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RESUMEN

Especimenes adultos de Stomoxys calcifrans fueron alimentados con sangre de ratones infectados
experimentalmente con un aislado de Trypanosoma evansi con el fin de evaluar su supervivencia en ¢l
tracto digestivo de este diptero hematdfago. Para lograr este objetivo se colectaron a nivel de campo pupas
de 5. calcifrans de las cuales se obtuvieron las moscas adultas de edad conocida. La alimentacion a partir
de sangre infectada con T. evansi se realizd mediante el suministro de ta misma bajo tres modalidades:
1) Celocando una gota de sangre sobre la malla colocada en los tubos en donde se encontraban las
moscas; 2) Por medio de un tubo capitar de capacidad conocida; y 3) A través de la picadura del inseclo en
un ratén infectado. En 1odas las modalidades se logro |a infeccion de S. calcitrans, cuantificando ademas
{a cantidad de sangre ingerida (20 plL/mosca). La diseccidén de las moscas a diferentes tiempos post-
alimentacion demostré la supervivencia de 7. evansi en el diverticulo veniral hasta 25 horas, mientras que
a nivel de intestino medio el periodo maximo de supervivencia fue de 32 horas. Se concluye que el tracto
digestivo de S. calcifrans ofrece condiciones apropiadas para ia supervivencia de 7. evansi por periodos
mayores a los reportados en la literatura, lo que incrementaria las posibilidades de éxito en la transmision
de este hemoflagelado.
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ABSTRACT

Survival of Trypanosoma evansi in the stable fly Stomoxys calcitrans was studied in the laboratory with the
aim of evaluating the maximum {ime of survival of the parasite into the digestive system of this
hematophagous diptera. This objective was accomplished through the use of new-emerged flies obtained
from pupae collected in the field. Feeding of the stable flies was performed by three different means: 1)
allowing the fly to take the blood from the net attached 1o the top of the glass vial; 2) placing a capillary tube
filled with bleod inside the glass vial; and 3) biting of an infected mouse. In all the three ways of feeding, S.
calcitrans became -T. evansi infected. The amount of blood ingested by cne fly was measured, and reached
20 pL. The dissection of the flies performed at different times after feeding showed the survival of T. evansi
up to 25 hours in the crop, whereas the maximum time of survivai in the midgut was 32 hours. Ht is
concluded that both the stable fly crop and the midgut environments are appropiate sites for the survival of
T. evansi, increasing the chance of transmission of this hemoflagellate. ‘
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INTRODUCCION

Trypanosoma evansi es el agente etioldgico de la
"derrengadera” o "mal de caderas" en equinos, y fue
el primer tripanosoma patodgeno diagnosticado en
animates domésticos [1]. También puede infectar otras
especies de mamiferos, entre las que se incluyen los
rumiantes y los caninos. Los animales de laboratorio
son susceptibles de infectarse con este hemaoflagelado,
lo que sin duda representa una ventaja para el
desarrollo de estudios experimentales.

Este agente hemotropico es de distribucion
mundial, habiendo sido sefalada su presencia en Ven-
ezuela en 1905 por Rangel, y aunque se desconocia la
causa, la existencia de la enfermedad en equinos era
conocida en nuestro pais desde 1826, cuando se reportd
por primera vez en el estado Apure [2].

La enfermedad causada por T. evansi cursa con
anemia, fiebre, caquexia y finalmente causa un cuadro
nerviosa con incoordinacidn y paralisis det tren poste-
rior. La patogenia de la misma parece estar asociada
a un fenémeno de autoinmunidad, con necrosis neu-
ronal y neuronofagia [3]. Este cuadro clinico puede
ser reproducido en cobayos (Cavia porcetius), el cual
constituye un modelo experimental adecuado para el
estudio de esta tripanosomosis a nivel de {aboratorio.
La presencia de aislados venezolanos de T. evansi
resistentes al diminazeno y al isometamidium ha sido
reportada [4].

Se ha postutade que T. evansi evoluciond a partir
de Trypancsema brucei, grupo al cual pertenece,
siendo morfoldgicamente idéntico a tas formas
alargadas de éste, habiéndose adaptado a una forma
no ciclica de transmision con la consiguiente pérdida
del pleomorfisme [5]. Este mismo autor sugiere que
los primeros camellos se infectaron con T. evansi a
través de las moscas del género Glossina, y que al
regresar a areas libres de este diptero, la infeccidn
fue diseminada por otras especies de insectos
hematéfagos. La existencia en América de un vampiro
hematdfago, el Desmodus rotundus, ha introducide
una variante en la epidemiologia de T. evansi en la
region, ya que se comporta como un eficiente vector
y como hospedador, pudiendo recuperarse de la
infeccion o sucumbir ante ésta [5].

