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RESUMEN.

En Octubre de 2010 en el Municipio Guayaramerin-Beni region amazoénica de Bolivia
se presentd el primer brote reportado de la enfermedad de Chagas en 14 pacientes,
el diagnostico se realizd6 por métodos directos e indirectos. La investigacion
epidemioldgica determino que la infeccion se origind en el consumo de jugo de majo.
Se realizé el aislamiento de 9 cepas de Trypanosomacruzi para realizar la
genitipificacion, se utilizo PCR-SL para la amplificando el espaciador intergénico del
gen mini-exon y D71/D72 que amplifican el dominio divergente del gen 24a-rRNA,
ademas del andlisis de secuencion. Se encontrd los aislados pertenece DTUsTcIV,
esto sugiere la existencia de un nuevo linaje en Bolivia de al menos dos genotipos
diferentes que ocurren entre las muestras de personas infectadas por via oral con

Trypanosomacruzi en la amazonia de Bolivia.

Ademas se realizo el seguimiento de la respuesta de los 14 pacientes que fueron
tratados con Benznidazol por el tiempo de nueve meses. Se encontré que hasta los
10 meses todos los pacientes presentaron una seroconversion, indicando una

respuesta favorable al tratamiento.

El presente trabajo muestra la genotipificacion y la respuesta al tratamiento de los
pacientes infectados en el primer brote por transmisién oral identificados en una

regiébn amazédnica de Bolivia.

Palabras clave: Trypanosomacruzi, transmision via oral, genotipificacion DTU TclV.
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SUMMARY.

In October 2010 in the municipality Guayaramerin-Beni Amazon region of Bolivia
reported the first outbreak of Chagas disease in 14 patients was presented, the
diagnosis is made by direct and indirect methods. The epidemiological investigation
determined that the infection originated in the majo juice consumption. Isolation of 9
strains of Trypanosoma cruzi was performed for the genitipificacion, SL-PCR was
used to amplify the intergenic region of mini-exon gene and D71 / D72 amplifying
divergent domain 24a-rRNA gene analysis also secuencion. lIsolates belongs
DTUsTclV found, suggesting the existence of a new lineage in Bolivia of at least two
different genotypes that occur between samples infected orally with Trypanosoma
cruzi in the Amazon of Bolivia.
Besides monitoring the response of 14 patients who were treated with Benznidazol
by time it was conducted nine months. It was found that up to 10 months, all patients
had a seroconversion, indicating a favorable response to treatment.
The present work shows genotyping and response to treatment of patients infected in

the first oral transmission outbreak identified in an Amazonian region of Bolivia.

Keywords: Trypanosoma cruzi, transmitted orally, genotipificacion DTU TclV
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RESUMEN.

En Octubre de Municipio Guayaramerin-Beni suyu amazénica de /Buliwya
Wauliwyarigsichiran rigsichirgan figinhugfigin brote reportar unquypa de Chagas
hawkakunapi, se ruwargan por directo método Yy indirecto. investigacion
epidemiologica determinar que infeccion originar consumo de jugo de majo.
ruwargan aislamiento de cepas de Trypanosomacruzi para ruway genitipificacion,
utilizar PCR-SL para amplificar espaciador intergénico gen mini-exon y D/D que
amplificar dominio divergente gen a-rRNA, de secuencion. tariran/tarirgan sapa
pertenecer DTUsTclV, sugerir existencia de huk/hug musuqg linaje en
Bolivia/Buliwiya/Buliwya/Wuliwiya/Wuliwya al menos iskay genotipo que ocurrir
muestra de runakuna infectar por oral via con Trypanosomacruzi en amazonia de
Bolivia/Buliwiya/Buliwya/Wuliwiya/Wuliwya. ruwaran/ruwargan seguimiento
kutichikug de hawkakuna que tratay karankichis/karanku/kargankichis/karganku con
Benznidazol pacharayku killakunag. tariran/tarirgan que hasta killakuna
lluy/tukuy/llapa hawkakuna huk/huq vy kutichiku tratamiento hawka infectar en huk
Aigin/hukAigin/hug Aigin/hugfiqin  brote por oral transmisién identificar suyupi

amazoénica de /Buliwya Wauliwiya.

Palabra: Trypanosomacruzi, transmision via oral, genotipificacion DTU TclV.
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1. Introduccién

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, es una enfermedad
zoonotica causada por protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi. (1)La
enfermedad es endémica en toda América Central y del Sur, segun la OPS se
estima que 17 millones de personas estan infectadas y 75 millones estan en riesgo
de contraer la infeccion, con una incidencia de transmision vectorial de 40.000 casos
por afio y una tasa superior a 14.000 casos por afio de transmision congénita.(2)(3)
Debemos reconocer que la Enfermedad de Chagas continua siendo uno de los
graves problemas de la Salud Publica Boliviana, ligada indudablemente a las
condiciones de vida de nuestra poblacion en la areas periféricas de las ciudades y
sobre todo las del area rural (4). El Programa Nacional de Chagas del Ministerio de
Salud y Deportes hasta la fecha reconoce 6 departamentos endémicos (La Paz,
Cochabamba, Santa Cruz, Sucre, Potosi y Tarija), por otro lado, el resto del pais
Beni, Pando y Oruro son catalogados no endémicos, sin embargo se reporto del
primer brote de la enfermedad de Chagas en el Municipio de Guayamerin
(departamento del Beni) en octubre de 2010 en la regibn amazonica. La transmision
de T. cruzi es compleja en la amazonia por la presencia de una gran diversidad de
mamiferos reservorios silvestres y potenciales vectores, lo que lleva a una alta
probabilidad de infeccion , reportes inicales del brote confirmé la existencia de la

transmision por via oral , forma inusual de infeccion en nuestro medio.(5)(6)

Asimismo T. cruzi es monofiletico pero genéticamente heterogénea, se ha
clasificado al menos seis linajes filogenéticos, denominado “unidades discretas de
tipificacion” (DTU) (7). Las DTUs son importante para el disefio de estrategias de
tipificacion molecular para comprender mejor distribucién y dinamica de esta

parasitosis en los entornos naturales. (8)

Estudios geograficos y epidemiolégicos mostraron que la distribucion de Tcl y Tcll
varian geograficamente, es asi el Tcl es frecuente en el norte de Brasil, América
Central y América Del Norte mientras Tcll se encuentran predominantemente en los
paises del cono Sur y América Latina, en Bolivia, la DTU Tcll es la mas comuna
(9)(10)(11) Los Tclll Rara vez causa la enfermedad de Chagas en humanos
predomina en el ciclo selvatico, TcV predomina en el ciclo domestico en America del

Sur y posiblemente relacionado con la transmision congenita en Bolivia,Argentina y



Sur de Brasil y TcVI predominan en el ciclo doméstico en el Cono Sur del Sur Latina,
donde los pacientes pueden presentar enfermedad aguda grave o con implicacion

cardiaca cronica y/o digestiva. (12)(13)

A la fecha es poca informacion disponible sobre T.cruzi DTU detectado en los casos
orales de la enfermedad de chagas, estudios desarrollados demuestranque los
genotipos Tcl y Tc IV esta asociados con el consumo de alimentos y se caracterizan
ser procedentes de primates silvestres, triatominos y los seres humanos en la
amazonia brazilefia. Por otra parte, se examino cepas aisladas de pacientes con
enfermedad de chagas oral en Santa Catarina-Brasil, encontrando mezclas Tcl, Tcll
TcV. (14) (15).

Ademas el estudio del analsis de la diverisidad genetica, permitirA observar la
respuesta de los individuos infectados por estas cepas al tratamiento, para poder
inferir la relacion de la diversidad genética con la patogenie y la resistencia al

tratamiento.

1.1Epidemiologia de la enfermedad de Chagas en América Latina

En América Latina (2007) se estimé que en 15 paises afectados con
Trypanosomacruzi, 8 a 15 millones de personas se encontraban infectadas, con una
incidencia de transmision vectorial de 40.000 casos por afio y una tasa superior a
14000 casos por afio de transmisibn congénita. Estas cifras reflejan
aproximadamente 2 millones de mujeres infectadas en edad fértil, casi 30 millones
de personas en situacion de riesgo en las zonas endémicas y 1,8 millones de
personas en situacion de riesgo en las zonas endémicas y 1,8 millones de personas

con cardiopatia tienen la enfermedad de Chagas. (16)(17)

Teniendo en cuenta la viabilidad del control de la enfermedad de Chagas, varios

puntos deben ser discutidos, a saber:

La vigilancia permanente de nuevos brotes debidos a la transmision oral

2. La invasion domiciliario por triatbminos silvestres, debido al comportamiento
del vector complejo contexto ecologico.

3. La falta de tratamiento eficaz, inmunoprofilaxis y los marcadores factibles de

progresion de la enfermedad.



4. La circulacion amplia y continua de T,cruzi difundida en ecotopos silvestres en
todo el continente americano, mostrando que la eliminacion de la transmision
de la enfermedad humana tiene que ser visto en un nuevo contexto, que
depende de las caracteristicas de transmision locales y la prevalencia .(18)

Estos parametros epidemioldgicos han demostrado que el éxito de las politicas de
control de vectores se deben a los esfuerzos de las intervenciones de gran tamaiio,
como los del Cono Sur, Andes, América Central, Mexico y el Amazonas que han
reducido en gran medida la mortalidad y la transmision de la enfermedad de Chagas
(19).En Brasil, por ejemplo el éxito de la lucha antivectorial redujo la incidencia de
casos nuevos de 100.000 en 1980 a menos de 500 casos notificados por afio desde
2001 hasta 2006. (20)

1.2La enfermedad de Chagas en Bolivia

Debemos reconocer que la enfermedad de Chagas continua siendo uno de los
graves problemas de la Salud Publica Boliviana, ligada indudablemente a tremenda
pobreza que sufre nuestra poblacién en las areas periféricas de las ciudades y
sobre todo las del area rural (21) De los paises en donde la enfermedad de chagas
es endémica, la prevalencia en Bolivia se manifiesta con mas fuerza .El programa
Nacional de chagas hasta la fecha reconoce 6 departamentos endémicos, no
considerando a Beni, Pando y Oruro, sin embargo, luego de un brote de la
enfermedad en octubre de 2010 en la regién amazodnica se confirmé la existencia de
la cuarta forma de transmisién, que es por via oral. (6) La enfermedad de Chagas
abarca extensas areas geograficas entre ellas las mas infectadas son los valles
andinos y el Chaco. Mas de un millon de los nueve millones de habitantes estan
infectados y cuatro millones corren riesgo de contraerla .(14)

En Bolivia se reconocen diferentes formas de transmision entre ellas: Las formas de
transmision vectorial 30-50%, congénita 1-7% vy transfusional 1-5% Un estudio
demostré que en el pueblo de Tarija, sur de Bolivia, la prevalencia de la enfermedad
en mujeres embarazadas puede llegar al 33,9% (20).Por otra parte, la prevalencia
materna en La Paz, region sin vector fue de 1.4%. (6)Sin embargo la tasa de
infeccion de los vectores triatominos en la zona sur de Cochabamba, encontré a un
79%, lo que se traduce en un riesgo de infeccion muy alta para los nifios en esta
area. (20) Ademas, los estudios de seroprevalencia en Santa Cruz en el este de

Bolivia, registraron tasas de exposicion del parasito seropositivas del 50 % y llego a



la conclusion de que habia un riesgo significativo de infeccion por transfusion de
sangre. (21)(22)

El Triatoma infestans comunmente conocido como vinchuca es el portador de
Trypanosoma cruzi (Chagas); donde los factores favorables para su reproduccion de

este insecto, son las altas temperaturas, la pobreza y las condiciones de salubridad.

(5)

1.3El Vector

Es un insecto hemiptero hemat6fago conocido cominmente como vinchuca o con
otros nombres segun los paises (pitos, barbeiros, chipos, besadores etc.). Hasta
hace poco, solo se conocian focos silvestres e T.infestans en los valles interandinos
de Cochabamba, lo cual hace supones que esta region era el centro de origen y la
dispersién de la especie. En nuestro pais el T. infestans constituye el vector mas
importante de la enfermedad de Chagas, ampliamente conocida en los valles de
nuestra region, la segunda especie en importancia de triatominos descritos en
Bolivia y con un valor vectorial limitado, corresponde a Triatoma sérdida, que se
encuentra también en la vivienda humana. Su presencia ha sido reportada en la
zona de los valles, pero con mayor frecuencia en las regiones de los llanos vy el
chaco. (143)(62)

La distribucion del vector o enfermedad, en la region sudamericana se muestra en la

siguiente figura:



Figura 1Distribucion aproximada de la ocurrencia de T.infestans
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Fuente: Shofield et.al., (2010) Fotografiado por James Gathany
(Center for desease Control and Preventions)

1.4Distribucidn geografica filogeografica del vector

En general, cualquiera especie de triatomino (vinchuca) tiene una distribuciéon
relativamente limitada; esto es evidente en algunas de las nomenclaturas
taxondmicas donde se nombrd a un nimero de especies proximas de la region o el
pais. Sin embargo existen especies que tienen amplia distribucién ,posiblemente
debido a su potencial para aclimatarse o adaptarse a una amplia gama de hébitats,
porque su nicho ecologico esta muy extendido, adaptandose a una variedad de
ambiente, lo que aparenta ser uno de los factores que podrian facilitar algunas
especies a invadir el ambito doméstico e iniciar la transmision de enfermedades
(143).Sin duda tres de las especies de vectores mas importantes ,Triatoma infestans
,Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata, tienen una distribucion de varios paises.
Muchos meétodos diferentes se han utilizado para medir la diferenciacion de la
poblacién del vector, incluyendo los patrones sencillos de la morfometria de la
cabeza y la forma del ala, los perfiles de isoenzimas y otras varias otras técnicas
moleculares. Potencialmente, el mejor método para medir el flujo de genes y la
estructura de la poblacion de vectores son marcadores de microsatelites .Los

marcadores han sido desarrolladas para algunos de los principales vectores,
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incluyendo Rhodnius pallescens (150), por T. infestans (45), por T. dimidiata (31),
por R. prolixus (149) y por Triatoma psedomaculata (150) con el éxito eminente de
control de especias predominantemente nacionales ,como T. infestans ,hay una
creciente énfasis en la definicion del papel que juegan las especies invasoras en la
transmision de la enfermedad de Chagas .La dispersion de triatominos puede ser
pasiva 0 activa, el ejemplo més notable de dispersion pasiva, es la dispersion
asociada con los movimientos humanos en la introduccién de T. diminata de
Ameérica Central hasta Ecuador; asimismo se ha observado que algunas especies
adhieren sus huevos o pequefias ninfas en la piel o plumas de los huéspedes
vertebrados silvestres facilitando su propagacion. (24)

La dispersiéon activa, por vuelo indica que para algunas especies es a causa de la
temporada, impulsada por el clima seco y caliente. Otros factores relacionados a
esta dispersion, es el hambre, basico factor que inicia la dispersion por vuelo y por

varias especies de triatominos. (36)
1.5 Agente etioldgico: Trypanosoma cruzi

1.5.1. Clasificacion sistemética

La clasificacion sistematica de este parasito es la siguiente:
Reino: Protozoa

Phylum: Euglenozoa

Clase: Kinetoplastida

Orden Tripanosomatida

Género: Trypanosoma

Otros esquemas consideran que el Orden es Kinetoplastida y la familia
esTrypanosomatidae. Los Kinetoplastida son flagelados con 1 o 2 flagelos que se
originan de una abertura conocida como bolsa flagelar, normalmente contienen una
estructura prominente y paraflagelar conocida como cinetoplasto que corresponde a
una condensacion de DNA localizado en el interior de una Unica mitocondria que
esta ramificada por todo el cuerpo del paréasito. Otras estructuras caracteristicas de

estos organismos son organelas especializadas, tipo peroxisomas, conocidos como



glicosomas y la presencia de microtubulos subpeliculares. Dentro de la familia
Trypanosomatidae, el género Trypanosoma es uno de los mas importantes por
incluir una serie de especies que ocasionan enfermedades en humanos, como T.
cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, T. gambiensi y T. rhodesiense,
agentes causales de la enfermedad del suefio y en animales, como es el caso de T.

brucei, T. equiperdum y T.equinum. (25)

1.5.2. Ciclo de Vida de T. cruzi

El Trypanosoma cruzi es un pardsito unicelular que altera su vida entre dos
hospedadores multicelulares, uno invertebrado y uno vertebrado, presentando un
ciclo de vida digenético .En funcion de la forma general de las células (esférica,
piriforme o alargada), la posicion relativa entre el nucleo y el cinetoplasto (anterior,
lateral o posterior), la manera de salida del flagelo (central o lateral), se definen

3estadios para los tripanosomatideos (Fig. 2):

* Epimastigote: (20 - 40 x 2 ym) forma elongada en la que el flagelo se origina
préximo y por delante del nacleo, emerge por un costado del cuerpo arrastrando la
membrana citoplasmatica en un corto trayecto dando la imagen de una membrana
ondulante corta y se libera por el extremo anterior. Este estadio se desarrolla en el
vector y en cultivos axénicos y constituye una de las formas proliferativas del T.

cruzi. Es también la forma de mas facil cultivo “in vitro”.

* Amastigote: (2 - 4 um) forma esférica u ovalada que carece de flagelo libre;

estadio de localizacién intracelular y replicativo en el mamifero.

