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Abstract: Two laboratory maintenance systems of Trypanosoma rangeli were compared. The maintenance
by weekly subinoculations in Tobie's culture medium and the intrafemoral inoculation of Rhodnius proli-
xus with cultured flagellates, resulted in loss of infectivity of the metacyclic salivarian trypomastigotes for
mice, ten months after maintenance in culture. With the system of cyclical passes through culture-Rhodnius-
mouse-culture-Rhodnius, the infectivity of the metacyclic trypomastigotes for mice, was maintained during
the three years of the experiment.

The number and porcentage of metacyclic trypomastigotes formed in the salivary glands of R. prolixus,
previously inoculated intrafemorally or intracoelomically with culture forms of 7. rangeli, did not show
correlation with the inoculated dose, however the inoculated quantity demostrated a direct relation with
the mortality rate of the insects.

The results indicate that 7. rangeli requires an adequate maintenance system, so that under experimen-
tal condition the biological characteristics. normally expressed under natural conditions, are conserved.

Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli Tejera,
1920, es uno de los dos tripanosomas humanos
informados de América. Aunque es apatogeno
para el vertebrado, su presencia en infecciones
puras o mezcladas con T. cruzi, interfiere con
el acertado dignostico de la enfermedad de
Chagas, debido a las frecuentes reacciones sero-
logicas cruzadas (Guhl y Marinkelle, 1982) o
a la existencia de algunos flagelados intestina-
les, presentes en los triatomineos vectores, los
cuales son morfologicamente indiferenciables
cuando se examinan en placas coloreadas con
el microscopio de luz (Schottelius, 1982;
Schottelius y Miller, 1984; Vallejo, tesis
M. Sc., Universidad de los Andes, Bogotd,
1984).

Es un hecho conocido que los fracasos para
infectar experimentalmente a los mamiferos su-
ceptibles con T. rangeli, estin relacionados con
la pérdida de la infectividad de los flagelados
cuando se mantienen in vitro durante largo
tiempo. Este fendmeno se ha observado aun
cuando los flagelados se formen en las glindu-
las salivares de los triatomineos vectores com-
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probados, pero por razones desconocidas, los
metatripomastigotes se tornan no infectivos
(D’ Alessandro, 1976).

Consecuentemente, se piensa que las cepas
de T. rangeli, se deben estudiar tan pronto
como sea posible después de su aislamiento,
antes que se modifiquen algunas de sus princi-
pales caracteristicas biologicas. Alternativamen-
te, varios investigadores han disefiado mecanis-
mos para mantener ciclicamente a T. rangeli
en el laboratorio, a través de pasajes seriados
por raton-triatomineo-raton-triatomineo, etc.,
cultivo-raton-cultivo-raton, etc., o tratomineo-
cobayo-triatomineo-cobayo, etc., (Tobie, 1964,
1968; D’Alessandro, 1972; Cuba, 1975). Estos
procedimientos han prolongado por mayor
tiempo la infectividad de las cepas.

Como consecuencia del reciente reporte de
T. rangeli en el Brasil (Miles, 1983), asi como
del interés de varios investigadores por los estu-
dios epidemiologicos, serologicos o bioquimi-
cos comparativos entre T. cruzi 'y T. rangeli, se
decidi6 a partir de los resultados obtenidos en
la presente investigacion, sefialar la importan-
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cia del mantenimiento adecuado de T. rangeli,
para que los flagelados conserven sus caracteris-
ticas biologicas similares a aquellas que presen-
tan en la naturaleza.

MATERIAL Y METODOS

Trypanosoma rangeli stock San Agustin,
fue aislado de las glindulas salivares de Rhod-
nius prolixus, previamente usado en un xeno-
diagnéstico humano en la regiéon de Choachi
(Colombia). Los tripomastigotes metaciclicos
se sembraron directamente en medio difésico
de Tobie y se efectuaron repiques semanales;
adicionalmente, la infectividad de las formas
glandulares se comprob6 por inoculacion de
las mismas en ratones CFW.

Los flagelados de cultivo contenidos en
0,01 ml. se inocularon intrafemoralmente
en ninfas de R. prolixus de quinto estadio,
segun la técnica usada por Alvarenga N.J.
(comunicacion personal a F. Guhl N.)
Cuando el inéculo se practicaba por via intra-
femoral, se utilizaba una aguja No. 27 cuyo
didmetro se ajustaba exactamente al didmetro
interno del tercer fémur seccionado; cuando
el inoculo se aplicaba por via intracelémica,
se utilizaba una aguja No. 30 o un capilar muy
fino, cuya insercion se practicaba lateralmente
entre el 40 y 50 segmento abdominal, de acuer-
do al método descrito por Coutinho y Nussen-
zweig (1952) y D’Alesandro (1972).

