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La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
americana se encuentra entre una de las mas
temibles enfermedades metaxénicas del continente
americano. Los recientes hallazgos epidémicos de
numerosos casos de la protozoosis en la Gran
Caracas, confirma que esta enfermedad metaxénica
esté lejos de ser eliminada y, dada su condicién de
enzootia, mucho menos erradicada. En virtud de la
elevada toxicidad de las drogas en uso (i.e,
Nifurtimox® y Benznidazole®), y de que aldn no se
ha desarrollado una vacuna efectiva, la Unica
medida profilactica actual de control que evita la
adquisicion del Trypanosoma cruzi, es mediante la
aplicacion de insecticidas de origen quimico contra
las poblaciones triatominas involucradas en el ciclo
doméstico de transmision del hemoflagelado, siendo
impractica y poco viable esta medida contra las
poblaciones de vectores de habitos peridomésticos
y selvaticos. No obstante, el uso de insecticidas de
origen quimico posee los inconvenientes de que
muchas veces los insectos adquieren resistencia
hacia ellos, ademas de que generan problemas de
toxicidad aguda y crdnica para el humano, sus
animales y el ecosistema en general. Como parte de
un proyecto global para seleccionar potenciales
micoinsecticidas altamente virulentos, y adaptados a
las condiciones ambientales del medio venezolano,
para futuros programas integrados de control biorraa
cional contra triatominos vectores de la enfermedad
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de Chagas, en la presente disertacién se dan
detalles de las experiencias que durante mas de 10
afios ha venido realizando el LEPAMET en esta
area de investigacion. En una primera fase se ha
logrado ubicar 13 aislamientos nativos del hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana
(Ascomycota), y se han coleccionado muestras de
suelos de varios estados del territorio nacional para
conti-nuar incrementado nuestra micoteca. Postee
riormente, se ha iniciado la caracterizacion “in Vitro”
(medio sélido) tanto morfoldégica como fisioldgica
(germinacion) de los 13 aislamientos nativos de B.
bassiana, evaluandose asi mismo su accioén entoo
mocida sobre ninfas y/o adultos de Rhodnius
prolixus ylo Triatoma maculata, importantes
vectores de la enfermedad de Chagas en Venee
zuela, y sobre la ultraestructura e histopatologia de
la relacién intima hongo-hospedador en la dindmica
y modo de infeccion del hiphomiceto hacia los triaa
tominos. Por ultimo, se ha ensayado sobre ratones
albinos, incluyendo un grupo inmunosuprimido
(dexametasona), la toxicidad aguda y crénica y
patogenicidad del aislamiento LF14 por vias oral,
dérmica e inhalatoria. La morfologia macroscopica y
microscédpica confirmaron que aunque presentaron
variaciones intraespecificas, no obstante, efectivaa
mente todos los aislamientos pertenecen a la
especie B. bassiana; sin embargo, se debe sefialar
que aun se necesita realizar los patrones de ADN
(caracterizacion molecular) para tener una caracte-
rizacion definitiva y valida de los 13 aislamientos
fungicos. La temperatura posee un efecto altamente
significativo (P < 0,0000) sobre el proceso germinaa
tivo de las conidias de los 13 aislamientos fungicos
ensayados. Con excepcion de los 6 y 40 °C, los
conidios germinaron en las restantes temperaturas
probadas (9-38°C). En promedio los porcentajes de
germinacion se incrementaron significativamente (P
< 0,0000) desde los 9, 12 y 15 °C hasta 18-30°C,
alcanzandose en la mayoria de los aislamientos
porcentajes promedios de germinaciéon >90% en el
rango 18-30°C. A pesar de lo descrito, se detectaron
diferencias estadisticamente significativas
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(P < 0,0000) entre los aislamientos a lo largo del
gradiente térmico. De una manera general se
observa que la germinacion de los 13 aislamientos
decrecid significativamente (P < 0,0000) con el
incremento de la [NaCl], y se inhibié completamente
ala [NaCl] del 5% v/v. Sin embargo, cuando se hace
el andlisis comparativo de las diferencias entre aiss
lamientos se detectan diferencias significativas (P <
0,0000). En el rango de pH entre 5y 11,86, los 13
aislamientos mostraron porcentajes elevados de
germinacion (72-100%), inhibiéndose significativaa
mente (P < 0,0000) el proceso a partir del pH 4 (0,88
41,1%), hasta que a los pH 2 y 3 no se observd
germinaciéon de los conidios. Cuando se hace el
analisis comparativo entre los distintos aislamientos
del hipfomiceto, también se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,0000). El
analisis reveld que la tasa de germinacion de los 13
aislamientos ensayados decrecio significativamente
(P < 0,0000) con el incremento de la [H202], y se
inhibid completamente a partir de la [H202] del
0,14%. Asimismo, se observo que existen diferenn
cias estadisticamente significativas entre los distinn
tos aislamientos del hipfomiceto (P < 0,0000).
Cuando se hace el analisis tanto en las formulacioo
nes fungicas hechas en soluciones acuosas
(control) como aquellas obtenidas de base aceitosa,
incluyendo las de origen organico (maiz, soya,
girasol, canola, oliva) o mineral, los porcentajes de
germinacion fueron elevados (>99%) para todos los
aislamientos ensayados del hongo, no obteniénn
dose diferencias estadisticamente significativas
entre los tipos de aceites ni entre aislamientos (P >
0,05). Se observo un efecto altamente significativo
de los surfactantes (Tween 20, 80), su concen