Diversos dipteros hematdfagos han sido
incriminados como vectores mecanicos de T. evansi
en diferentes partes del mundo, mencionandose en-
tre ellos a los tabanidos como el grupo mas importante
desde el punto de vista epidemiologico [6].

Stomoxys calcitrans, cominmente conocida como
"mosca brava" o "mosca de los establos®, es un
ectoparasito de distribucion mundial v es considerada
coma una plaga cosmopolita. Esta mosca y sus

congéneres africanas han sido involucradas come
vectores mecanicos de T. evansi, aunque las opintones
no son unanimes al respecto [7], [8], [9].

Las hembras adultas de S. calcitrans ovipositan en
materia organica en descompasicion, siendo las heces
de equinos un medio ideal para el desarrollo larvario
de esta especie. Otros sustratos, como la cama de
pollo o de gallina incorperados al suelo como
fertilizantes, resultan apropiados para los estadios
inmaduros, Uegando a causar brotes de este diptero,
Una hembra es capaz de producir un total de 830 hueves
durante toda su vida [10].

be acuerdo a la habilidad para utilizar carbohidratos
0 aminoacidos como fuente de energia, los dipteros
hematdfagos pueden ser ubicados en tres grandes
categorias [11], En Nematocera vy Brachicera, sélo las
hembras son hematofagas, a pesar de que pueden
ingerir también néctares, mientras que los machos
dependen de la ingesta de carbohidratos para llenar
sus necesidades energéticas. En Pupipara, tante ma-
chos como hembras son exclusivamente hematéfagos
obligatorios, y obtienen la energia necesaria para el
vuelo a través de la via metabolica de un aminoécido:
la protina [20]. S. caicitrans puede ser ubicada en una
posicidn intermedia ya que tanto machos como
hembras pueden obtener energia a partir tanto de
sangre como de carbohidratos, y aungue son capaces
de sobrevivir hasta por 19 dias con la ingesta exclusiva
de polen, necesitan de sangre para cumplir con las
funciones reproductivas, por lo que se considera un
hematofago obligatorio [12], {13]. En colonias de S.
calcitrans mantenidas en laboratorio y alimentadas
exclusivamente con sangre, este diptero llena todo
sus requerimientos energeticos a partir de ese sustrato
a través de la via metabalica de la prolina [14]. En el
campo se han ohservado adultos de S. calcitrans sobre
flores, presumiblemente en bdsqueda de néctar [15].
Este comportamiento puede resultar en un incremento
en la supervivencia de los adultos, aunque dependen
de la ingesta de sangre tanto para la copula como para
la produccién de huevos. S. calcitrans es un
ectoparasito temporario, con una actividad de vuelo
incrementada entre las 10:00 y las 15:00 horas en
blsqueda de hospedadores, y uno ¢ dos picos de
hematofagia seguidos de periodos de descanso [16].

La supervivencia de los tripanosomas en el insecto
vector es de gran importancia en términos de la
eficiencia de éste para transmitir el parasito a un nuevo
hospedador. Et tiempo maximo reportade en la
literatura para T. evansi en la especie Stomoxys niger
niger fue de 140 minutos [9], mientras que para T.
vivax, la sobrevida fue de 40 minutos en S. calcitrans
[17].

El objetivo del presente trabajo fue evatuar el
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tiempo maximo de supervivencia de T. evansi en §.
calcitrans nacidas en el laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de las moscas

Los adultos de la especie Stomoxys calcitrans fueron
obtenidos a partir de pupas colectadas en una
explotacion lechera situada en el Municipio Crespo del
estado Lara a partir del material organico que se
acumula a lo largo de los galpones en donde son
mantenidas las vacas lecheras. Una vez llevadas al
laboratorio, las pupas eran lavadas en un colador y
luego secadas con papel absorbente y posteriormente
examinadas bajo microscopio estereoscopico con la
finalidad de seleccionar solo aguellas que no mostraban
dafos fisicos, causados tanto durante el proceso de
colecta como aquellos infligidos por enemigos natu-
rales come microhimendpteros, coledpteros y
hormigas, entre los mas frecuentes. Posteriormente
las pupas eran colocadas en capsutas de gelatina de
manera individual hasta la emergencia de los adultos.
Luego éstos eran transferidos a viales de vidrio
identificados y vedados con malla plastica para facilitar
su posterior alimentacidn e impedir la salida de las
moscas. Se llevd un registro detallado de cada mosca,
con el fin de conocer la edad de la misma y la hora en
que fue alimentada.

