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RESUMEN

La enfermedad de Chagas constituye un problema de salud publica en el continente
americano. De acuerdo a la OMS existirian 18.000.000 personas con esta parasitosis. Brasil
con 5.000.000 y Argentina con 2.200.000 infectados son los paises més afectados. En Chile

se estiman que existen actualmente 200.000 chagésicos crénicos.

Existen caracteristicas clinicas regionales de la enfermedad de Chagas, siendo la

cardiopatia y las megaformaciones las principales manifestaciones en la etapa crénica.

El diagnostico es abordado desde el punto de vista clinico—epidemioldgico y se
orienta en funcién de la etapa de la infeccién. En los casos agudos, debido a la elevada
parasitemia, los métodos de eleccién son parasitolégicos y en la etapa cronica, por las
fluctuantes y bajas parasitemias, la deteccién de 7. cruzi es mas compleja. La Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) en sangre periférica de individuos chagdsicos, ha permitido
aumentar la sensibilidad diagnéstica. Recientemente, se ha aplicado PCR en deyecciones de
triatominos alimentados mediante xenodiagnéstico (XD) en chagasicos crénicos sometidos

a tratamiento quimioterapéutico.

Con el fin de conocer la sensibilidad y precocidad de la deteccién de kDNA de
T.cruzi en deyecciones de triatominos alimentados mediante XD en pacientes con
enfermedad de Chagas crénica, a 25 infectados con XD (+) (Grupo I) y 25 infectados con
XD (-) (Grupo II), se aplicé PCR al pool de deyecciones de triatominos incubados durante
30, 60 y 90 dias. En todos los casos con XD (+) se detecté la banda especifica de 330 pb.

Mientras a los 60 dias el XD era positivo en el 84% de los casos, PCR tuvo un 100% de



s
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positividad. En el Grupo Il, de chagasicos con XD (-) a los 30, 60 y 90 dias, 9 casos (36%)
tuvieron PCR positivo. Los resultados permiten concluir que PCR aplicado en deyecciones
de triatominos es un herramienta més precoz para detectar 7. cruzi que el XD, ya que a los
30 dias, XD y PCR tienen un 44% vy un 92% de positividad, respectivamente. El 100% de
los casos es pesquisado mediante PCR a los 60 dias, mientras que el XD necesita 90 dias
para obtener el mismo resultado. El XD actia como un medio de cultivo biol6gico para
amplificar T.cruzi, lo que permite aplicar PCR en las deyecciones, por esta razén, ambas

técnicas son complementarias.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis parasitaria cuyo agente etiologico es el
protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Constituye uno de los principales problemas de
salud publica en Latinoamérica, con alta implicancia médica, social y econdmica
(Moncayo, 1993). Afecta a un importante nimero de personas y animales domésticos,
sinantropicos y silvestres. Brasil con 5.000.000 individuos infectados, Argentina con
2.500.000, seguidos de Bolivia, Chile y Per0, representan una muestra de la importancia de
esta parasitosis. Es importante consignar que, en Estados Unidos, existen entre 25.000 y
100.000 inmigrantes latinoamericanos con esta afeccion (WHO, 2000). Las condiciones
aptas para su transmision se ubican entre las latitudes 42° N, sur de California 'y 43° S en
Argentina. En Chile, el &rea endémica se extiende desde el paralelo 18° en el norte (I
Region), hasta el paralelo 34° (VI Region). Las regiones rurales y periurbanas de la 11 y IV
Region son consideradas hiperendémicas y se estima que actualmente existen alrededor de

150.000 a 200.000 infectados (Apt et al., 2003).

T. cruzi es transmitido al hombre y a otros mamiferos por insectos hematdfagos,
popularmente conocidos como vinchucas (Noireau, 1999). En Chile, existen dos especies de
triatominos vectores, Triatoma infestans que participa en el ciclo doméstico de trasmision y
Mepraia spinolai en el ciclo silvestre, éste Ultimo, autdctono de nuestro pais (Canals et al.,
2000). Actualmente en Chile, el riesgo de infeccion vectorial ya no seria relevante, dado que
los programas de control han permitido certificar la interrupcion vectorial de la enfermedad

(WHO, 2000). De esta manera, otras vias de infeccion, tales como la transplacentaria y



transfusional adquiririan mayor importancia en la epidemiologia de la enfermedad de Chagas

(Schenone et al., 2003).

La enfermedad de Chagas tiene un curso clinico variable, que va desde una infeccion
asintomatica hasta una enfermedad cronica severa con compromiso cardiovascular y/o
gastrointestinal. Esta diversidad clinica, ha sido atribuida a variaciones en la respuesta inmune

del hospedador, como a la heterogeneidad genética del parésito (Brener et al., 2000).

En el hombre, el diagndstico de la infeccion por T. cruzi debe ser abordado desde el
punto de vista clinico-epidemiolégico y confirmado por el laboratorio, mediante el cual la
basqueda del parésito o de la respuesta inmune del hospedero infectado, confirma o
descarta el diagndstico inicial. Los examenes de laboratorio deben estar orientados en
funcion de la fase de infeccidn y es asi como, en casos de sospecha de fase aguda donde es
caracteristica una elevada parasitemia, tienen prioridad los examenes parasitolégicos,
mientras que la sospecha de enfermedad de Chagas cronica, orienta a la pesquisa de
anticuerpos especificos mediante técnicas serolégicas convencionales. Los métodos
parasitoldgicos tienen menor sensibilidad en la etapa cronica de la afeccion, debido a que
ésta se caracteriza por presencia de escasos nidos de formas amastigotas en tejidos y lenta
reproduccion de ellos, lo que se traduce en bajas y esporadicas parasitemias. Una
herramienta ampliamente utilizada en el diagnostico parasitolégico de chagéasicos cronicos
es el xenodiagnostico (XD), especifico en Chile para diagndstico de T. cruzi, puesto que en
nuestro medio no existe Trypanosoma rangeli, tripanosomatido capaz de desarrollarse en
los vectores triatominos utilizados en este método. Por este motivo, XD es en la actualidad
el “gold standard” de las técnicas parasitologicas, con una sensibilidad maxima de 69.1%,

en la etapa cronica, utilizando dos cajas con siete ninfas de tercer estadio de T. infestans



cada una, durante tres dias. El resultado, se obtiene del andlisis microscopico de las
deyecciones de los triatominos a los 30, 60, 90 o 120 dias segun técnica descrita
(Schenone, 1999).

La determinacion de la infeccion por T. cruzi en triatominos vectores es un
elemento de evaluacién de los programas de control para reducir la transmision del
organismo a humanos. Tradicionalmente, T. cruzi ha sido detectado en esos insectos por
examen microscopico del contenido intestinal o deyecciones. La sensibilidad de este
laborioso proceso no ha sido aun definida debido a la carencia de un marcador que pueda
ser comparado con el examen microscépico (Shikanai et al., 1996)

Desde hace algun tiempo, la técnica de PCR se ha aplicado como herramienta de
diagndstico de la enfermedad y en el seguimiento de individuos tratados, evidenciando
excelente sensibilidad, especificidad y rapidez para amplificar diferentes secuencias del
genoma de T. cruzi (Soto, 1998).

En esta investigacion, se analiza el rendimiento del XD y PCR a los 30, 60 y 90 dias
en la deteccion de T. cruzi en deyecciones de triatominos alimentados sobre individuos
chagésicos crdnicos. Postulamos que PCR puede ser utilizado para acelerar la deteccién del
parésito en pacientes que cursan la fase crénica de la afeccion. Al mismo tiempo, que PCR
constituye una herramienta complementaria al XD, dada la eficiente capacidad de este

ultimo método para amplificar en forma natural T. cruzi.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.-Enfermedad de Chagas
a.- Generalidades

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es la infeccion de mamiferos
y de triatominos producida por el protozoo flagelado, Trypanosoma cruzi. El huésped
humano puede infectarse por varios mecanismos, de los cuales el principal y de mayor
importancia epidemioldgica es la transmision a través de las deyecciones de triatominos
parasitados. Este es el mecanismo natural, causante de la Ilamada "infeccion adquirida”.
La infeccién transfusional ha sido considerada como la segunda en importancia, seguida
por la infeccion congénita o transplacentaria (Noireau, 1999; Atias, 2000). En el hombre, la
infeccion afecta, en grado variable, diversos drganos y sistemas, especialmente el corazén y
el tubo digestivo (Brener et al., 2000).

