CONOCIMIENTOS CIENTIFICOS
AL INICIO DEL PROGRAMA DE CONTROL (1998 - 2002)

b R. Alfred Cassab - Francois Noireau - Germdan Guillén

18}py» |




000292

La enfermedad de Chagas en Bolivia

Conocimientos cientificos

al micio del Programa de Control
(1998 - 2002)

[ &

] L4

o BBUOTECA =
= =2
= DEL ,':',.
"'é. — (B8A — T

\\(' L T V\\‘t"

Julio R. Alfred Cassab
Francois Noireau

German Guillén

La Paz - Bolivia
1999



INDICE
INTRODUCCION GENERAL 11

PARTEI- GENERALIDADES SOBRE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
EXPERIENCIA DE CONTROL EN TUPIZA 15

LA ENFERMEDAD DE CHAGAS Y SUS PARTICULARIDA-
DES EPIDEMIOLOGICAS EN BOLIVIA

Noireau F. G
LA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

Salinas Salmon C.E. 49
NORMAS BASICAS PARA LA ATENCION DEL PACIENTE
INFECTADO CHAGASICO

Alfred Cassab J. 59

EL PROGRAMA DE CONTROL INTEGRAL PARA LA EN-
FERMEDAD DE CHAGAS EN TUPIZA: UNA EXPERIENCIA

AL SERVICIO DFEL PAIS

Guillén G. & Alfred Cassab J. T

LAMINAS - T. cruzi : ciclo evolutivo, reservorios y transmision.
La enfermedad de Chagas. Diagndstico. Areas de endemicidad.
Viviendas infestadas por triatominos. Animales reservorios.
Ecotopos silvestres de triatominos. Técnicas de recoleccion de
triatominos silvestres. Triatominae de Bolivia. 95

PARTE II - TRABAJOS CIENTIFICOS SOBRE LOS VECTORES 125

TRIATOMINAE EN BOLIVIA: IMPORTANCIA ACTUAL DE
LOS CANDIDATOS VECTORES
Noireau F., Flores R., Gutierrez T. & Vargas F. 127

EXPANSION ACTUAL DE TRIATOMA INFESTANS A COSTA

DE TRIATOMA SORDIDA EN BOLIVIA

Noireau F., Breniére F., Cardozo L., Bosseno M.F., Vargas F., Pe-

redo C. & Medinacelli M 135

BAJA PROBABILIDAD DE TRANSMISION DE TRYPANOSO-

MA CRUZI A HUMANOS POR TRIATOMA SORDIDA DOMI-
CILIADO EN EL DEPARTAMENTO DE SANTA CRUZ, BOLI-

VIA

Noireau F., Breniére S.F., Ordofiez J., Cardozo L., Morochi W.,
Gutierrez T., Bosseno ML.F., Garcia S., Vargas F., Yaksic N., Du- 139
jardin J.P., Peredo C. & Wisnivesky-Colli C.

13



LA REALIDAD DE LOS FOCOS SELVATICOS DE TRIATOMA
INFESTANS EN BOLIVIA

Noireau F., Flores R., Gutierrez T., Bermudez H., Garcia L. &
Dujardin J.P.

USO DE MARCADORES GENETICOS EN LA VIGILANCIA
ENTOMOLOGICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
Dujardin J.P., Bermudez H., Gianella A., Cardozo L., Ramos E.,
Ruiz R., Quiroz K., Forgues G., Carazas R., Hervas D., Chavez T.,
Martinez E. & Torrez M.

ACTITUDES Y CREENCIAS DE LOS INDIOS QUECHUAS DE
LA PROVINCIA ZUDANEZ, DEPARTAMENTO DE CHUQUI-
SACA, BOLIVIA, FRENTE AL VECTOR DE LA ENFERME-
DAD DE CHAGAS

Caballero Zamora A. & De Muynck A.