» Tripomastigote: (20 x 25 ym) forma elongada con el cinetoplasto situado por
detras del nucleo; el flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado del
cuerpo, se libera por el extremo anterior creando la imagen de una membrana
ondulante de importante extension; este estadio esta presente en la circulacion del
mamifero(tripomastigote circulante) y en la ampolla rectal del vector (tripomastigote
metaciclico), en cultivo de células y en el espacio intracelular del hospedador

vertebrado, carece de capacidad replicativa.(25)(26)

Figura 2 Representacién esquematica del ciclo de vida de T.cruzi
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Fuente Chagas disease, Duffy et al., 2010

La infeccion es transmitida por triatominos a mas de 100 diferentes especies de
mamiferos salvajes y domeésticos. Los triatbmicos son hemipteros de la familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae, de aproximadamente 6 cm de largo, que se
alimentan de sangre durante la noche. Se infectan al picar a un animal infectado,
ingiriendo asi al paréasito (en su estadio de tripanosomas). Dentro del triatomino y a
lo largo de su tracto digestivo, el parasito sufre una serie de transformaciones antes
de ser expulsado en las heces. En el estbmago del insecto, los tripanosomas se
redondean formando amastigotes, a mitad del intestino se transforman en
epimastigotes que se replican mediante fision binaria y finalmente, aproximadamente
2 semanas después, llegan al recto, donde se convierten en tripanosomas
metaciclicos. La infeccién del mamifero se inicia cuando un insecto infectado defeca
mientras se alimenta, liberando tripanosomas metaciclicos en sus heces y orinas.
Los tripanosomas, incapaces de atravesar la piel intacta, entran en el organismo a
través de excoriaciones de la piel (sitio de la mordedura), o a través de las mucosas,
invadiendo inmediatamente las células hospederas. Dentro de las células, los
tripomastigotes pierden su flagelo y se redondean para formar amastigotes, los
cuales se multiplican intracelularmente por fision binaria. Cuando los amastigotes

casi llenan la célula, se transforman en tripomastigotes prociclicos, los cuales son



liberados a los espacios intersticiales y al torrente sanguineo, rompiendo la célula.
Los tripomastigotes tiene la habilidad de invadir otras células, donde se transforman
de nuevo en amastigotes, repitiendose indefinidamente el ciclo de infeccion. El ciclo
de vida se cierra cuando un triatomino no infectado se alimenta de un animal con

tripanosomas circulando.(27)

1.6. Origen de las unidades de Tipificacion Discreta (DTU) y varia- bilidad

genética del parasito.

El origen de las unidades de Tipificacion Discreta (DTU) no solamente es
interesante, sino que es importante para el disefio de estrategias de tipificacion
molecular. La ubicacién temporal y espacial, asi como los mecanismos que llevaron
a la formacion de las distintas DTU definen la actualidad distribucién y composicion
gendmica de cada grupo. Esto determina que tractos génicos son diferenciales entre
las DTU, pero suficientemente conservados entre los organismos pertenecientes a
una misma DTU, como para ser utilizados para la genotipificacion de las poblaciones
naturales. T.cruzi se caracteriza por ser genéticamente diverso y se clasifica en una
serie de cepas o0 subtipos. Esta diversidad genética se descubrié inicialmente
utilizando un panel de marcadores de isoenzimas para investigar las diferencias
entre los parasitos que participan en ciclos domésticos y salvajes en el estado de
Bahia de Brasil. Estas variantes descritas fueron designadas zimodemas | y Il (ZI y
ZIl), poco después se revelo que (ZI) se encontraba asociada con el ciclo selvético
en Brasil, sin embargo (ZI) fue la principal causa de enfermedad en humanos de
Venezuela. (28)(29)

Estos hallazgos abrieron la puerta a la investigacion de la etiologia de la
enfermedad de chagas, permitiendo asociaciones huésped-parasitos- vector y
geografia. Posteriormente, cuatro zimodemas mas fueron descritos en Brasil,

Paraguay y Bolivia. (Tabla 1)
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Tabla 1: Correspondencia entre la nomenclatura mas reciente de Trypanosoma

cruzi variantes genéticas y nomenclaturas previamente publicados

Zingales et al. Anonymou | Miles et al Tybayrenc | Soutoet | Fernandesetal | Brisse et al Freitas et al | Poblaciones de

(2009) 51999 1978 etal 1986 | al 1996 1998 2001 2006 referencia

T.cruzil T. cruzil Z1 1-25 Linaje 2 Linaje 2 Linaje | T. cruzil Silvio X10,

Colombiana

T. cruzill T. cruzill 22 30-34 Linaje 1 Linaje 1 Linaje llb T. cruzill Esmeraldo, JG,

T. cruzi lll ND 73/71 ASAT | 35-37 ND Sublinaje 2’ Linaje llc T. cruzilll M5631, M6241

T.cruzi lV ND 73 26-29 ND Sublinaje 2’ Linaje lla ND Canlll

T. cruziv ND Z2b 38-39 Grupo Linaje 1 Linaje Ild Hibrido MN cl2, SC 43
1/2

T. cruzi VI ND ND 40-43 Linaje | Linaje 1 Linaje lle Hibrido CL Brener

....... Fuente: Zingales et al., 2009.Adaptada de Brisse et al
2001

En las siguientes 2 décadas, varios autores procedieron a caracterizar las cepas , en
los 10 afios que siguié la reunién en la FIOCRUZ (Fundacion Oswaldo Cruz) la
comunidad cientifica ha avanzado en el conocimiento de la diversidad de T. cruzi
que ha revelado seis DTUs distintas “Conjunto de poblaciones que son
genéticamente mas relacionados entre si, que cualquier otra poblacién y que son
identificables por lo comin de los marcadores genéticos ,moleculares o
inmunologicos ”,la particion en dos subdivisiones principales ,llamado TCI y Tcll
(Figura 3).Sin embargo para representar la diversidad dentro de Tcll se dividié en
cinco que fueron llamados Tclla-e basada en la informacion filogenética de los
marcadores MLEE y RAPD.A la luz de nuevos estudios moleculares, para
estandarizar la nomenclatura de T. cruzi mas recientemente la comunidad de
cientificos ya ha re designado las seis cepas de[Tcl —TcVI ].(30)(31)(32). (Tabla 2)

Tabla 2: Nueva nomenclatura de T.cruzi

Tibayrency col. 2003 | Tcl | Tclla | Tcllb | Tcllc | Tclld | Tclle
Nueva nomenclatura | Tcl | TclV | Tcll | Tclll | TcV | TeVi

Nomenclatura de T. cruzi (Zingales y col., 2009).
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Figura 3 Hipdtesis evolutiva: Origen de las DTU de T.cruzi
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El orden de la nueva nomenclatura filogenética indicada mejor la percepciéon de las
relaciones entre cepas: Tcl y Tcll son consideraciones ancestrales, Tclll y TclV son
semejanzas. Algunos argumentan que representan el resultado de los eventos de
hibridacién antigua entre Tcl y Tcll ,TcV y Tc VI son generalmente aceptados
obtenidos de poblaciones parentales entre los hibridos Tcll y Tclll, Tcl se ha
mantenido como un grupo constante de la nomenclatura ya que fue el primero en
describirse .Sin embargo, en los ultimos afios por lo menos cuatro genotipos dentro
de Tcl han sido identificados. (33) (34) (35) (Fig3).

1.6.1. Distribucién de los 6 UTD

Tc I: Es el principal agente etiolégico de la enfermedad de Chagas en los paises al
norte del Amazonas y en el Amazonas. Estan fuertemente asociados con el ecotopo
arbéreo. Su principal vector en el Amazonas es el Rhodnius, mientras que en
América del Norte y Central es Triatoma. Su reservorio principal son las comadrejas.
(36) (37)

Tc Il: Es el principal causante de la enfermedad de Chagas en la region este y
central de Brasil (38). Rara vez ha sido aislado del ciclo silvestre y se encuentra
asociado al ciclo doméstico y peridomeéstico. Su vector principal es el Pastrongylus.
(39)

Tc lll: Al igual que Tc IV es poco comun encontrarlo en el ciclo doméstico, ya que
esta fuertemente asociado al ciclo silvestre terrestre. Sin embargo, en Santiago del

Estero, Argentina, ha sido aislado a partir de muestras de sangre periférica de perro
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(40).EI principal reservorio es la mulita (Dasypus novemcinctus) y los vectores son
del género Pastrongylus y Triatoma. Esta asociado al ecotopo terrestre.
Geograficamente ha sido asilado desde el norte de América del Sur hasta Argentina
(41)

Tc IV: Es endémico en América del Norte junto a Tc |, donde se encuentra asociado
al ecotopo terrestre infectando fundamentalmente a mapaches, mientras que Tc |
infecta a las comadrejas de las mismas zonas. También se encuentra presente en el
Amazonas, aunque aparentemente estas poblaciones serian distintas a las de
América del Norte. (42)

Tc V: Este UTD es el principal causante de la enfermedad de Chagas en la zona
conocida como el Gran Chaco, que comprende partes de Argentina, Paraguay,
Bolivia, Chile y el sur de Brasil. Se encuentra asociado casi exclusivamente al ciclo
doméstico de la enfermedad y su principal vector es la vinchuca, Triatoma infestans.
(43)(44)

Tc VI: Al igual que Tc V, se encuentra asociado al ciclo doméstico y peridoméstico
en el cono sur de América Latina. Particularmente, en Argentina se lo vio asociado a

la infeccién de perros y gatos. (40)(45)

Figura 4 Amplia distribucién geografica de las DTU

(1]
000

0

cll (remy @

I (rete) ©

I'elV acia ©
(IClidy

(6]

TclV (cue)

Fuente: Brisse et al., 2000,2004, Zingales et al., 2009



13

Tabla 3.-Distribucion de las DTU

CICLO DE TRANSMISION DISTRIBUCION PRINCIPALES ASPECTOS CLINICOS
DTU GEOGRAFICA
Tcl Predominantemente en ciclo Regién Amazodnica . Por lo general asociado con leve
silvestre, poco frecuente en ciclo .
. P enfermedad de Chagas crénica
domestico

. Asociados a la transmisién oral y casos
agudos severos en Brasil.

. Posiblemente  asociado con  neuro
encefalitis en pacientes
inmunocomprometidos.

Tcll Predominantemente en ciclo Agente principal en la . La causa primaria de la enfermedad de
domestico, poco frecuente en ciclos region del Cono Sur de -
. - chagas aguda grave y crénica.
selvaticos América del Sur
. Mega eséfago y megacolon.
Tclll Predominantemente en el ciclo . Rara vez causa la enfermedad de Chagas
selvatico, poco frecuente en ciclos
P en humanos
domésticos
Tclv Predominantemente en el ciclo Venezuela y la Regidn . DTU poco conocido, pocas cepas han sido
selvatico, poco frecuente en ciclos Amazonica .
e aisladas de los seres humanos.
domésticos.

. Es posible que asociados con la
transmision oral y casos severos agudos
que se encontraron en Brasil.

TcV Predominantemente en ciclo América del sur . Enfermedad de Chagas aguda y crénica
doméstico ,poco frecuente en ciclos , -
. . Mega eséfago y megacolon en Bolivia.
selvaticos

. Posiblemente relacionado con la
transmision ~ congénita  en Bolivia,
Argentina y sur de Brasil

Tc Vi Predominantemente en el ciclo América del Sur . Posiblemente asociados con

doméstico, poco frecuente en ciclos
selvaticos

enfermedades agudas y crénicas de chagas

en la region del Cono Sur.

Fuente: Adaptado a Miles et al.,2009

1.6.2. Marcadores moleculares de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi muestra niveles muy altos de diversidad genética y un gran

namero de marcadores genéticos han sido utilizados para el diagnéstico para

estratificar a la especie en varias subdivisiones. Dependiendo de los marcadores

utilizados y la tecnologia aplicada se han logrado ensayos con distintos grados de

resolucion.

Las estrategias de tipificacion de polimorfismo genético en loci

relativamente conservadas son utilizadas para definir las principales subdivisiones

genéticas, mientras que el analisis de loci altamente variables, tales como las

secuencias de los minicirculos del DNAk o microsatelites, permiten un mayor nivel de

resolucién. En particular, los microsatelites por ser secuencias que cuentan con solo



14

dos alelos por genoma, permiten deducir la clonalidad de una poblacion. (46) (47)
(48)
Tabla 4.- Nomenclatura T. cruzi
Término Criterio Nomenclatura Referencia
UTD RAPD y MLEE Tcl Tclia Tcllb Tcllic Tclid Tclle (Brisse y col., 2000)
Zimodema  MLEE 7l pdlll ZIl ZIlI-ASAT | Heterocigota ZIl  Heterocigota ZII (Miles, 2003)
Clonet MLEE 1-25 26-29  30-3@  35-37 38,39 40-43 (Tibayrenc, 1988)
Linaje polimorfismos
tamafio ADNF 2 1 1/2 1 (Souto y col., 1996)
Linaje mini-exon , , (Fernandes y col., 1998a)
2 2 ! 2 1 1 (Fernandes y col., 1998b)
T Ci d
Grupo onsenso de T.cruzil T.cruzi* T.cruzill T.cruzi*® T. cruzi® T. cruzi* (Anonymous, 1999)
expertos
Zimodema  PCR-RFLP del ZIII-B ZIlI-A (Mendonca y col., 2002)
ADNr
Microsatélites,
Lo polimorfismo
Linajes o . - .
tamafio ADNr, Tcl Tcll Teclll Tc Hibrido Tc Hibrido (de Freitas y col., 2006)
malyores .
secuencias

ADNmt

Comparacion de esquemas de nomenclatura de T. cruzi. Adaptado de Lewis y colaboradores (Lewis y col.,
2009). * Grupo indefinido.

Histéricamente, el estudio de la diversidad genética de T. cruzi se ha visto
obstaculizada por la falta de métodos estandarizados de tipificacion y por el uso de

varias nomenclaturas distintas (Tabla 4).

A los efectos de la epidemiologia molecular, un desarrollo conceptual Gtil ha sido el

de la Unidad de Tipificacion Discreta (UTD) que tiene valor taxonémico.

Como se menciond anteriormente, las seis UTD comprenden cepas agrupadas en
base a caracteristicas comunes de genotipos multilocus, cada una con sus

caracteristicas epidemioldgicas y evolutivas particulares. (49) (50)

Dos de las estrategias mas utilizadas para la genotipificacion de T. cruzi, son
ensayos que tienen como blanco molecular a la secuencia del dominio D7 del gen
24Sa ARNr y a la region intergénica no transcripta del mini-exén. Ambas permiten la
discriminacionde algunos de las diferentes UTD por simple visualizacién de las

diferencias en el tamafo del producto amplificado por PCR. (Tabla 5).

En particular, el dominio D7 del gen 24Sa ARNr tiene tractos altamente conservados
en todos los tripanosomatidos y se han disefiado oligonucleotidos complementarios
a estas regiones. El fragmento amplificado por estos oligonucledtidos es polimaérfico

y su tamafio varia en algunas especies de tripanosomatidos. (51)(52)(53)
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Por otro lado, el espaciador intergénico del mini-exdn permite la separacion de T.
cruzi en 4 grandes grupos en concordancia con los eventos de hibridizaciéon que
llevaron alorigen de las 6 UTD. El analisis de este marcador permite la
discriminacion de las UTDhibridas mas antiguas, Tc lll y Tc IV, donde por evolucion
clonal prolongada en cadaUTD se han fijado varios polimorfismos que permiten su
identificacion precisa. Las secuencias del espaciador intergénico del mini-exén de Tc
| también contienenpolimorfismos originales que permiten su identificacion.Por otro
lado, el espaciador intergénico del mini-exon permite la separacion de T. cruzi en 4
grandes grupos en concordancia con los eventos de hibridizacion que llevaron
alorigen de las 6 UTD. El analisis de este marcador permite la discriminacion de las
UTDhibridas mas antiguas, Tc Il y Tc IV, donde por evolucién clonal prolongada en
cadaUTD se han fijado varios polimorfismos que permiten su identificacion precisa.
Las secuencias del espaciador intergénico del mini-exon de Tc | también

contienenpolimorfismos originales que permiten su identificacion.

Tabla 5.-Genotificacion segun los tamafios de productos de amplificacion por
PCR

Producto de PCR|esperado (productos de digestion) (pb)

Blanco fenzima Tel Telv Tcll Te il Tcv Te vl
Miniexdn 350 400 * o ninguno™ 300 n?r?g[)u;s+ 300 300
2450 ADNr 110 1;;;‘)01;:5_0 125 110 110 0 110 + 125** 125
HSPGO/ECORV o000 (aanden)  (1994es)  (BLAAIBALE) (452462314 148-118) (4324629914 148-118)

486 486 486 486 486

Histona HI/Aatll 486 (486)

(364+122)  (486+364+122) (364+122) (486+364+122) (486+364+122)
GPY/Hhal 1,264 1,264 1,264 1,264 1,264 1,264
a (817+447)  (490+447+253)  (490+447+253)  (817+447) (817+490+447+253) (817+490+447+253)

Genotipificacion segln los tamafios de productos de amplificacion por PCR (pb), adaptado de Lewis y
colaboradores (Lewis y col., 2009). * Segun Yeo y col. 2005. T Segun Brisse y col. 2001.  Segin Kawashita y
colaboradores (Kawashita y col., 2001). [ Para la cepa, Saimiri3, segln Brisse y col. 2001. Para las cepas de
origen norteamericano, segun Brisse y col. 2001. ** Patrén de bandas dobles observado para la mayoria de las
muestras.

Sin embargo, el o los eventos de hibridizacion que dieron lugar a las UTD Tc Vy Tc
VI ocurrieron, en términos evolutivos, hace relativamente poco y en ambos casos
habria/n involucrado a las mismas UTD parentales (Tc Il y Tc Ill) (54)(55).Como
consecuencia de este proceso de hibridizacion, ambas UTD Tc V y Tc VI,
incorporaron de manera casi exclusiva secuencias del espaciador intergénico del
mini-exon proveniente de la UTD parental Tc Il, haciendo imposible la discriminacién

entre estas tres UTD con este marcador molecular. Puntualmente, la discriminacion
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entre Tc Il y Tc VI ha sido particularmente problematica y no se han podido
encontrar marcadores moleculares individuales lo suficientemente sensibles que

permitan su tipificacion a partir de muestras bioldgicas.

