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Se registra el tiempo de supervivencia de formas metacíclicas de Trypanosoma cruzi,
obtenidasdel tractodigestivodeRhodniusprolixus, sobrealimentoscontaminadosexperimentalmente.
Observaciones entre 1h y 18h post-contaminación revelaron la presencia de abundantes y activos
metacíclicos en los alimentos contaminados durante las primeras 6 horas, declinando la población
de los mismos sobre la décima hora. La actividad de las formas metacíclicas no mostró diferencias
en alimentos contaminados en fase sólida o líquida. Asimismo, se demuestra la alta infectividad
de metacíclicos de T. cruzi que sobreviven en alimento contaminado luego de ser ingeridos por un
hospedador vertebrado.
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INTRODUCCIÓN

Enpreviapublicaciónaparecida recientemente
en este medio Añez & Crisante (2008) registran la
supervivencia de formas de cultivo de Trypanosoma
cruzi en alimentos experimentalmente contaminados.
En la misma los autores señalan que en el 73% de
las muestras de frutas y hortalizas utilizadas en sus
experimentos, los parásitos permanecieron vivos
por períodos entre 6 y 72 horas post contaminación,
estimando, asimismo, el mayor número de fagelados
vivos entre las 6h y 18h. Aun cuando estos hallazgos
se reeren a ormas no inectivas del parásito, la
sencilla metodología empleada y los interesantes
resultados obtenidos ofrecen una opción experimental
que pudiera ser evaluada mediante el uso de formas
infectivas provenientes de triatominos infectados con
T. cruzi. Este enfoque permitiría tener idea de lo que
pudiera estar ocurriendo en áreas donde la enfermedad
de Chagas es endémica, cuando triatominos infectados
por T. cruzi, colonizando domicilios o invadiendo los
mismos desde ambientes selváticos o peridomiciliares,

contaminen con sus heces infectadas alimentos que
permanecen expuestos en el ámbito doméstico, dentro
o uera de la casa, los cuales son nalmente ingeridos
a diferentes tiempos por los habitantes de la misma.
En el presente ensayo se indaga sobre la supervivencia
de formas metacíclicas de T. cruzi, colectados de
especimenes deRhodnius prolixus experimentalmente
infectados, luego de contaminar muestras de frutas,
hortalizas, jugos y leche fuida con material ecal
obtenido de la ampolla rectal.Asimismo, se registra la
infectividad de los metacíclicos de T. cruzi, colectados
de uno de los alimentos contaminados, exponiendo
ratones lactantes a la ingestión oral.

MATERIALES YMÉTODOS

Aislado de T. cruzi

Todos los experimentos fueron llevados a
cabo utilizando el aislado MHOM/Ve/92/2-92 de T.
cruzi, obtenido de un caso agudo severo de enfermedad
de Chagas proveniente de la localidad La Maporita,
estado Barinas, Venezuela. El mismo fue previamente
caracterizado molecularmente como T. cruzi I (Añez
et al., 2004). Este aislado es mantenido en nuestro
laboratoriomediante pasajes periódicos por triatominos
y/o ratones experimentalmente infectados.
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Triatominos.

Ejemplares adultos deR.prolixusprovenientes
de la colonia del Laboratorio de Entomología “Herman
Lent”,Departamento deBiología, Facultad deCiencias,
Universidad de LosAndes,Mérida, Venezuela, fueron
utilizados para realizar los experimentos. Los insectos
fueron ingurgitados sobre ratones infectados con T.
cruzimostrando altas parasitemias. Una vez infectados
los triatominos fueron mantenidos en incubador a
25ºC y 70% de humedad relativa, siendo examinados
frecuentemente mediante observación microscópica
de muestras de deyecciones obtenidas de cada
insecto hasta la detección de las formas metacíclicas
(Fig.1A). Conrmada la inección, los insectos ueron
disecados, obteniéndose el contenido de la ampolla
rectal para proceder luego a contar los parásitos
microscópicamente para estimar el número de formas
metacíclicas por volumen (Fig. 1B).

Alimentos utilizados.