PARTE III - TRABAJOS CIENTIFICOS SOBRE EL PARASITO

GENETICA DE LAS POBLACIONES DE TRYPANOSOMA
CRUZI : CONOCIMIENTOS ACTUALES
Breni¢re S.F., Bosseno M.F. & Espinoza B.

ECO-DISTRIBUCION DE LOS CLONES DE TRYPANOSOMA
CRUZI

Bamnabé C. & Breniere S.F.

IDENTIFICACION DE LOS CLONET 20 Y 39 EN HECES DE
TRIATOMA INFESTANS POR LA REACCION DE LA POLIME-
RASA EN CADENA (PCR).

Breniere S.F., Bosseno M.F., Noireau F., Vargas F., Yacsik N.,
Alcazar JL. & Telleria J.

DISTRIBUCION DE LOS CLONES DE TRYPANOSOMA CRUZI
EN VECTORES SECUNDARIOS EN BOLIVIA
Breniére S.F., Bosseno M.F., Morochi W., Vargas F. & Noireau F.

SELECCION DE CLONES DE TRYPANOSOMA CRUZI POR
AISLAMIENTO Y CULTIVO
Bosseno MLF., Yacsik N., Vargas F. & Breniére S.F.

EN BOLIVIA, LOS PACIENTES CHAGASICOS SON MAS IN-
FECTADOS POR EL CLONET 39 DE TRYPANOSOMA CRUZI
Breniere S.F., Telleria J. & Bosseno M.F.

REFERENCIAS

GLOSARIO

14

151

157

171

199

201

209

217

227

235

241

249

257




IDENTIFICACION DE LOS CLONET 20 Y 39
EN HECES DE TRIATOMA INFESTANS
POR LA REACCION DE LA POLIMERASA
EN CADENA (PCR)

Breniere S.F.!, Bosseno M.F. ', Noireau F.', Vargas F.% Yacsik N.%
Alcazar J.L. * & Telleria J.*

Introduccion

Actualmente, la caracterizacién genética de las cepas de Trypanosoma cruzi
consiste en el andlisis i1soenzimdtico o andlisis del ADN del genoma e implica
el aislamiento y cultivo masivo de cada cepa. En la naturaleza los vectores y
los mamiferos son frecuentemente infectados por poblaciones heterogéneas
(varios clones) y, en el curso del aislamiento y cultivo masivo, la diversidad de
los clones que infectan un huésped puede reducirse por seleccién de ciertos clo-
nes (Miles y Cibulskis, 1986; Breniére et al., 1989).

Para obviar la etapa del cultivo de las cepas, nosotros y otros investigadores
aplicamos una nueva metodologia para la deteccién directa y sensible de 7. cruzi
en las heces de triatominos y en la sangre de mamiferos. Amplificamos por la
reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) las partes variables de los minicir-
culos del ADN del cinetoplasto (HVRm) (Veas et al., 1991; Avila ef al., 1991).
Ademads, establecimos que las secuencias de las HVRm son especificas de
subgrupos de clones filogenéticamente distintos (Breniere et al., 1998). Este re-
sultado determind el desarrollo de dos sondas (sondas 20 y 39) a partir de las HVRm
a fin de detectar por PCR y hibridacion los grupos de clones correspondientes
(nombrados clonet 20 y clonet 39) en los diferentes huéspedes sin aislar las cepas.

Este trabajo presenta los resultados de la deteccién directa de los clonet 20
y 39 en heces de Triatoma infestans capturados en tres departamentos bolivia-

"IRD, calle Cicerén n® 609, Col. Los Morales, AP 11530, México DF.
2IBBA, La Paz, Bolivia.
Y UMSS, Cochabamba, Bolivia.
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nos. T. infestans es el vinico vector de importancia epidemiolégica y que se en-
cuentra distribuido en todo el pais.