tracion y de los diferentes aislamientos sobre los
porcentajes promedio de germinacion (P<0,0000).
El efecto inhibitorio mas pronunciado se observé en
los aislamientos LF02 y LF03 con la exposicion al
surfactante Tween 20, a partir de la [10%], obteniénn
dose porcentajes promedios de germinacion de
15,1-46,5% y 12,6-19,9%, respectivamente, siendo
mayor el efecto inhibitorio a la [25%]. El tiempo de
exposicion a la radiaciones UVC y solar afectd sigg
nificativamente (P<0,0000), cuando se compara con
los cultivos controles no expuestos, el proceso de
germinacion de las conidias, bastando con 1 hora
de exposiciéon para inhibirlo completamente, indee
pendientemente del aislamiento y de la sustancia
natural agregada a las conidias (aceite de soya o
leche descremada) (P >0,05). La composicion del
medio de cultivo posee un efecto significativo (P <
0,0000) sobre la tasa de germinacion de las
conidias de los 13 aislamientos de B. bassiana eva-
luados. En los medios Agar-sabouraud, A-lactrimel,
A-auyama, A-lactrisomil, A-isomil, A-ocumo blanco
y A-arroz se obtuvieron porcentajes de germinacion
entre 90- 100, para los 13 aislamientos fungicos.
Los % mas bajos de germinacion conidial se pre-

sentaron en Medio- Minimo (3,8 -38,5%). En los
restantes medios se observa que los porcentajes de
germinacién entre los distintos aislamientos fue sigg
nificativamente variable (P < 0,0000). Los insecticii
das quimicos afectan significativamente (P<
0,0000) la germinacién “In Vitro” de los 13 aislaa
mientos ensayados, los cuales similarmente
muestran un comportamiento diferencial significaa
tivo (P< 0,0000). La Cipermetrina manifestd un
comportamiento esporocida sobre todos los 13 aiss
lamientos. El porcentaje promedio de germinacion
fue afectado en >90%, especialmente a las dosis
mas altas, en todos los aislamientos, con respecto
al testigo (control), por Malatién (92,8- 99,9%) vy
Fenitrotrion (93,6- 100%), y en >80% (83,2-100%)
por Deltametrina. Con respecto a Amitraz, el efecto
perjudicial sobre la germinacidén de los conidios se
manifesto en un amplio rango dependiendo del aiss
lamiento, teniéndose promedios desde 0% hasta
96,7%. Cuando se analiza el efecto dosis, de una
manera global se observa una disminucién signifi

cativa (P<0,0000) sobre la germinacién conidial.
Los analisis de supervivencia (Kaplan-Meier y
prueba de Gehan- Wilkinson) mostraron que a
pesar de que en todas las dosis probadas (1 x 105:
1;,3x105:2;1x106: 3; 3 x106:4; 1 x107: 5; 3 x
107) del aislamiento LF14 de B. bassiana, las tasas
de mortalidad fueron tacitamente elevadas en todos
los estadios de desarrollo de R. prolixus, no
obstante, la susceptibilidad aparece incrementann
dose con la edad: I 'y Il <lll, IV, V y los adultos, con
% de eficacia menores y LT50, CL50 y CL90
mayores. De una manera general se observo en
todos lo estadios de R. prolixus, un efecto “Dosiss
dependiente”, al tenerse mayores porcentajes de
mortalidad y de eficacia y un menor LT50 con el
aumento de la concentracion de conidias. Cuando
se hace el andlisis de los porcentajes de conii

diacion, se tiene que los cadaveres de cualquier
estadio de R. prolixus expuestos previamente a
cualquier concentracidn de conidias del hifomiceto,
exhibieron esporulacién por encima del 94%. El ais

lamiento LF14 de B. bassiana probado a dosis de 1
x 107 conidias/ml sobre ninfas y adultos de R.
prolixus a HR del 55%, indujo porcentajes de morr
talidad acumulada >80%, incrementandose la suss
ceptibilidad diferencial con la edad de los insectos.
Los porcentajes de conidiacion acumulada fueron
elevados: 95,95-100%. Cuando se hace la com

paracion entre los estadios de desarrollo de R.
prolixus en los ensayos hechos a HR elevada
(>90%) y baja HR (55%), se tiene que a la HR
cercana a la saturacion la accion del aislamiento
LF14 de B. bassiana a la dosis de 1 x 107
conidias/ml y 26°C es mas eficiente, tal como lo
demuestra el hecho de obtenerse mayores % de
mortalidad acumulada y eficacia en ninfas I, II, lll, y
TL50 mas bajos que a 55%HR. En el rango térmico
de 15-30°C, aun a la temperatura



