APLICACION DE TECNICAS INMUNOLOGICAS DE DEPREDACION
EN TRIATOMA INFESTANS (HEMIPTERA: REDUVIIDAE)

Carmen Marta BONETTO *

SUMMARY: Immunological techniques applicable to the study of Triatominae biological
control.

An immunological technique used to study the interrelation between prey and predator
is described.

Immune serum was obtained by injecting extracts of eggs of Triatoma Infestans of
one week of age into rabbits and rats. The presence of antibodies was verified with
Ouchterlony test.

The specificity of the serum and antiserum was tested in extracts of all stages of
Triatoma Infestans, in eggs and 1%, instar nymphs of Rhodnius proxilus and in adults
of Periplaneta americana.

Only triatomines showed a positive reaction in Ouchterlony test, indicated by clear
precipitation bands. No positive reaction was obtained for Periplaneta americana.

These results suggest that the antiserum used presents a marked specificity towards
the subfamily Triatominae. This immunological method can ben used, therefore, in
the study of triatominophagy by cockroaches and in the study of the role of common
predator of triatomines and cockroaches.

INTRODUCCION

La utilizacién de técnicas inmunolégicas aplicadas a la valoracién y cuantifi-
cacién de depredadores no ha sido frecuentemente incorporada a los estudios
poblacionales de Triatoma infestans (Klug).

Sin embargo, el uso del modelo inmunolégico es habitual en la investigacién
:;l ci)mportamiento alimentario en insectos hematéfagos (Wisnivesky-Colli et

., 1980),
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Estas técnicas permitieron ademas conocer la tasa de depredaciéon natural
que soportan numerosas especies de insectos(Boreham ét al., 1978). En el caso
de Triatoma , detectar y cuantificar los depredadores domiciliarios y perido-
mi’ciliarios es de gran mmportancia para planificar su control y posible erradica-
cion.

Es el objetivo de este trabajo, por lo tanto, ofrecer un método que haga po-
sible la identificacién por técnicas inmunolégicas de las proteinas presentes en
huevos, ninfas y adultos de Triatominos que representen fuentes de alimenta-
cién de otros artrépodos a través de las cuales se pueda detectar y cuantificar
a estos depredadores.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron huevos procedentes de nuestro insectario, el cual a su vez tu-
vo por origen planteles cedidos por la colonia del Instituto “Fatala Chaben”
(Buenos Aires), la que cuenta con once afios de antigiiedad.

Con el objeto de mantener el vigor de nuestros ejemplares para evitar el
efecto de la endocria, fueron incorporados a la colonia a intervalos regulares,
huevos colectados en el campo.

La alimentacion de los insectos se realiz6 con gallinas ya que las aves no
constituyen reservorios del Tripanosoma cruzi y, por lo tanto, no intervienen
en la transmisién de la enfermedad de Chagas (Minter-Goedbloed y Croon,
1981). La dieta de las gallinas fue de maiz y lechuga, evitando la presencia de
antibidticos en la sangre de las aves, dado que los simbiontes presentes en el
tubo digestivo de Triatoma infestans podrian resultar danadoes y, por ende, la
produccion de algunas vitaminas que ellos elaboran (Nyiradi, 1973).

Los especimenes de la colonia fueron seleccionados, descartandose aquéllos
anormales, de menor tamaio, ete, a fin de contar con un stock de individuos
aptos, de alta fecundidad y con caracteristicas fenotipicas asimilables a las ha-
lladas en la naturaleza.

A los efectos de desarrollar los estudios programados se efectuaron los
siguientes procedimientos y técnicas: a) dosaje de componentes quimicos; b)
preparacion de los antigenos; ¢) planificacion de las inoculaciones; d) desarrollo
de técnicas de Ouchterlony; y e) pruebas de especificidad.

a) Dosaje de componentes quimicos

En una primera etapa fue necesario valorar las proteinas presentes en una
muestra tipo, representada por huevos de Triatoma infestans de 4 a 6 dias de
desarrollo embrionario, color blanco amarillento, forma elipsoide y hundimien-
to lateral de corion (Villar et al., 1979).

De este modo, 125 mg de huevos se homogeneizaron en 5 ml de solucion fi-
siolégica. El homogenato fue centrifugado a 12 000 x g durante media hora,
siendo el sobrenadante valorado segin Lowry et al., (1951). La concentracion
obtenida fue de 5 mg de prqteina por ml
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b) Preparacion de los antigenos

La concentracién de proteinas por ml de muestra resulté la adecuada para
iniciar las inoculaciones, de modo que se prepararon extractos de 5y 10 mg de
proteinas por ml para inyectar en ratas y conejos, respectivamente.

¢) Planificacion de las inoculaciones

Obtenidos los antigenos, se utilizaron a razén de 1 ml en conejos, o sea, 10
mg de proteina y 0,5 ml en ratas, lo que es igual a 2,5 mg proteicos mis adyu-
vante de Freund completo, en partes iguales.