La infeccion humana por T. cruzi presenta un periodo de incubacion que varia entre
los 4 a 10 dias, el que es generalmente asintomatico. Posteriormente, sobreviene la fase
aguda donde la parasitemia es relativamente alta. En esta fase es frecuente la aparicion de
una pequefia lesion en el sitio de la picadura denominada chagoma de inoculacion, que si
estd a nivel de la conjuntiva del ojo, puede producir un edema duro bipalpebral unilateral
con adenopatia preauricular Ilamado "signo de Romafia". En esta fase, los pacientes pueden
presentar fiebre, anorexia, diarrea y vomitos, hepatoesplenomegalia, edemas generalizados,
adenopatias difusas e inclusive anormalidades electrocardiograficas y/o radiograficas que
indican una miocarditis aguda. Cuatro a ocho semanas después de la fase aguda se inicia la
fase indeterminada que se caracteriza por la ausencia de sintomas, extendiéndose por afios o

manteniéndose por tiempo indefinido. Recientemente, se ha subdividido la etapa crénica

4



de la enfermedad de Chagas en periodo crénico reciente, que estaria formado por
individuos chagésicos menores de 12 afios y en periodo crénico tardio, que se caracteriza
por parasitemia subpatente y se puede presentar en forma de miocardiopatia dilatada,
dilatacion de segmentos del tubo digestivo (megaesdfago y megacolon, principalmente) o
afecciones al sistema nervioso (OPS, 1999). Estimaciones realizadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) sefialan que aproximadamente un 27% de los infectados sufrira
dafio cardiaco, un 6% evolucionara hacia el desarrollo de megavisceras y un 3% sufrira
dafio neuroldgico. Un 64% de los infectados no desarrollara sintomatologia clinica (WHO,

1991; Noireau, 1999).

b.- Epidemiologia

La enfermedad de Chagas presenta una amplia distribucion geogréafica en Centro y
Sudamérica, extendiéndose desde el sur de los Estados Unidos de Norteamérica, en el
paralelo 35° latitud N, hasta Chile y Argentina (Apt y Reyes, 1990).

En Chile, el &rea endemoenzodtica se extiende entre el paralelo 18° por el norte (I
Regidn) y el paralelo 34° por el sur, es decir, VI Regidn (Atias y Apt, 1991), siendo las
regiones Ill y IV consideradas hiperendémicas (Schenone et al., 1991a). Se estima que la
infeccion humana por T. cruzi en la zona endémica tiene una prevalencia seroldgica del
16.7% en sectores rurales-periurbanos y un 1.9% en sectores urbanos de esta areas
(Schenone et al., 1995a), mientras que en donantes de sangre se ha estimado una
prevalencia del 2,7% (Contreras et al., 1992).

Estos antecedentes epidemioldgicos, sentaron las bases para la planificacion de

programas de eliminacién del vector y control de donantes de sangre en zonas endemicas.



Es asi, como posterior al desarrollo de la Iniciativa de los Paises del Cono Sur (OPS, 1992),
se certifico recientemente a Chile como el segundo pais que ha interrumpido la transmision
vectorial de la enfermedad de Chagas (WHO, 2000).

En el afio 1982, se determind una prevalencia de infeccidn chagasica del 5,4% en un
total de 2509 nifios menores de 5 afios. En el mismo grupo etareo, se obtuvo una
prevalencia del 0,4% al evaluar 5069 nifios en el afio 1999 (Lorca et al., 2001).

Respecto de la tasa de infestacién domiciliaria por insectos triatominos, en 1999 se
determiné una tasa del 0,14%, es decir, un descenso del 99,8% comparada con la existente
en el afio 1996, lo que evidencia que la infeccion adquirida a través del vector ya no seria el
principal mecanismo de transmision. Finalmente, respecto al control de la infeccion en

donantes de bancos de sangre, se ha informado una cobertura del 100% (WHO, 2000).

c.- Diagndstico seroldgico y parasitoldgico. Generalidades.

Los primeros anticuerpos detectados en el curso de la infeccion por T. cruzi
pertenecen a la clase IgM, siendo reemplazados gradualmente por IgG a medida que
progresa la infeccion (Noireau, 1999). En Chile, el diagnostico seroldgico se realiza
rutinariamente mediante hemaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta
(IF1) y ELISA (Zulantay et al., 1998). La sensibilidad de estas técnicas depende de la fase
de la enfermedad y del tipo de inmunoglobulina estudiada. De este modo, en la fase
cronica, la pesquisa de 1gG alcanza una sensibilidad entre 95-100%, no asi en la fase aguda
en que IgM presenta una mayor sensibilidad. La OMS recomienda efectuar al menos dos
técnicas serologicas convencionales para confirmar la infeccion (Noireau, 1999, Brener et

al., 2000).



Es importante sefialar que si bien las técnicas de serologia convencional presentan
una buena sensibilidad, no permiten determinar la etapa de la infeccion ni la evolucion
clinica, asi como tampoco permiten realizar estudios de evaluacion de eficacia
quimioterapéutica debido a que permanecen persistentemente positivas en el tiempo, ain
cuando las pruebas parasitologicas resulten negativas (Cangado, 1999).

El diagnodstico parasitologico de la enfermedad de Chagas se basa en la
demostracion de la presencia de T. cruzi mediante pruebas directas, aplicadas
fundamentalmente en la fase aguda de la infeccion adquirida. Las mas utilizadas son:
examen microscépico de sangre al fresco, microstrout, gota gruesa y xenodiagndstico
(WHO, 1991)

El estudio parasitoldgico de la infeccion chagasica en nuestro pais, se ha efectuado
principalmente a través de XD, debido a la carencia de otros métodos méas eficaces para
aislar T. cruzi desde la sangre de individuos infectados (Schenone et al., 1995b). Una de
las desventajas del XD, es el periodo que transcurre para obtener un resultado, el que varia
entre 30 y 120 dias (WHO, 1991; Noireau, 1999). Dado que en el periodo crénico de la
enfermedad la parasitemia disminuye a niveles subpatentes, la utilidad de las pruebas
directas se ve limitada, siendo en esta etapa los métodos de eleccion aquellos que detecten
anticuerpos especificos contra el parasito.

Desde hace algunos afios, la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
ha sido introducida como método de diagndstico parasitoldgico en las diferentes etapas de
la enfermedad de Chagas, permitiendo no solamente reconocer la presencia de T. cruzi en

la sangre sino también caracterizar las cepas circulantes (Noireau, 1999).



d.- Tratamiento quimioterapéutico

La quimioterapia especifica para enfermedad de Chagas es de reciente aplicacion.
Al respecto, muchas son las investigaciones que se han realizado para encontrar drogas
apropiadas que muestren por una parte, alta actividad tripanocida y muy baja o nula
toxicidad para el hospedero (Apt, 1999; Brener et al., 2000). De acuerdo a la OMS, la
droga ideal debe cumplir con los siguientes requisitos: lograr cura parasitologica de casos
agudos y crénicos, ser eficaz pocas o en dosis Unica, ser accesible a los pacientes, carecer
de efectos colaterales y teratogenicidad, no requerir hospitalizacién y no causar resistencia
parasitaria (Apt et al., 1994; Rodriguez Coura y de Castro, 2002).

Actualmente, el tratamiento quimioterapéutico de la enfermedad de Chagas se
recomienda en individuos que cursan con fase aguda, infeccion transplacentaria, fase
cronica reciente y fase indeterminada. Por el contrario, el tratamiento no es recomendado
en pacientes cronicos con Core bovis e insuficiencia cardiaca terminal. Muchas son las
drogas que han demostrado accion in vitro e in vivo sobre T. cruzi, pero las Unicas que se
pueden aplicar al hombre de acuerdo a normas éticas y clinicas son Benznidazol y
Nifurtimox (OPS, 1999; Apt, 1999). No obstante ello, en la actualidad se descontinu6 la
elaboracion de Nifurtimox por razones comerciales y el Benznidazol existe en forma
restringida (Apt, 1999). Ambas drogas presentan una alta toxicidad y serios efectos
colaterales producto de sus mecanismos de accion.

Investigaciones realizadas por Apt et al., (1998) en un grupo de 404 pacientes con
enfermedad de Chagas cronica tratados con Itraconazol o Alopurinol, permitieron
evidenciar cura parasitoldgica en el 44% de los pacientes tratados con Alopurinol y 53% de

aquellos tratados con Itraconazol. De acuerdo a lo descrito en la literatura, ambas drogas,



especialmente Itraconazol, son parcialmente eficaces para el tratamiento de la infeccién
chagésica cronica, demostrando ademas ser bien toleradas, constituyéndose en una buena

alternativa terapéutica (Apt et al, 1998; Apt, 1999; Apt et al, 2003).

En la fase aguda y cronica reciente, el seguimiento post-terapia se realiza
principalmente a través de evaluacion clinica, parasitologica (hemocultivo y/o XD) y
seroldgica. La negativizacion permanente de estos pardmetros por un periodo prolongado,
permite establecer la curacion del individuo (Apt, 1999). En la fase cronica reciente, la
negativizaciéon de la serologia convencional se obtiene afios después de finalizado el

tratamiento (OPS, 1999).