de 15°C la accién del aislamiento LF14 de B.
bassiana (1 x 107 conidias/ml) sobre ninfas IV de R.
prolixus indujo un porcentaje de mortalidad acumuu
lada de 91,25% vy eficacia de 90,28%, aunque el
TL50 resulto elevado (13 dias). A 35 y 40°C se
presentd una mortalidad acumulada del 100%,
similar comportamiento exhibieron las ninfas no
expuestas (i.e., controles) a la accidn del hifomiceto,
lo que aparece como un efecto mortal de las
elevadas temperaturas; Los porcentajes de coni-
diacion acumulada se mostraron >85% en el rango
térmico 15-30°C. Al determinarse la accién bioconn
troladora de los 13 aislamientos de B. bassiana (1 x
107 conidias/ml) sobre las ninfas IV de R. prolixus,
se encontré que los mayores % de mortalidad acuu
mulada, eficacia y menores TL50 los causaron los
aislamientos LF14 y LF13 (100, 100 y 3; 96,25,
96,25 y 5, respectivamente). Por contraste, los aiss
lamientos LFO3 y LFO2 alcanzaron guarismos
menos eficientes para los dos primeros parametros
mencionados: 13,75, 13,75; 47,5, 47,5, respectiva

mente, sin siquiera alcanzar 50% de mortalidad en
los insectos. Los % acumulados de esporulacién en
los cadaveres de las ninfas fueron elevados (>85%)
cuando los insectos se expusieron a todos los aislaa
mientos. El analisis de la accidn entomocida de los
13 aislamientos de B. bassiana aplicados con
mezcla de aceite de soya al 50% sobre las ninfas IV
de R. prolixus, indica que los aislamientos LF03 y
LF01 fueron los menos eficientes en relacion con %
de mortalidad acumulada y eficacia al obtenerse
valores significativamente menores (72,5 y 72,5%;
73,75 y 73,75%, respectivamente). Se alcanzaron
porcentajes de conidiacion >92% en los cadaveres
de las ninfas con la aplicacion de todos los aislaa
mientos. Cuando se hace la comparacién entre las
formulaciones acuosas de los 13 aislamientos y las
de base aceitosa, se tiene que globalmente hubo
una mejora con la adicion del aceite, en lo que se
refiere al incremento de los % de mortalidad y
eficacia, y en la reduccién del TL50. Similar comporr
tamiento se observo en ninfas IV de T. maculata
expuestas a soluciones aceitosas del aislamiento
LF14. Los estudios histopatologicos y ultraestrucc
turales confirmaron que las conidias de B. bassiana
penetran via tegumento y de las traqueolas a sus
triatominos-hospedadores. Los insectos tardan

entre 2-7 dias en morir, ocurriendo un cambio en la
coloracidn del tegumento al pasar de su caracte-

ristico color marrdén-parduzco cuando se encuentran
vivos, a un estado de coloracion negruzco o enne-
grecido en los cadaveres. El proceso de adherencia,
germinacion y penetracion de las conidias al tegu-
mento se logrd captar con los cortes histoldgicos en
las primeras horas de la aplicacion del hifomiceto,
aunque la adherencia no pareciera tener un sitio
especifico; la germinacion de las conidias sobre la
superficie de la cuticula del insecto dura entre las 12
y 18 horas después de la infeccion. La penetracion
via tegumento ocurre entre las 18 y 48 horas
después de la infeccion; las hifas del hongo invaden
masivamente el hemocele de los triatominos,
logrando infectar y desintegrar la gran mayoria de
los tejidos hasta que finalmente ocurre su deceso.
Las hifas emergieron a través de las aberturas de la
cuticula, empezando por las coxas y térax, y
formaron una capa blanquecina micelial sobre la
superficie de los cadaveres alrededor de 5 dias
post-inoculacidn, hasta que finalmente ocurrio la
esporulacién total cuando emergieron las conidias.
Las electrongrafias revelaron que las hifas invaden
todos los tejidos (musculos, sistema digestivo),
hasta colapsar y fenecer el insecto, detectandose
una region electrontransparente en el sitio donde
penetran las hifas, lo que sugiere una accién de
exoenzimas degradando los tejidos. Como parte de
la respuesta inmune celular, los hemocitos fagoci-
tan, encapsulan y melanizan, hasta finalmente
fenecer, las esporas del hongo hifomiceto. Los
ensayos de toxicidad y patogenicidad en ratones
albinos mostraron que ocurrié 100% de superviven-
cia, sin lesiones externas ni cambios en la conducta,
y con un aumento de peso corporal en todos los
grupos evaluados. Se detectaron conidias viables a
nivel del sistema digestivo, pulmones y piel, indi-
cando que no hubo germinaciéon. Asimismo, no se
observaron lesiones titulares, por lo que el aisla-
miento B. bassiana LF14 aparece como seguro para
este modelo de vertebrado. Los aislamientos
nativos de B. bassiana, especialmente LF13 y LF14,

aparecen como buenos candidatos a ser ensayados
en futuros programas de MIP de la enfermedad de
Chagas en Venezuela.
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