El polimorfismo del fragmento A-10 fue originalmente descripto por Brisse y
colaboradores en un trabajo donde identifican fragmentos amplificados
diferencialmente en las distintas UTD por la técnica de RAPD, que utiliza pequefios
oligonucledtidos con secuencias al azar. El fragmento A-10 se secuencid ya que era
amplificado en todas las cepas menos en el Tc Il. Dada la inexistencia en aquel
momento de un marcador molecular para diferenciar a las UTD Tc Il y TC VI, se
propusieron los oligonucleotidos P3 y P6, complementarios al fragmento A-10, que
generaban un amplicén de 625 pb en las cepas Tc VI, pero no en las Tc Il. El
fragmento A-10 es una secuencia repetitiva de bajo nimero de copias, polimorfica,

no codificante.

Ante las limitaciones en el diagnostico de la enfermedad de Chagas, se han utilizado
técnicas moleculares, siendo la mas utlizada la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), basada en la amplificacion de diferentes dianas. Entre los
protocolos de PCR mas de ADNsatélite de T. cruzi . (56) (57)

Estas PCRs tienen gran sensibilidad y especificidad, ya que se basan en la
amplificacion de secuencias repetitivas y especificas del ADN del parasito.

1.6.2.1. Mini-exon SSU

El RNAm de los tripanosomas es Unico en la mayoria, todas las transcripciones,
tienen un idéntico splicer lider (SL) en 5 u-terminal de 35 pb .Esta SL se codifica en
bloques de unidades repetidas en tamdem, genes mini-exon (ME).La alineacion
comparativa de ME de diferentes cepas de T.cruzi muestra la presencia de
secuencias altamente conservadas regiones de 39pb (los exones),regiones similares
de 73 pb con identidad de mas de 98%(correspondientes a los intrones ,ITS y
regiones intergenicas o divergentes (menos del 59% de similitud. Las cepas que
originaron un producto de 300 pb, fueron designadas como pertenecientes al grupo
2. Posterior analisis de secuencias de MEZ3 cepas indicaron la presencia de un

tercer grupo, ahora caracterizado por una deteccion de aproximadamente 50pb en la
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region espaciadora no transcrita del ME. Por lo tanto, nuevos conjuntos de primers

fueron disefiados para amplificar el Z3 cepas. (58)(59).

1.6.2.2. rRNA24S LSU

El citron ADNr estd compuesto de secuencias repetidas en el que las regiones
codificantes del SSU y LSU estan separados por dos espaciadores internos
transcritos (ITS).ITS 1 separa la region codificante de la subunidad 18S y 5.8S del
DNAr y ITS2 separa la secuencia de DNAr 5,8S del ADNr 24Sa de T.cruzi entre
otros tripanosomatidos mostro alta homologia, a excepcion de regiones discretas.

El dominio mas divergentes (D7) es un segmento de aproximadamente 100pb
situado en el extremo 3 del gen de T.cruzi. Inicialmente, la amplificacion por PCR de
una secuencia del dominio D7 revelo un dimorfismo y tres diferentes grupos o linajes
de cepas de T.cruzi fueron detectados. Las cepas del linaje 1 dio productos de
125pb y las cepas del linaje 2 dio productos de 110 pb. Mas tarde, con nuevas
metodologias de andlisis y mas sensibles, también fueron identificados otros grupos
de cepas relacionados con la actual nomenclatura, para mejor caracterizaciéon de
T.cruzi. Es el caso de Tcll, Tclll, TclV, TcV y TcVI, todo viendo la combinacion de

primers. (60)

1.7. Vias de transmisién de Trypanosoma cruzi

La transmision de T. cruzi a los seres humanos puede producirse de varias maneras:

1.7.1 Transmisién Vectorial

Existen alrededor de 137 especies reportadas, agrupadas en 6 tribus y 17 géneros,
de los cuales solo los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus sonlos
responsables de la transmision vectorial de estos parasitos . Las especies
predominantes de vectores varian entre los diferentes paises, es asi como en
Colombia y Venezuela, por ejemplo predomina el Rhodniusprolixus y Triatoma
dimidiata, mientras que en Brasil, Argentina, Peru, Bolivia, Uruguay. Guatemala y

Chile, predomina la especie T. infestans.

La mayoria de estos insectos se distribuyen en el area silvestre encontrandose
asociados con una variedad de hospederos vertebrados, como son mamiferos que
tienen habitats aéreos y también algunas aves, y terrestres como los armadillos.
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Ademas, se encuentran en areas periodomésticas como las palmas, gallineros y
corrales. En el caso de algunas especies como R. prolixus y T. infestans se han
domiciliado en viviendas en donde encuentran condiciones apropiadas, tales como

techo de palma y paredes de bahareque. (61)(62)

1.7.2. Transmision por Transfusién

Esta es la segunda forma de transmision de T. cruzi mas importante. El parasito
puede sobrevivir hasta dos meses en las unidades de sangre refrigeradas, lo que
significa un gran riesgo para las personas receptoras de este material durante una
transfusion. Desde 1995 en Colombia a nivel de bancos de sangre se realiza el
tamizaje obligatorio de donantes mediante pruebas seroldgicas, lo que ha disminuido

sensiblemente la transmisién de la infeccion por esta via. (63)

1.7.3. Transmision Transplacentaria

T. cruzi puede ser transmitido de la madre infectada al feto in Gtero a través de la

placenta. La infeccién intrauterina puede ocurrir tanto en la etapa aguda como en
la crénica de la infeccion materna y afectar embarazos sucesivos y gemelares.

Sin embargo, no todas las madres embarazadas infectadas transmiten la
enfermedad. Los recién nacidos infectados en su gran mayoria son asintomaticos y
un pequefio porcentaje son sintomaticos presentando manifestaciones clinicas
caracteristicas del sindrome de TORCHS, tales como prematurez, bajo peso para la
edad gestacional, hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia, anemia, fiebre y

edemas. En algunos casos los cuadros pueden ser graves, incluso mortales.

Esta via de transmision ha adquirido creciente importancia en los ultimos afios en
donde la incidencia en los paises del Cono Sur oscila entre 1 y 10% en diferentes

zonas geograficas. (64)(65)

1.7.4. Otras vias alternativas de transmision

1.7.4.1. Transmision por Transfusion o trasplantes de organos

Los receptores de trasplantes pueden recibir 6rganos de donantes infectado con T.
cruzi por lo cual deben recibir tratamiento especifico y seguimiento durante todo el
tiempo de inmunosupresion al que se ven sometidos .Por otra parte, en los

pacientes chagasicos crénicos debido a que el dafio originado en el tejido en esta
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fase de la enfermedad es irreversible, el trasplante de corazén reviste una opcion
importante para estos pacientes. Sin embargo, los individuos corren un alto riesgo
de reactivacion de la enfermedad debido al estado de inmunosupresion inducida
para tal procedimiento Post-trasplante se debe realizar un adecuado seguimiento de
los pacientes que permita detectar una posible reactivacion de manera temprana y
asi poder administrar el tratamiento adecuado. (66)

1.7.4.2. Transmisién por accidentes de Laboratorio

Esto ocurre en laboratorios o hospitales, por el manejo inadecuado del material
biolégico contaminado por parte de los investigadores o del personal colaborador o
auxiliares que no acata mediadas de bioseguridad en el laboratorio. Por ejemplo:
manejo de triatominos, cultivos animales de experimentacion infectados, manejo de
sangre de pacientes etc. Por lo menos 60 de estos casos se han reportado, por lo
gue esta enfermedad debe ser considerada una de las enfermedades parasitarias de
transmision en el laboratorio mas importantes, con un riesgo mayor con respecto a

las enfermedades infecciosas, incluyendo las infecciones virales y bacterianas.(67)

1.8 Transmisién por via oral

Se produce por ingestiéon de alimentos contaminados con parasitos de triatominos
infectados o0, en ocasiones, por las secreciones de las glandulas de olor de los
marsupiales (Didelphys sp: zarigleya o mofeta). Se reconoce que en el ciclo
selvatico, la transmision oral seguird siendo la forma regular y mas frecuente que
garantiza la prevalencia de la infeccion en los reservorios silvestres En el caso del
hombre, esta transmisién se produce de modo circunstancial, a través de alimentos
contaminados con el parasito, principalmente de insectos o de sus deyecciones.
Ademas, puede ocurrir a través de la ingestién de alimentos crudos o poco cocidos,
o alimentos contaminados con orina, con secreciones anales de los marsupiales
infectados o por accidentes en el laboratorio e incluso por los habitos primitivos de

comer insectos. (68)

Las heces de triatominos pueden permanecer infectantes en un entorno con alta
humedad durante pocas horas, por lo que pueden contaminar los alimentos y patas
y piezas bucales de los transportistas secundarios, tales como moscas Yy
cucarachas. (68)(69)
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La evidencia experimental disponible, hasta ahora sugiere que la transmision por via
oral puede ocurrir por tripomastigotes, epimastigotes, y probablemente amastigotes
y masas de células, procedentes de mamiferos y vectores infectados con el parasito.
Los brotes producidos a través de la via oral, generalmente coinciden con épocas de
calor, de mayor actividad de los triatominos (mayor movilidad de vectores, mayor
hematofagia, mayor contaminaciéon del ambiente con heces infectadas, y también
mayor produccion de casos agudos por la via vectorial clasica. El tiempo de

incubacion por esta via varia entre 3 - 22 dias. (70)

1.8.1. Sindrome Clinico de la Enfermedad de Chagas Aguda de Transmisién
Oral

En el caso de transmision oral, los brotes estudiados indican el curso clinico mas
severo de la enfermedad en los cuales se presentan: erupcion cutanea, sangrado
gastrointestinal, ictericia, aumento de las aminotransferasas, cuadros mas
frecuentes y mas graves de insuficiencia cardiaca. ElI edema, la
hepatoesplenomegalia y la linfadenopatia son comunes en las formas de transmisién
vectorial y oral. La mortalidad es mayor en la transmisién oral que la observada en

los casos agudos de la transmision vectorial. (70) (71)

Las evidencias experimentales disponibles hasta la fecha sugieren que la
transmision oral puede ocurrir a partir de formas tripomastigotes, epimastigotes v,
probablemente, de amastigotes y masas celulares, originarias de mamiferos o
vectores contaminados, asi como, accidentalmente, de cultivos artificiales del
parasito. Dependiendo del dominio de los grandes grupos o linajes del T. cruzi, que
en el ultimo consenso del comité de expertos realizado en Brasil2009, se defini

como 6 Discrte Tipics Unites DTU(s), de la 1l ala 6.

Conforme evidencias experimentales, indudablemente hay diversidad de
patogenicidad, histiotropismo y morbimortalidad, conforme al inoculo y a la cepa
transmitida. La sintomatologia genérica e inespecifica que involucra fiebre,
postracion, diarrea, vomitos, anorexia, cefalea y mialgias es descrita en la mayoria

de los casos aparentes.(72)(73)(74)

Los sistemas mas intensamente afectados son el cardiovascular el digestivo y el

neurolégico. Las manifestaciones clinicas subyacentes seran consecuencias de la
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afeccion de tales sistemas. Los niflos menores frecuentemente presentan irritacion,
con llanto facil y copioso, frecuentemente son observados sintomas de
miocardiopatia aguda de variable intensidad. Sin embargo, de forma menos
frecuente, se han diagnosticado algunos casos de Enfermedad Chagasica Aguda
por transmision oral que se encontraban con menos de siete dias de evolucion del
sindrome febril, y se han observado casos con presencia de manifestaciones
digestivas de mayor gravedad, como epigastralgia, ictericia, eventos hemorragicos
(hematemesis, hematoquezia o0 melena) y otros tipos de sefiales hemorragicos
concomitantes. Los cuadros clinicos graves pueden cursar con meningo encefalitis,
especialmente en lactantes o en casos de reactivacion (inmunodeprimidos).
(73)(74)(75)(76)

Los factores de riesgo implicados en la transmisién por la via oral de infeccion

humana son:

INMEDIATO: por consumo de alimentos "in natura"
MEDIATOS: (contaminacion de alimentos)

] en su origen

[1 por almacenamiento

[ transporte inadecuado

[1 en el procesamiento y/o preparacion
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Figura 5 Transmision oral de enfermedad de Chagas a humanos

CHAGAS AGUDO DE TRANSMISION ORAL

Consumo carne cruda o mal cocida

Contaminacion con hecesy orina de reservorios y/o
triatominos infectados

La transmisién podréa darse:

i) por la ingesta de los insectos infectados, en la hipétesis de que sean procesados
junto con el alimento (como observado en episodios investigados en que se atribuyé

la infeccién al consumo de "acai"(77)
i) por heces de los insectos (en la preparacion o consumo de los alimentos).

iii) por la alimentacion con animales que estén infectados, sin una suficiente coccién,
o de su sangre se ha reportado que en Colombia es frecuente la ingestion de sangre
de armadillos y zarigleyas, que tendrian funcion terapéutica segun creencia de

algunos grupos indigenas en la Amazonia.

iv) a través del consumo de alimentos contaminados por la secrecion de reservorios.
(70)

1.8.2. Brotes de Chagas por Transmision Oral Descritos en America Latina

Existen varias publicaciones en América latina explicando la posibilidad de
contaminacion accidental del T. cruzi en alimentos, donde diversos trabajos ratifican

la viabilidad de la transmisién por la via oral. De estas publicaciones de brotes de la
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enfermedad de Chagas, se consideran los méas importantes los descritos en
Venezuela, Brasil y Colombia.

En 2007 se produjo un brote de Chagas agudo por transmision de oral del
Trypanosoma cruzi en una escuela en Caracas, posiblemente a través de la
contaminacion de un refresco por las heces del vector, se realizé un estudio caso -
control, anidado por cohorte que determiné el estudio epidemiolégico, concluyendo
que fue un brote de Chagas agudo transmitido de manera oral, con la infeccion
confirmada en 103 de 1000 individuos expuestos. De esos infectados, 75 % fueron
sintomaticos, 20.3% requirieron hospitalizaciéon, 59 % mostré anormalidades del
electrocardiograma, la parasitemia estaba documentada en 44 nifios y 1 nifio
muerto. La investigacion epidemioldgica determiné la contaminacién de jugo de

guayaba como la fuente de infeccién.

Durante los afios 60 y 70, investigaciones realizadas por diferentes grupos en
Argentina, Brasil, Costa Rica y Venezuela proporcionaron mayor informacion sobre
el ciclo selvético del T. cruzi, demostrando que la transmision oral del parasito es la
via habitual y eficaz entre los reservorios silvestres. Se describieron brotes de
probable transmisién oral humana en episodios bien conocidos en Teutdnia (Rio
Grande do Sul, Brasil), en Belém (Par4, Brasil), en Jalisco (México) y en Catolé do
Rocha (Paraiba, Brasil), y mas recientemente en Santa Catarina (2005), con varios
casos agudos infectados por alimentos contaminados a partir del vector y
posiblemente de orina de marsupiales. (78)(79)(80).

En Brasil, en relacién al contexto epidemiolégico, los eventos de enfermedad de
Chagas por transmision oral, descritos en la region amazonica se relacionaron con la
ingesta de jugo de cafia de azucar y jugo de acai. Otras descripciones mencionan
casos de personas que enfermaron después de haber consumido carne de animales

silvestres mal cocidas.

Otros autores en América del Sur revelan la posibilidad de contaminacion accidental
de alimentos con T. cruzi, ademas de la demostracién de los largos periodos de

sobrevida del parasito en triatominos. (81)(82)(83)

El grupo de Carpintero y colaboradores en 1978 sugirieron la transmision oral,

cuando en un grupo de mil casos de enfermedad de Chagas, aproximadamente un
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centenar de pacientes referian no conocer los triatominos, carecian de antecedentes
de transfusiones pero afirmaban ingerir de manera frecuente carne de animales

silvestres reservorios de T. cruzi, conforme a los hébitos regionales.

En los afios 90 la transmision oral a partir de jugo de pequefios cocos de palmeras
infestadas con Rhodnius sp, fue detectada por Valente en el Norte de Brasil.
También en ciertas regiones, especialmente entre poblaciones nativas cazadoras y/o
acostumbradas a la alimentacion con carne cruda (armadillos, monos y cobayos
silvestres), se admiti6 la posibilidad de contaminacién via oral, aunque no se
conocieran los registros de esto en la literatura. Otros trabajos realizados por el
equipo de Storino & Jorg ratificaron la viabilidad de T. cruzi por via oral utilizando

diferentes hospederos y vectores. (80)(85)

En Ecuador, grupos de trabajo como el de Amunarriz y colaboradores, relataron que
estudios serologicos realizados, en mas de mil nativos quechuas de la amazonia
ecuatoriana (provincia de Sucumbios), registraron un indice de infeccién de 6.03%.
El autor afirm6 que este indice podria ser el resultado de una transmision vectorial,
pero menciond la posible transmisién por via oral a partir de la ingestion de carne de
animales silvestres, como una de las principales fuentes de alimentacién implicada
en los focos de la enfermedad entre la poblacion indigena de la amazonia

ecuatoriana.