En la fase cronica de la enfermedad de Chagas, por el contrario, no se cuenta hasta
hoy con un criterio fidedigno de curacién. Los anticuerpos anti- T. cruzi detectados por
serologia convencional, persisten por tiempo indefinido después de la eliminacion del
pardsito circulante (Cangado, 1999) y la utilizacion de XD como herramienta Unica de
evaluacion parasitoldgica, se ve limitada por su bajo rendimiento. Bajo estas condiciones,
un resultado de XD negativo no se puede interpretar como curacién parasitologica (Brener
et al., 2000). Apt (1999), sugiere como criterio de curacién en la enfermedad de Chagas
cronica la negativizacion post-terapéutica de dos o mas parametros tales como XD, PCR,
hemocultivo, anticuerpos liticos, mejoria de la condicion clinica y reversion de las
alteraciones electrocardiograficas. Por otra parte, se ha recomendado evaluacion anual por
serologia convencional, aun cuando la serologia puede disminuir sus titulos y ain tornarse

negativa despues de 10 o mas afios de seguimiento (OPS, 1999).



B.-Trypanosoma cruzi

a.- Generalidades

Trypanosoma cruzi es un protozoo mastigoforo perteneciente a la Familia
Trypanosomatidae, en cuyo ciclo bioldgico intervienen mamiferos e insectos vectores
reduvideos de la Familia Triatomidae (Atias, 2000). Los parasitos son transmitidos via
deposiciones infectadas que el vector elimina al momento de alimentarse (Brener et al., 2000).
Los hospederos mamiferos pueden ser el hombre y algunos animales domésticos (caninos,
felinos, caprinos, bovinos, equinos, ovinos y conejos) o silvestres (roedores, primates,

marsupiales y edentados) (Wendel et al., 1992).

Los vectores biologicos de T. cruzi son insectos hematofagos limitados a
invertebrados del Orden Hemiptera, familia Reduvidae, subfamilia Triatominae que incluye
a mas de 100 especies. De los 16 géneros distintos que son susceptibles a la infeccidn por
T. cruzi, los méas importantes son Pastrongylus, Rhodnius y Triatoma (Goble 1970; Pinto
Dias, 1990). Los triatominos vectores de T. cruzi estan distribuidos entre las latitudes 42°
Norte (sur de California) y la latitud 43° Sur (norte de Argentina y Chile) (PHAO, 1994).

En Chile, Triatoma infestans representa la especie de mayor importancia
epidemiolégica para la enfermedad de Chagas por su adaptacion al ambito humano,
alimentandose del hombre y sus animales domésticos, manteniendo el ciclo doméstico de la
enfermedad. EI otro vector, Mepraia spinolai (sinonimia: Triatoma spinolai), s6lo se ha
descrito en Chile y habita en zonas silvestres especialmente canteras, guaneras de aves,
cuevas de animales y ocasionalmente en corrales y pircas periantropicas y rara vez en la
vivienda humana. Su valor epidemiolégico radica en la mantencion del ciclo silvestre de la
enfermedad (Canals et al., 2000).
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En sus diversos hospederos y en medios de cultivo T. cruzi presenta tres aspectos
morfolégicos fundamentales: tripomastigoto, de aspecto fusiforme, de unos 20 um de largo,
con citoplasma granuloso y un nucleo central vesiculoso. Posee un kinetoplasto subterminal
posterior al nacleo, del cual emerge una membrana ondulante que recorre al parasito y en
cuyo borde libre lleva un flagelo que emerge por la extremidad anterior ; epimastigoto, de
aspecto fusiforme, de unos 20 um de largo, con un kinetoplasto localizado por delante del
nacleo, o a su nivel, y presenta una corta membrana ondulante y un flagelo libre;
amastigoto, elemento redondeado de unos 2 um de diametro, en el cual se distingue el
nucleo y el kinetoplasto, aparentemente aflagelado, con un corto flagelo no emergente
visible al microscopio electronico (Brener, 1985).

Los triatominos se infectan al ingerir sangre de mamiferos que contienen
tripomastigotos, los que se multiplican activamente como epimastigotos por fision binaria
en el intestino medio del insecto y, al cabo de 15-30 dias, se eliminan en forma de
tripomastigotos metaciclicos a través de las deyecciones emitidas por el insecto infectado al
momento de picar a un nuevo mamifero. Las formas tripomastigotes infectantes atraviesan
la piel por el sitio de la picadura hasta penetrar las células del huésped vertebrado donde se
diferencian a amastigotes, los que se multiplican hasta romper la célula huésped infectando
nuevas células o invadiendo sangre periférica. EI ciclo bioldgico se completa cuando los
tripomastigotos son ingeridos por los triatomas hematdfagos (Brener et al., 2000).

T. cruzi se compone de una amplia variedad de poblaciones circulantes en insectos
vectores, animales vertebrados que actian como reservorios del parasito y en el hombre.
Esta amplia diversidad podria implicar caracteristicas bioldgicas distintivas entre las

poblaciones estudiadas, las cuales incluirian efectos patoldgicos, inmunolégicos,
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vulnerabilidad a drogas y vacunas y otras caracteristicas de importancia médica (Dvorak,
1984; Ayala, 1993). Esto ha motivado la generacién de diversas lineas de investigacion
sobre sus propiedades bioldgicas, que incluye curvas de parasitemia, respuesta inmune,

sensibilidad a drogas y virulencia en modelos experimentales (Solari et al., 1998).

Figura 1

Morfologia trypomastigote de Trypanosoma cruzi

b.- Kinetoplasto

T. cruzi, como otros miembros de la Familia Trypanosomatidae, se caracteriza por
poseer una Unica mitocondria (Brener et al., 2000). EI ADN kinetoplastidico (kADN)
representa cerca del 20% del ADN total del paréasito. Esta formado por minicirculos (1.4
kpb) y maxicirculos (1.6 kpb) de ADN encadenados formando una compleja red compacta
(Riou y Pautrizel, 1969). Existen al menos 50 copias idénticas de maxicirculos que son
similares al ADN mitocondrial de los eucariontes superiores y codifican RNAs ribosomales
y proteinas involucradas en la generacion de ATP en la mitocondria (Simpson, 1987). Los

minicirculos existen en ndmero variable (entre 3000 y 30000 copias), pudiendo haber
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heterogeneidad de secuencia entre los minicirculos de cada clon de T. cruzi. Cada
minicirculo representa cuatro regiones de secuencia altamente conservada, las cuales estan
regularmente distribuidas cada 90° entre si y con un tamafio cercano a las 120 pb y
representan los origenes de replicacion de los minicirculos (Kitchin et al., 1985). Asi
también, contiene cuatro regiones hipervariables en secuencias de tamafio cercano a 250 pb

(Ray, 1989; Sheline y Ray, 1989).

Figura 2. Red de ADN kinetoplastidico de Trypanosoma cruzi

c.- Genética

Los genomas de T. cruzi estadn situados en dos compartimientos celulares bien
definidos, nucleo y kinetoplasto (Brener et al., 2000). Estudios de aloenzimas o fragmentos
de restriccion de KADN han mostrado un marcado polimorfismo en poblaciones naturales
de T. cruzi (esquizodemas). Por otra parte, analisis de isoenzimas mediante electroforesis
(zimogramas) han permitido la clasificacion de paréasitos aislados de diferentes hospederos
en categorias llamadas zimodemas (Tibayrenc y Ayala, 1988). Un zimodema incluye todos
los parésitos que muestran patrones idénticos para un grupo de enzimas. La caracterizacion

de diferentes poblaciones de parasitos ha sido también realizada por estudios del
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polimorfismo del largo de los fragmentos de restriccion de KADN (RFLP) (Sturm et al.,
1989). Los parésitos que exhiben el mismo patron de RFLP pertenecen a un mismo
esquizodema. Diferentes grupos de investigadores han reportado una estrecha correlacion
entre zimodemas y esquizodemas, sugiriendo que los genes estructurales nucleares que
codifican enzimas y el ADN extranuclear (KADN) han tenido una evolucion paralela
(Montamat et al., 1999).

Miles et al., (1977, 1978) estudiando cepas de T. cruzi en el norte de Brasil,
describe la presencia de tres zimodemas (Z1, Z2 y Z3). Los parasitos Z1 y Z3 fueron
encontrados en el ciclo selvatico y en pocos casos agudos humanos, mientras los parasitos
Z?2 fueron encontrados en forma restringida en el ciclo doméstico de transmision. Luego de
extensos estudios de genética de poblaciones de T. cruzi en diversos paises de Sudamérica,
surgio la teoria de estructura clonal para las poblaciones de este parasito. Para este
propdsito se incrementd la cantidad de sistemas isoenzimaticos estudiados, Tybayrenc et
al., (1986) y Tibayrenc y Ayala (1988), analizan los perfiles isoenzimaticos de 645
muestras de T. cruzi aislados de una variedad de hospederos vertebrados e invertebrados
con una amplia distribucion geografica, observandose una amplia variedad genética. Ellos
identifican al menos 43 zimodemas distintos (Z1 a Z43), correspondiente a clones naturales
de T. cruzi.