Parasitos

El aislado de Trypanosoma evansi utilizado en el
presente trabajo fue suministrade por el IVIC, en donde
es mantenido bajo criopreservacion. El aislado
denominado TEVA fue inoculado en tres ratones Balb
€57 hasta observarse la presencia masiva de parasitos
en fresco, momenta en el gue se colectaba sangre
infectada para inocular nuevos ratones y de esa manera
asegurar el suministro constante de parasitos.
Simultaneamente se mantuvo sangre infectada con T.
evansi criopreservada en nitrégeno liquido.

Alimentacién de tas moscas

Las moscas mantenidas en los viales eran
alimentadas con sangre infectada con T. evansi en tres
modalidades diferentes. La primera de ellas consistia
en colocar una pequefia gota de sangre sobre la malla
que cerraba los tubes, permitiendo a los adultos de 5.
calcitrans introducir la proboscis en la gota y succionar
la sangre. La segunda forma de alimentacion se realizo
con tubos capilares heparinizados, llenos de sangre y
colocados horizontalmente a través de la malla. De
esta manera se pudo medir la cantidad de sangre
ingerida por cada mosca. Una tercera modalidad
consistié en colocar los tubos con las moscas sobre el
dorso de ratones infectados con T. evansi. Las moscas
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eran alimentadas dentro de las primeras 24 horas post-
emergencia. Con el fin de evaluar el efecto de la
ingestién de carbohidratos sobre la digestion de la
sangre, a un grupo de 10 moscas se le colocd un
algodén embebido con una solucion acuosa de miel al
10% una hora después de haber comprobado la
ingestion de sangre.

Diseccidon de las moscas

Las moscas eran mantenidas a temperatura
ambiente hasta el momento de ser sacrificadas en
bldsqueda de parasitos maviles en el tracto intestinal.
Para la diseccion de los adultos, éstos eran colocadas
en un congelador durante un periodo no mayor de 2
minutos hasta lograr su inmovilidad. Antes de realizar
la diseccidon se seccionaban tanto las alas como los
tres pares de patas a fin de facilitar el proceso. Luego
se realizaba la diseccion bajo microscopio
estereoscopico, manteniendo los tejidos de las moscas
constantemente sumergidos en buffer salino glucosado
pH 8. Los diferentes segmentos del intestino eran
colocados sobre buffer entre porta y cubreobjetos, y
examinadas bajo microscopio de luz. Eventualmente
fueron realizados extendidos de algunos tejidos de
las moscas y coloreados con Diff-Quick,

RESULTADOS Y DISCUSION

La emergencia de los adultos de Stomoxys calcitrans
ocurria a partir del primer dia, registrandose un pico
de emergencia entre los 5 y 8 dias post-colecta. Esto
se debe a que durante la colecta se obtienen pupas de
diferentes edades, por lo que el tiempo de emergencia
también es variado. El porcentaje de emergencia
oscilo en torno al 30%, probablemente por efecto del
parasitismo por microhimenopteros de las especies
Spalangia cameroni y Muscidifurax raptor, prevalentes
en la localidad en donde se efectuaron las colectas de
pupas.

El volumen de sangre ingerido por 5. calcitrans
alcanzd tos 20 pL, determinado por la fraccion del tubo
capilar que quedaba sin sangre una vez que la mosca
concluia su alimentacion. Esto representa un 110% del
peso total de una mosca en ayunas, y coincide con lo
reportado previamente por otros autores [18]. En los
siguientes 5 minutos de la alimentacién, las moscas
excretaban gran parte del agua contenida en la sangre
ingerida, lo que se observad a simple vista a traves de
los viales. De esa manera los adultos disminuyen su
peso corporal y se tornan menos lentos para el vuelo,

La motilidad de T. evansi pudo ser evidenciada
tanto en el intestino medio como a nivel del diverticulo
ventral de S. calcitrans. La viabilidad en el diverticulo
se observd hasta par 25 horas. Debido a que este
édrgano funciona solamente como reservorio de
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alimento, en él no ocurre ninguna alteracién del
alimento ingerido, por lo gue la viabilidad de los
tripanosomas dentro del mismo no esta comprometida
por la accion enzimas digestivas.