Adicionalmente Jansen y colaboradores, reportaron la existencia de un ciclo
particular del parasito en las glandulas anales de marsupiales brasileros, lo que
también posibilita la contaminacién directa de personas, alimentos y otros animales
susceptibles, a partir de la eliminacion de estas secreciones en el medio externo.
(86)(87)

1.8.3. Brote de Chagas Agudo por Transmision oral descritos en Bolivia

El municipio de Guayaramerin es una regién endémica de las infecciones por
Malaria entre otras. Sin embargo, en el mes de Octubre del 2010 el Centro de Salud
San Miguel recibe a catorce pacientes entre las edades de 6 a 62 afios de edad, de
los cuales 7 pertenecen al género masculino y el resto al femenino (1:1), ver (Tabla
6), con una sintomatologia parecida a la enfermedad de Malaria (Tabla 7), pero
estos casos presentaron fiebre, poco frecuente en pacientes con Malaria, en el
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laboratorio indican el personal que se observaron estructuras morfolégicas extrafias
en muestra de sangre periférica. En este sentido, el personal del Centro de Salud
remiti6 14 extendidos y muestras de sangre al laboratorio de Parasitologia del

INLASA en la ciudad de La Paz, para confirmar el diagnostico. (6)

Tabla 6.- Pacientes Segun la edad y sexo

Edad |Hombre Mujeres
<10 0 1
11-20 2 0
21-30 0 3
31-41 0 2
42-50 1 0
=51 4 1
Total 7 7

Fuente: INLASA José Santalla et al.2010

Tabla 7 Signos y Sintomas de los casos agudos en Guayaramerin

Signos y Sintomas clinicos N° de pacientes (%)
Fiebre >38° C 14 (100)
Cefalea 13 (92)

Diarrea 7 (50)
Vomitos 12 (85)
Esplenomegalia 1(7.1)
Linfocitosis 10 (71)
Transaminasa 1 11 (78)
Bilirrubinas 1 11 (78)

Fuente: INLASA José Santalla et al.,2010

Las muestras recibidas en el laboratorio se analizan e indica la presencia de
Trypanosoma cruzi, considerandose el primer brote de la enfermedad de Chagas en
la region, se llevd acabo adelante una mision de investigacion del brote con
caracteristicas epidemiolégicas, entomoldgicas y parasitologicas en el lugar. Se
realizé tamizaje serolégico en la poblacion de sospecha. Se buscé a todos los casos
confirmados para recopilar informacién clinica y las variables comunes para

determinar el origen del brote. (6)(135)
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Para el disefio epidemiologico del brote fue analizado el lugar donde residen los
casos encontrando una distribucion muy distante entre familias (GraficoN°1), la
familia A se encuentra en una zona periurbana de la ciudad con caracteristicas de
monte y cosecha la fruta de Majo para la produccion y venta de jugo de la
mencionada fruta. Las familias B, C y D consumen el jugo de Majo proveniente de la
familia A y la familia E consumen el jugo pero también lo producen a partir de un
area colindante con la de la familia A con caracteristicas de monte. Podemos
observar que la distribucién del jugo de Majo no fue solo por venta si ho que ocurrié
sin que exista contacto directo como ocurre entre la familia Ay C porque si bien la
familia A produce el jugo no le vende directamente a la familia C, esta familia lo
adquiere por una invitacion de la familia B que si le compro el jugo a la familia A
(Gréfico N°2).

Grafica 1 Mapa Epidemiologico de Brote
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Estos hechos de distribucion del jugo marcan el camino recorrido del Trypanosoma
cruzi para conseguir infectar a las familias y producir un brote epidemioldgico de

chagas.

Mediante el estudio del brote se pudo evidenciar: transmision de la Enfermedad de
Chagas fue por via oral a partir de un jugo local producido a partir de la fruta del

arbol de majo, caracteristico de la regiébn amazonica.

Grafica 2 Disefio del origen y distribucién del brote por transmision oral

A

Cosechan, producen, consumen y venden jugo de Majo

Venden jugo de Majo

B E

Consumen jueo de Maio Consume ijueo de Maio

ﬂ Invitan jugo de Majo

C

Areacomun de cosecha de Majo
Circulacidn selvatica del vector

Consumen jugo de Majo

D

Cosechan, producen, consumen jugo de Majo

Fuente: INLASA José Santalla et al., 2010.

1.8.3.1 Diagnostico por técnicas directas o parasitologicas

En las 14 muestras se observd presencia de formas tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi mediante técnicas directas (gota gruesa, frotis vy
microhematocrito variedad INLASA) a partir de sangre venosa con EDTA (Figura
N°6). Ademas se pudo aislar el parasito en cultivo de 9 de 14 muestras y a partir de

ello poder realizar otros métodos de bilogia molecular (Figura 1).
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Figura 6 Trypanosoma cruzi en gota gruesa de paciente de Guayaramerin —
Beni

Fuente: INLASA José Santalla et al.,2010

1.8.3.2. Diagnostico por técnicas indirectas o seroldgicos

Ademas los 14 casos fueron confirmados mediante pruebas indirectas de
diagnéstico conforme a las recomendaciones de la OMS vy al protocolo de vigilancia
de Chagas. Se utilizaron inicialmente dos pruebas seroldgicas a partir de plasma
sanguineo, ELISA recombinante y Hemoaglutinacién indirecta (HAI), donde se
observo que seis pacientes presentaban elevados titulos de anticuerpos, serologia
reactiva, indicando el inicio de la fase cronica de la enfermedad, en contraste a
nueve pacientes por estar en fase aguda de la infeccion los andlisis fueron negativos
(Tabla 8)

1.8.3.3. Diagnostico por la Reacciéon en Cadena de la Polimeraza (PCR)

Se empled PCR convencional, para la deteccion secuencias repetitivas satélite para
T. cruzi, segun el protocolo descrito por Levin M (2009), con modificaciones para
adaptarlo a las condiciones del laboratorio. La extraccion de DNA a partir de sangre
periférica se encontré que en las 14 muestras se amplifico un fragmento de 166 pb

(Figura 7), lo que confirma la presencia del parasito en las muestras.
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Figura 7 DNA amplificado de Trypanosoma cruzi a partir de muestras de

pacientes de Guayaramerin-Beni
|
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Productos de amplificacion de la PCR para la deteccion de DNA sat de T.cruzi en muestras de suero
y sangre de pacientes (Carriles 3-16), C(+)Control Positivo (carril 2), C(-)Control Negativo (carril 17) y
(L) Ladder (carril 1) marcador de tamafio de DNA 100pb (Promega)

Fuente: INLASA José Santalla et al.,2010

Figura 8 Métodos de Diagnédstico de los casos Agudos en Guayaramerin

Método N° de Casos
s de Diagnostico Positivos (%)
Gota Gruesa 14 (100)
Micrihematocrito 14 (100)
variedad INLASA
Cultivo 9 (64)
PCR Sat 14 (100)
ELISA 6 (42)
HAI 9 (64)

Fuente: José Santalla et al., 2010

Esto corrobora que la infeccion sufrida fue por el consumo del jugo de Majo y
probablemente la ingesta de formas infectivas de T.cruzi , Por otro lado, en la
comunidad de San Miguel no se comprobo la presencia de que tipo de triatomino
hay en el lugar de estudio, ademas de la presencia ocasional de ratas cerca de los
sitios donde habitan y tienen arboles de este fruto (11), lo cual podria establecer otra
ruta de infeccion del parasito, ademas de la diseminacion de la enfermedad a todo el
municipio y otros lugares aledafios, por lo tanto se deberia realizar las
intervenciones apropiadas en el lugar para que no existan nuevos casos de esta

enfermedad.
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1.9 Etapas clasicas de la enfermedad de Chagas

En la evolucién natural de la enfermedad de Chagas se distinguen dos fases con
presentaciones clinicas, criterios diagnosticos y terapéuticos diferentes. La
enfermedad se inicia con una fase aguda caracterizada por sindrome febril
infeccioso y parasitemia. En los casos agudos no tratados, la enfermedad progresa
hacia la fase cronica, donde un porcentaje grande de personas permanecen
asintométicos (aproximadamente 70%) y sin compromiso clinico (la llamada forma
“‘indeterminada”), pero un grupo desarrolla después de un periodo, que puede ir de

10 — 30 afos, lesiones irreversibles, especialmente cardiacas.

1.9.1. Manifestaciones de la Fase aguda

En la fase aguda (inicial) predomina el parasito circulante en la corriente sanguinea
en cantidades expresivas. Las manifestaciones de enfermedad febril pueden
persistir por hasta 12 semanas. En este periodo los signos y sintomas pueden
desaparecer espontaneamente de forma que la enfermedad evolucionard hacia la
fase crénica o puede progresar para formas agudas graves con riesgo de llevar a la

muerte.

El periodo de incubacién es de duracion variable, con un término medio de una
semana. Una vez terminado este, se inicia un cuadro clinico caracterizado por la
presencia del parasito en la sangre acompafada de un sindrome febril y otras
manifestaciones clinicas; signos inespecificos de cualquier otra causa de sindrome
febril agudo. Este cuadro clinico puede pasar inadvertido, diagnosticandose solo en
el 1 o 2% de todos los pacientes (28-30). Esta fase aguda de la enfermedad puede
presentarse a cualquier edad, teniendo la enfermedad peor prondstico si la infeccion

aguda se presenta en niflos menores de dos afos (89).

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes encontradas en poblaciones similares a
la nuestra incluyen , sindrome febril 84,7%, mialgia (50%), cefaleas (47,5%), signo
de Romana (edema bipalpebral, unilateral con adenopatia preauricular) (45,8%),
signos de falla cardiaca (17%) con 100% de miocarditis aguda en las biopsias
endomiocardicas, hepatomegalia (8,5%), edema (3,4%) y chagoma (induracion en el
sitio de la piel por donde ocurrié la entrada del parasito) (1,7%). Los patrones
sintomaticos mas frecuentes son fiebre, mialgia, cefalea y signo de Romana

(20,2%), fiebre, mialgia y cefaleas (11,9%), y solo fiebre (11,9%). En los casos
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debidos a transmisién oral no se presenta signo de entrada (signo Romafia o
Chagoma de inoculacion) y en las series de Brasil, donde mas casos por este tipo de
transmision se han documentado se destaca la fiebre prolongada como el sintoma
mas frecuente (99,1% de los episodios en una seria de 233 casos), seguido por
edemas en la cara (57.5%) y en miembros inferiores (57,9%).La miocarditis se
puede presentar con o0 sin manifestaciones de compromiso cardiaco (prolongacion
PR e intervalo QT, cambios de la onda T, disminucién del voltaje QRS, extrasistole
ventricular, bloqueo de la rama derecha (mal prondstico en la fase aguda); imagen
radiologica aumentada del corazén (predomina ventriculo izquierdo, 85%),
pericarditis y derrame pericardico (que puede llevar a taponamiento cardiaco) y falla
cardiaca Otras manifestaciones posibles de la enfermedad en esta fase incluyen en
menor proporcién en lactantes irritabilidad y llanto continuo, en adolescentes y
adultos cefalea, insomnio, astenia, mialgias, y meningoencefalitis o encefalitis,
hipoproteinemia, diarrea, adenopatias generalizadas o regionales con predominio

cervical e inguinal; orquiepidimitis y parotiditis.(90)

1.9.2. Manifestaciones en |la Fase crénica

Los infectados no presentan sintomas luego de la fase aguda. Alrededor del 70 % de
los infectados permanecen en este estado por el resto de sus vidas, conocido como
la etapa intermedia de la fase crénica. Sin embargo, luego de aproximadamente 15
afos de iniciada la infeccion, el 30 % restante desarrolla manifestaciones clinicas
tales como dafio de sistemas de 6rganos vitales entre los cuales podemos nombrar

al sistema circulatorio, nervioso y/o digestivo.

La enfermedad de Chagas puede manifestarse o bien generando una panmiocarditis
(agrandamiento global del corazoén, via un dafio al miocardio, asociado a focos
inflamatorios mononucleares), o produciendo megavisceras (agrandamiento de una

0 varias partes del sistema digestivo). (91)

En los ultimos afios se ha observado que la sintomatologia y la progresion de la
enfermedad de Chagas en pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), al igual que con otras enfermedades parasitarias, presentaba nuevos

cuadros clinicos no reportados hasta el momento.
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1.9.2.1. Forma cardiaca

La forma cardiaca se caracteriza por evidencias de compromiso cardiaco que
frecuentemente evoluciona para cuadros de miocardiopatia dilatada e insuficiencia
cardiaca congestiva (ICC). Esta forma de la enfermedad ocurre en cerca de 30% de
los casos cronicos y es la mayor responsable de la mortalidad por la enfermedad de
Chagas cronica.

Entre las caracteristicas mas peculiares de la cardiopatia chagasica crénica, se
destacan de manera especial su caracter fibrosante, considerado el mas expresivo
entre las miocarditis, la destacada frecuencia y complejidad de las arritmias
cardiacas y su combinaciébn con disturbios de conduccion del estimulo
atrioventricular e intraventricular, la gran incidencia de muerte subita y fenomenos

tromboembdlicos y de aneurismas ventriculares.

La cardiomiopatia chagésica que tiene en cuenta manifestaciones clinica, se

configuran esencialmente dos cuadros clinicos:

Insuficiencia cardiaca congestiva (ICC):caracterizada por una dilatacién cardiaca
creciente, con pérdida progresiva de la capacidad efectiva del ventriculo izquierdo;
con gran dilatacién, fibrosis miocardica y proclividad para el desarrollo de
tromboembolismo como cualquier otra cardiopatia dilatada (90)(92)

Arritmias:la miocarditis chagasica crénica, con sus caracteristicas de difusa,
progresiva y fibrosante, proporciona un excelente sustrato anatomopatologico para
la ocurrencia del fendbmeno de reentrada y surgimiento de arritmias. Entre estas los
eventos mas frecuentes son: extrasistoles ventriculares, taquicardia ventricular,

fibrilacion ventricular, fibrilacion auricular, bradiarritmias, bloqueos AV.

Las arritmias se pueden manifestar con palpitaciones, tonturas, pérdida de
conciencia y otras manifestaciones de bajo flujo cerebral. Los sintomas de
insuficiencia cardiaca congestiva, aparecen generalmente en personas entre los 20-
50 afios de edad, la insuficiencia es biventricular, con predominio de fenbmenos
congestivos sistémicos, siendo raros los episodios de disnea paroxistica nocturna y

de edema agudo del pulmon.

Tromboembolismo: ElI tromboembolismo constituye algunas veces la primera

manifestacion de la enfermedad de Chagas. Los émbolos cardiacos pueden
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alcanzar tanto la circulacion pulmonar como la sistémica, siendo que el cerebro es el
organo blanco donde mas se hacen evidentes. La formacion de los trombos se
asocia con el hallazgo de areas discinérgicas en la pared ventricular, que son
detectadas mediante la ecocardiografia y generalmente estan localizadas en las

paredes apical, inferior y postero-lateral del ventriculo izquierdo. (92)

1.9.2.2. Forma digestiva

La denervacion de los plexos del tubo digestivo ocasiona trastornos en la absorcion,
motilidad y secrecion que causan incoordinacién motora y dilatacion llevando a la
formacion de megavisceras, involucrando sobre todo al esofago y al colon La
esofagopatia chagéasica es similar al megaesofago idiopético (acalasia del es6fago)
tanto en su patogenia como en su fisiologia, sintomatologia, evolucién y tratamiento.
La diferencia fundamental es la serologia positiva para tripanosomiasis americana,

asi como en algunos casos la asociacion con megacolon o cardiopatia.

La disfagia es el principal sintoma en casi todos los casos (mayor de 96%), es
lentamente progresiva, exacerbada por la ingestion de alimentos sélidos o frios;
habitualmente consultan por regurgitacion, dolor esofagico, pirosis, hipo, sialorrea
con hipertrofia de las glandulas salivales, tos, y desnutricion en el orden citado.

La presencia de megacolon en un adulto proveniente de area endémica es un
indicador de alto riesgo de existencia de megacolon chagasico; y si los resultados
serologicos son negativos deben ser repetidos, pues es muy rara la ausencia de

anticuerpos especificos en un caso con megacolon (92).

El sintoma principal es la constipacion inpruebainal, de instalacion lenta y
progresiva. Otro sintoma es el meteorismo con distension abdominal y timpanismo.
La disquesia, que consiste en la dificultad para evacuar exigiendo un gran esfuerzo
de la musculatura abdominal para el desprendimiento del bolo fecal, aun en
presencia de heces de consistencia normal, es también una manifestacion frecuente

y caracteristica. (93)

1.10. Diagnéstico de la enfermedad de chagas

En la infeccion por T. cruzi, el diagnéstico de la enfermedad se apoya en datos
epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio. La informacion clinica es util en pacientes

con sintomatologia mientras que en pacientes en fase crénica la epidemiologia y los
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resultados de la pruebas de laboratorio son las herramientas fundamentales en el
diagnéstico. (94)

La técnica de Laboratorio empleada para el diagnéstico de la enfermedad de

Chagas depende de la fase clinica en la que se encuentre el paciente.

En fase aguda, se aplican exdmenes parasitolégicos directos, pues la parasitemia es
elevada en esta fase de la enfermedad. Cuando se trata de diagnosticar un individuo
con enfermedad de Chagas crénica, en el que la parasitemia circulante es baja,
intermitente o nula, el diagndstico de la infeccion se basa, fundamentalmente, en la

determinacién de anticuerpos especificos frente a antigenos de T. cruzi.

El diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase cronica indeterminada es
importante para iniciar el tratamiento y evitar la transmision de la enfermedad a

través de hemoderivados y transplante de érganos. (95) (96)

1.10.1 Pruebas Parasitologicas

Durante la fase aguda de la enfermedad existen numerosos pardsitos en sangre

periférica y es posible detectarlos mediante pruebas parasitologicas directas

1.10.1.1 Gota Fresca o Examen en fresco

Se deben buscar parasitos en sangre periférica en fresco, entre portaobjetos y
cubreobjetos, examinando inmediatamente, antes de que se seque la gota de
sangre sin anticoagulante, extraida del pulpejo del dedo o del I6bulo de la oreja o de
la planta del pie en recién nacidos. La monocapa de hematies permite observar los
rapidos movimientos del parasito refringente entre las células sanguineas. Una vez
visualizado el parasito, se confirma el diagnostico, sin necesidad de practicar otros

examenes.