La secuencia de inoculaciones fue la siguiente: dos inyecciones del antigeno
en conejos, mediando 7 dias entre la primera y la segunda, en tanto que en
ratas fueron necesarias 3 dosis, las dos primeras distanciadas en 7 dias y en
15, la segunda y la tercera. Tres semanas después de la tltima inoculacion se
realizaron reestimulaciones cada 30 dias con el objeto de mantener elevado el
tenor de anticuerpos circulantes en los ejemplares.

d) Técnica de Ouchterlony (1958, 1962)

Los animales fueron sangrados a los 6 dias de finalizadas las inoculaciones,
obteniéndose el suero correspondiente a cada ejemplar. Suero y antisuero se
sembraron en placas de agar segun la técnica de Ouchterlony, basada en la po-
sibilidad de hacer migrar Ag y Ac de modo que al encontrarse interaccionen
formando bandas de precipitacion (Margni, 1972).

e) Pruebas de especificidad

Teniendo por objeto verificar la especificidad de los antigenos, asi como de
los anticuerpos obtenidos, se aplico la técnica de Ouchterlony que permite
establecer interrelaciones entre antigenos que comparten todos, algunos o nin-
guno de sus componentes.

En tal sentido se prepararon extractos totales de los distintos estadios de
Triatoma infestans (T.i.), de huevos (H) y ninfas (N) de ler, estadio de Rhod-
nius prolixus (R.p.) vector de la enfermedad de Chagas en otras regiones de
América, asi como de la cucaracha Periplaneta americana (P.a.) (tabla I). El
material fue procesado segin lo deseripto en los puntos a y b.

Al obtenerse una respuesta inmunolégica semejante para los dos sueros,
ratas y conejos, se utilizo preferentemente este iltimo debido a su mas senci-
lla extraccion.
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TABLA 1

Pruebas de especificidad realizadas con extractos de los distintos estadios de
T. infestans, huevos y ninfas de primer estadio de Rhodnius prolixus y adultos

de Periplaneta americana.
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Valores correspondientes al homogenato

mg de protef-

Test de Ouch

+ débilmente positivo
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T
Extracto N° de ejempla- , ml de solucién |mg de pro- Lo
res fisioldgica |tefnas/ml | 35 Por indivi terlony
duo
T. infestans 5 016
Huevos 55 5 »9 2107 ++
Ninfa 1 100 5 3,7 0,037 .
Ninfa 2 30 5 2,0 0,066 -
Ninfa 3 10 5 2,1 0,210 +
Ninfa &4 10 5 2,7 0,270 +
Ninfa § 30 5 22,0 0,733 +
Machos 6 5 10,0 1,666 +
Hembras 6 5 11,0 1,833 +
Rhodnius
Folixus
pro == 200 5 7,0 0,035 "
Huevos
Ninfa 1 300 5 1,7 0,005 +
Periplaneta
—epmAnets 6 5 28,5 4,750 -
americana
Adultos
++ positiveo
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RESULTADOS

Como era de prever, realizando extractos totales de ninfas y adultos de Tria-
toma infestans, numerosas caracteristicas proteicas podrian ser compartidas
con el antigeno utilizado en las inoculaciones y preparado en base a huevos de
la misma especie, 0 sea, los anticuerpos del suero deberian reaccionar frente a
los distintos homogenatos formando bandas continuas o parcialmente continuas.
El test de Ouchterlony mostré la formacion de bandas continuas o, lo que es i-
gual, una reaccion de total identidad para los extractos de huevo y ninfa de
primer estadio, tanto en Rhodnius como en Triatoma, evidenciandose para
los restantes extractos reacciones de identidad parcial.

-~ Reaccién de identidad inmunolégica parcial entre los extractos H (T.i.),
N (T.i.), elaborados a partir de huevos y ninfas de primer estadio de
Triatoma infestans y N (T.i.), o sea, ninfas de segundo estadio de la
misma especie.

— Reaccién de identidad inmunolégica parcial entre los extractos H (R.p.),
N; (R.p.), elaborados a partir de huevos y ninfas de primer estadio de
Rhodnius prolixus y Ng (T.i.).

— Reaccion de identidad inmunolégica parcial entre los extractos H (R.p.),
H (T.i.) y N4 (T.i.), elaborados a partir de huevos de Rhodnius prolixus
y Triatomg infestans, asi como de ninfas de cuarto estadio de la misma
especie.

— Reaccién de identidad inmunolégica parcial entre los extractos H (T.i.),
N3 (T.i.) y N3 (T.i.), elaborados a partir de huevos y ninfas de tercer y
quinto estadio de Triatoma infestans.

— Reaccion de identidad inmunolégica parcial entre los extractos m (T.i.) y
h (T.i.), elaborados a partir de machos y hembras de T. infestans.