Frutas y hortalizas, en trozos de 3 cm x 3 cm
o triturados para obtener sus jugos, además de agua de
coco y leche fuida expendida en envases de ½ litro,
fueron utilizadas en los experimentos. Las muestras de

frutas incluyeron cambur, melón y lechoza, en sus dos
presentaciones en trozos y en jugos, mientras que de las
hortalizas, sólo tomate se presentó en las dos formas, ya
que papa y zanahoria, ambas cocidas, fueron colocadas
en trozos del tamaño indicado. Lamuestra de zanahoria
fue eliminada por presentar alta contaminación inicial.
Las muestras en trozos fueron colocadas en envases
plásticos (TC-Plate 6 well, sterile–cellstar) de 3,5 cm
de diámetro en cada pozo, debidamente separados y
tapados (Fig.2). Las muestras de jugos, agua de coco
y leche fueron mantenidas en viales estériles plásticos
de 5 ml con tapa de rosca.

Procedimiento.

Una vez disecados los triatominos infectados,
el pool del contenido intestinal fue observado en
microscopioAxioscop (Zeiss) con objetivo de contraste
de fase a 400x para detectar y estimar la cantidad de
metacíclicos de T. cruzi presentes por volumen (Fig.
1B). La concentración de metacíclicos obtenidos
fue estimada en 200/mL, dispensándose sobre cada
muestra un volumen de 25µL, equivalentes a 5x103

metacíclicos por muestra contaminada (Fig.2).
Observaciones de lasmuestras fueron realizadas 1, 3, 6,
10 y 18 horas post contaminación con metacíclicos de
T. cruzi. Lasmismas consistieron en tomar una alícuota
de aproximadamente 5 µLcon pipeta graduada Gilson
con punta de volumen jo luego de agitar suavemente
la muestra, procediéndose luego a colocarla en una
lámina portaobjeto de vidrio para ser examinada
microscópicamente como se indicó anteriormente. La
presencia de parásitos en cada muestra fue registrada
cualitativamente como se indica en previa publicación
(Añez & Crisante, 2008). Asimismo, la actividad de
las formas metacíclicas en las muestras que resultaron
positivas fue registrada con video-cámara digital
(Noticam 480) adaptada al microscopio Axioscop
y conectada a computador HP con programa Motic
Images 2000 Version 1.3.

Fig. 1. Formas metacíclicas de Trypanosoma cruzi
obtenidas de Rhodnius prolixus en deyecciones
(A) y en disección de insectos infectados (B).

A B

Fig. 2. Alimentos expuestos a la contaminación
conmetacíclicos de T. cruzi. Nótese el depósito de
contenido de la ampolla rectal sobre los alimentos
utilizados.

A B
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La prueba de infectividad de los metacíclicos
fue realizada utilizando únicamente muestras de
leche contaminada y obtenida en alícuotas de 50mL
1, 3 y 6 horas post contaminación. Cada muestra
así obtenida fue ofrecida por vía oral a un par de
ratones lactantes de 5 días de nacidos por cada tiempo
(Fig.3). Muestras de sangre de cada ratón fueron
examinadas microscópicamente entre los 7 y los 24
días post ingesta del inóculo conteniendometacíclicos
sobrevivientes, con la nalidad de indagar sobre la
capacidad infectiva de los mismos. La observación
fue hecha, por duplicado, en preparaciones al fresco de
sangre tomada de la cola de cada ratón y de extendidos
de muestras sanguíneas, fijadas y coloreadas con
colorante de Giemsa al 10% en buffer fosfato pH 7,2.
Adicionalmente, para el mismo propósito muestras de
corazón de algunos de los ratones infectados fueron
sometidas a un ensayo de PCR especíco para ADN
de T. cruzi (Sturn et al., 1989; Guhl et al., 2002).

RESULTADOS

Supervivencia de metacíclicos de Trypanosoma cruzi
en alimentos experimentalmente contaminados.

Observaciones microscópicas llevadas a
cabo entre 1h y 18h sobre muestras de alimentos
previamente contaminados con metacíclicos de T.
cruzi, reveló la presencia de estos flagelados en
todas las formas de presentación de frutas, hortalizas
y fluídos, mostrando activos movimientos y un
desplazamiento similar al detectado en el inóculo
original proveniente del contenido intestinal presente
en la ampolla rectal deR. prolixus. En general, durante
las primeras 6h de observación fue notada una cantidad
abundante de metacíclicos activos en casi todas las
muestras, declinando la misma hacia la hora 10 post
contaminación. La observación correspondiente a la
hora 18mostró actividad registrable en losmetacíclicos
sólo en la muestra de agua de coco; el resto de las
muestras, para ese tiempo, estaban fuertemente
contaminadas por bacterias, detectándose en algunas
de ellas sólo parásitos muertos. En la Tabla I se detalla
el resultado del registro sobre la supervivencia de los
metacíclicos en los diferentes alimentos contaminados,
incluyendo la forma de presentación de la muestra
y la actividad detectada durante todo el período de
observación.