Con la finalidad de investigar el efecto del
numero de flagelados inoculados, sobre la mor-
talidad de los Rhodnius y sobre la produccion
de los tripomastigotes metaciclicos en las glan-
dulas salivares, se inocularon cuatro grupos de
ninfas de quinto estadio, con diferentes cantida-
des de flagelados (desde 450 hasta 74000 flage-
lados de cultivo/Rhodnius.). Se estudi6 la mor-
talidad de los vectores a partir del segundo dia
postinoculacion y durante un mes.

Se contaron los epimastigotes y tripomasti-
gotes metaciclicos observados en las glandulas
salivares de otros cuatro grupos de Rhodnius
inoculados en las mismas condiciones del ex-
perimento anterior. Con tal fin, a partir del
octavo dia y después cada tres dias, las glindu-
las procedentes de tres insectos, se colocaron
en 0,5 ml de PBS de pH 7,2; se rompieron
cuidadosamente para liberar su contenido y
los flagelados se contaron por duplicado en
camara de Neubauer, calculando finalmente
el numero por glandula.

Una vez escogido el indculo, se disefiaron
dos métodos de mantenimiento de T. rangeli
en el laboratorio:

Mantenimiento A: Los flagelados de cultivo
se repicaron semanalmente a nuevos medios
durante 14 meses; mensualmente, se inocularon
ninfas de quinto estadio con 0,01 ml de cultivo,
conteniendo aproximadamente 10.000 flagela-
dos. Los insectos se alimentaron sobre gallinas
48 horas después de inoculados y se guardaron
en la oscuridad a 28 °C y 75% de humedad re-
lativa. Durante las cuatro semanas siguientes se
examinaron las glandulas de los insectos y su in-
fectividad se comprobé por inoculacién intra-
peritoneal de ratones CFW.

Mantenimiento B: En cada experimento se
extrajeron las glandulas las salivares de tres
R. prolixus inoculados previamente con formas
de cultivo de T. rangeli; si el nimero de formas
infectantes oscilaba entre 100.000 y 200.000,
se inoculaban intraperitonealmente en un ra-
ton CFW. A partir del tercer dia, se examino la
sangre del ratdn para verificar la presencia de
flagelados. Una vez confirmada la parasitemia,
se sembro sangre del ratén en seis tubos de me-
dio de Tobie. Los flagelados que aparecieron
en el cultivo inicial, se repicaron sucesivamente
a nuevos medios cada semana. Después de cua-
tro a seis repiques, un inéculo de 0.01 ml de
cultivo, conteniendo 10.000 flagelados apro-
ximadamente, se aplico intrafemoral o intrace-
lémicamente en ninfas de R. prolixus de quinto
estadio. Los insectos se alimentaron sobre galli-
na 48 horas después de inoculados y se guarda-
ron en las mismas condiciones de aquellos utili-
zados en el mantemiento de tipo A. Las glandu-
las de los insectos se examinaron durante las
cuatro semanas siguientes y cuando presentaron
entre 100.000 y 200.000 tripomastigotes me-
taciclicos por gldndula. se inocularon nueva-
mente ratones CFW, cada uno con las glandu-
las de tres Rhodnius, para asi reiniciar el ciclo
anteriormente descrito. Cada pasaje ciclico por
R. prolixus-ratén-cultivo-R. prolixus, se repitié
cada tres meses durante tres afios.

RESULTADOS

La Fig. 1, representa la mortalidad acumula-
da de los triatomineos cuando se inocularon
intracelomicamente con 0.01 ml de cultivo,
conteniendo un numero variable de formas de
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Fig. 1. Mortalidad de Rhodnius prolixus inoculados intraceldmicamente con formas de cultivo de Trypanosoma

rangeli stock San Agustin.

T. rangeli. La mortalidad no presento diferencia
significativa, cuando los insectos se inocularon
con una dosis comprendida entre 450 flagela-
dos/Rhodnius 'y 8500 flagelados/Rhodnius
(24,5% y 29% de mortalidad respectivamente,
32 dias postinoculacion). Pero cuando los in-
sectos se inocularon con 18.000 flagelados/
Rhodniusy 74.000 flagelados/Rhodnius, lamor-
talidad fue significativamente mayor (44,4% y
82% respectivamente, 32 dias postinoculacion).

Estos resultados permitieron estimar que el
in6culo productor de baja mortalidad, conte-
nia desde un flagelado por cada cinco campos
microscOpicos hasta tres flagelados por campo
microscopico, cuando 7,5 ul de cultivo, se colo-
caban bajo una laminilla de 22 x 22 mm y se
observaba con un objetivo de 40 x y un ocular
de 10 x. Si el nimero de flagelados estaba en
este rango, entonces se inoculaba 0,01 ul.