Material y métodos

Los especimenes de T. infestans provienen de 3 departamentos, Cocha-
bamba, La Paz y Santa Cruz, son ninfas y adultos capturados en las casas y en
las dreas peridomésticas (gallineros, conejeras, patios). La Tabla | presenta los
detalles de la muestra. Las tasas de infecciones de los insectos fueron determi-
nadas por la observacién de las heces en el microscopio. La mayoria de los in-
sectos positivos y una muestra de negativos escogida al azar fueron procesados
por PCR con los controles adecuados (insectos de crianza no infectados). Las
etapas de la PCR, la preparacion de las muestras, el método de produccién de
las dos sondas y las condiciones de hibridacién fueron previamente descritos
(Breniére er al., 1992). Asi, las HVRm de las cepas de T. cruzi fueron amplifi-
cadas por PCR de cada muestra de heces infectada. Luego los productos de PCR,
transferidos sobre membranas después de su electroforesis, fueron hibridados
con las sondas 20 y 39.

Resultados

La Tabla 1 presenta las tasas de infeccién de los triatominos en las regiones
estudiadas. En el departamento de La Paz se visitaron poblaciones situadas en
Los Yungas Altos, regién subandina, que presenta una baja tasa de infeccion de
los vectores. En esta region se detectaron algunos casos de infeccién humana
de transmisién local (2.2% < 18 afios; 10.1% > 18 afios), que corresponden a
una baja tasa de infeccién (6.8%) comparativamente a otras regiones bolivia-
nas. En cambio, el departamento de Cochabamba estd considerado como una
zona altamente endémica (Pless et al., 1992). En la provincia de Mizque se
examinaron 490 personas, nifios y adultos, y la seroprevalencia fue del 42,5%.
En la Provincia de Cordillera la tasa de infeccién de los triatominos es muy
elevada, y la tasa de infestacién de las casas por triatominos es mds o menos
del 100%. No se hizo encuestas serolégicas pero la transmision seria muy ele-
vada.
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Tabla 1. Origen geogrifico de las colectas y tasa de infeccion de los triatomi-

nos.
Departamento Provincia No. de Tasa de infeccion®
comunidades ~ Examinados  No. positivos % infeccion
La Paz Nor Yungas 12 858 127 14.8
Sud Yungas 4 292 27 02
Caranavi 17 236 14 59
Total 33 1386 168 12.1
Cochabamba  Campero/Mizque - 361 162 449
Capinota 15 498 229 46.0
Cercado 1 235 127 54.0
Total 20 1094 518 47.3
Santa Cruz Cordillera 2 387 158 40.8
Total 55 2867 844 29.4

* Examen de las heces de cada insecto en el microscopio

Tabla 2. Comparacién de la deteccion de flagelados en las heces por microsco-

pia y PCR
Departamento oM™
+ - Comparacion de las dos técnicas
PCR % sensibilidad' % concordancia® % discp_zpant_:i;asi
N. 4+ - + - OBM PR A B
La Paz 177 73 13 6 85 93.0 86.0 89.3 73 34
Cochabamba 319 202 36 12 69 95.0 86.0 85.0 113 39
SantaCruz 179 94 84 1 0 99.0 53.0 52:3 470 05
Total 675 369 133 19 154 90 740 775 197 28

' La sensibilidad de cada técnica esta calculada segin la formula siguiente: ni/N,
ni=ntmero de positivos por una técnica en particular, N = nimero de positivos por
cualquiera de las dos técnicas, OBM = observacién al microscopio.

* 9% de concordancia = % de muestras positivas o negalivas en ambas técnicas.

* % de discrepancias A = % de muestras positivas por microscopia y negativas por PCR;
B = % de muestras positivas por PCR y negativas por microcopia.
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Tabla 3. Identificacién de los clonet 20 y 39 de T. cruzi en heces de T. infes-
tans por PCR e hibridacién con sondas de ADN especificas.

