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RESUMEN

La enfermedad de Chagas (ECh) es una zoonosis vectorial originaria del continente
americano, causada por el protozoo parasito Trypanosoma cruzi, y transmitida por numerosas
especies de insectos hematéfagos de la familia Triatominae. Ya que se trata de un pardsito
complejo, un aspecto relevante ha sido la identificacion de los diversos genotipos de T. cruzi
llamados DTU (Discrete Typing Units) que van desde el Tcl al TcVI. En Chile los DTUs detctados
en pacientes humanos son Tcl, Tcll, TcV y TcVI entre individuos infectados. Identificar los DTUs
ha adquirido importancia clinica, pues diferentes genotipos podrian causar distintas patologias,
circular en diferentes localidades y ciclos de transmisién y presentar diferente sensibilidad a
farmacos tripanocidas. En esta tesis, se amplificaron mediante qPCR los DTUs de T. cruzi
circulantes en sangre periférica y en Xenodiagndstico (XD), una técnica que utilizé Triatoma
infestans para amplificar el parasito de 14 pacientes crénicos con ECh de las Provincias de
Choapa y Limari, Region de Coquimbo, Chile. Como resultado fue posible determinar que el XD
presentd mayor cantidad de casos positivos en comparacion a la muestra de sangre periférica.
En el total de los casos se detectd 64,28% infeccion simple y 35,72% mixtas, mas diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia del DTU TcV. Al utilizar XD se pudo detectar
como T. infestans amplifica tiene afinidad un DTU que por sobre otros, probablemente debido

a un proceso de co-evolucion.
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ABSTRACT

Chagas disease (ECh) is a vecto- borne zoonosis native to the Americas caused by the
parasitic protozoan Trypanosoma cruzi, and numerous species of hematophagous insects of the
Triatominae family. As a complex parasite, a relevant aspect is the identification of the various
genotypes of T. cruzi called DTU (Discrete Typing Units) ranging from Tcl to TcVI. In Chile, the
DTU identified in infected human patients are Tcl, Tcll, TcV, and TcVI. Identifying DTUs has
gained clinical importance since different genotypes could cause different pathologies,
circulate in different locations and transmission cycles and present different sensitivity to
trypanocidal drugs. In this thesis, the circulating T. cruzi DTUs in peripheral blood were
amplified by gPCR and in Xenodiagnostic (XD), a technique that used Triatoma infestans to
amplify the parasite of 14 chronic patients with ECh from the provinces of Choapa and Limari,
Region of Coquimbo, Chile. As a result, it was possible to determine that the XD presented a
greater number of positive cases compared to the peripheral blood sample. In the total of
cases, 64.28% simple and 35.72% mixed infections were detected, plus statistically significant
differences in the frequency of TcV DTU. When using XD, it could be detected that T. infestans

have an affinity for one DTU over others, probably due to a co-evolution process.
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INTRODUCCION

1. Antecedentes Tedricos

La enfermedad de Chagas (ECh) es causada por el pardsito Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
y transmitida por insectos hematéfagos de la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae),
conocidos como “vinchucas”, que cumplen el rol de vectores bioldgicos de la transmision. Se
considera la enfermedad tropical desatendida mas relevante del continente americano, donde
la gran mayoria de los infectados provienen de sectores rurales. La ECh esta presente en 21
paises, desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de Argentina en Sudamérica,
exceptuando las islas caribefas, afectando principalmente a paises de América Latina (OMS
2020). Se estima que en el mundo hay unas 6 a 7 millones de personas infectadas, hacia el 2010
se produjeron unas 14 mil muertes anuales y 70 millones de personas estan en riesgo de
contraer la infeccion (OPS 2016, OMS 2020). En Chile, la ECh se extiende desde la Region de
Arica y Parinacota (18°30’S) hasta la Regidon del Libertador Bernardo O’Higgins (34°36’S),
concentrandose en areas rurales y periurbanas (MINSAL 2014). Se ha estimado que en el pais
existen entre 119.660 (OPS 2015) a 160.000 personas infectadas (Benitez et al. 2012) y 875.415
estan en riesgo de contraer la infeccidn en zonas endémicas (MINSAL 2014). En el afio 1999 se
declaré a Chile como pais libre de transmisién vectorial al interior de la vivienda por T.
infestans, gracias a la Iniciativa del Cono Sur de la OPS/OMS iniciada en 1991 (OMS 2000), pero
poblaciones de vinchucas domésticas contindan existiendo en vida silvestre (Bacigalupo et al.

2015).



Los vectores involucrados en la transmision del continente, son mas de 140 especies
pertenecientes a tres géneros, siendo Triatoma infestans el vector del ciclo doméstico Chile; y
Mepraia spinolai, Mepraia gajardoi y Mepraia parapatrica del ciclo silvestre las presentes en el
pais (Canals et al. 2018). Otros mecanismos de transmision corresponden a la via transfusional,
transplacentaria, trasplantes de dérganos infectados y accidentes de laboratorio (Toso et al.