Fig. 3. Ratones lactantes recibiendo una ingesta
de alimento contaminado.

Muestra
Presentación
de la muestra

Detección de metacíclicos a diferentes tiempos (horas)

1 3 6 10 18

Tomate
Jugo +++ MA NO +++ MA NO NO

Porción NO ++ MA NO ++MA CON

Cambur
Jugo +++ MA NO +++ MA NO CON

Porción NO ++ MA NO PM CON, PM

Melón
Jugo +++ MA NO +++ MA NO NO

Porción NO ++ MA NO ++MA CON

Lechoza
Jugo +++ MA NO +++ MA NO NO

Porción NO ++ MA NO ++MA NO

Papa Porción NO ++ MA NO +MA NO

Agua de coco Fluida +++ MA +++ MA +++ MA ++ MA ++MA

Leche Fluida +++ MA +++ MA ++MA CON NO

+: Detección de metacíclicos en la muestra; MA: Metacíclicos activos
NO: No observado; PM: Parásitos muertos; CON: Contaminación

Tabla I. Supervivencia de metacíclicos de Trypanosoma cruzi en alimentos contaminados
experimentalmente.
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los cuales habían ingerido una alícuota de leche
contaminada conmetacíclicos de T. cruzi provenientes
de especimenes infectados de R. prolixus, revelaron la
presencia de tripomastigotes sanguícolas a partir de los
21 días post ingesta. Todos los animales que ingirieron
el alimento con 1h, 3h y 6h post-contaminación
con metacíclicos, adquirieron indistintamente la
infección, la cual fue detectada por los dos métodos
parasitológicos utilizados (Tabla II). Similarmente, la
infección fue detectada utilizando un ensayo de PCR,
en el cual ue amplicado un ragmento de 330 pb
cuando se utilizaron los primers S35 y S36 permitiendo
revelar una porción del genoma de T. cruzi en corazón
de ratones infectados (Fig.4).

DISCUSIÓN

Lacontaminacióndealimentospor triatominos
vectores de T. cruzi de procedencia selvática y/o
doméstica es probablemente un factor importante para
la transmisión oral de casos de enfermedad de Chagas
enVenezuela. Sin embargo, el verdadero signicado de
este sospechadohecho es ignorado en áreas venezolanas
donde la enfermedad de Chagas es endémica, a pesar
de existir información sobre episodios epidémicos
de esta dolencia en localidades del vecino Brasil,
atribuidas a infección oral por T. cruzi (Crescente et

Infectividad de metacíclicos de T. cruzi colectados de
leche contaminada

Observacionesmicroscópicas sobremuestras
sanguíneas tomadas de ratones nuevo nacidos,

Fig. 4. Ensayo de PCR específco para T. cruzi en
muestras de corazón de ratones lactantes que
recibieron una ingesta de leche contaminada con
metacíclicos. El producto de la amplifcación de
PCR se muestra en gel de agarosa coloreado
con bromuro de etidio. PM: Marcador de peso
molecular. R1-R3: Muestras de corazón de ratones
infectados. C+: ADN de formas de cultivo de T.
cruzi. H2O: Control de reacción.