Los presentes resultados coinciden con los
obtenidos por D’Alessandro (1976), en el sen-
tido de que solamente a partir del décimopri-
mer dia postinoculacién, comenzaron a apare-
cer los tripomastigotes metaciclicos en las
gldndulas salivares.

Se observé que entre los 11 y 32 dias, el nt-
mero de tripomastigotes metaciclicos vario en-
tre 5.000 y 200.000 por glindula, sin que exis-

tiera alguna relacion entre el namero de flagela-
dos inoculados intracelomicamente y el nimero
de tripomastigotes metaciclicos producidos.
En algunos insectos que sobrevivieron hasta
los 60 dias postinoculacién, el nimero de tri-
pomastigotes metaciclicos ascendi6 hasta
500.000 por glandula.

La Fig. 2 indica la produccidon, expresada
en porcentaje, de tripomastigotes metaciclicos
de T. rangeli en las glindulas salivares de cuatro
grupos de R. prolixus inoculados intracelémi-
camente con dosis variables de formas de culti-
vo. Los resultados revelaron que los tripomasti-
gotes variaron desde 7,6% en el décimo primer
dia hasta 82% en el dia 60 postinoculacion.
No se observo correlacion entre el nimero de
flagelados inoculados y la proporcioén de tripo-
mastigotes metaciclicos producidos por glindu-
la salivar.

Mantenimiento A (Figura 3): La inoculacion
intrafemoral de las ninfas de R. prolixus, con-
dujo invariablemente a la formacioén de tripo-
mastigotes metaciclicos en las glindulas saliva-
res, cuya infectividad fue evidente hasta el no-
veno mes de mantenimiento de los flagelados
en los medios de cultivo. Durante este tiempo,
todos los ratones inoculados intraperitoneal-
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Fig. 2. Produccion de 1 tripomastigotes metaciclicos de Trypanosoma rangeli en las glandulas salivares de Rhodnius
prolixus inoculados intracelomicamente con flagelos de cultivo. Cada punto representa el promedio de seis glandulas

salivares.
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Iig. 3. Mantenimicnto de T. rangeli (MIETODO A): A. Repiques semanaies de 7. rangeli en medios de cultivo de
Tobic B. Inoculacidn intrafcmoral de ninfas de R. prolixus C. l:xamen de glindulas salivares para verificar la pre-
sencia de tripomastigotes metaciclicos. D. Inoculacion intraperitoneal de glindulas positivas en ratones CFW. L.
I’xamen parasitoldgico de sangre de raton.
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mente con las glandulas salivares, presentaron
una parasitemia facilmente detectable desde el
tercero hasta el décimo segundo dia postinocu-
lacion.

Después del décimo mes de mantenimiento
de los flagelados en medios de cultivo, los tri-
pomastigotes metaciclicos formados en las
glandulas fueron incapaces de infectar a los ra-
tones. En un experimento particular, se inocu-
laron 33 ratones con edades comprendidas en-
tre 2 y 60 dias sin que hubiesen presentado
formas sanguineas detectadas por examen di-
recto o por xenodiagnostico.

Mantenimiento B (Figura 4): El manteni-
miento ciclico de T. rangeli a través de cultivo-
Rhodnius-raton-cultivo-Rhodnius cada tres me-
ses, durante los tres afios del experimento,
mostr6é invariablemente que la formacion de
los tripomastigotes metaciclicos en las glandu-
las salivares, se iniciaba a partir del décimo
primer dia postinoculacion, presentando una re-
lacion equivalente de tripomastigotes metacicli-
cos y epimastigotes aproximadamente en el
dia 18 (figura S); pero en el dia 30, entre el
70%Yy 80% de las formas glandulares, correspon-
dieron a tripomastigotes metaciclicos. Durante
el experimento, la cepa conservo su infectividad
y siempre produjo parasitemia evidente cuando
se inoculaban ratones CFW con glandulas saliva-
res de 18-20 dias postinoculacién de los insec-
tos.

DISCUSION

No se observo relacion entre el nimero de
formas de cultivo inoculadas intracelomica o
intrafemoralmente y la cantidad o proporcion
de tripomastigotes metaciclicos desarrollados
en las glandulas salivares, en donde se produjo
un ndmero similar de formas infectantes, in-
dependientemente de los flagelados inoculados.
Estos resultados son similares a los obtenidos
por Zeledon y Monge (1966), cuando inocula-
ron R. prolixus con dosis comprendidas entre
S0 x 103y 223x 103 flagelados/insecto, lo-
grando parasistemias maximas en la hemolinfa
de 43 x 106 flagelados/ml, sin observar una co-
rrelacion entre los picos de parasistemia y el
tamafio del inéculo.

Por el contrario, el tamaiio del in6culo mos-
tro relacion con la mortalidad de los insectos,
pues cuanto mds pequefia era la cantidad de
flagelados inoculada, menor mortalidad presen-
taron los triatomineos.