Otras investigaciones han empleado técnicas de hibridacion de ADN y analisis de
esquizodemas (generacion de fragmentos de KADN por el uso de enzimas de restriccion) en
poblaciones de T. cruzi en Chile y otros paises de América del Sur. Estos estudios
concuerdan con la caracterizacion mediante isoenzimas y apoyan la hipdtesis de clonalidad,
lo que implica que los marcadores especificos del kADN y del ADN nuclear son

transmitidos en conjunto a la progenie (Solari et al., 1992, Venegas et al., 1997). Tibayrenc
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y Ayala, (1988) determinan la existencia de clones muy cercanos genéticamente, como
también la amplia distancia genética que los separa de otros. EI nimero de clones en el
Taxén T. cruzi no es limitado, un incremento del nimero de cepas estudiadas y la
resolucion de las técnicas empleadas permitirdn detectar mayor variabilidad (Breniere
etal., 1999).

Tibayrenc y Ayala (1988) han analizado la evolucion de T. cruzi mediante el
andlisis de zimodemas. Asumiendo que el parésito es diploide, ellos han asignado un
correspondiente genotipo a cada uno de los fenotipos observados y aplican un criterio de
genética de poblaciones para evaluar los resultados. Observaron la ausencia de segregacion
alélica y de recombinacién génica, indicando que la reproduccion sexual es muy restringida
y concluyen que las poblaciones circulantes de T. cruzi tienen béasicamente un estructura
clonal (Montamat et al., 1999) y el intercambio genético ocurriria especialmente en el ciclo
selvatico (Carrasco et al., 1996).

La amplia diversidad evidenciada por T. cruzi podria implicar caracteristicas
bioldgicas distintivas entre las poblaciones estudiadas, las cuales incidirian en los
eventuales efectos patoldgicos, vulnerabilidad a drogas y vacunas y otras caracteristicas de

importancia médica (Ayala, 1993; Fonseca y Romanha, 1999).

d.- Antecedentes de las poblaciones de T. cruzi circulantes en Chile

En Chile circulan fundamentalmente los clones 19, 20, 32, 33 y 39, llamados clones
mayores por ser muy frecuentes en extensas regiones de Latinoamérica (Tibayrenc y
Breniere, 1988). En Chile los clones 19 y 20 se encuentran preferentemente en el ciclo

silvestre, es decir, en el habitat de M. spinolai y de animales silvestres (Frias et al., 1998).
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Por el contrario stocks de T. cruzi pertenecientes a este mismo grupo fueron evidenciados
en T. infestans, vector exclusivo en la Il Region del pais (Gonzélez et al., 1995). Por su
parte, los clones 32, 33 y 39 circulan de preferencia en el ciclo doméstico, o sea, son
transmitidos por T. infestans y se encuentran en el hombre, aunque el clon 39 es el mas
frecuente (Solari et al., 1992) y parece representar casi la Unica entidad pesquisada en

sectores rurales de la Region Metropolitana (Mufioz et al., 1994).

C.- Amplificacion de DNA mediante PCR

La técnica de PCR es un método enzimético de sintesis de multiples copias de un
segmento especifico de ADN. Se asemeja al proceso natural de replicacion de ADN donde
el numero de moléculas se duplica después de la repeticion de tres pasos sucesivos que

forman un ciclo bajo condiciones de temperaturas controladas:

a.- Desnaturacion

La molécula de ADN de cadena doble usada como molde, es desnaturada por
incubacion a alta temperatura. Las hebras disociadas permanecen libres en solucién hasta
que la temperatura descienda lo suficiente como para permitir la alineacion de los

oligonucle6tidos usados como partidores.

b.- Alineacion de partidores de extension

Los partidores de extension son definidos como el par de oligonucle6tidos
sintéticos que se alinean a sitios vecinos a la region a ser amplificada. Cada partidor se
alinea solo a una de las hebras de ADN, ya que poseen secuencias diferentes que no los

hacen complementarios el uno del otro.
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c.- Extension de partidores

Es la extension del complejo partidor-hebra de ADN mediante la enzima DNA
polimerasa. Esta extiende los partidores en su extremo 3'. Puesto que los extremos 3' de los
partidores se enfrentan, ciclos repetidos de calentamiento y enfriamiento llevan a una
sintesis exponencial de copias del segmento especifico comprendido entre los extremos 5'
de los partidores, conocido también como "producto corto”. El empleo de una enzima
termoestable, purificada desde Thermus aquaticus simplifica el procedimiento al no

requerir la adicion de enzima fresca después de cada paso de desnaturacién (Oste, 1988).

D.- Xenodiagnostico. Aplicacion en el diagnostico de la enfermedad de Chagas

El XD es un procedimiento sofisticado desarrollado por Brumpt (1914), que utiliza
al insecto vector para la deteccion de la infeccion de T. cruzi en el hombre y otros
mamiferos. En el XD, se usan ninfas de triatominos criadas en laboratorio que son
alimentadas con gallinas, refractarias al parasito. EI XD, constituido por una cajita
cilindrica de madera o material similar que lo reemplace, cubierto por una pieza de gasa,
contiene 7 a 10 ninfas de tercer estadio, soportado por un brazalete, y es aplicado, durante
20 a 30 minutos, sobre la superficie de la piel de los miembros superiores de los individuos
a examinar. Luego de este tiempo, las ninfas son mantenidas bajo condiciones de
laboratorio. Luego de 30 dias, las deyecciones (fecas y orina) de los insectos son
examinadas microscopicamente en busca de formas tripomastigotas moéviles de T. cruzi

(Schenone, 1999).

17



El XD es considerado una buena herramienta para el diagndstico etioldgico de la
enfermedad de Chagas, tanto para la seleccion de pacientes para terapias especificas como
para su evaluacion. También muestra utilidad para la evaluacion de la parasitemia y su
relacion con las condiciones clinicas de la enfermedad. El resultado del examen de XD
incrementa en directa proporcion con el numero de cajitas usadas, es por esto que se
aconseja el uso de XD seriado, en especial para el diagndstico parasitologico de individuos
con enfermedad de Chagas cronica (Schenone, 1999).

Este método presenta una mayor sensibilidad en individuos jovenes y con infeccion
reciente. De esta manera, se han reportado sensibilidades en grupos etareos menores de 10
afios del 60,8% y 75% (Schenone et al., 1995a; Solari et al., 1998). En la infeccién
cronica, en cambio, se ha reportado una sensibilidad de 49,3% (Schenone et al., 1974). Su
rendimiento aumenta significativamente a medida que aumenta el nimero de cajas
utilizadas (Schenone et al., 1991b).

En Chile, el XD ha sido una técnica ampliamente utilizada para efectos
diagndsticos, epidemioldgicos y quimioterapéuticos y son innumerables los reportes al

respecto (Schenone, 1999).

E.- Aplicacion de PCR en el diagnostico de la enfermedad de Chagas.

El desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular tales como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), ha permitido optimizar el diagndstico parasitoldgico de T.
cruzi amplificando ADN desde regiones altamente repetidas del genoma de T. cruzi,
constituyéndose en una promisoria herramienta para ser utilizada en el diagnostico de la
infeccion (Wirth et al., 1989; Moser et al., 1989; Avila et al., 1991; Britto et al., 1993;

Junqueira et al., 1996). EI ADN nuclear y kinetoplastidico de T. cruzi contiene varias
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secuencias repetitivas que son de mucha utilidad como blanco para la técnica de PCR,
abundantes y faciles de purificar desde la célula tripanosémica (Junqueira et al., 1996). Un
fragmento de aproximadamente 330 pb de los minicirculos del kinetoplasto de T. cruzi es
normalmente usado para la amplificacion utilizando primers 121 y 122. Por otra parte, el
satelite repetido de ADN nuclear de 195 pb de T. cruzi, es el blanco para los primers
Tcz1/Tcz2 y Diazl/Diaz2, los cuales no amplifican ADN de otros parésitos del género
Trypanosoma o Leishmania.

Desde hace algunos afios, la técnica de PCR ha sido introducida no solamente para
reconocer la presencia de T. cruzi en diversos hospederos vertebrados, sino también
caracterizar las cepas circulantes (Breniere et al., 1989; Breniere et al., 1995; Breniere et
al., 1999), abriendo nueva perspectivas de investigacién (Noireau, 1999).