2011).

La ECh también ha sido registrada en tiempos antiguos en la costa desértica del norte
de Chile y sur del Peru en contextos arqueolégicos de poblacién Chinchorro (7.050-3.000 A.C.)
hasta el Periodo Colonial (1.550-1.850 D.C.), por amplificacién de DNA en muestras de tejido
momificado humano y coprolitos (Guhl et al. 1999; Aufderheide et al. 2004). Se ha propuesto
gue el asentamiento de tipo sedentario de los grupos Chinchorro, primeros pobladores de Ia
costa desértica del Norte Grande de Chile y sur de Peru, se solapé al habitat del ciclo silvestre
del vector y posteriormente con el paso de las generaciones el vector transitdé gradualmente

hacia al ciclo doméstico (Aufderheide et al. 2004).

En los ultimos afos, la ECh se ha vuelto una infeccion emergente en paises no
endémicos por los movimientos migratorios de poblaciéon latinoamericana que la han
dispersado a Canada, Estados Unidos, varios paises de Europa, Australia y Japén (Lidani et al.
2019). Los mecanismos de transmision han sido principalmente por transfusiones de sangre,
transmisién congénita y trasplantes de dérganos, aunque las dos primeras han sido los
mecanismos que han dispersado la infeccién a zonas urbanas y paises no endémicos (Rassi et

al. 2010).



Posteriormente a la infeccidn inicial con T. cruzi, la ECh se presenta en tres fases
clinicas: aguda, indeterminada o latente y crénica (Apt 2013). Durante la fase aguda, que dura
de 4 a 8 semanas, la sintomatologia es variable. La mayor parte de los infectados se mantiene
en la fase indeterminada sin sintomas (Apt 2013; Zingales 2018). Sin embargo,
aproximadamente un 30% de los enfermos crénicos presentan alteraciones cardiacas y hasta

un 10% padecen alteraciones digestivas, neuroldgicas o combinadas (OMS 2020).

Trypanosoma cruzi presenta tres estados evolutivos. La forma infectante es el
tripomastigote, fusiforme y citoplasma granuloso. Los tripomastigotes se encuentran en la
sangre de los hospederos vertebrados y los tripomastigotes metaciclicos en el intestino
posterior de los triatominos. Los esferomastigotes son formas redondeadas y de flagelo corto
que abundan en el estémago de los vectores. La forma de reproduccidn en el intestino medio
del vector se llama epimastigote. Los amastigotes tienen forma redondeada u ovalada, sin
flagelo y por tanto sin capacidad de movilidad. Corresponden a la forma reproductiva en el
hospedero vertebredo y se suelen agrupan entre las fibras musculares como “nidos de

amastigotes” (Apt 2013). Ver en Figura 1 las principales formas de T. cruzi al microscpio.

A .

10 micrometers 5 micrometers

Figura 1. Las formas de T. cruzi. A) Epimastigote en tincion Giemsa. B) Tripomastigote en en sangre con
tincidon Giemsa. C) Nido de Amastigotes en miocitos de corazén en paciente con ECh crénico, tincion
hematoxilina y eosina. Figura tomada de Bern et al. 2019.



El modelo del ciclo bioldgico de la enfermedad comienza con una vinchuca infectada
gue se acerca al mamifero para alimentarse de sangre, minutos después deposita sus
deyecciones cargadas de tripomastigotes metaciclicos en la superficie de la piel. Las formas
infectantes ingresan al interior del organismo por las microlesiones producidas por la picadura,
membranas mucosas o superficie conjuntival. Dentro de la célula, los tripomastigotes se
diferencian en amastigotes y se inicia la multiplicaciéon. Cuando la célula hospedera se llena de
pardsitos, ésta se rompe liberando tripomastigotes que se diseminan a través de la sangre y de
la linfa, invadiendo nuevas células o tejidos, principalmente tejido muscular de corazén, colony
eso6fago. Los tripomastigotes circulantes en el torrente sanguineo pueden ser captados
nuevamente por una vinchuca que se alimenta de un organismo infectado (Apt 2013; Rassi et

al. 2010). En la Figura 2 se presenta un esquema del ciclo biolégico del T. cruzi.

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal )
(Rasaes rhakisyeht yBomattioones in leses, e Metacyclic trypomastigotes
trypomashgotes enter bie wound of penetrate various cells at bite

musosal membrangs, such as the corpunciea)

wound site. Inside cells they

E fy ; trangform into amastigotes,

Metacyclic trypomastigotes A @

in hindg?

Multiply in midgut

Amastigotes multiply
Trypomastigates by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues,

and transform into

intracellular amastigotes

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycle.

