudio, al parecer demuestran lo contrario, pues la cepa de campo F1
demostro resistencia para insecticidas pertenecientes a estos dos grupos, lo
gue sugiere gque no es recomendable usar fenitrotion para el control de P.
geniculatus de campo resistente a lambdacihalotrina. Por lo tanto, los eventos
de resistencia en cepas de campo debido al uso continuo de insecticidas,
ocasionan fallas en el control de triatominos en las diferentes zonas del pais.
Esto indica que al implementar campafias de control de la enfermedad de
Chagas, se debe tener informacion sobre el uso de insecticidas en determinado
lugar y la rotacién oportuna de insecticidas a nivel regional que permita
seleccionar un insecticida eficaz para el control de triatominos en esta zona
(Angulo et al.; 2001; Bisset 2002; Vassena y Picollo, 2003). La resistencia a los

piretroides en los insectos, se ha correlacionado con el aumento del
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metabolismo, principalmente por enzimas (Oppenoorth, 1985), en particular con
la actividad del citocromo P450, como lo reportado por Lee y Scott en ensayos
con mosca doméstica (Musca domestica), en donde se observo resistencia a
piretroides (Lee y Scott 1989) y Vassena en el 2002 donde también registro
resistencia a piretroides en una poblacién de T. infestans del Brasil y en R.
prolixus de Venezuela, cuyos ensayos con piperonil butéxido (sinergista de
insecticidas, inhibe enzimas monooxigenasas) sugirieron un metabolismo
oxidativo como causa de la resistencia (Vassena, 2000). En otros estudios, se
reportd la presencia de enzimas esterasas especificamente de a-naftil acetato
(a-NA) y p-nitro fenil acetato (PNA) involucradas en la resistencia de
poblaciones de Triatoma infestans en Argentina (Santos Orihuela et al., 2011)
y en la resistencia a insecticidas organofosforados (Rodriguez, 2008). Con los
datos obtenidos en este trabajo no se puede sacar ninguna conclusién acerca

de los mecanismos de resistencia a insecticidas.

El uso de insecticidas en el control de triatominos, sigue siendo la estrategia
mas efectiva en la lucha contra el mal de Chagas. Segun lo descrito por
Alzogaray en el 2003, los piretroides se convierten en una herramienta eficiente
en el control de estos insectos por su gran selectividad y su alta actividad
insecticida que hacen gue las dosis usadas no constituyan un riesgo para los
mamiferos.

La aplicacién de dichas soluciones quimicas en el control de las poblaciones
domiciliarias y el conocimiento del estado de las susceptibilidad en especies
silvestres que estan haciendo intrusion a las viviendas,permite evaluar la
respuesta de la poblacibn de campo de P.geniculatus frente a compuestos
activos de insecticidas.

El creciente desarrollo de resistencia a insecticidas amenaza esta alternativa,
comprometiendo a los programas de control vectorial a implementar la
vigilancia periddica de la resistencia en dichas especies. La deteccion
temprana de la resistencia en cepas de campo permite elaborar estrategias de
control que disminuyen de esta forma la transmision de la enfermedad de

Chagas.
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CONCLUSIONES

El método de captura que demostré mejores resultados en la busqueda de P.
geniculatus de campo fue la vigilancia comunitaria. La trampa Shannon
también contribuy6 a la colecta de triatominos, lo que confirma el papel que
desempefia la luz artificial en la dispersibn de los triatominos y en el

acercamiento de estos insectos a los domicilios humanos.

El medio mas efectivo para la eclosion de ninfas N1 de la poblacion de campo

de P. geniculatus fue la arena himeda.

Las técnicas de PCR y examen directo demostraron el riesgo de transmision

de T. cruzi por P. geniculatus de campo a las poblaciones humanas.

El resultado de la linea de susceptibilidad para lambdacihalotrinaen la cepa
susceptible de laboratorio, Molagavita 2003, fue similar a lo registrado para la
cepa de campo F3, Santander 2010, esto evidencia la susceptibilidad de
ambas cepas para este insecticida. En la cepa de campo F1, Capitanejo 2012,

los resultados demostraron resistencia para este insecticida.

Para el fenitrotibn, al comparar las lineas de susceptibilidad de la cepa
susceptible de laboratorio con la cepa de campo F3, la primera demostré ser un
poco mas susceptible a este principio activo. En la cepa de campo F1, se

observo baja resistencia a este organofosforado.

Al comparar a fenitrotion con lambadihalotrina en las poblacionesde P.
geniculatus, se demostr0 que estas son menos susceptibles a este

organofosforado que a la lambdacihalotrina.
Con este trabajo, se logro realizar el monitoreo de la resistencia en una cepa

de campo de P. geniculatus a los principios activos lambdacihalotrina y

fenitrotion.
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Se debe tener informacién sobre el uso de insecticidas en determinado lugar
aplicando la rotacién oportuna de insecticidas con diferentes modos de accién,
evitando el uso o la dependencia total de determinado insecticida para el

control de plagas de insectos.

Este trabajo permitidé el establecimiento de las lineas base de susceptibilidad

por primera vez para esta especie en el pais.

El conocimiento de la susceptibilidad a insecticidas en triatominos intrusos es
indispensable en el disefio de estrategias utilizadas para el control de la
transmision vectorial.
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