Departamento - » 7@_‘7_{_@50119&505” -
Por la sonda  Por la sonda Por las  Por ninguna de
No. ___2_0 sola ____39__510]3*ﬁ 2 §oz_1_d;1_s ]g_s_d_os__s_gr?das Valor del X2#
_No. % No. %  No. %  No. %
La Paz 79 24 304 17 215 28 354 10 12.7
0.9*
Cochabamba 214 62 290 44 20.6 87 40.7 21 98 64.4%*
37.4%% |
Santa Cruz 95 17 17.9 42 442 3 43 31 326 }
Total 388 103 26.5 103 26.5 120 30.9 62 16.0

# : El valor del Chi cuadrado esta calculado entre las poblaciones 2 a 2 (gl = 3); * P > 0.05, **
P < 0.001

Tabla 4. Prevalencia de las infecciones mixtas: comparacién de las tasas ob-
servadas y tedricas.

Frecuencias® Infecciones mixtas**

Departamento  No. clonet 20 clonet 39 No. observado No. teérico Chi2 P

La Paz 79 0.66 0.57 28 20.7 0.1 >0.05
Cochabamba 214 0.70 0.61 87 91.4 0.2 >0.05
Santa Cruz 95 0.23 0.49 5 10.7 2.3 >005
Total 388 0.57 0.57 120 126 0.2 >0.05

* Las frecuencias de los clonet son calculadas a partir de los datos de la Tabla 3.

** Infecciones mixtas observadas = no. de muestras de heces hibridadas por las sondas 20 y 39
a la vez (datos en Tabla 3). Infecciones mixtas tedricas = no. de muestras calculado con la
férmula siguiente: N x (frecuencia clonet 20) x (frecuencia clonet 39). con N = niimero de
muestras estudiadas. P estimado de las diferencias entre observados y tedricos por el test del
Chi-cuadrado (gl = 1).

Para investigar el beneficio y la sensibilidad de la PCR para la deteccién de
T. cruzi en heces se analizd un total de 675 muestras de estos tres departamen-
tos, de las cuales 502 presentaron flagelados al microscopio (Tabla 2). Las
muestras PCR + exhibieron una banda mayor de 270 pb, anteriormente deter-
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minada como especifica de T. cruzi (Veas et al., 1991). Los controles (heces no
infectadas procedentes de los insectos de laboratorio y las muestras de agua)
fueron todos PCR - como se esperaba. Las dos técnicas presentaron una tasa
de concordancia del 77,14% (Tabla 2). Los casos de discrepancias fueron en su
mayoria aquellos con la falta de amplificacion por PCR de muestras positivas
al microscopio (87%). Sin la muestra de la provincia Cordillera (179 insectos
de los cuales 178 fueron positivos al microscopio), la concordancia entre ambas
técnicas fue mas elevada, 86,2%. Los falsos negativos por PCR representaron
en este caso el 15% de las muestras positivas al microscopio. Ademds el 10%
de las muestras negativas al microscopio presentaron una PCR +. Para evaluar
la sensibilidad de la técnica de PCR, varias concentraciones de ADN purificado
de una cepa de T. cruzi fueron anadidas a varios extractos de las heces de tria-
tominos de crianzas. Para una concentraciéon de 0,2 pg de ADN equivalente
aproximadamente a un pardsito, la PCR fue siempre positiva. En concentracio-
nes mds bajas (10 a 100 fg) solamente 30% de las muestras fueron positivas. Si
se considera que un pardsito contiene alrededor de 150-200 fg de ADN, la PCR
permite detectar un sélo pardsito en una muestra de heces.

Se observaron diferencias entre la sensibilidad de la técnica aplicada a
muestras del campo y muestras artificialmente infectadas. Ademas, el andlisis
detallado por localidades mostré que la sensibilidad fue variable y que podia en
ciertos lugares ser sorpresivamente baja (data no presentado).

Se procedid luego a la deteccién de los clonets 20 y 39 por hibridacién de
los productos de amplificacion PCR + con las sondas especificas correspon-
dientes. Tres perfiles de hibridacién se observaron (Fig. 1) :

- Muestras reconocidas por una de las dos sondas correspondientes a infeccio-
nes por cepas del clonet 20 o 39.