Las extensiones de sangre (gota gruesa Yy frotis) tefiidas adecuadamente, permiten
observar las caracteristicas morfoldgicas del parasito. Sin embargo cuando el grado
de parasitemia es bajo, es necesario utilizar métodos de concentracion, tales como

el microhematocrito. (97)

1.10.1.2 Microhematocrito
Se emplea en recién nacidos, cuando se dispone de poca sangre; consiste en

obtener uno o0 mas capilares heparinizados, con sangre y someterlos a
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centrifugacion. En la interface entre el empaquetados de hematies y el plasma, se
encuentra una capa de leucocitos, en la que se observan los movimientos del

parasito, con la ayuda del microscopio con objetivo de 40 aumentos. (97)

1.10.1.3 Hemocultivo

Para la deteccion de parasitemia mediante cultivo de la sangre del paciente, es
necesario emplear un gran volumen, aproximadamente 30 ml de sangre. El
procesamiento de la muestra debe ser inmediato, centrifugado para retirar el plasma
.La muestra se siembra habitualmente en tubo en medio LIT (infusién de higado y
triptosa ) de preparacion compleja. Se siembran varios tubos que se examinan cada

mes, hasta completar de 5 a 6 meses. (97)

Debido a la complejidad de la técnica, al retraso en el diagnéstico y a su baja
sensibilidad en fase crénica, a pesar de su elevada especificidad, el hemocultivo
para diagndstico de enfermedad de Chagas solo se realiza en laboratorios
especializados. Ademas de los resultados obtenidos se encuentran muy
influenciados por la cantidad de sangre empleada, el medio de cultivo utilizado y el
intervalo de tiempo transcurrido entre la recogida de la muestra y su inoculacion en

medios de cultivo.(98)

1.10.1.4 Xenodiagnostico

Consiste en la aplicacién al paciente de cuatro cajitas de cartén o plastico, cada una
de las cuales contiene 10 ninfas de traiatominos vivos, en general de tercer estadio,
en ayuno de 10 a 15 dias. Al cabo de 30 minutos, se retiran las cajitas y se

examinan las heces de los triatominos a los 30 y 60 dias.

Al igual que el hemocultivo, el xenodiagnostico es una técnica diagnostica laboriosa
que requiere un largo periodo de tiempo hasta la emision de resultados y que
precisa de laboratorios con elevado nivel de bioseguridad .Es por ello que tampoco

se emplea como técnica de rutina diagnostica en la mayoria de laboratorios. (99)

1.10.2 Diagnostico Serolégico.

El diagnostico seroldgicos de la enfermedad de Chagas es especialmente (til en la
fase cronica de la enfermedad, en la que la baja parasitemia circulante determina

una baja sensibilidad de los métodos parasitologicos directos.
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En la enfermedad de Chagas, las pruebas serolégicas se denominan
convencionales cuando utilizan como antigeno bien el parasito completo, o bien
extractos solubles y/o purificados que contienen una mezcla compleja de antigenos
de T. cruzi. Las técnicas serologicas no convencionales son las que emplean un
anico antigeno recombinante o péptido sintético de T. cruzi para la determinacion de

anticuerpos del paciente, generalmente mediante técnica ELISA, HAI (100).

Ninguna prueba seroldgica ha demostrado la suficiente especificidad y sensibilidad
por si sola como para confiar el diagnostico de la enfermedad de Chagas crénica a
una unica técnica seroldgica .La OMS establece el uso de dos test serologicos que
empleen diferentes antigenos, realizados en paralelo, para incrementar la certeza en
el diagndstico .La serologia convencional es la que se utiliza con més frecuencia ya
que muestra una mayor sensibilidad con respecto a la serologia no convencional. No
obstante, presenta menor especificidad que esta ultima, principalmente debido a que
se produce reactividad cruzada con anticuerpos frente a Leihmania spp y

Plasmodium spp (101).

Una pequefa proporcion de individuos puede presentar un resultado discordante en
ambas técnicas serologicas empleadas, por lo que se requerirA de pruebas
alternativas para determinar si existe infeccién. El estado serolégico en algunos

individuos resulta dificil de determinar, incluso después de realizar o gold standard.

Los datos publicados sugieren que la sensibilidad de los ensayos seroldgicos varia
en funcién del area geogréfica, debido probablemente a la cepa de T. cruzi
responsable de la infeccion, lo que determina diferencias en la respuesta humoral
del paciente. (102)

El diagnostico seroldgico de la infeccion congénito por T.cruzi en recién nacidos de
madres seropositivas para la enfermedad de Chagas presenta un bajo valor
predictivo, debido a que la presencia de anticuerpos IgG anti- T.cruzi en el recién
nacido se puede explicar por la transferencia de anticuerpos maternos que no
desparecerian hasta el sexto mes de edad .Siendo una proporcion pequefia de
recién nacidos seronegativos. La deteccion de anticuerpos IgM anti-T. cruzi en el
recién nacido no ha proporcionado buenos resultados. El diagndstico de la infeccién
congénita por T. cruzi en recién nacidos de madres seropositivas se basa en una

técnica parasitologica directa positiva mediante observacion al microscopio, 0
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mediante amplificacion del ADN del parasito o bien en un resultado de serologia
positivo que persista 6 meses después del nacimiento mediante técnicas que
empleen antigenos distintos. En caso de un resultado negativo en las pruebas
parasitologicas directas en el recién nacidos, el examen de otra muestra bioldgica se
debe realizar semanas o meses después del nacimiento. Ademas, se debe realizar
un seguimiento de los niveles de anticuerpos para estudiar si persiste positiva la

serologia 6 meses después del nacimiento. (103) (104)

1.10.2.1 (ELISA) (Enzimed Linked Inmuno Sorbent Assay)

El principio general de esta técnica es sencillo, pues se basa en el reconocimiento
de un antigeno por parte de un anticuerpo que, fundamentado en una reaccion
colorimétrica mediante el uso de un anticuerpo marcado con una enzima, se puede
cuantificar el grado de positividad de una muestra de suero problema. La
transformacién del sustrato por la enzima es proporcional a la concentracion de
anticuerpo o antigeno desconocido presente en la solucién problema. De esta
manera, los anticuerpos especificos pueden ser estimados cuantitativamente y en

poco tiempo. (105)

El ensayo inmunoenzimatico ELISA se presenta como una alternativa muy
especialmente para el serodiagnostico. En este sentido, asi como en otros ensayos
serodiagnosticos, puede utilizarse un antigeno crudo, es decir, aquel que contiene
una mezcla de los componentes del organismo a detectar, o un antigeno con grados
de purificacion ,diversos, que finalmente dependerdn de la sensibilidad y
especificidad que se desea conferir al ensayo. Asi como existe una gran variedad en
cuanto al antigeno a utilizar también la hay en relacion a los conjugados, de lo cual
se derivan los diversos tipos de ELISA que existen actualmente, siendo los mas

utilizados:

JOELISA directo: cuando los anticuerpos conjugados a la enzima son dirigidos

directamente contra el antigeno unido a la placa.

OOELISA indirecto: cuando los anticuerpos conjugados son dirigidos contra

inmunoglobulinas humanas o de animales que sufren la enfermedad en cuestién.
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OOELISA sandwich: Cuando se utilizan dos anticuerpos especificos que reconocen
un mismo antigeno, uno de ellos marcado radiactivamente o unido a una enzima.

Este tipo de ensayo permite la captura de antigenos circulantes (solubles).

El ELISA tipo indirecto es uno de los mas utilizados para el diagnéstico de
hemoparasitos. Este ensayo se inicia con la absorcion de las proteinas (antigeno) a
una superficie inerte, generalmente una placa de polivinilo de 96 pozos.
Posteriormente se agrega una solucion de una proteina no especifica y econdémica,
generalmente leche descremada o gelatina, para bloquear la superficie evitando que
otras proteinas se unan a ella. Luego se afiade el suero problema que contiene los
anticuerpos que reconocen al antigeno de manera especifica (en el caso que la
muestra sea positiva). Seguido a ello se agrega un anticuerpo secundario que
reconocera al anticuerpo primario unido al antigeno. Este anticuerpo secundario es
conjugado a una enzima que cataliza una reaccion colorimétrica. Finalmente se

afiade el sustrato de la enzima y se registra la densidad optica. (106)

1.10.2.2 Hemoaglutinacién Indirecta (HAI).

La prueba se hace en policubetas con fondo en U, con diluciones seriadas dobles de
suero frente a hematies de cordero o ave sensibilizados con antigeno. La reactividad
se visualiza con un manto de aglutinacién del 50- 100% del fondo del pocillo. Tiene
una sensibilidad de alrededor del 98 % y una especificidad variable. Ha sido
evaluado en varios centros referenciales con paneles de gran nimero de sueros.
Tiene como ventaja lo sencillo del procedimiento y como desventaja la subjetividad
de la lectura. La méas sencilla desde el punto de vista técnico es la hemaglutinacion
indirecta que es empleada por varios grupos. Tiene Alta especificidad pero su
sensibilidad es baja, por lo cual no es apropiada para diagnostico como Unica
prueba.(107)

1.10.2.3 Técnica de inmunofluorescencia (IF)

Es una prueba de diagndstico seroldgico que tiene dos variedades principales: a)
Inmunofluorescencia directa (IF) aplicada fundamentalmente a la deteccion de
antigenos en una muestra clinica y b) Inmunofluorescencia indirecta (IFI) aplicada a
la deteccion de anticuerpos especificos en el suero del paciente frente a un

determinado antigeno o a la deteccion de un antigeno en una muestra clinica.
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¢ Inmunofluorescencia directa: sobre un portaobjeto depositamos una muestra

en la que buscamos la presencia de un determinado antigeno.
Anadimos un suero especifico del antigeno problema marcado con isotiocianato de
fluoresceina (conjugado). Si el antigeno problema se encuentra presente en la
muestra, se une el conjugado. En caso contrario el conjugado se elimina con un

lavado del portaobjeto.

¢ Inmunofluorescencia indirecta: sobre un portaobjeto que lleva pegado un
antigeno conocido, se afiade el suero problema. Si éste contiene anticuerpos
especificos, se unen al antigeno. Los anticuerpos del suero no especificos del

antigeno del portaobjeto se eliminan mediante un lavado.

Posteriormente se afiade un suero anti-inmunoglobulina humana marcada con
isotiocianato de fluoresceina (conjugado). El conjugado se une a los anticuerpos
especificos o se elimina mediante lavado si no habia anticuerpos especificos en el

Suero.

La lectura de ambas modalidades de IF se hace con un microscopio de
fluorescencia cuya luz excita al isotiocianato de fluoresceina haciendo que emita luz
fluorescente de color verde. La observacién de luz verde fluorescente “tiiendo” un
objeto del portaobjeto indica la presencia del antigeno en la muestra o de

anticuerpos especificos en el suero, segun el caso. (108)

1.10.3. Diagnéstico Molecular

1.10.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el desarrollo de las técnicas moleculares, la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se ha utilizado para el diagnéstico parasitologico de diversas
enfermedades. Esta técnica se basa en la amplificacién de secuencias de ADN que
son abundantes y especificas de los parasitos en cuestion. En el caso de T. cruzi,
hay dos secuencias especificas que han resultado utiles: la regién variable de 330
pares de bases del ADN del miniciculo del kinetoplasto, y una secuencia repetitiva

de 195 pares de bases del ADN nuclear del parasito.

Ambas contienen un elevado numero de secuencias repetidas por lo que son
especialmente adecuadas para su deteccion mediante PCR. De hecho, la PCR

dirigida a amplificar ADN del kinetoplasto es capaz de detectar el equivalente de una



40

sola célula parasitaria en 10-20 ml de sangre. La conservacion de la muestra de
sangre del paciente en una solucion de guanadina-EDTA preserva los acidos
nucleicos del parasito. Ademas, hervir dicha mezcla incrementa el rendimiento en la
extraccion de ADN. (109)

La PCR resulta de gran utilidad para la deteccion del parasito en los casos agudos
en los que la parasitemia es elevada, ya sea por transmision congénita o por
transmision vectorial. Asi, la PCR puede presentar un resultado positivo dias o
semanas antes de que la deteccidon de tripomastigotes sea posible a partir de

extensiones de sangre periférica.

La PCR es util también en el diagnostico de la infeccion aguda por T. cruzi en
receptores de 6rganos infectados .Los ensayos de PCR cuantitativos (PCR a tiempo
real) son los mas sensibles para monitorizar la reactivaciéon de la enfermedad en
receptores inmunodeprimidos infectados por T.cruzi, ya que permiten determinar el

namero creciente de parasitos en sangre periférica a lo largo del tiempo. (110)

En el diagnéstico de la enfermedad de Chagas cronica, la PCR ha demostrado una
sensibilidad que oscila entre el 59% y el 100%.Durante la fase cronica de la
enfermedad , el resultado de PCR positivo confirma la infeccion, aunque el resultado
negativo no la descarta. La sensibilidad de la PCR en estos pacientes es variable en
funcion del area geogréfica y la edad de los sujetos estudiados. (111)

1.10.3.2 ElI ADN de kinetoplasto (ADNK)

El ADN de kinetoplasto (ADNk), es una condensacion de ADN extra nuclear que
representa entre el 20- 30% del ADN total del parasito. Esta formado por una red de
moléculas circulares: maxicirculos y minicirculos. Cada minicirculo presenta cuatro
regiones constantes y cuatro variables. Generalmente los cebadores disefiados para
las PCR se unen a las regiones constantes delimitando las regiones variables,
amplificandose estas ultimas. Dependiendo del aislado parasitario se podria tener
entre 10.000 y 30.000 minicirculos por célula y al ser cuatro repeticiones por
minicirculo se podria tener entre 40.000 y 120.000 repeticiones de la diana de
amplificacion por pardasito. Varios investigadores, han utilizado la PCR de
amplificacion de la region variable ADN de minicirculos del kinetoplasto de T. cruzi,

para el diagndstico molecular de la enfermedad de Chagas por ser una diana
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altamente sensible y especifica ya que solo amplifica el ADN de T. cruzi y no de

otros parasitos relacionados. (112)(113)

Es una condensacion de ADN extranuclear que representa entre el 20%-30% del
ADN total del parasito. Estd formado por una red de moléculas circulares:
maxicirculos y minicirculos. Cada minicirculos presentan cuatro regiones constantes
y cuatro variables .Generalmente los cebadores disefiados para las PCR se unen a
las regiones constantes delimitando las regiones variables, amplificandose estas
ultimas. Dependiendo del aislado parasitario se podria tener entre 10000 y 30000
minicirculos por células y al ser cuatro repeticiones por minicirculos se podria tener
entre 40000 y 120000 repeticiones de la diana de amplificacion por parasito. Varios
investigadores, han utilizado la PCR de amplificacion de la regién variable ADN de
minicirculos del kinetoplsto de T.cruzi, para el diagnéstico molecular de la
enfermedad de Chagas por ser una diana altamente sensible y especifica ya que

solo amplifica EI DNA de T.cruzi y no de otros parasitos relacionados.(114)

1.10.3.3 DNA satélite o DNA sat

Esta formado por aproximadamente 120.00 copias de una secuencia de 195pb, por
lo que representa el 10% del ADN del parasito lo que la hace una diana altamente
sensible. La PCR basada en la amplificacion de ADN satelital de T.cruzi fue

disefiada por Moser y cols.(114)

En la cual realizo la amplificacion in vitro de 188pb de ADN repetitivo a partir de
muestras de sangre de pacientes y ratones infectados con T.cruzi, concluyendo que
ademas de ser sensible era muy especifica, ya que no amplifica ninguna secuencia
de ADN de Leihmania sp, ni de otra especie de T.cruzi. En ambos casos se
compararon los resultados con los métodos parasitolégicos, encontrando que esta
técnica era sensible y especifica en cualquier fase de la enfermedad, ademas de

poder ser empleada en muestras de heces de triatominos.

Por otro lado, el ADN satélite del T. cruzi ,estd formado por aproximadamente
120.000 copias de una secuencia de 195 pb, lo que representa el 10% del ADN del

pardsito, lo que la hace una diana altamente sensible.(115)

La PCR basada en la amplificacion de ADN satélite de T. cruzi fue disefiada por

Moser y cols. (114), en la cual realizé la amplificacion in vi t ro de 188 pb de ADN
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repetitivo a partir de muestras de sangre de pacientes y ratones infectados con T.
cruzi, concluyendo que ademas de ser sensible era muy especifica, ya que no
amplificaba ninguna secuencia de ADN de Leishmania sp, ni de otra especie de
Trypanosoma. Posteriormente, Russomando y cols. realizaron estudios en ratones
infectados y en pacientes empleando muestras de suero, obteniendo una alta
sensibilidad y especificidad en la deteccion de ADN de T. cruzi .(114) (115)(116) En
ambos casos se compararon los resultados con los métodos parasitolégicos,
encontrando que esta técnica era sensible y especifica en cualquier fase de la
enfermedad, ademas de poder ser empleada en muestras de heces de triatominos
Por otro lado Kirchhoff y cols determinaron que la técnica de PCR permite
diagnosticar la infeccion por T. cruzi mas temprano que los métodos parasitologicos,
debido a su elevada sensibilidad. En un trabajo previo se estandarizaron las PCRs
para la detecciéon de ADN de minicirculo de kinetoplasto y ADN satélite de T. cruzi,
por lo que el objetivo del presente trabajo fue la validacion de estas dos técnicas

utilizando muestras de pacientes. (117)(118)
1.11. Tratamiento de la enfermedad de Chagas

El tratamiento etiologico en la enfermedad de Chagas, es eliminar el protozoario que
la causa, el Trypanosoma cruzi. Por ser un organismo eucariético, con biologia
similar a la de las células humanas, la tarea no es facil, pues la posologia adecuada
puede ser cercana al limite de tolerancia. Se han utilizado muchos medicamentos,

con diferentes esquemas terapéuticos, la mayoria sin efecto.