Numerosos estudios realizados en la Gltima década han evidenciado que la técnica
de PCR en muestras de sangre de individuos infectados posee mayor sensibilidad en
relacion a otras técnicas de diagnostico parasitoldgicas, tales como XD y hemocultivo
(Solari et al., 2001a). En Chile, en un estudio realizado en 67 nifios menores de 10 afios
con infeccién chagéasica determinada por serologia convencional, PCR evidencidé una
sensibilidad del 97% (Solari et al., 2001b), mientras que en 79 individuos donantes de
sangre serologicamente positivos para T. cruzi procedentes de la Region Metropolitana, la
sensibilidad para PCR fue del 69,3% (Arancibia, 1998; Soto, 1998). Otros estudios
realizados en pacientes cronicos en distintas areas geogréaficas del Brasil y en los que se
emplearon diferentes volimenes de muestra, revelaron porcentajes de sensibilidad que
oscilan entre el 59.4% y el 100% (Junqueira et al., 1996). Es decir, existirian variaciones de

los niveles de parasitemia detectados por PCR que dependerian de la fase de la infeccion,
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edad del paciente, volumenes de muestras empleados y area geografica de los individuos
analizados.

PCR ha sido ademas aplicada en la deteccion de kDNA de T. cruzi en deyecciones
de triatominos. Bosseno et al. (1996), aplicaron PCR en triatominos naturalmente
infectados y en sangre de pacientes procedentes de las mismas zonas endémicas entregando
importante informacién epidemiolégica. Por otra parte Breniere et al. (1995), mediante
PCR y ensayos de hibridacion en deyecciones de diversas especies de triatominos
silvestres, determinaron la existencia de infecciones mixtas e identificaron los principales
clones circulantes. Silber et al. (1997), aplican PCR en las deyecciones de triatominos
alimentados con sangre de pacientes chagéasicos. Dorn et al, (1999), aplicaron la misma
técnica en deyecciones de vectores en Guatemala. Se ha descrito ademas, la aplicacion de
PCR en deyecciones y hemolinfa de triatominos recogidos sobre papel filtro,
demostrandose alta sensibilidad (Machado et al., 2000). Por otra parte, Dorn et al. (2001),
reportan la aplicaciéon de PCR en muestras de tejido fresco de triatominos (recto mas
intestino), en comparacion con PCR aplicado en deyecciones de los mismos triatominos,
obteniendo porcentajes comparables de sensibilidad. Recientemente, Chiurillo et al.
(2003), aplicaron PCR a las heces de vinchucas experimentalmente y naturalmente
infectadas.

La alta especificidad y sensibilidad demostrada por PCR, ha permitido plantear
nuevas hipotesis, que permitiran en el futuro, ampliar el conocimiento acerca de la

compleja relacion hospedero-parasito en la enfermedad de Chagas cronica.
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HIPOTESIS

La técnica de PCR en deyecciones de triatominos, tiene mayor sensibilidad y

detecta més tempranamente que el xenodiagndstico, la presencia de Trypanosoma cruzi.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la eficiencia de las técnicas de XD y PCR para la deteccion de
Trypanosoma cruzi en muestras de deyecciones de triatominos alimentados con sangre

periférica de pacientes chagasicos crénicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar mediante PCR, la presencia de KADN de Trypanosoma cruzi en deyecciones

de triatominos obtenidos por 30, 60 y 90 dias

Determinar la sensibilidad de XD y PCR en deyecciones de triatominos incubados por
30, 60 y 90 dias.

Establecer si existe complementariedad entre XD y PCR para detectar Trypanosoma

cruzi en deyecciones de triatominos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Muestra en estudio

50 individuos chagésicos crénicos, 22 hombres y 28 mujeres, (promedio de edad 47,7 afios)
serologicamente positivos para enfermedad de Chagas (ELISA e IFI), procedentes de la IV
Region, V Region y Region Metropolitana Todos concurren anualmente a control por esta
afeccion al Laboratorio de Parasitologia Béasico Clinico de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Fueron clasificados segun resultados del XD, en dos grupos:

Grupo I: 25 chagésicos cronicos con xenodiagnostico positivo

Grupo IlI: 25 chagésicos cronicos con xenodiagnostico negativo

B. Método de obtencion de triatominos

Los triatominos provienen de una colonia mantenida a 27°C y un 85% de humedad, libres
de infeccion y alimentados con sangre periférica de aves. Cada caja de XD es preparada
con 7 ninfas de tercer estadio de Triatoma infestans, nacidas de hembras y machos adultos.
Dicha colonia ha sido mantenida por generaciones sucesivas en el actual Laboratorio de

Parasitologia Basico-Clinico desde el afio 1956.

C. Xenodiagnéstico

Se aplicaron segun técnica descrita por Schenone (1999) dos cajitas que contenian cada una
7 ninfas de tercer o cuarto estadio de T. infestans libres de infeccion. Luego de su
aplicacion por 20 a 30 min en la cara externa de cada brazo de los pacientes en estudio, las
cajas fueron mantenidas a 27°C realizandose un examen microscopico de la muestra fecal
de cada insecto a los 30, 60 y 90 dias de incubacion en busqueda de las formas

tripomastigotas de T. cruzi.
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D. Deyecciones de triatominos

Fueron obtenidas a partir de un pool de deyecciones de triatominos alimentados con sangre
periférica de los pacientes en estudio mediante la aplicacion de XD, a los 30,60 y 90 dias de
incubacion. Las muestras fueron recibidas en tubos eppendorf con Medio Diamond,
incubadas a 98° C por 15 min y centrifugadas a 3500 rpm por 3 min. Finalmente, el

sobrenadante obtenido fue congelado hasta su uso.

E.- PCR

Se desarrollé de acuerdo a técnicas descritas por Solari et al (2001). La mezcla de reaccion
estuvo compuesta por 5 ul de la muestra del pool de deyecciones de los triatominos
incluidos en ambas cajitas de 30, 60 o 90 dias segun correspondiera, 2 ul de los

oligonucledtidos 121 (5’-AAATAATGTACGGG (T/G) GAGATGCATGA3’) y 122

(5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3"), a una concentraciéon de 25 uM, 10 ul de buffer
de Taq polimerasa (Tris-HCI pH 8.8 67 mM, 16.6 mM de (NH4),SO4, 6.7 mM de MgCl,
10 mM 2-Mercaptoetanol), 0.5 ul de BSA, 1ul (0.4 mM) de los cuatro dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 29 ul de agua bidestilada para un volumen final de 50 ul, ademas de
4 U Taq polimerasa (0.5 ul). Esta mezcla fue cubierta por 80 ul de aceite mineral. La
reaccion de PCR se compone de un ciclo inicial de 98°C por 2 min seguido por otro de 1
min a la misma temperatura, luego 64°C por 1 min y finalmente 2 min a 72°C; 33 ciclos
intermediarios de 94°C por 1 min, 64°C por 1 min y 72°C por 2 min Yy un ciclo final de
72°C por 10 min. La prueba se realiz6 en un termociclador PTC-100. Luego, 10 ul del

amplificado se mezclaron con 4 ul de buffer de carga que contenia xylenxianol y azul de
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bromofenol y se sometid a electroforesis durante 90 min a 115 volts en gel de agarosa al
2% (4 gramos de agarosa en polvo en 200 ml de buffer Tris Borato EDTA 1x). El gel fue

teflido con bromuro de etidio (10ug/ml) por 10 min y luego fotografiado.

F.- Analisis de resultados

Los resultados del XD, fueron informados por personal técnico adiestrado del
Laboratorio de Parasitologia, que realiza este procedimiento diagnostico desde hace mas de
cuatro décadas. Se consideraron positivas todas aquellas reacciones de PCR en que se
detectd la banda de 330 pb, especifica para KADN de T. cruzi. Todas las reacciones de

PCR, se realizaron en duplicado o triplicado con el fin de confirmar los resultados.

G- Recoleccion de informacion
Para el presente estudio, se contd con todos los antecedentes relacionados con los
pacientes en estudio, incluidas las muestras bioldgicas necesarias para cumplir los objetivos

de esta investigacion.

H.- Analisis estadistico de resultados

Se aplico Prueba de Proporciones para evaluar la hipdtesis que PCR es mas sensible
que el XD para detectar T. cruzi y Prueba de Diferencia de Promedios (test de Wilcoxson
para muestras dependientes), con el fin de evaluar la hipdtesis que PCR es mas precoz que
el XD para detectar T. cruzi en deyecciones. Se establecié como aceptable, un nivel de
significacion maximo de 0,05. Para el analisis se datos se utilizd el paquete estadistico

SPSS (System Package Statistical Science).

24



RESULTADOS

La muestra en estudio la conformaron 50 individuos chagasicos crénicos, 25 de
ellos con XD positivo (Grupo 1) y 25 con XD negativo (Grupo I1).

Segun se describié previamente, a las deyecciones de triatominos incubadas
durante 30, 60 y/o 90 dias, se les realizd observacion microscopica en busqueda de las
formas tripomastigotas moviles de T. cruzi. Al mismo tiempo, las deyecciones obtenidas de
las ninfas de T. infestans contenidas en cada una de las cajitas de XD, fueron pooleadas a
partir de las muestras obtenidas en los diferentes periodos de incubacion, con el fin de

aplicar PCR.