En oposicién a lo reportado por la literatura en el
sentido de que el intestino medio es un ambiente hostil
para los tripanosomas [19], en el presente trabajo se
observd la presencia de T. evansi vivos en ese
segmento hasta 32 horas post-alimentacién. En
términos de supervivencia, este tiempo representa
casi el doble del periodo de ayuno que experimenta s.
calcitrans en condiciones naturales, tomando en cuenta
los picos de actividad alimenticia reportados para esta
especie [16], lo que incrementaria las posibilidades
de transmisién a nivel de campo.

El tiempe de supervivencia es considerado como
uno de los factores que afectan la tasa de transmisién
de un patégeno por un vector hematofago, Este fac-
tor, unido a otro no menos tmportante como es el
relacionado con los habitos alimenticios del vector,
condicionan el mayor o menor éxito en la transmisién
de agentes patdgenos en forma mecéanica. En
experimentos realizados con la especie Stornoxys niger
niger, se pudo demostrar que la mayor tasa de
transmision ocurrié cuando se utilizaron moscas
obtenidas en laboratorio y menores de 24 horas [9].
En el presente experimento solo se evaluaron moscas
con una edad menor de 24 horas y sin alimentacion
previa, lo cual podria garantizar un mayor tiempo de
sobrevida de los parésitos, ya que en moscas de mayor
edad alimentadas continuamente con sangre se
incrementan los niveles de enzimas proteoliticas a nivel
de intestino medic y con elto, una mas rapida digestion
de la sangre ingerida [20].

En las observaciones realizadas a nivel del intestino
medio de S. calcitrans luego de 18 horas de haberse
alimentado este diptero con sangre infectada fue
posible detectar diferentes formas del parasito (FiG.
1), en donde no solo se evidencian hemoflagelados
con dos nicleos, caracteristico de un tripanosoma en
divisidn, sino también formas cortas y redondeadas,
en oposicion a lo sefialado por Hoare [5], quien
considera que este hemoflagelado no exhibe el
pleomorfismo observado en T brucei, del cual
aparentemente se origing.

Aungue en el presente experimento no se midi6 la
cantidad de sangre no digerida presente en el intestino
medio de S. calcitrans luego de 18 horas de
alimentadas, se observaron diferencias evidentes
entre aquellas moscas a las que se les suministro miel
al 10% en comparacidn con las que sélo recibieron
sangre. Este hallazgo se explica porque la ingestién
de carbohidratos se traduce en una disminucién en la
tasa de digestidn de la sangre, tal cormo ha sido
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reportado en la literatura [11).

La motilidad de los tripanocsomas se mantuvo du-
rante tode el periode de observacién al microscopio,
tanto dentro como fuera del intesting medio, ya que
por efecto de la compresion realizada a la preparacion
entre porta y cubreobjeto, la sangre tiende a salir a
través del intestino, Es necesario sedalar que en
experimentos anteriores utilizando solucién salina
fisiolégica (0,85%) como medio para preservar (os
tejidos se evidenciaban los tripanosomas inmoviles,
erroneamente interpretade como un resultado negativo
por la presuncion de que los hemoflagelados observados
estarian muertos. Esto se corrigié mediante el uso
del buffer satino glucosado, el cual mantiene vivos los
tripanosomas. El tiempo de enfriamiento de las moscas
a -4 °C resultd adecuado para inmovilizarlas sin
causarles la muerte, y la extraccidn de las diferentes
secciones del intestino de $. calcitrans no revistié
mayores dificultades debido a la utilizacion de mate-
rial quirdrgico apropiado y a la ayuda del microscopio
estereoscopico.

CONCLUSIONES

El intestino medio y el diverticulo ventral de  Sto-
moxys calcitrans ofrece condiciones apropiadas para
el desarrolio de Trypanosoma evansi hasta por 32
horas.

La ingestién de carbohidratos retarda la digestion
de la sangre ingerida.
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FIG. 1. Frotis de contenido intestinal de Stomoxys
calcitrans infectada con Trypanosoma evansi.