- Muestras reconocidas por las dos sondas correspondientes a infecciones mix-
tas por los dos clonet a la vez.

- Muestras no reconocidas por ninguna de las dos sondas correspondientes a in-
fecciones por otros clones de 7. cruzi que no pertenecen ni al clonet 20 ni al 39.

De un total de 388 muestras PCR + hibridadas, la mayoria (84%) fue reco-
nocida por una o, en el caso de infeccion mixta, las dos sondas (Tabla 3). En el
muestreo total, los clonet 20 y 39 estuvieron presentes cada uno en 57.4% de
los triatominos. Un total de 62 muestras no fueron reconocidas por ninguna de
las sondas (16%), correspondiendo a insectos infectados (PCR +) por otros clo-
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nes que no pertenecieron al clone! 20 ni 39 v . _..ituto taxondmico gquedd in-
determinado. El porcentaje de los otros clones fue mds elevado en el muestreo
del departamento de Santa Cruz comparado a los dos otros departamentos. Por
otra parte, la distribucién de los clones en Santa Cruz se distinguié a la de La
Paz y Cochabamba; en LLa Paz y Cochabamba no fueron diferentes (P > 0.05; ver
Tabla 3). El porcentaje de asociacién del clonet 20 con el 39 en un mismo in-
secto fue muy elevado, 30.9% para el muestreo total, llegando a 40.7% en Co-
chabamba. Bajo la hin7'=sis nula 4o transmisior independiente de los clonet
identificados pcr las sondas 20 y 29 se pudo calcular el nimero tedrico de in-
fecciones mixtas en los triatominos a partir de las estimaciones de las frecuen-
cias de los clonets en la poblacién. Los resultados de la Tabla 4 se dedujeron de
los datos de la Tabla 3 e indicaron que no hay diferencia significativa entre los
nimeros observado y tedrico de infecciones mixtas para cada departamento.

Discusion

En este trabajo se demostrd la utilidad de la PCR como diagndstico y méto-
do de tipificacidn de cepas de T. cruzi para estudios epidemioldgicos. La sen-
sibilidad de la PCR para el muestreo total llegd al 74%, un porcentaje mas bajo
de lo teéricamente esperado. Esto se explica por la falta de purificacion del ADN
a partir de las muestras fecales. Para procesar grandes cantidades de muestras y
evitar la contaminacidén de una muestra a la otra, se escogioé una preparacion
sencilla, con dilucién de la muestra en agua, hervido y centrifugado. Este ex-
tracto pudo contener varios factores inhibidores de la polimerasa, entre otros
productos de la sangre ingerida por el insecto. Evidenciamos previamente que
la tasa de heces positivas en el microscopio con PCR - varié mucho de una lo-
calidad a la otra (Breniere et al., 1995). Los insectos procedentes de la provin-
cia Cordillera (2 localidades préximas) dieron un resultado similar que no se
pudo explicar por condiciones experimentales. La presencia de inhibidores de
PCR en las muestras fecales seria responsable de la falta de deteccién de un solo
parasito en ciertas muestras. En cambio, en ciertas muestras negativas en el
microscopio se tuvo una PCR +. La probabilidad que esta positividad se debid
a contaminaciones es baja: los controles introducidos en cada ensayo de prepa-
racién de muestras fueron negativos como se esperaba, la intensidad de la am-
plificacién fue variable entre muestras, ademads fue intensa en algunas de ellas
(las contaminaciones dan generalmente bandas débiles), las hibridaciones sobre
estos productos exhibieron los diferentes perfiles posibles, resultados poco com-
patibles con una contaminacién que proviene generalmente de una misma fuente.
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La segunda parte de este trabajo fue la caracterizacion de los clones circu-
lantes en los vectores. Se utilizaron dos sondas que reconocen dos grupos de
clones, llamados clonet 20 y 39. Cada clonet estd compuesto de clones presen-
tando una diversidad genética reducida pero los dos clonet estan separados en-
tre si por distancias evolutivas grandes. Encontramos que estos 2 clonet son
mayoritarios en T. infestans y se encuentran ampliamente distribuidos en Boli-
via. La caracterizacion isoenzimatica de 419 cepas bolivianas por Tibayrenc et
al. (1986) identificé también clones extremadamente representados, los cuales
corresponden a los clonet 20 y 39. La caracterizacién directa, que evita la etapa
del cultivo, confirmo el resultado. La diferencia entre los dos tipos de estudios
fue el mayor nimero de infecciones mixtas identificado por la PCR/hibridacién.
El anilisis isoenzimdtico detecté solamente 10% de infecciones mixtas y la ca-
racterizacion directa mds del 50% en varias localidades. Esta estimacién es pro-
bablemente una subestimacidn porque se detectaron solamente infecciones mixtas
de clonet 20 y 39. Se obtuvo una correlacién significativa entre las tasas de in-
feccion de los triatominos de las diferentes comunidades estudiadas y los nud-
meros de infecciones mixtas (dato no presentado).