Estos resultados indican que los anticuerpos obtenidos a partir del extracto
de huevos son capaces de reconocer como propias todas o algunas de las pro-
teinas presentes en la hemolinfa de ninfas y adultos de Triatoma infestans, asi
como de ninfas de primer estadio y huevos de Rhodnius prolixus.

La especificidad manifiesta a nivel de subfamilia se expresé tanto en el tipo
de reacciones obtenidas (identidad total y parcial) como en la nitidez de dichas
bandas caracterizadas como Ouchterlony positivas y débilmente positivas (ta-
bla I).

En cambio, no se detectaron bandas de precipitacion para el extracto de
Periplaneta americana (fig. 5). resultado previsible tratindose de dos especies
tan distantes taxonomicamente pero que a los efectos de este estudio repre-
senta una gran ventaja operativa.
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Fig. 1: Reaccién de identidad inmunolégica total entre los extractos H (T.i) y N, (T.i) elaborados
a partir de huevos y ninfas de primer estadio de Triatoma infestans.
Reaccion de identidad inmunologica parcial entre los ya mencionados extractos y Np (T.i), o
sea, ninfas de segundo estadio de la misma especie.

Fig. 2: Reaccion e identidad inmunolégica total entre los extractos H (R.p) y N; (R.p) elaborados
a partir de huevos y ninfas de primer estadio de Rhodnius prolixus.
Reaccion de identidad inmunolégica parcial entre dichos extractos y Ny (T.i).

Fig. 3: Reaccion de identidad parcial inmunolégica entre los extractos H (T.i) y M (T.i) elaborados
a partir de huevos y machos de Triatoma infestans, post-alimentacion.

Fig. 4: Reaccion de identidad inmunolégica parcial entre los estractos H (T.i) y h (T.i) elaborados
a partir de huevos y hembras de Triatoma infestans, post-alimentacion.

Fig. 5: Reaccion de no identidad inmunolégica entre los extractos H (T.i) y P (P.a), elaborados a
partir de huevos de T. infestans y adultos de Periplaneta americana.

ECOSUR, Argentina 9 (18): 133-140 (1982)



C. M. BONETTO, Estudios de predacién en Triatoma infestans 139

DISCUSION

De las numerosas técnicas cualitativas y cuantitativas basadas en el principio
de difusion de macromoléculas a través de geles, fue elegido el sistema de
Ouchterlony. Su utilizacion permitié comparar antigenos que comparten algu-
nas, todas, o ninguna caracteristica, pudiéndose asi establecer a las 24 horas
el grado de especificidad de extractos y anticuerpos.

Perassi (1972), utilizando métodos electroforéticos, estudio la hemolinfa de
huevos, ninfas y adultos de 7. infestans, hallando semejante composicién pro-
teica en huevos y ninfas de primer estadio, asi como diferencias entre los dis-
tintos estadios ninfales y los adultos.

A pesar de las citadas variaciones en cuanto a composicién proteica, la for-
macion de bandas a partir de todos los extractos del Triatoma, el tipo de
reacciones obtenidas y la nitidez de las mismas muestran la eficiencia del siste-
ma propuesto para diferenciar proteinas de huevos, ninfas y adultos de vinchu-
cas en el tracto digestivo del probable depredador.

De igual modo, las reacciones de identidad inmunolégica parecial obtenidas
para los extractos de R. prolixus y T. infestans, indican una especificidad ma-
nifiesta a nivel subfamilia, dato que se encuentra avalado por estudios electro-
foréticos de hemolinfa en distintos Triatominos (Zeledén y Moria, 1963).

Por otra parte, la ausencia de bandas de precipitacion para el extracto de
Periplaneta americana, supone una ventaja operativa al impedir el enmasca-
ramiento de los resultados por reaccién cruzada en caso de que ambas espe-
cies, por coexistir en el domicilio y peridomicilio de areas endémicas, pudieran
ser presas de un mismo depredador.

También es de importancia que, tanto observaciones efectuadas en nuestro
laboratorio como estudios de triatominofagia en Blatarios (Zerpa y Yépez,
1967), revelan la capacidad de estos insectos para capturar e ingerir Triatomi-
nos vivos o muertos en estado de replecion.

En el caso de Triatoma infestans, un estado nutricional superior al normal
(de mas de 13 mg/mm) expresado por la relacién P/L: peso del cuerpo en mg
sobre longitud en mm (Schofield, 1980), podria implicar la intervencién de
dos factores:

— Muerte por replecién

— Marcada disminucién de la movilidad y, por ende, mayores posibilidades
de ser tomados como presa.

Pueden ser muchas las circunstancias condicionantes de la triatominofagia
en Blatarios. Consecuentemente, cabe adin preguntarse cuil es el rol que le
incumbe a la cucaracha doméstica como depredador activo del veector.

Seria a su vez interesante que estos estudios se hicieran extensivos a dife-
rentes artropodos depredadores que cohabiten con Triatoma en areas én-
démicas.
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