A. Positividad global

En la Tabla I, se observa que el 100% de los casos del Grupo I (XD positivo) tuvo
PCR positivo. A su vez, en el 36% de los chagasicos cronicos del Grupo Il (XD negativo),
se detectd la banda de 330 pb de T. cruzi.

En los 25 casos evaluados del Grupo I, el XD fue positivo por primera vez a los 30
dias en 11 casos (44%), mientras que a los 60 dias fueron positivos 21 casos (84%).
Finalmente, en 19 casos (76%), el XD fue positivo a los 90 dias, es decir, hubo 4 casos
(16%) que soélo se positivizaron a los 90 dias (Tabla 1). En cuanto a PCR, fue positivo por
primera vez a los 30 dias en 23 casos (92%) y en 25 casos a los 60 dias (100%). No
obstante, a los 90 dias la positividad del PCR fue del 92% (23 casos). El analisis estadistico
revela que PCR detecta significativamente en forma mas precoz, los parasitos que el XD

(p=0,0001).
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Tabla 1

Positividad de PCR en deyecciones de triatominos alimentados
en 25 chagasicos cronicos con XD positivo (Grupo 1)
segun periodos de incubacion

XD (+) PCR (+)
N n
(*) 30 dias 11 (44%) 23 (92%)
(**) 60 dias 21 (84%) 25 (100%)
(**) 90 dias 19 (76%) 23 (92%)
*) p=0,005
**) p>0,05
Figura 3

Amplificacion de KADN de Trypanosoma cruzi en deyecciones de triatominos utilizados en
el XD aplicado a pacientes chagéasicos cronicos mediante PCR. Gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio con banda de 330 pb que corresponde al amplificado de kDNA del
Trypanosoma cruzi. Los carriles representan las muestras de 4 pacientes en los periodos
de incubacion de los triatominos utilizados en el XD (30, 60 y 90 dias). C- : control
negativo PCR M : marcador 100 pb C+ : control positivo kKDNA Trypanosoma cruzi

Casos Grupo Il (XD negativo)

C- M 1 2 3 4 C+

30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90

Dias de incubacion de ninfas de Triatoma infestans utilizadas en el XD
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Figura 4

Amplificacion de kDNA de Trypanosoma cruzi en deyecciones de triatominos utilizados
en el XD aplicado a pacientes chagasicos cronicos mediante PCR. Gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio con banda de 330 pb que corresponde al amplificado de kDNA del
T. cruzi. Los carriles representan las muestras de 4 pacientes en los periodos de incubacion
de los triatominos utilizados en el XD (30, 60 y 90 dias). M : marcador 100 pb C- : control
negativo PCR C+ : control positivo KDNA T. cruzi

Casos Grupo | (XD positivo)

30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90

Dias de incubacion de ninfas de Triatoma infestans utilizadas en el XD

Figura 5

Amplificacion de KDNA de Trypanosoma cruzi en deyecciones de triatominos utilizados en
el XD aplicado a pacientes chagéasicos cronicos mediante PCR. Gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio con banda de 330 pb que corresponde al amplificado de KDNA del T.
cruzi. Los carriles representan las muestras de 4 pacientes en los periodos de incubacion
de los triatominos utilizados en el XD (30, 60 y 90 dias) C+: control positivo KDNA T.
cruzi PCR M : marcador 100 pb C- : control negativo

Casos Grupo | (XD positivo)
C+ 1 2 3 4 M C-

30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90
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B. Rendimiento de cajas aplicadas en el XD

Al evaluar la deteccién de T. cruzi, segun las cajitas de XD empleadas, en la Tabla 2
se observa que solo 7 (28%) de los 11 casos con XD positivo a los 30 dias, tuvo una cajita
positiva. A los 60 dias, 21 casos tuvieron XD positivo, de las cuales fueron positivas con
una cajita 12 casos del total (48%). Finalmente, de los 19 casos en que se detectd T. cruzi

mediante XD a los 90 dias, el 40% (10 casos del total) tuvo una cajita positiva.

Tabla 2

Rendimiento de las cajitas de XD aplicadas
a 25 chagasicos crénicos con XD positivo (Grupo I)

XD (+) 1 caja (+) 2 cajas (+)
30 dias 11 7 (28%) 4 (16%)
60 dias 21 12 (48%) 9 (36%)
90 dias 19 10 (40%) 9 (36%)

C. Concordancia entre resultados de XD y PCR

En la Tabla 3, se observa que fueron positivos en forma simultdnea XD y PCR 11
casos (44%) a los 30 dias, 21 casos (84%) a los 60 dias y 19 casos (76%) a los 90 dias.

En el Grupo Il, PCR y XD mantuvieron la condicion negativa en 20 casos a los 30
dias (80%), en 19 casos a los 60 dias (76%) y en 16 casos a los 90 dias (64%).

En resumen, en el Grupo I, se obtuvo las mayores concordancias de resultados
positivos para ambas técnicas, puesto que 21 de los 25 casos (84%) tuvieron XD y PCR

positivo a los 60 dias de incubacion de los triatominos. Por el contrario, en el Grupo I, la

28



mayor concordancia en los resultados negativos para ambas técnicas, se observé a los 30

dias, en que 20 de los 25 chagasicos fueron XD y PCR negativo (80%).

Tabla 3

XD y PCR en deyecciones de triatominos alimentados en 50 individuos chagasicos
cronicos, segun periodo de incubacién. Concordancia de resultados

30 dias (*) 60 dias (**) 90 dias (***)
N n n
Grupo |
(XD+y PCR+) 11 (44%) 21 (84%) 19 (76%)
Grupo Il
(XD-y PCR-) 20 (80%) 19 (76%) 16 (64%)
*) p=0,0044
(**)  p>0,05

(***) p>0105

D. Complementariedad entre resultados de XD y PCR

El Grupo |, esté constituido por individuos chagasicos cronicos que positivizaron su
XD en uno de los tres periodos de observacion microscépica de las deyecciones.

En la Tabla 4, se observa que a los 30 dias, 12 casos (48%), tuvieron XD negativo y
PCR positivo. A los 60 dias, no fue posible detectar al parasito microscopicamente en 4
casos (16%), no obstante, el PCR result6 positivo. Finalmente, a los 90 dias, 4 casos (16%),
tuvieron XD negativo, mientras que PCR fue positivo. En este grupo de pacientes, no se
observaron a los 30, 60 o 90 dias resultados de XD positivo y PCR negativo.

En el Grupo 11, de individuos chagasicos que no positivizaron su XD al término de

los 90 dias, PCR fue positivo en 5, 6 y 9 casos a los 30, 60 y 90 dias, respectivamente.
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Por tanto, la mayor complementariedad entre ambas técnicas para el Grupo | (XD
positivo), se obtuvo a los 30 dias y en el Grupo Il (XD negativo), a los 90 dias, en que 9

casos positivizaron su reaccion de PCR.

Tabla 4

XD y PCR en deyecciones de triatominos alimentados en 50 individuos chagasicos
cronicos, segun periodo de incubacion. Complementariedad de resultados

30 dias (*) 60 dias (**) 90 dias (***)
N n n
Grupo |
(XD+y PCR+)* 12 (48%) 4 (16%) 4 (16%)
Grupo Il
(XD-y PCR-) 5 (20%) 6 (24%) 9 (36%)

A XD positivo a los 60 y/o 90 dias

(*)  p=0,0183

(**) p>0,05

(***) (3)p>0,05
E. Precocidad de resultados de PCR en la deteccion de T. cruzi

En el Grupo I, 14 casos tuvieron XD negativo a los 30 dias, es decir, no fue posible
observar formas tripomastigotas maéviles de T. cruzi microscépicamente. No obstante, PCR
fue positivo en 12 de estos casos (86%).

A los 60 dias, se observa que aun persisten 4 (16%) de los 25 casos del Grupo I que
no positivizaron su XD, sin embargo, en este periodo de incubacion, PCR fue positivo. Méas

aun, en tres de ellos, el PCR ya era precozmente positivo a los 30 dias, resultando asi el

100% de los casos evaluados, positivos para PCR a los 60 dias.

30



Tabla 5

PCR en deyecciones de triatominos alimentados en 25 individuos chagasicos
cronicos con XD positivo (Grupo |). Precocidad de resultados

30 dias 60 dias
n n
XD (+) 14% 4>
PCR (+) 12 4

* XD positivo a los 60 y/o 90 dias
** XD positivo a los 90 dias
F. Continuidad de resultados positivos de XD

En la Tabla 6 se observa la secuencia de los resultados negativos y positivos para
XDy PCR.