Dos puntos adicionales pudieron ser analizados gracias a la deteccion direc-
ta de los clonet :

- La distribucién de los clonet 20 y 39 fue diferente entre comunidades e inde-
pendiente de las distancias geogrificas, y se noté diferencias notables entre
localidades cercanas. Este resultado sugiere que los contactos entre poblacio-
nes son relativamente limitados, lo que coincide con la baja capacidad de
dispersion de los triatominos (fuerte estructuracién entre poblaciones de co-
munidades cercanas).

- La hipétesis de una ausencia de interacciones entre los dos clonet no pudo
ser rechazada. Esto nos sugiere que durante el ciclo del pardsito a través del
vector y de sus huéspedes mamiferos no existe seleccion de un clonet parti-
cular. Esto no impide la seleccién de clones por ciertos huéspedes pero la
diversidad del pardsito parece conservada a través del ciclo completo.

El punto original de este trabajo fue la puesta en evidencia de infecciones
mixtas muy abundantes en T. infestans. El hombre puede adquirir infecciones
mixtas por picaduras de vectores con infecciones mixtas o por reinfeccién a partir
de un vector portador de otro clon. En Bolivia, la alta incidencia de las infec-
ciones mixtas y la alta prevalencia de los dos clonet 20 y 39 implican que el
nimero tedrico de infecciones humanas por los dos clonet al mismo tiempo
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Figura 1. (1) Gel de agarosa al 0.8% con productos de PCR de heces de 1. wifestans weimdo con
bromuro de etidio. (b & ¢) Pertiles de hibridacion de estos productos con las sondas especiticas
de los clonet 20 y 39 respectivamente; fila | a 3, controles (utilizando heces de T. infestans de
crianza); filas 4 y 5, controles negativos (utilizando como blanco agua destilada); filas 6 a 13,
muestras positivas de T. infestans; fila 14, muestra negativa de T. infestans; filas 15 y 16, con-
troles positivos (usando 10 ng de ADN de cepas de referencias de 7. cruzi pertenecientes a los
clonet 20 y 39 respectivamente); fila 17, marcador de peso molecular, pUC 19 dirigido por Rsal.
Las flechas indican la banda mayor amplificada (270 bp).
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deberia ser sumamente elevado. Varios trabajos experimentales sobre cepas
pertenecientes a estos dos clonet mostraron grandes diferencias de virulencia y
de comportamiento biolégico (Laurent et al.. 1997; Revollo er al., 1998; Pinto
da Silva et al., 1998). pero los andlisis de coinfecciones son escasos y los efec-
tos desconocidos. La situacién de coinfecciones humanas por clones de T. cruzi
que presentan diferencias genéticas importantes seria la regla general en Boli-

via. Las consecuencias de tal asociacién sobre la patologia de la enfermedad
queda por determinar.

225