D’Alessandro (1976), report6 pérdida de in-
fectividad de T. rangeli en cepas mantenidas
por inoculacion intracelémica seriada de hemo-
linfa positiva. Tobie (1964), sefial6 que un
mantenimiento ciclico de T. rangeli a través
de Rhodnius-ratéon-Rhodnius, condujo a un in-
cremento en la infectividad de las glandulas
salivares. Los presentes resultados, sefialan que
el mantenimiento ciclico de T. rangeli a través
de cultivo-Rhodnius-raton-cultivo-Rhodnius,
mantiene la infectividad de las glandulas saliva-
res probablemente por tiempo indefinido y
los tripomastigotes metaciclicos aparecen inva-
riablemente a partir del décimo primer dia
de postinoculacion de los insectos, en contras-
te de un mantenimiento no ciclico, en el cual
la apariciéon de los tripomastigotes metacicli-
cos se inicia varios dias mas tarde y estos final-
mente pierden su infectividad, no obstante ser
morfologicamente indiferenciables de aquellos
con infectividad comprobada.

Recientemente, Marinkelle et al. (datos no
publicados), utilizando varias lectinas, demos-
traron la presencia de glico-proteinas sobre la
membrana de flagelados de T. rangeli prove-
nientes de glandulas infectantes de R. prolixus;
como estas glicoproteinas estaban ausentes de
las formas de cultivo, intestinales y de hemolin-
fa, se propone la hipétesis de que probablemen-
te constituyen una cubierta que protege a los
tripomastigotes metaciclicos de la lisis mediada
por la activaciéon de la via alterna del comple-
mento o que estas glicoproteinas ejercen una
proteccion contra los anticuerpos. El uso de lec-
tinas con especificidad para ciertos carbohidra-
tos, podria ser un procedimiento adecuado
para demostrar que los tripomastigotes metaci-
clicos de T. rangeli carentes de infectividad para
el huésped vertebrado, habrian perdido su cu-
bierta glicoproteica protectora.

El mantenimiento ciclico aqui experimenta-
do, presenta algunas ventajas frente a otros ti-
pos de mantenimiento ciclico, pues puede com-
pletarse en un periodo no inferior a un mes,
permitiendo asi obtener rdpidamente formas
de cultivo, tripomastigotes metaciclicos, flage-
lados de hemolinfa, tripomastigotes sanguineos
y flagelados intestinales en R. prolixus; siendo
estas formas de gran utilidad en estudios bio-
quimicos o inmunolégicos.

RESUMEN

Se compararon dos sistemas de manteni-
miento de Trypanosoma rangeli en el laborato-



80 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

NN Yy

il

(+ CF (+) +

N ™~ N

&)

) ) ) +)

Fig. 4. Mantenimiento de T. rangeli (METODO B): A. Repiques semanales de 7. rangeli en medios de cultivo de
Tobie. B. Inoculacion intrafemoral de ninfas de R. prolixus. C. Inoculacion intraperitoneal de ratones CFW con tri-
pomastigotes metaciclicos. D. Inoculacion de medios de Tobie con tripomastigotes sanguineos.
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Fig. 5. Formas de desarrollo de T. rangeli, observadas
en las gldndulas salivares de R. prolixus, 11 a 30 dias
después de inoculados intrafemoralmente con formas
de cultivo. a. tripomastigotes metaciclicos.b. forma
transitoria entre epimastigote y tripomastigote. c.
tripomastigote no metaciclico. d. epimastigote peque-
no. e. epimastogote largo. Dibujos obtenidos con ca-
mara lucida.

rio. El mantenimiento por repiques semanales
en medio de Tobie e inoculacién intrafemoral
de Rhodnius prolixus con flagelados de cultivo,
dio por resultado que los tripomastigotes meta-
ciclicos formados en las gldndulas salivares,
perdieron su infectividad para ratones después
de diez meses de mantenimiento en cultivo. En
contraste, un sistema de pasajes ciclicos seria-
dos a través de cultivo-Rhodnius-raton-culti-
vo-Rhodnius, mostr6 que los tripomastigotes
metaciclicos, conservaron su infectividad para
ratones, durante los tres afios del experimento.
El nimero y proporcion de los tripomastigotes
metaciclicos formados en las glindulas salivares
de los R. prolixus, previamente inoculados
intrafemoral o intracelémicamente con for-
mas de cultivo de 7. rangeli, no presentd co-
rrelacion con la dosis inoculada; no obstante,
la cantidad aplicada mostré relaciéon directa
con la tasa de mortalidad de los insectos.
Los resultados indican que 7. rangeli requie-
re un sistema de mantenimiento adecuado,
para que en condiciones experimentales, con-
serve las caracteristicas biologicas que normal-
mente expresa en condiciones naturales.
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