En el Grupo 1, se pudo observar que en 9 de los 25 casos (36%), el XD resultd
negativo a los 30 dias y positivo a los 60 y 90 dias. En el 24% (6 casos), el XD fue positivo
a los 30, 60 y 90 dias. En 5 casos (20%), el XD fue positivo a los 30 y 60 dias, no obstante,
no se logré pesquisar microscépicamente a T. cruzi a los 90 dias. En el 16% (4 casos), el
XD se hizo positivo s6lo a los 90 dias de incubacion de los triatominos. Finalmente, 1 caso
(4%), presentd XD negativo a los 30 dias, se positivizd a los 69 dias y volvié a
negativizarse a los 90 dias.

Con respecto a la continuidad de resultados del PCR en el Grupo |, en la Tabla 6 se
observa que en el 80% (20 casos), los resultados de PCR fueron positivos a los 30, 60 y 90
dias. En el 12% (3 casos), el resultado de PCR fue positivo a los 30 y 60 dias, pero fue
negativo repetidamente a los 90 dias. En un caso (4%), el PCR fue negativo a los 30 dias y
se positivizé a los 30 dias, resultado que se mantuvo a los 90 dias.

Finalmente, en un caso (4%), el PCR fue negativo a los 30 dias, positivo a los 60

dias y volvié a negativizarse a los 90 dias.
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Tabla 6

XD y PCR en deyecciones de triatominos alimentados en 25 individuos
chagasicos cronicos, segun periodo de incubacion. Secuencia de resultados

Dias de incubacion de triatominos XD PCR P
30 60 90
Q) (+) (+) 9 (36%) 1(4%) | 0.0158 (*)
(+) (+) +) 6 (24%) | 22(88%) | 0,005 (*)
+) (+) ) 5 (20%) 1 (4%) 0,086
) -) (+) 4 (16%) 0 (0%) 0,086
) (+) ) 1 (4%) 1 (4%) 0,50

(*)  significativo

Por tanto, los mayores porcentajes de continuidad en este grupo de pacientes se

obtienen con la técnica de PCR, en que un 88% de los casos es positivo a los 30, 60 y 90

dias. Con la técnica de XD se observa una mayor discontinuidad en los resultados.
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DISCUSION

Innumerables estudios han utilizado el XD, particularmente en paises en que la
enfermedad de Chagas constituye un problema de salud pablica. Adn cuando han surgido
otros métodos para detectar T. cruzi, es adn considerado un eficiente método de
diagndstico, especialmente para ser aplicado en la fase cronica de esta afeccion (Schenone,
1999). Las ninfas de T. infestans, han evidenciado buena sensibilidad para detectar T. cruzi
en sangre periférica de diversos hospederos infectados. La importante capacidad de
ingestion de sangre y la alta tolerancia a la manipulacion por parte del examinador,
constituyen dos elementos que han permitido la utilizacion de insectos vectores en el XD
(Schenone et al., 2000).

Por otra parte, el auge de la biologia molecular en los ultimos afios, ha permitido
que la técnica de PCR se constituya en una poderosa herramienta de diagndstico, que
aplicada en sangre periférica (Wincker et al., 1994; Solari et al., 2001a; Zulantay et al.,
2004), suero (Russomando et al., 1992), tejidos (Vago et al., 2000; Aufderheide et al.,
2004; Schijman et al., 2004) y deyecciones de triatominos (Silber et al., 1977;
Russomando et al., 1996; Breniere et al., 2002) entre otras muestras bioldgicas, ha logrado
importantes avances en el conocimiento del binomio parésito-hospedero.

Al respecto, importantes han sido las contribuciones desde que se iniciara la
aplicacion de técnicas moleculares como PCR, Southern blot e hibridacion con sondas
universales y especificas de T. cruzi, en muestras de deyecciones de triatominos vectores.
Bosseno et al., (1996), evallan la distribucion de dos genotipos clonales en T. infestans y
evidencian alta frecuencia de infecciones mixtas en 186 muestras fecales de triatominos

procedentes de diferentes zonas geogréaficas de Bolivia positivos a la microscopia y al
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ensayo de PCR. Por otra parte, Revollo et al., (1998), describen la considerable variabilidad
biologica de T. cruzi al utilizar este tipo de muestra. Breniere et al., (1989), plantean la
hipotesis que las diferencias biologicas observadas entre diferentes clones de T. cruzi son
proporcionales a las distancias evolutivas que los separan. Para ello, utilizaron material
obtenido de vectores y mantenido por traspasos sucesivos en medios de cultivo liquido. Bar
et al., (2002), determinan la infecciobn de T. cruzi en deyecciones de triatominos
involucrados en ciclos domesticos y silvestres de distintas zonas endémicas de Argentina,
evidenciando un 60% de infeccion en T. infestans domiciliarios y un 12.7% en vectores
silvestres, destacando la importancia de este tipo de estudios para los programas de control
del vector. Finalmente, Solari et al., (1992) describe la caracterizacion de poblaciones de T.
cruzi procedentes de Chile, Bolivia y Argentina mediante analisis enzimético y enzimas de
restriccion utilizando contenido intestinal de triatominos que fueron crecidos en medio de
cultivo liquido o agar base sangre.

Algunas investigaciones muestran que casi la mitad de las infecciones biclonales no
son detectadas por el XD después de completar el ciclo, y que existen importantes
diferencias en la deteccion de tales infecciones de acuerdo a los genotipos clonales
considerados. Mas aun, la eliminacion de un genotipo clonal por otro, es frecuente, pero no
constante. El uso de PCR y sondas de kKADN hace posible evitar la fase de cultivo, lo cual
hace la deteccion de infecciones mixtas mucho mas fécil en estudios epidemioldgicos. Mas
aun, el hecho de que T. infestans no transmita diferentes genotipos clonales con la misma
eficiencia, tiene fuertes implicancias para la fiabilidad del xenodiagnostico (Da Silveira
Pinto et al., 2002).

En el presente estudio, 50 individuos chagasicos cronicos procedentes de zonas de

alta endemia de nuestro pais, fueron clasificados en dos grupos, de acuerdo a la parasitemia
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determinada por XD. A todos ellos, se les aplicd XD, segun la metodologia tradicional, con
incubacion de 30, 60 y 90 dias de los triatominos, en bulsqueda de las formas
tripomastigotas de T. cruzi. A las deyecciones obtenidas en los diferentes periodos, se
aplicé la técnica de PCR con el propdsito de detectar la banda de 330 pb de KADN del
parésito.

Si bien en literatura existen minimos antecedentes sobre estudios semejantes,
discutiremos algunos aspectos relacionados que son de interés en base a la hipdtesis
planteada, cual es, que la técnica de PCR es mas sensible y méas precoz para detectar la
presencia de T. cruzi en deyecciones de triatominos alimentados en pacientes chagasicos
cronicos.

En el presente estudio, el 100% de los casos en que se detectdé al pardsito
microscopicamente segun XD, la reaccion de PCR fue positiva. Para ambas técnicas, la
positividad fue determinada a diferentes periodos de incubacion, hecho que discutiremos en
los parrafos siguientes. Por otra parte, en el Grupo I, constituido por pacientes con XD
negativo ( probablemente con muy bajos niveles de parasitemia), el 36% de ellos presentd
la banda de 330 pb de KADN de T. cruzi.

En humanos, Britto et al., (1995), evaltan la deteccion de T. cruzi mediante XD y
PCR en sangre periférica de chagésicos cronicos obteniendo sensibilidades del 90% para
PCR y del 43% para XD. Shikanai-Yasuda et al., (1996), al evaluar pacientes con
infeccion chagasica cronica que fueron fuente de alimentacion de ninfas de T. infestans,
demuestran que el ensayo de PCR es significativamente mas sensible que el XD para la
deteccion de T. cruzi (59% y 13%, respectivamente) en muestras de deyeccion de
triatominos, sugiriendo que el PCR podria ser una herramienta Util para estudios

epizootioldgicos. Britto et al., (2001), evaluaron mediante PCR y XD pacientes chagasicos
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post-tratamiento especifico. Aquellos que fueron tratados en fase aguda, tuvieron resultados
negativos para PCR y XD del 73% y 86%, respectivamente. En casos crénicos, PCR y XD
fueron negativos en un 65% y 83%, respectivamente. Por otra parte, en pacientes tratados
con placebo, un 73% de ellos tuvo XD negativo, mientras que un 36% de estos casos tuvo
PCR positivo. En esta investigacion, 9 casos con XD negativo tuvieron PCR positivo en las
muestras de deyecciones utilizadas en la observacion microscépica, con un porcentaje de
positividad del 36%. Junqueira et al., (1996) evaltan a 101 pacientes chagasicos cronicos
no tratados mediante PCR y XD, obteniéndo una positividad del 59.4% y 35.6%,
respectivamente. Finalmente, Britto et al., (2001), evallan a 76 pacientes chagasicos
cronicos post-tratamiento, revelando mediante PCR y XD que un 33% y un 26%,
respectivamente, mantienen paréasitos circulantes.