Actualmente hay dos medicamentos activos contra T.cruzi para el tratamiento
especifico de la enfermedad. Los medicamentos tripanomicidas estan indicados en
infeccion aguda del nifio y del adulto, en pacientes con parasitemia, en accidentes
de laboratorio, en infeccion por transfusiones, en pacientes trasplantados y en
infeccion congénita confirmada. Los pacientes con enfermedad cronica no se
benefician de este tratamiento. Los dos medicamentos son Benznidazol del grupo de

los nitroimidazoles y el nifurtimox, perteneciente a los nitrofuranos.(119)

Toda persona con Enfermedad de Chagas podria ser tratada, a excepcion de los
enfermos cronicos terminales. Cada caso debe ser evaluado con relacion al costo
beneficio de la terapia antiparasitaria especifica. Los farmacos tripanomicidas

clasicos aprobados hasta ahora para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas



43

son: Nifurtimox (NFX) y Benznidazol (BNZ), aunque se han incorporado otras
alternativas, como Itraconazol y Alopurinol, en especial en adultos en fase cronica
indeterminada y determinada que continlan en evaluacion. En el pais soélo se

encuentra disponible NFX.

Se debe administrar bajo la modalidad de tratamiento directamente observado

(TDO) y monitorizar sus efectos secundarios y su accion parasiticida (parasitemia).

Con respecto a donacion de tejidos y 6rganos, en base a la experiencia publicada,
no es una contraindicacién formal de rechazo del injerto si el donante es positivo,

pero debe evitarse en lo posible. (119)(120)
1.11.1 Farmacos

1.11.1.2. Nifurtimox

NFX, es un analogo de nitrofuranos que actla contra las formas amastigotes
cronica indeterminada y cronica determinada de la enfermedad. En la fase aguda
presenta una cura parasitoldgica de 76%, la que en los RN hijos de madres
chagasica puede alcanzar entre el 80% y 100% y en la etapa crénica, un porcentaje

variable, habiendo resultados contradictorios en algunas series.

NFX origina radicales libres y produce dafio por reduccion de componentes celulares
parasitarios como proteinas y acidos nucleicos. Los efectos secundarios se
presentan en el 30% de los casos y son mas manifiestos en adultos. Puede producir
anorexia, pérdida de peso, manifestaciones gastrointestinales como nauseas,
vomitos, dolor abdominal, diarrea, dermatitis y compromiso del SNC con insomnio,
alucinaciones y psicosis. La polineuropatia periférica esta descrita en adultos en

20% de los casos y es dosis dependiente. (121)

Esta contraindicado su uso en embarazadas, en pacientes con insuficiencia renal y

hepatica. La OMS/OPS no recomienda su uso durante la lactancia.

NFX se expende en frascos que contienen 100 comprimidos ranurados de 120 mg,

lo que permite una mejor dosificacion.

La dosis recomendada es de 8-10 mg/kg/dia durante 60 a 90 dias, los nifios lo

toleran mejor que los adultos. La dosis puede variar entre 5-25 mg/k/dia, esta ultima
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es usada en formas graves como meningoencefalitis 0 miocarditis aguda, casos en
que el tratamiento debe ser supervisado por el especialista en el hospital alimentos.
La administracion se inicia en forma escalonada iniciando 1/4 de la dosis elprimer
dia, la mitad los dias 2 y 3 y la dosis total al 4° dia, contandose los 60 dias desde el

momento que inicia la dosis total. (122)

En caso de efectos adversos, se debe disminuir la dosis o suspender
transitoriamente la farmacoterapia, ademas tratar los sintomas hasta la desaparicion
de éstos. Luego reiniciar la dosis 6ptima en 3 dias, asociando siempre el tratamiento
sintomatico. En caso de reaparecer los efectos indeseados y habiendo compromiso
del estado general, se debe suspender inmediatamente la administracion del
farmaco. (121)

1.11.1.3 Benznidazol (BNZ)

Es también un farmaco tripanomicida. Actia uniéndose en forma covalente a los
intermediarios de la nitrorreduccién con los componentes del parasito, ADN, lipidos y
proteinas. Es eficaz en el tratamiento de la fase aguda, en la fase cronica
indeterminada, y en la crénica determinada, como se ha demostrado en estudios
realizados en nifios en Argentina y Brasil. La dosis es de 5-7 mg/k dividido en 3
dosis diarias por 60 dias. (122)

Los efectos adversos se dividen en 3 tipos:

a. Dermatolégicos con erupcion cutanea que aparece entre los 7-10 dias de
tratamiento, edema generalizado, fiebre, adenopatias, mialgia y artralgia.

b. Depresion de la médula 6sea con trombocitopenia, purpura y agranulocitosis, que

es la manifestacion mas grave.
c. Compromiso neurolégico con polineuropatia, parestesia y polineuritis periférica.

Esta contraindicado en embarazadas y en personas con insuficiencia hepatica y

renal.

1.11.2 Indicaciones del tratamiento

La enfermedad de Chagas debe ser tratada siempre, en su periodo agudo, periodo

cronico determinado inicial e intermedio y en el periodo crénico indeterminado. Sélo
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se exceptuan del tratamiento los cardiopatas chagasicos con Core Bovis 0
insuficiencia cardiaca terminal. Existe consenso en aplicar terapia especifica por la
demostracion de parasitos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de T. cruzi en casos cronicos donde la microscopia Optica no los pesquisa. El
tratamiento en estos casos tiene rendimiento. En la actualidad se acepta que la
terapia precoz es capaz de modificar la evolucion natural de la enfermedad. Debido
a la cantidad de pacientes con enfermedad de Chagas, alrededor de 12 millones en
el continente americano y 150.000 en Chile, su tratamiento es una solucion a un
problema de Salud Publica.(123)

1.11.2.1. Casos agudos
1.11.2.1.1.Adquiridos

Deben ser tratados siempre, tanto los pacientes con manifestaciones clinicas, signo
de Romafa, chagomas de inoculacion, signos de carditis: ritmo de galope, tonos
apagados, taquicardia o alteraciones del ECG (alteracion ST y T y alteraciones de la
conduccion auriculo ventricular, etc) como los casos agudos biolégicos con
deteccién facil de formas tripomastigotas al fresco, mediante frotis de sangre y con
serologia convencional positiva: hemaglutinacion indirecta (HAI), fijacion del
complemento (FC) (Machado Guerreiro), inmunofluorescencia indirecta (IF), reaccion
inmunoenzimética (ELISA), de inmunoprecipitacion: doble difusion (DD),
inmunoelectroforesis (IEF), electrosineresis (ES), e inmunobloting (IB) con IgM
postiva. Estos casos se tratan con NF 8 mg/ kg/dia durante 30-60 dias en adultos y
10 mg/kg/ dia por 30-60 dias en nifios. La dosis diaria se debe repartir en dos o tres
tomas después de las comidas (cada 8 6 12 h). El ideal es comenzar con la mitad de
la dosis, subir gradualmente diariamente hasta alcanzar al 4° dia los niveles éptimos.
Esto permite mejorar la tolerancia al medicamento. La curacion clinica,
parasitologica y seroldgica de los casos agudos adquiridos es de 70% con NF y de
76% con BNZ. En Brasil nunca se utilizd NF, siempre se administré BNZ a dosis de 5

mg/kg/dia por 60 dias en adultos y 5-10 mg/kg/dia en nifios por 60 dias.(124)(125)
1.11.2.1.2. Congeénitos

El tratamiento se debe efectuar en el mismo momento en que se realiza el

diagnéstico, es decir, cuando se confirma la sospecha clinica con las observaciones
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del parésito al fresco, en frotis de sangre, mediante microhematocrito o microstrout.
Muchas veces el diagnéstico se confirma después de los 9 meses de vida del nifio,
por persistencia de serologia positiva, es decir, cuando los anticuerpos positivos
maternos han desaparecido. Los mejores resultados se obtienen mientras mas
precoz sea el diagndstico. Si la terapia se realiza dentro del afio de vida, la curacion
es del 100% (clinica, parasitolégica y seroldgica). Es importante realizar un
seguimiento clinico, parasitologico y serolédgico de los recién nacidos (RN) tratados,
por lo menos hasta los dos afios. En los ultimos afios se ha confirmado la utilidad de
la reaccién de PCR de T. cruzi en el diagnéstico precoz. Su sensibilidad es mayor
que la del xenodiagndstico. Hoy en dia se acepta que PCR positivo en un RN no
representa necesariamente una infecciébn congénita, ya que restos del ADN del
parasito (al ser destruido) pueden pasar la barrera placentaria (amplicones y no
parasitos vivos). Por este motivo, es necesario repetir esta reaccion a los 15 y/o 30
dias Si persiste la positividad, recién entonces se confirmard la infecciébn congénita.
Los RN o lactantes deben recibir NF a dosis de 8-10 mg/kg/dia por 60 dias en tres
dosis diarias (cada 8 h) o BNZ, 5-10 mg/kg/dia por 60 dias en tres dosis. Para evitar
las convulsiones se asocia fenobarbital en dosis habituales durante los primeros 15
dias.(126)(127)

1.11.2.1.3. Enfermedad de Chagas accidental

Todos los accidentes de laboratorio en que hubo inoculo en forma virulenta de T.
cruzi y confirmacion de la infeccion humana mediante, serologia convencional
(después de los 21 dias), PCR positiva 0 ambas para T. cruzi, deben recibir la
misma terapia que los casos agudos adquiridos (via vectorial u otra) durante 15 dias.
Se incluye en este grupo a la transfusion por error al administrar sangre o sus

derivados de un donante chagésico.

Siempre es necesario realizar seguimiento de estos casos a los 30 y 60 dias (clinico

y serologico).
1.11.2.1.4. Trasplante de 6rganos

Un trasplante con un dador o receptor con ECh debe ser siempre tratado con NF 8
mg/kg/ dia en adultos y 10 mg/kg/dia en nifios por 60 dias o0 BNZ 5 mg/kg/dia en
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adultos y 5-10 mg/ kg/dia en nifios (promedio 7,5 mg) por 60 dias. En trasplantes de
médula Osea la terapia se debe mantener por 2 afios. En los trasplantados pueden
ocurrir primoinfecciones y reactivaciones, por este motivo, es importante efectuar
examenes previos al trasplante, al dador y al receptor. En los casos que se
trasplante un érgano de cadaver es posible detectar anticuerpos anti T.cruzi en el
liquido pericardico. Las primoinfecciones se tratan de igual forma que los casos
adquiridos agudos, las reactivaciones de un paciente con enfermedad de Chagas

cronica se describen a continuacion.

1.12. Reactivacion de la enfermedad de Chagas cronica y tratamiento de la

enfermedad de Chagas en inmunosuprimidos

Los pacientes con enfermedad de Chagas crénica que presentan una coinfeccion
con el virus de la inmunodeficiencia humana, o que sean sometidos a una terapia de
inmunosupresion por cancer, leucemias, etc., deben recibir el mismo esquema
terapéutico que los casos agudos adquiridos por 5 o mas meses. En la
primoinfeccion por T. cruzi en pacientes con SIDA se administra el mismo esquema
terapéutico que en las reactivaciones hasta que se reconstituya la respuesta
inmunoldgica del hospedero, por lo general a los 60 dias 0 mas. Una vez que se
normaliza el sistema inmune, especialmente la relacién linfocitos CD8 (igual o
superior a 200 por ml), el tratamiento antiparasitario se administra cada 3 dias,
balanceando siempre la accion parasiticida con los efectos adversos de los
farmacos. Los pacientes con SIDA sin terapia anti-retroviral son los mas afectados
por la primoinfeccion por T. cruzi. En ellos una vez que el nivel de linfocitos CD4 se
normaliza con la terapia anti-retroviral se debe administrar el esquema de

mantencion anti T. cruzi.
1.13. Evaluacioén y seguimiento del tratamiento

Las dificultades de la terapia etioldgica de la ECh radica en: la prolongada duracién
de ésta que por lo general es de 30 a 60 dias, por los efectos colaterales de los
farmacos, que se presentan en 30% de los casos y la falta de un criterio fidedigno de
curacion en los casos cronicos. Para algunos investigadores, la conversion
serologica es indicacion de curacion, pero esto solo sucede en 70-75% de los casos

adquiridos agudos y en 100% de los casos agudos congénitos, y en los casos
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cronicos muchas veces 20 a 30 afios después del término de la terapia y en muchos
casos los pacientes fallecen antes que esto suceda. Es decir, en los casos crénicos
puede haber curacién parasitologica con serologia convencional positiva. En
recientes estudios en animales infectados con T. cruzi y curados que no
presentaban parasitos ni antigenos de T. cruzi tenian linfocitos CD centrales de

memoria que mantenian una serologia positiva por mas de un afio. (128)(129)(130)

No sabemos si esto sucede en el humano, pero si asi fuera explicaria la cura
parasitolégica en casos crénicos sin conversion seroldgica. En base a nuestra
experiencia en el tratamiento de esta zoonosis consideramos como criterio de cura
en el periodo cronico, la conversion del xenodiagnéstico y del PCR cualitativo de
positivo a negativo y, en los cardiopatas, la eliminacion de las alteraciones
electrocardiograficas, cambios que deben persistir por 12 o mas afos,
independientemente de la conversion serolégica. Debe existir dos pardmetros
parasitolégicos y uno o mas clinicos para confirmar la curacion. La desaparicion de
los anticuerpos liticos como un complemento de los criterios de curacion, se
considera valido por algunos investigadores. A todos los pacientes chagasicos
tratados tanto en el periodo agudo, periodo crénico determinado inicial o intermedio
y en el periodo cronico indeterminado se les debe efectuar un seguimiento con
evaluaciones clinicas, parasitolégicas (cualitativas y cuantitativas) y serolégicas por
periodos prolongados. Es necesario considerar que en pacientes inmunosuprimidos
y con ECh la serologia convencional es habitualmente negativa y por consiguiente

no es util para el seguimiento de estos casos.(131)
1.14. Contraindicaciones del tratamiento

La utilizacion de NF y BNZ en pacientes chagasicos estd contraindicado en
embarazadas, mujeres en periodo de lactancia, pacientes con alcoholismo crénico

invertebrado y en personas con hepatopatias, nefrépatas y hemopatias graves.
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2 Justificacion

En el presente trabajo se realzo la caraterizacion molecular de las cepas aisladas del
primer brote detectado en el Municipio de Guayamerin-Beni que intervino el
laboratorio de Parasitologia del INLASA aplicando diferentes técnicas moleculares
ademas de realizar el seguimiento del tratamiento de las personas infectadas hasta

la seroconvercion.

La aplicacion demetodologia molecular nos permite tomar acciones en el diagnostico
y tratamiento inmediato de las personas afectadas, también de tener informacion
completa de la distribucion de los linajes presentes y el ingreso de nuevos a nuestro
medio, por lo tanto estos datos nos permite asumir nuevas potilicas de Salud y
enfrentar la aparcicion de brotes en lugares no endemicos, como es el caso del

sucitado en el Municipio de Guayamerin.

Consecuentemente, la metodologia molecular nos permite determinar la diversidad
genética en las cepas de triatominos circulantes en nuestro medio, ayudara conocer
una mejor distribucion geogréfica de las cepas circulantes, ademas de ampliar
nuestros conocimientos de la relevancia de la patogenie y la resistencia al

tratamiento de estas cepas.

En este contexto, la inusual presentacion clinica presentada en el primer brote
encontrado en el Municipio de Guayamerin-Beni,ha mostrado la nececidad de
identificar el linaje y la diversidad genetica de las cepas involucradasen la infeccién
de los 14 pacientes con Chagas agudo, en este sentido, para el presente trabajo se
utilizo métodos como el PCR SL mini-exon y PCR 24Sa para la identificacion del
DTU correspondiente en las cepas aisladas, ademas se realizo el andlsis de
secuenciacion del gen Ascorbato dependiente de Peroxidasa (TcAPX) para

determinar la diversidad genética en las cepas y su relevancia con el tratamiento.
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3.Hipotesis

El Municipio de Guayamerin del departamento del Beni, es endémico de la
infeciones por Plasmodium sp., dengue, enterobacterias y otras, sin embargo en
Octubre de 2010 se reporto el primer brote de infeccién por T. cruzi. Las cepas
aisladas en este brote pertenecen al linaje Tcll, existiendo solo un clon circulante,
asimismo el tratamiento de los pacientes se observaria elevados titulos de

anticuerpos anti T. cruzi por mas de 8 meses posterior al tratamiento.
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4.1. Objetivo General.

Caracterizar mediante técnicas moleculares cepas de T. cruzi aisladas de

pacientes procedentes del primer brote reportado el afio 2010 y su

seroconversion pos tratamiento en el Municipio de Guayaramerin—Beni.

4.2. Objetivo Especifico

Identificar la presencia de epimastigote mediente cultivos a partir
de las muestras bioldgicas recolectadas de los pacientes

relacionados al primer brote del municipio de Guayaramerin—Beni.

Determinar el linaje correspondiente de las cepas aisladas en el

presente estudio mediante técnicas moleculares.

Identificar la diversidad genética de las cepas en estudio mediante

la secuenciacion del gen TcAPX.