Tiempo post contaminación

Día Examen
1 h 3 h 6 h

R 1 R 2 R 1 R 2 R 1 R 2

7

Fresco - - - - - -

Frotis coloreado - - - - - -

12

Fresco Muerto - - - - -

Frotis coloreado Muerto - - - - -

17

Fresco - - - - -

Frotis coloreado - - - - -

21

Fresco + + + - ++

Frotis coloreado + + + + +

24

Fresco + ++ ++ + ++

Frotis coloreado +++ ++ ++ +++ +++

R: Ratones utilizados; -: Resultado negativo; +: Resultado positivo

Tabla II. Infección de ratones alimentados con leche contaminada con metacíclicos de T. cruzi a
diferentes períodos
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al., 1992; Valente et al., 2001). De la misma manera,
los factores responsables por la alta infectividad
de los parásitos ingeridos no son bien conocidos,
aunque la ocurrencia de casos severos y/o muertes de
individuos infectados pudieran estar indicando la alta
patogenicidad de los fagelados por su capacidad de
penetración al hospedador vertebrado (Camandaroba
et al., 2002). En Venezuela el conocimiento sobre
la transmisión oral de la infección chagásica es
limitada y aparte de algunos reportes de transmisión
experimental en animales realizados hace 40 años
(Diaz-Ungría, 1968), el único evento impactante
conocido en los últimos tiempos, relacionado con
este modo de transmisión, corresponde a un brote
agudo recientemente ocurrido en una comunidad
urbana de la región capital, involucrando escolares
presuntamente infectados por consumo de jugos
contaminados con T. cruzi posiblemente provenientes
de ejemplares triatominos con infección naturalmente
adquirida (DGE, MPPS, 2007). Similarmente, escasa
información existe sobre la supervivencia de T. cruzi
en alimentos normalmente ingeridos en áreas de
transmisión activa y aunque previamente sospechado
en áreas de alta prevalencia (Crisante et al., 2006),
el poco y más reciente conocimiento que se tiene al
respecto está referido a formas de cultivo del parásito
contaminando algunos alimentos experimentalmente
expuestos (Añez & Crisante, 2008).

En el presente trabajo se demuestra que
metacíclicos de T. cruzi provenientes del tracto
intestinal de R. prolixus pueden sobrevivir períodos
de 10 horas o más en alimentos sobre los cuales
se ha producido una contaminación, conservando
los fagelados su actividad típica. La comparación
del tiempo de supervivencia de los parásitos sobre
trozos y/o jugos de rutas y hortalizas u otros fuidos
como agua de coco verde o leche, reveló en todas las
muestras metacíclicos muy activos entre 1 y 10 horas,
detectándose, además, que en la muestra de agua de
coco losmismospermanecieron con suciente actividad
hasta las 18 horas post contaminación. Sobre las 10 h
un acelerado proceso de contaminación bacteriana fue
observado en lasmuestras, provocando la desaparición
de la población parasitaria. Esta observación utilizando
formas metacíclicas de T. cruzi corrobora previas
observaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio
utilizando formas de cultivo y las mismas muestras de
alimentos ( Añez & Crisante, 2008). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo, pudieran refejar un
hallazgo de potencial importancia epidemiológica

tomando en consideración que las muestras utilizadas
constituyen alimento de consumo humano en
áreas rurales venezolanas donde la enfermedad de
Chagas es endémica. Esto, aunado a la existencia
de triatominos vectores domiciliados o provenientes
de ecotopos peridomésticos o selváticos, albergando
infección por T. cruzi en su tracto intestinal, podrían
convertirse en un factor de riesgo de contaminación
del alimento encontrado. Por otra parte, la capacidad
de supervivencia de las formas metacíclicas infectivas
sobre estos alimentos pudiera considerarse un riesgo
latente de infección para el humano consumidor, el
cual podría resultar un evento de mayor frecuencia
y ecacia que la misma transmisión vectorial. Aun
cuando esta última aseveración necesita comprobación
experimental, su potencial posibilidad no debería
ignorarse.

Otro aspecto de relativa importancia
epidemiológica considerado en el presente trabajo
es la demostración de la capacidad infectiva que
conservan los metacíclicos de T. cruzi luego de pasar
hasta 6h contaminando alimentos expuestos. En esta
oportunidad la utilización de leche contaminada
con esta forma infectiva del parásito para alimentar
ratones lactantes, reveló la infección por T. cruzi en
todos los animales expuestos. Este hecho demuestra
la infectividad de losmetacíclicos independientemente
de su permanencia por 1h, 3h o 6h en el alimento
contaminado, conservando su típica agresividad al
mostrar abundantes formas tripomastigotes circulantes
e invasión a tejidos como corazón y músculo
esquelético.

Finalmente, la demostración simultánea de
la supervivencia y la infectividad de metacíclicos de
T. cruzi en alimentos contaminados, advierte sobre
la posibilidad de contar con otro factor de riesgo
epidemiológicamente importante en la transmisión
de la infección chagásica en localidades rurales
de Venezuela, dada el grado de adaptabilidad y la
eciencia para penetrar la célula hospedadora que tiene
esta forma del parásito.
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Survival and infectivity of Trypanosoma
cruzi metacyclic forms in experimentally
contaminated food

SUMMARY

The survival ofTrypanosoma cruzimetacyclic
forms in contaminated food is reported. Observations
carried out 1-18h after contaminating food with
metacyclics from infectedRhodnius prolixus, revealed
abundant and active fagellates during the rst 6h post-
contamination. The same activity was observed in
metacyclicsmaintained on liquid or solid contaminated
food. In addition, the infectivity of surviving T. cruzi
metacyclic forms in contaminated food after being
ingested by a vertebrate host is demonstrated.

Key words: Trypanosoma cruzi, metacyclic,
contamination, food, survival, infectivity.
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