Se han descrito ademas, numerosos estudios en deyecciones de triatominos
para detectar T. cruzi. Dorn et al., (1999), analizan mediante PCR y observacion
microscopica, heces de 135 triatominos de diferentes especies obtenidas de recto, intestino
y estomago. Para muestras rectales de T. dimidiata, PCR tuvo una sensibilidad del 39.1% y
del 24.6% para la observacién microscopica, resultados semejantes a los obtenidos con R.
prolixus, en que PCR fue significativamente mas sensible que la microscopia, con
porcentajes del 57.6% y 22.7%, respectivamente. Por otra parte, Britto et al., (1999),
aplicaron XD y PCR en muestras de deyecciones de triatominos recolectados en zonas
endémicas de Minas Gerais, Paraiba, Pianal y Amazonas, en Brasil. Para XD, los
porcentajes de positividad fueron del 24.5, 13%, 34.2% y 24% y para PCR del 96.5%,
44,7%, 59.4% y 10%, respectivamente, postulando que los indices de infeccion por T. cruzi
son menores en algunas zonas geograficas. Recientemente, Osherov et al., (2003),

realizaron estudios de colonizacion de triatominos en ambientes domeésticos Yy
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peridomésticos en la provincia de Corrientes, Argentina. La infeccion por T. cruzi se
determiné por observacién microscépica directa de las heces de triatominos y mediante
PCR. Los autores sefialan que la infeccion demostrada posibilita el reinicio del ciclo de
transmision dado que T. infestans presentd indices de infestacion e infeccion de 23.8% y
19.4%, respectivamente.

En relacion a la concordancia entre las técnicas de XD y PCR, se observé que en el
Grupo |, constituido por individuos chagasicos XD positivo, PCR fue concordante con este
resultado en el 44%, 84% y 76% de los casos a los 30, 60 y 90 dias de incubacion de los
triatominos, respectivamente. Es decir, la mayor concordancia entre resultados positivos a
la observacion microscopica y al PCR, se obtuvo a los 60 dias de incubacion de los
triatominos.

En relacion a la concordancia entre los resultados de la observacién microscépica y
de PCR aplicados en deyecciones de triatominos, Breniere et al., (1995), evallan la
observacion microscopica y técnica de PCR en 345 muestras fecales de triatominos de
diversas especies procedentes de Bolivia. Para T. infestans, ambas técnicas fueron
concordantes en el 85.3%. Después de caracterizar los productos de PCR con sondas
especificas, confirmaron la importancia de los dos clones mayoritarios circulantes en
Bolivia, reportando altos indices de infeccion mixta, con resultados que favorecen la
ausencia de interaccion entre los distintos clones. En otro estudio, Breniere et al. (1999),
comparan la observacion directa y PCR en deyecciones de triatominos y obtienen
concordancias que fluctian entre el 77.5% y 89.3% entre ambas técnicas. La probable
explicacion a estos porcentajes de discordancia la dan los mismos autores, quienes sefialan
que una concordancia del 74% para PCR, puede ser debida a la falta de purificacion de

ADN de las muestras fecales por productos de la sangre ingerida por el insecto.
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El Grupo Il, constituido por 25 pacientes chagasicos cuyo XD fue negativo,
presentd una positividad para PCR del 36%. La mayor concordancia entre resultdos
negativos para ambas técnicas fue de 80%, 76% y 64%, a los 30, 60 y 90 dias de
incubacion de los triatominos, respectivamente. Se ha descrito, que en la etapa de la
enfermedad de Chagas crénica la parasitemia puede tener niveles bajos o altos en diferentes
individuos y tiene un caracter variable y fluctuante (Schenone, 1999). Castro et al., (1999),
evaluaron a 202 chagasicos crénicos durante 13 afios mediante repetidos XD. Las
parasitemias fueron altas, medianas y bajas entre los afios 1975 y 1991. Por otra parte
Cancado, (1999), sefiala que resultados negativos de XD pueden reflejar periodos de
ausencia o baja parasitemia. XD es una técnica que actia como un medio de cultivo
biolégico para amplificar T. cruzi, de tal manera que los porcentajes de positividad o
negatividad alcanzado por PCR en este estudio, seria reflejo de la capacidad que tuvieron
los triatominos para amplificar el parasito que se encuentra en bajos niveles en la sangre
periférica de estos pacientes (Schenone, 1999).

En relacion al rendimiento de las cajas de XD, Schenone et al., (1974, 1991b)
evaltan individuos serol6gicamente positivos a la infeccion por T. cruzi, reportando una
sensibilidad para una caja del 46% y de 54.3% con un par de cajas Al aplicar dos cajas en
nifios, el porcentaje aumenta al 59.6% (Schenone, 1998). Al respecto, en otro estudio
Schenone, (1999), aplican un par de cajas al dia durante tres dias consecutivos a 9
chagasicos crénicos, haciendo un total de 6 cajas aplicadas (42 ninfas). La positividad
global de las cajas de XD variaron entre 6.3% y 84.7%, siendo en 3 de pacientes evaluados
menor al 12% y en 6 mayor al 52%. Se continu0 evaluando en el tiempo a dichos pacientes
aplicando un total de 1282 XD, de los cuales resultaron positivos 582 (45.4%),

demostrando con ello que el XD seriado tiene alta eficacia para detectar T. cruzi. En este
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estudio, se analiza el rendimiento del par de cajitas aplicadas segun el resultado de la
observacion microscopica obtenida en cada una de ellas. Se observé un mayor rendimiento
en los diferentes periodos de incubacién de los triatominos con una cajita (7 ninfas T.
infestans) (28%, 48% y 40%, a los 30, 60 y 90 dias, respectivamente) cuyas diferencias no
fueron estadisticamente significativas al considerar 2 cajas de XD. Es necesario considerar
que no todas las ninfas usadas en el XD son capaces de producir material util para la
observacion microscopica en la deteccion de T. cruzi, debido a que una proporcion de ellos
no succiona sangre cuando son aplicadas sobre la piel del paciente (Schenone et al., 2000).

En el presente estudio, dos casos presentaron XD y PCR negativo a los 90 dias,
habiendo presentado resultados positivos para ambas técnicas a los 30 y/o 60 dias de
incubacion de los triatominos. Es probable que esto se deba a triatominos presentes en
alguna de las dos cajas que murieron durante el proceso de incubacion, representando este
hecho una de las limitaciones del método (Schenone, 1999). Una proporcion de ellos muere
durante el periodo de mantencion en el laboratorio antes de su examen, proporcion que
alcanza el 7.7%. La mortalidad puede subir drasticamente al 87% cuando los triatominos
son incubados durante 120 dias (Schenone et al., 2000).

Se ha demostrado la hipotesis planteada sobre la precocidad de PCR en muestras
positivas para XD. Independiente del periodo de incubacion en que se comparen ambas
técnicas, PCR tiene mejores porcentajes de positividad y detecta precozmente a T. cruzi,
como se observa a los 30 dias, en que se obtiene un 92% de positividad para PCR y 44%
para XD (p=0,005). El ciclo completo de T. cruzi en el triatomino dura entre 15-60 dias, al
término del cual es posible detectar el parasito en las deyecciones del insecto, sobre todo en
aquellos que presentan una tasa de metaciclogenesis alta, que corresponde a la tasa de

transformacion de las formas epimastigotas a formas tripomastigotas metaciclicas. Estos
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resultados permiten proyectar la técnica de PCR como una herramienta complementaria del
XD, puesto que sumado a la mayor sensibilidad de PCR, es el XD quien cumple la funcion
bioldgica natural de amplificar T. cruzi.

Los aportes de este estudio, son fundamentalmente, la posibilidad de realizar
estudios con el binomio XD-PCR deyeccién, con fines diagndsticos, terapéuticos y
epidemioldgicos, puesto que es posible, con la aplicacion de PCR en las deyecciones de los
triatominos alimentados sobre los pacientes, acelerar los resultados de XD. Por otra parte,
se ha demostrado la mayor sensibilidad de PCR, al evaluar pacientes con XD negativo. Por

dichas razones, este estudio ha demostrado que ambas técnicas son complementarias.
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CONCLUSIONES

En todos los chagésicos crénicos con XD positivo, se detectd la banda de 330 pb de

KDNA de Trypanosoma cruzi.

Un 36% de los chagésicos cronicos con XD negativo, presentaron PCR positivo.

PCR constituye una herramienta méas precoz para detectar T. cruzi. A los 30 dias de

incubacidn de los triatominos, la positividad de XD es de un 44% y de PCR de un 88%.

A los 60 dias de incubacién de los triatominos, PCR pesquisa el 100% de los casos

que entre 60 y 90 dias fueron positivos a la observacién microscopica.

El mayor rendimiento se obtuvo con una caja de XD en los diferentes periodos de

incubacidn de los triatominos no alcanzando significacion estadistica.

XD actia como un medio de cultivo biolégico que amplifica T. cruzi, lo que facilita

su deteccion por PCR, por lo tanto, ambas técnicas son complementarias.
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