Determinar los titulos de anticuerpos anti T.cruzi hasta la

seroconversion de los 14 pacientes pos tratamiento.
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5.1Materiales y Metodos

5.2Tipo de estudio.
El presente trabajo de tesis es de tipo descriptivo retrospectivo, los datos y
muestras  biologicos se basaron en el brote acontecido en el municipio de

Guayamerin-Beni.

5.2Lugar de realizaciéon de la investigacion.

El presente estudio se realizo en instalaciones del Instituto Nacional de Laboratorios
en Salud "INLASA” del ministerio de Salud , en el Laboratorio de Parasitologia,
pertenece al Area de Inmunoserologia y Biologia Molecular de la ciudad de La Paz,
se encuentra ubicado en Av. Saavedra Pasaje Rafael Zubieta N.1889,lado Estado

Mayor Miraflores.

5.3Poblacion de Estudio

Las muestras colectadas pertenecian a pacientes del primer brote de la enfermedad
de Chagas oral reportados en la ciudad de Guayaramerin la cual se encuentra en el
departamento de Beni, Norte de Bolivia, en la regién del Amazonas, la frontera con
el pais de Brasil. Guayaramerin tiene una poblacion de 40.500 habitantes y una
altitud media de 120 metros sobre el nivel del mar, ademas tiene una temperatura
promedio de 30°C.

Para el presente estudio las muestras fueron procedentes de individuos previamente
identificados como infectados por T. cruzi mediante tecnicas parasitologicas directas
e indirectas .Las muestras de sangre fueron conservadas con guanidina para el
andlisis de la la biologia molecular y congeladas a -20 °C para ensayos

inmunoldgicos en el periodo comprendido entre octubre a diciembre del 2010 .

5.4 Extracciéon del DNA con Fenol Cloroformo a partir de muestras de sangre

A partir de 200 uL de la interface (capa leucocitaria) se procedio a extraer material
genético en base a una extraccion de Fenol-Cloroformo, transfiriendo las muestras
a un tubo ependorf de 1.5 mL estéril codificado, posteriormente se afiadié 200 uL de
tampoén de lisis (Sigma),100 uL de Triton (Sigma) al 1% y 100 uL de proteinasa K
(Sigma) incubandosé a 60° C por toda la noche.

Se tom6 100 ul de la muestra a continuacion se arfiadidé similar volumen de fenol-

cloroformo-alcohol isoamilico, fue centrifugado a 13.000 rpm por 3 min, la fase
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acuoso del sobrenadante fue traspasada a un tubo nuevo,después se agregé 200 uL
de cloroformo y se centrifugo a 13000rpm durante 3 min, subsecuentemente fue

removida la fase acuosa aproximadamente 180ulL a otro tubo nuevo.

EIDNA fue precipitado con 200 uL de isopropanol, durante 35 min a -20° C,
posteriormente se centrifugo a 13.000 rpm durante 15 min desechando el
sobrenadante con mucho cuidado, el precipitado fue lavado agregando 500 uL de
etanol frio a 70% sin agitarlo se centrifugo a 13000 rpm 10 min, desechando el
sobrenadante. Finalmente se incubo a 37° C por 2 hrs. Aproximadamente y
disolviendo el precipitado de DNA con 50 uLde tampon de TE 1X (Sigma) y se

conservo a -20C.

5.5 Cultivo de T.cruzi

Las catorce muestras colectadas de sangre de los pacientes involucrados en el
primer brote del Municipio de Guayamerin, fueron cultivadas en medio LIT (Liver-
Infusion-Tryptose) suplemetadas con 15% de suero fetal bovino 26° C, pasado siete
dias se observo el desarrollo de promastigotes con ayuda de un microscopio
invertido (OLIMPUS).

5.6 Caracterizacion molecular.

A partir de los aislados de los cultivos primarios se realizo la caracterizacion

molecular o tipificacion de T.cruzi .

5.6.1 PCR-SL.:
Para la deteccion de T.cruzi se amplifico la region polimérfica antigénica del

miniexon mediante una multiplex PCR.

La mix PCR fue preparada para un volumen de 20uL,utilizando una concentracion
final MgCl,a 1.5mM,dNTPs 0.2 mM,Taq polimerasa 0.5 uM y los cebadores cada
uno a 0.5 uM los cebadores utilizados fueron: Cruzi 1 5 GTC TCC GCC ACC TCC
TTC GGG CC 3’, Cruzi 2 5 CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G 3’finalmente se
adiciono 5 uL del material genetico anteriormente extraido.Las condiciones de PCR
utilizadas fueron un ciclo de 95° C por 5 minutos seguido de 30 ciclos de 95° C 1
min, 55° C segundos y 72° C por 1 min y finalmente 72° C por 5 minutos. La
identificacion de los productos amplificados se realizo utilizando un gel de agarosas

al 1.5% tefiidocon Bromuro de etidio con una concentracién final de 0.5 ug/mL y se
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visualizo con ayuda de un transiluminador, las bandas esperadas tenian un peso
350 pb.En este ensayo se observan bandas de DNA de 350 pb para el linaje Tcl,
300 pb para DTUII/DTUV/DTUVI, si no existiera presencia de banda puede tratarse
de DTUIII/DTUIV.

5.6.2. PCR-24Sa:

Amplifica el dominio D7 del gen ribosomal 24Sa de trypanosomatideos mediante la
PCR convencional utilizada generalmente para la tipificacion de la cepa. La
amplificacion por PCR del gen 24Sa RNA ribosomal empleando los primer D71 y
D72, estos oligonucleotidos se acoplan a una region conservada del gen RNAr24Sa
y amplifican una zona altamente variable y permite una aproximacion a la

identificacion de la DTU de T. cruzi segun el peso molecular del amplicon producido.

La mix PCR fue preparada para un volumen de 20ul,utilizando a una concentracion
final MgCl, 2 mM,dNTPs 0.25 mM,Taq polimerasa 0.05 U/uL y los cebadores cada
uno a 0.5 uM las secuencias repectivas son: Cruzi1 5 AAG GTG CGT CGA CAG
TGT GG 3’°, Cruzi2 5 TTT TCA GAA CCG AAC AGT 3’ finalmente se adiciono 5 ul

del material genetico anteriormente extraido.

Las condiciones de PCR utilizadas fueron un ciclo de 95° C por 5 minutos seguido
de 30 ciclos de 95° C 1 min, 55° C segundos, 72° C por 1 min y finalmente 72° C por
5 minutos. La identificacion de los productos amplificados se realizo utilizando un gel
de agarosas al 1.5% tefiido con bromuro de etidio con una concentracion final de
0.5 ug/mL y se visualizo en un transiluminador las bandas esperadas fueron de un
peso de 120 pb.La obtencién de un Producto de peso molecular de 100 pb
pertenece al DTUIIl, en caso que se tengan dos productos de 100 y 120 pb

pertenece al grupo DTU IV.

5.7Analisis de Secuenciacion

Las cepas de T. cruzi se caracterizaron mediante la amplificacion del gen de
ascorbato dependiente de haemoperoxidase (TcAPX) a partir de los cultivos de
tripomastigotes desarrollados en el Laboratorio del INLASA, posterior secuenciacion

de un fragmento de 799pbcomo describe en Yeo et al. 2011.

Las secuencias de nucledtidos fueron ensamblados manualmente con ayuda del

programa BioEdit v7.0.9.0 software Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences,
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EE.UU.) (Hall, 1999). Los polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) fueron
identificados por la presencia de dos picos coincidentes en el mismo locus (picos
separados).El modelo de mejor ajuste de sustitucion de nucledtidos fue seleccionado
entre 88 modelos y su importancia evaluada de acuerdo con el Criterio de
Informacién de Akaike (AIC) en el programa MODELTEST 1,0. (Posada, 2008). El
mejor modelo seleccionado para este conjunto de datos fue el TRN. Con una de
méxima verosimilitud (ML) filogenia, se incluyeron 26 cepas de T. cruzi que
agrupaban en los DTUs TCI-TclV, para finalmente realizar la construccion del arbol

filogenético usando el modelo TRN en MEGA v5.0 (Tamura et al. 2011).

5.8Seguimiento pos tratamiento
Una vez determinados y confirmados la infeccion por T. cruzien los 14 pacientes se
inicio el tratamiento especifico con Benznidazol durante 60 dias a dosis deacuerdo al

peso y talla de cada paciente.

Posteriormente se llevo adelante el seguimiento de seroconversion, se llego a
realizar 8 controles a todos los pacientes convocandolos al Centro de Salud por lo
menos una vez al mes, inclusive visitandolos hasta sus hogares. Las muestras se
extrajeron por puncion venosa,centrifugandose a 2500 rpm x10 minutos y el suero
fue alicuotado e identificado ,atravez de la cadena de frio fueron enviadas al

laboratorio de Parasitologia del INLASA .
Para su procesamiento se utilizaron tecnicas serologicas:

ELISA Reombinante 3.V.0 de Laboratorios Wiener (Argentina ) utilizando su

prospecto del reactivo.

HAI de Laboratorios de Polychaco (Argentina ) siguiendo su prospecto del reactivo

mensionado.El titulo que se considero positivo fue de 1/16

IFI Biocientifica (Argenina ) utilizando su prospecto del rectivo.El titulo que se

considero positivo fue de 1/32.
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6. Resultados

En Octubre de 2010 se reporto a 14 pacientes en el Municipio de Guayamerin-Beni
presentaron una sintomatologia caracteristica a la enfermedad de Chagas, las
muestras fueron enviadas para la confirmacion del agente patégeno al Laboratorio
de Parasitologia del INLASA, subsecuentemente se realizo los cultivos a partir de las
muestras enviadas lograndosé aislar 9 cepas, con las que se realizo la clasificacion
del linaje y la deteccion de la diversidad genética, como se detalla los resultados a

continuacion.

6.1Genotipificacion de T. cruzi por los métodos PCR-SL y PCR-24Sa

Las nueve cepas aisladas en cultivo de los pacientes se realizaron la genotipificacion
utilizando los marcadores del mini-exon y rRNA 24 Sa. Con el objeto de identificar
las diferentes Unidades de Tipificacion Discretas (DTU), por la visualizacion de los

diferentes productos amplificados por PCR.

6.1.1Deteccion de la sub unidad (SL) mini-exon de T.cruzi

La amplificacion por PCR mediante el gen de mini-exon se evaluaron las muestras
que pertenecian al brote y diferentes zonas geograficas de Bolivia,se observaron
bandas de 300 y 350pb (Figura 9),las nueve cepas en estudio no amplificaron

ninguna banda, por lo tanto, clasificarian en el grupo DTU III/DTU IV.

Figura 9 Analisis INLASA gen mini-exon
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Figura 9 : Analisis INLASA gen mini-exon ; (1) Ladder (2) control negativo (3) Control positivo Tcl
DTUs | (4) control positivo Tcll DTUs II,V,VI (5) ILSP 001 muestra de la amazonia (6) ILSP 002
muestra de la amazonia (7) ILSP 003 muestra de La Paz DTUs II,V,VI (8) ILSP 004 La Paz DTUs
ILV,VI (9) ILSP 005 muestra de Cochabamba DTUs II,V,VI (10) ILSP 006 muestra de La Paz DTUs
I,V,VI (11) ILSP 007 muestra de la amazonia (12) ILSP 008 muestra de Tarija DTUs II,V,VI.
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6.1.2Deteccion de la regidn intergenica del RNAr24Sa de T. cruzi.

Con el primer cebador(PCR-SL)no se observé amplificacion, por este motivo existio
la necesidad de realizar un segundo andlisis con el PCR-24Sa, analizando y
correlacionando los resultados con las nueve cepas en estudio se encontré que

estas presentaron productos de 120 pbclasificando al linaje DTU IV (Figura 10).

Figura 10 Analisis INLASA gen RNAr24Sa de T. cruzi.

E 2 3| 4 5 6 | 7 81 9|10 11 | 12

120 pb

110 pb

Figura 10: Analisis INLASA gen 24a-rRNA ; (1) Ladder (2) control negativo (3) Control positivo Tcl
DTUs | 110 pb (4) control positivo Tcll DTUs V 110-120 pb (5) ILSP 001 muestra de la amazonia
DTUs IV 120-125 pb(6) ILSP 002 muestra de la amazonia DTUs IV 120-125 pb (7) ILSP 003 muestra
de La Paz TCIl DTUs V 110-120 pb (8) ILSP 004 La Paz Tcll DTUs V 110-120 pb (9) ILSP 005
muestra de Cochabamba Tcll DTUs V 110-120 pb (10) ILSP 006 muestra de La Paz Tcll DTUs V
110-120 pb (11) ILSP 007 muestra de la amazonia DTUs IV 120-125 pb (12) ILSP 008 muestra de
Tarija Tcll DTUs V 110-120 pb.

6.1 Caracterizacion molecular mediante Secuenciacion

El arbol filogenético fue construido con 32 secuencias del gen TcAPX pertenecian
las secuencias a los linajes TCI-TclV (Figura 11). De los nueve aislados solamente
se realizé de seis cepas el analisis de secuenciacion, se observa que las muestras

corresponden claramente al grupo de cepas sudamericanas TclV (95%).

En los aislados de T.cruzise observa que existe diversidad genética,de acuerdo a los
datos de la secuencia de nucledtidos; existen dos SNPs separados ILSP002 y
ILSPO15 de las otras cuatro cepas (ILSP001, ILSP0O07, ILSP010 y ILSP016). Esta
diversidad recibe el apoyo de fuerte en la filogenia ML (87%), como se observa en la

Figura 11.
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Figura 11 Arbol construido con 32 secuencias TcAPX pertenecientes a los

aislamientos de TCI-TclV

TelV 5A

TclV NA

Tcl

Figura 11: Arbol construido con 32 secuencias TcAPX pertenecientes a los aislamientos de TCI-TclV,
se evidencia los aislados de las muestras ILSP 001, ILSO 007, ILSP 010 y ILSP 016 separados de las
muestras ILSP 002 y ILSP 015 sugiriendo la diversidad genética dentro del DTUs IV.

6.3DTU Cepas analizadas.

De las muestras de los catorce pacientes se lograron aislar a nueve cepas,
realizandose la amplificacion de la region intergenica del miniexon y RNAr24Sa, sin
embargo el andlisis de secuenciacion del gen TcAPX solamente se efectué con seis

cepas, los datos se resumen en la Tabla 8.
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Tabla 8Tipificacion Molecular de Trypanosoma cruzi aislados de pacientes con
Chagas por transmisién Oral

Laboratorio INLASA Laboratorio CONICET
CODIGO Cultivo Mini- 24a- CODIGO : Secuenciacion
exon | IRNA
300pb 120
pb
CH/441 Crecimiento - v HE)%?- W'
CH/442 e ILSP-
Crecimiento - IV 002 IV
CH/443 Crecimiento - v HE)?E- W'
CH/445 - ILSP-
Crecimiento - IV 007 IV
CH/454 _ \Y;
CH/A57 = \%
CH/459 - \%
CH/465 Crecimiento - W' “E)?E- v
CH/467  Crecimiento - \% ILSP-015 \%

e

En este sentido, los pacientes del primer brote procedentes del Municipio de
Guayaramerin-Beni con la enfermedad de Chagas oral, fueron infectados con cepas
que pertenecen al linaje TclV.

6.4Seguimiento del pos tratamiento

Los catorce pacientes posterior al diagndstico se les realizo el tratamiento con
Benznidazol (10mg/Kg de peso) en Diciembre 2010, todos los casos mensualmente
se efectu6 el seguimiento, las muestras de suero verificaron el descenso de los

titulos de anticuerpos contra T. cruzi y de esta forma monitorear el tratamiento.

El seguimiento fue durante 8 meses(hasta Agosto 2011) a los pacientes infectados,
en la figura 6 se observa seroconversion de los 14 casos, pasado el décimo mes se
evidencia una respuesta favorable al tratamiento en todos los casos, los valores

obtenidos son menores al valor del cut of 0.380 (x0.1), ver Anexo (Tabla 1)

Los 14 pacientes que recibieron el tratamiento con Benznidazol, segun el género se
observa que existe un descenso de los titulos de IgG desde el tercer mes de
tratamiento en la mayoria de los casos (Figural2 y 13), en ambos casos presentan

similar comportamiento de la curva, el valor maximo encontrado fue de hasta 2.5 de
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absorbancia, asimismo, en tres pacientes se observdé que los titulos de IgG

disminuyeron lentamente.

Figura 12 Disminucién de los titulos de anticuerpos Ilg G durante el

seguimientode pacientes Hombres
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Figura 13 Disminucion de los titulos de anticuerpos Ig G durante el

seguimientode pacientes mujeres
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7 Discusion

En la enfermedad de Chagas generalmente las via de infeccion es de forma
vectorial, transfusidbn de sangre, placentaria sin embargo existe otras rutas
menosfrecuentes como los trasplantes de 6rganos y el consumo de alimentos
contaminados por las heces del vector (8). En este sentido, hasta la fecha se han
reportado distintos casos de infeccidbn por via oral en la distintas regiones de
Latinoamérica, asi como en Paraiba-Brasil se reportd en el afio 1991 un brote por la
ingesta de jugo de cafia de azUcar , en el ailo 2007 se reporté en Venezuela en una
escuela de Chacao-Caracas un brote de Chagas agudo por el consumo de jugo de
Guava (132), en la amazonia del Pera entre 2006 y 2009 se reportan 7 casos de
Chagas agudo, en el norte y noreste de Brasil se identficaron 94 casos

relacionados al consumo de jugo de acai o jugo de cafia.

En Bolivia hasta el 2009 no se habia reportado ningin caso de infeccién por via oral
de esta parasitosis en las regiones endémicas (La Paz, Cochabamba, Chuquisaca,
Tarija, Santa Cruz, Potosi), mas aun departamentos no considerados endénicos
(Beni, pando y Oruro), hasta Octubre del 2010 en el Municipio de Guayaramerin-
Beni, en donde se reportd catorce casos con esta enfermedad por el consumo de un
jugo de majo; las muestras fueron enviadas para su confirmacion al laboratorio del

INLASA y posteriormente hacer la intervencién para tomar las acciones necesarias

(6).

Durante los ultimos cincuenta afios, el nimero de brotes de la enfermedad de
Chagas transmitida por el consumo de alimentos parece estar en aumento,
afectando sobre todo en las zonas donde la enfermedad no es endémica (133),
atribuyen la tendencia al aumento de las epidemias a las oscilaciones de la
temperatura por el fenomeno del Nifio, es posible que tales condiciones favorezcan
el desarrollo y migraciones de las poblaciones de triatominos a otros sitios en donde
no existia esta enfermedad (134). Asimismo, el aumento de la actividad del hombre
en la Amazonia ya sea accidental o por la explotacién agricola, es probable que
interactde con animales infectados o el mismo vector (135), ademas el tropismo de
los triatominos por algunas plantas como las palmeras podria atribuir una fuente de

contaminacion mas frecuentes y abundantes en estos ambientes (136)(137)
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acrecentando de esta forma la infeccion de esta enfermedad y su diseminacion a

otras regiones.

7.1 ANALISIS MOLECULAR DE LA TIPIFICACION DTU DE T. cruzi

Los individuos de diferentes regiones endémicas en Latinoamérica estan infectadas
con distintas poblaciones de parasitos, estas se clasificaron en seis unidades
discretas de tipificacion (DTU) las cuales se denominan Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV y
TcVI (139)(61)(62) (71) (73)

Estudios epidemiolégicos mostraron que la distribucion de Tcl y Tcll varian
geograficamente en las regiones endémicas, es asi Tcl esta ampliamente distribuida
en el Norte de Brasil, América Central y Norte América (140)(141)(142), mientras
qgue Tcll se encuentra predominantemente en los paises del cono Sur de América
Latina (143), en Bolivia se ha reportado que prevalece el linaje Tcll . Sin embargo los
linajes Tclll y TclV son predominantemente selvaticos. Ademas los linajes TcV,
TcVI, Tcll generalmente son los casos asintomaticos y se encuentran en distribuidos
en Argentina, Brasil, Chile y Uruguay, las muestras asiladas de este brote
pertenecian al TclV presentando los pacientes una sintomatologia muy marcada
(6)(144).

Para la identificacion de los distintos linajes anteriormente nombrados se utilizan
generalmente diferentes técnicas moleculares que permiten la deteccion de la
variabilidad genética que permite la distincion entre estas, frecuentemente se utilizan
variaciones de la PCR para este fin, se destacan la PCR RFLP (polimorfismo de
fragmentos largos de restriccion) es una técnica de genotipificacion basada en la
existencia de polimorfismo de simple nucleétido dentro los sitios de reconocimiento
para las enzimas de restriccion especificas, esta técnica ha sido ampliamente
utilizada para la determinacion de linajes de T. cruzi que se basan en la
amplificacion del genoma mitocondrial y nuclear, sin embargo tiene sus

inconvenientes, requiere gran cantidad de ADN. (145)(73)(146).

La técnica RAPD, esta técnica de amplifica al azar secuencias polimorficas de ADN,
amplifica el material genético con ayuda de oligonucledtidos generalmente cortos y
de secuencia arbitraria que generan perfiles complejos de bandas (133), la falta de

especificidad hace que RAPD no se pueda utilizar para analizar T. cruzi
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directamente en el tejido infectado ya que los cebadores no pueden distinguir entre
el DNA del huésped y del parasito (147)(148), otra técnica (LSSP-PCR) que utiliza
cebadores especificos para amplificar una region variable de DNA de los parasitos
para luego explorar variaciones en la secuencia del fragmento obtenido en
condiciones de baja astringencia, sin embargo aun siendo muy sensible no es capaz

de identificar los linajes mas importantes de T. cruzi DTUs | y Il. (149)(150).

Lamentablemente hasta la fecha no existe un protocolo consensuadopara la
tipificaciéon de los aislamientos, en los ultimos tiempos, aumentado la optimizacion de
distintas técnicas de biologia molecular con mayor fiabilidad y sensibilidad
permitiendo caracterizar poblaciones parasitarias a partir de muestras biolégicas de
paciente (140)(141).

En el presente trabajo se han utilizado estrategias para la genotipificacion de T. cruzi
con ensayos que tienen como blanco molecular a la secuencia del dominio D7 del
gen rRNA 24S y la region intergenica no transcrita del miniexon, ambas permiten la
discriminacion de las diferentes DTU (151). Para la deteccion de la subunidad
grande (SL miniexon) se realiz6 la amplificacion de la region intergenica del
miniexon que utiliza a un grupo de iniciadores Tcl y Tcll que permite la primera
aproximacion a la identificacion de la DTU segun el peso molecular del amplicon de
DNA de 350 pb para Tcl y 300pb para Tcll/TcV TcVI, la ausencia de banda puede
atribuir los linajes Tclll/TclV (10 ). La region intergenica del RNAr 24S de T. cruzi
amplificada para la genotipificacion, el dominio D7 de gen RNAr 24 S tiene espacios
altamente conservados en todos los tryponosomatidos y se han disefiado
oligonucledtidos complementarios a estas regiones se acoplan a una region
conservada del gen RNA 24S de las cepas, amplificando una zona altamente
variable, que permite la aproximacion a la identificacion de la DTU de T. cruzi segun
el peso molecular del amplicon producido, si se tiene producto de 110 pb se
considera Tclll, en caso de 120 pb es TclV (152).

En el presente estudio nueve muestras se lograron realizar la PCR-SL, en donde no
se observaron la presencia de bandas, considerandose las posibilidades de los
linajes Tclll o TclV, en segunda instancia se realizo la PCR-24S, en donde se puso
en evidencia que en las muestras procedentes del municipio de Guayaramerin

corresponden al linaje TclV. Para cotejar los resultados se enviaron al laboratorio de
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CONICET seis cepas que se lograron aislar a partir de las muestras de los
pacientes, se encontraron similares resultados, en este caso se utilizd el analisis de

secuenciacion del gen de ascorbato dependiente de haemoperoxidase (TCAPX).

Este linaje generalmente esta presente en el area amazonica llegandose a aislar de
seres humanos y primates, se presume ser responsable de los brotes registrados
de infeccion oral de la enfermedad de Chagas aguda en Brasil,existen diferentes
hipotesis de la distribucién de estos linajes en la amazonia (153). Existepoca
informacion disponible sobre DTU asociados a los casos orales de la enfermedad de
chagas, Marcili (2009) encontré los linajes Tcl y TclV estan asociados con el
consumo de alimentos y son procedentes de primates, triatominos y humanos en la
amazonia brazilefia.(14) Por otra parte, examino cepas aisladas de pacientes con
enfermedad de chagas oral en Santa Catarina-Brasil, encontrando mezclas Tcl, Tcll
TcV (154). En nuestro caso el linaje TclV asociada con el brote hallado en el
municipio de Guayamerin esta relacionado con la distribucién de este tipo de linaje

en la amazonia.

De esta forma, es la primera vez que se identifica que el linaje TclV eata circulando
en Bolivia, lo que conlleva a nuevas formas de progresién de la enfermedad, en
nuestro medio linaje circulante de Tcll es el mas prevalente (47), los resultados de
este estudio permiten el disefio de proyectos para el control de esta enfermedad,
ademas de considerar la actualizacion de las investigaciones en la clasificacion y

distribucién geogréafica de los linajes que circulan en nuestro medio.

La diversidad genética encontrada sugiere la existencia de al menos dos genotipos
diferentes que se producen entre los pacientes por transmision oral con enfermedad
de Chagas en Bolivia (Figura 10), en el andlisis de la secuenciacién se encontré dos
de las seis cepas que presentaban genotipos distintos, lo cual podria involucrar
diferentes grados de patogenicidad y respuesta al tratamiento, ademas existe la
posibilidad de que exista un solo vector con poblaciones variadas o diferentes

vectores que lleven poblaciones clénales diferentes.

7.2SEGUIMIENTO DEL TRATAMIENTO A LOS CATORCE PACIENTES CON LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS
De los 14 pacientes 8 presentaron inicialmente bajos niveles ancitcuerpos (Ac) anti-

T. cruzide despues del tratamento con Benznidazol en la evaluacion seroldgica,
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corroborando el diagnéstico clinico y parasitolégico descrito durante la fase aguda,
en contraste de seis pacientes que presentaban elevados titulos de Ac anti T.cruzi
pasados 30 dias pos tratamiento, los ocho pacientes habian superado la fase aguda,
habiéndose instaurado la fase crénica de la infeccién chagasica con la consecuente

deteccion de un nivel mayor de Ig G especifica.

La evolucién mostro una negativizacion de los titulos de anticuerpos en todos los
casos, el tratamiento se ha administrado de poco tiempo de haber comenzado la
infeccion (aproximadamente 2 meses), lo que probablemente explicaria su eficacia o
la pobre capacidad virulenta de estas cepas asociadas al brote, sin embargo, en
comparacion a otros individuos se ha observado que el tratamiento es prolongado,

los niveles elevados de Ac-anti T.cruzi estan mucho mas tiempo. (151)(152).

En otros casos algunos pacientes no presentaron anticuerpos contra T.cruzi en el
primer muestreo, los titulos de anticuerpos aumentaron brevemente después de la
infeccion y luego disminuyo gradualmente después del tratamiento hasta ser
negativo en al menos 8 meses (128), a excepcion de un paciente, la reduccion de
anticuerpos después del tratamiento se produjo por un tiempo mas, ningun paciente
mostro una forma crénica de la enfermedad de Chagas, se traduce en restantes de
anticuerpos durante un periodo prolongado (124), esto podria deberse a la rapida
intervencidon del diagndstico y tratamiento apropiado a los catorce pacientes, sin
embargo en pacientes en fase indeterminada y crénica el tiempo de la desaparicion
de anticuerpos puede ser de mas de 2 afos, inclusive algunos estudios muestran
qgue la negativizacién en el titulo de anticuerpos postratamiento es lenta llegando
hasta 4 afios(125), en nuestro estudio los 14 casos mostraron una seroconversion

en 8 meses como maximo.
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8. Conclusiones

o La utilizacion de métodos moleculares asi como la PCR mini exén, 24Sa
realizadas en instalaciones del INLASA, permiti6 identificar en las nueve

muestras corresponden al DTU TclV.

o Las seis cepas aisladas a partir de la muestra de los pacientes fueron
enviadas al laboratoriode CONICET, en donde ratifican nuestros resultados
de la clasificacibn, mediante el andlisis de secuenciacion del gen de
ascorbato dependiente de haemoperoxidase (TcAPX), las seis cepas

pertenecen al linaje TclV.

o En el andlisis de secuenciacion se observo en las seis cepas la diversidad
genética en el gen TcAPX, dos de las seis cepas agruparon de forma
diferente, por lo tanto existen dos clones diferentes asociados a esta
infeccion.

o Con respecto al seguimiento del tratamiento de los catorce pacientes, se
realizé en el lapso de 8 meses posterior al tratamiento, se verifico mediante la
técnica de ELISA , HAlI e IFlI donde hubo claramente una disminucion
progresiva de los titulosde anticuerpos contra T. cruzi la eficiencia del
tratamiento del Benznidazol de los catorce casos en estudio fue exitosa ya

que todos fueron curados presentado resultados negativos.
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ANEXOS

Tabla 1.Niveles de anticuerpos anti T. cruzi detectados al inicio de la infeccion
y seguimiento seroldgico post-tratamiento en pacientes chagasicos agudos

infectados por via oral

Evaluacion
Inicial Seguimiento Post-Tratamiento
Codigo
Paciente 441| 442 443 | 444| 445| 452 453 | 454| 456| 457| 459 465| 466| 467
oct-10 | 2,207 | 0,269 | 1,061 | 1,872 0,398 | 0,716 | 1,477 | 2,176 | 0,073 | 0,643 | 0,062 | 0,044 | 0,293 | 0,316
nov-10 | 2,511 | 1,073 | 2,281 | 2,431 2,386 | 1,833 2,05| 1,093 | 2,145| 1,699 | 2,005 | 2,054 | 0,919 | 1,057
dic-10 | 2,341 0,784 1,92| 2,389 2,586 | 1,628 | 2,514 | 0,737 | 2,054 | 1,178 | 1,911 | 1,906 | 0,563 | 0,582
ene-11 | 2,286 | 0,514 | 1,754 2,391 | 1,499 | 2,407| 0,518 | 2,003 | 0,736 | 1,341 | 0,794 | 0,329 | 0,139
feb-11| 2,156 | 0,471 | 1,546| 2,216 2,219 | 1,397 | 2,325| 0,122 | 1,987 | 0,434 | 0,881 | 0,143 | 0,246 | 0,054
mar-11 | 2,033 | 0,218 1,32 | 2,036 2,059| 0,779 | 2,181 0,082 | 1,856 | 0,276 | 0,425| 0,042 | 0,036| 0,04
abr-11| 1,733| 0,071 | 1,125| 1,852| 1,712| 0,681 | 1,869| 0,039 | 1,787 | 0,195 0,073 | 0,051 | 0,064
may-11 | 1,592 0,807 | 1,524 1,165| 0,043 | 1,578 1,509 | 0,136 | 0,277
jun-11| 1,123 0,078 | 0,865| 0,058 | 0,056 | 1,045 1,386 | 0,049 | 0,085| 0,049| 0,04
jul-11 | 0,645 0,421 0,622 0,107 | 0,042
ago-11| 0,214 0,098 0,11 0,063




ANEXOS

Guayaramerin —San Miguel

Personal de la Red de Salud 08 GUAYARAMERIN
Centro de Salud “San Gabriel”

86



Muestras recolectadas para su analisis

87



88

Evaluacion
Inicial Seguimiento Post-Tratamiento
Codigo
Paciente 441| 442 443 | 444| 445| 452 453 | 454| 456| 457| 459 465| 466| 467
oct-10 | 2,207 | 0,269 | 1,061 | 1,872 0,398 | 0,716 | 1,477 | 2,176 | 0,073 | 0,643 | 0,062 | 0,044 | 0,293 | 0,316
nov-10 | 2,511 | 1,073 | 2,281 | 2,431 2,386 | 1,833 2,05| 1,093 | 2,145| 1,699 | 2,005 | 2,054 | 0,919 | 1,057
dic-10 | 2,341 0,784 1,92| 2,389 2,586 | 1,628 | 2,514 | 0,737 | 2,054 | 1,178 | 1,911 | 1,906 | 0,563 | 0,582
ene-11 | 2,286 | 0,514 | 1,754 2,391 | 1,499 | 2,407| 0,518 | 2,003 | 0,736 | 1,341 | 0,794 | 0,329 | 0,139
feb-11| 2,156 | 0,471 | 1,546| 2,216 2,219| 1,397 | 2,325| 0,122 | 1,987 | 0,434 | 0,881 | 0,143 | 0,246 | 0,054
mar-11 | 2,033 | 0,218 1,32 | 2,036 2,059| 0,779 | 2,181 0,082 | 1,856 | 0,276 | 0,425| 0,042 | 0,036| 0,04
abr-11| 1,733| 0,071 | 1,125| 1,852| 1,712| 0,681 | 1,869| 0,039 | 1,787 | 0,195 0,073 | 0,051 | 0,064
may-11 | 1,592 0,807 | 1,524 1,165| 0,043 | 1,578 1,509 | 0,136 | 0,277
jun-11| 1,123 0,078 | 0,865| 0,058 | 0,056 | 1,045 1,386 | 0,049 | 0,085| 0,049| 0,04
jul-11 | 0,645 0,421 0,622 0,107 | 0,042
ago-11| 0,214 0,098 0,11 0,063
Evaluacion
Inicial Seguimiento Post-Tratamiento
Codigo
Paciente 441| 442 443 | 444| 445| 452 453 | 454| 456| 457| 459 465| 466| 467
oct-10 | 2,207 | 0,269 | 1,061 | 1,872 0,398 | 0,716 | 1,477 | 2,176 | 0,073 | 0,643 | 0,062 | 0,044 | 0,293 | 0,316
nov-10 | 2,511 | 1,073 | 2,281 | 2,431 2,386 | 1,833 2,05| 1,093 | 2,145| 1,699 | 2,005| 2,054| 0,919 | 1,057
dic-10 | 2,341 0,784 1,92| 2,389 2,586 | 1,628 | 2,514 | 0,737 | 2,054 | 1,178 | 1,911 | 1,906 | 0,563 | 0,582
ene-11| 2,286 | 0,514 | 1,754 2,391 1,499 | 2,407| 0,518 | 2,003 | 0,736 | 1,341 | 0,794| 0,329 | 0,139
feb-11| 2,156 | 0,471 | 1,546 | 2,216 2,219| 1,397 | 2,325| 0,122 | 1,987 | 0,434 | 0,881 | 0,143 | 0,246 | 0,054
mar-11 | 2,033 | 0,218 1,32 | 2,036 2,059| 0,779 | 2,181 0,082 | 1,856 | 0,276 | 0,425 | 0,042 | 0,036| 0,04
abr-11| 1,733| 0,071 | 1,125| 1,852| 1,712| 0,681 | 1,869| 0,039 | 1,787 | 0,195 0,073 | 0,051 | 0,064
may-11 | 1,592 0,807 | 1,524| 1,165| 0,043 | 1,578 1,509 | 0,136 | 0,277
jun-11| 1,123 0,078 | 0,865| 0,058 | 0,056 | 1,045 1,386 | 0,049 | 0,085| 0,049| 0,04
jul-11 | 0,645 0,421 0,622 0,107 | 0,042
ago-11| 0,214 0,098 0,11 0,063