Triatomine bug takes
a blood meal
brypomashgobes ingeshed),

-

’é} Msc&llular ﬁsﬁgmeﬁ

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodsiream

Epimastigoles
in midgut

Ak = infective Stage
A\ = Diagnostic Stage

Figura 2. Ciclo bioldgico de T. cruzi. Figura tomada del Center for Disease Control and Prevention
(https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).



https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

La ECh presenta una fuerte asociacidn a zonas rurales y suburbanas en condiciones de
pobreza, causando gran carga socioecondmica para América Latina (Stanaway y Roth 2015).
Asimismo, ampliando la mirada de la ECh mas alla del punto de vista médico, ésta se extiende
en dimensiones que combinan aspectos socio-culturales, econémicos, politicos, ambientales e
histdricos (Dias et al. 2012; Storino 2013; Dias y Schofield 2017). En general, los estudios sobre
ECh se han abordado desde un enfoque micro-social, es decir, desde de la vivienda y la familia.
Las condiciones de la vivienda, sus cualidades o carencias seria lo que permite u obliga a la
exposicién al riesgo de contraer la enfermedad (Bricefio-Ledn 2003). Segun Dias y Schofield
(2017), desde un punto de vista mas amplio, el contexto social de la ECh se caracteriza por: 1)
la pobreza de la poblacién de América Latina y problemas en los sistemas de salud publicos; 2)
afecta a individuos iletrados; 3) inequidad de los sistemas de produccién y sin la necesaria

atencién gubernamental.

Dentro del territorio chileno, segin el MINSAL, se ha reportado una prevalencia de
infeccion de 0,7 % de la poblacién, 1,5% de poblacién rural y 0,6% de poblacién urbana
(MINSAL 2014, 2016). Asi mismo, los infectados con T. cruzi se concentran en las Regiones de
Coquimbo y Atacama. La region que presenta la mayor tasa de incidencia es Coquimbo con
36,2 por cien mil habitantes, seguida por la Regidon de Antofagasta con 35,3 por cien mil
habitantes, y la Region de Arica y Parinacota con 23,4 por cien mil habitantes (MINSAL 2016).
En la Regidon de Coquimbo existe la tasa mas alta de riesgo relativo de mortalidad (15,43 +
11,89) por ECh, seguida en orden decreciente, por la Regién de Atacama, Valparaiso,

Antofagasta y Tarapaca (Reyes et al. 2019).

En un estudio familiar realizado en la Provincia del Choapa realizado por Zulantay et al.

(2013) con mujeres embarazadas (n = 70) infectadas por T. cruzi, se observé que la mayoria de



ellas provenia de sectores rurales (62,9 %), en general con un nivel de estudios de ensefianza
basica y sélo un tercio de secundaria. Un 91,4% reportd haber habitado en viviendas de barroy
paja en el techo durante su infancia y un 57,0% reconocié haber sido picada por la vinchuca. En
este estudio familiar, se pudo detectar que de los familiares maternos que accedieron a la

entrevista (n=152), al menos el 49,3% también estaba infectado.

Para organizar y entender la diversidad genética de T. cruzi se han propuesto varias
conceptualizaciones. En un principio, el estudio de andlisis de isoenzimas en la década de 1970
dio paso a una nomenclatura de T. cruzi en tres zimodemas (Miles et al. 1978), que se refiere a
la agrupacion de varias cepas que comparten el mismo perfil isoenzimatico. También, en la
década de 1980, mediante isoenzimas la clasificacién de stocks dio paso a la identificacién de
43 clonets (Tibayrenc y Ayala 1988), que corresponden a conjuntos de stocks que aparecen
indistinguibles en un conjunto de marcadores genéticos. Aunque el término DTU (Discrete
Typing Units) lleva varios afos, en un principio se distinguian Tcl y las subdivisiones de Tclla,
Tcllb, Tclle, Tclld y Tclle, por el andlisis de isoenzimas y amplificacién aleatoria de DNA
polimérfico (RAPD). Los DTUs describen conjuntos de stocks que son genéticamente mas
similares entre si que otros y que son identificados por marcadores moleculares comunes. El
modelo de evolucién de T. cruzi describe a esta especie como clonal, en que los descendientes
son idénticos al genotipo fundador, sin descontar algunos eventos de recombinacién genética
en su historia evolutiva que habria dado origen a hibridos a partir de linajes parentales, a modo

de evolucidn reticulada (Arnaud-Haond et al. 2014).

Actualmente, por consenso internacional las cepas de T. cruzi se dividen en seis clados

monofiléticos: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV y TcVI (Zingales et al. 2009), mas una séptima DTU



identificada por primera vez en murciélagos llamada TcBat (Marcili et al. 2009). El concepto de
Unidad Discreta de Tipificacion (DTU) se refiere a un grupo de cepas de T. cruzi que son
similares entre ellas mas que otras cepas, y son identificables por marcadores moleculares
(Zingales et al. 2012). Se puede considerar a las DTU, unidades confiables de analisis para
epidemiologia molecular y estudios experimentales en evolucién. En la Figura 3 se puede

apreciar una representacioén de la distribucidn geogréfica de los DTUs.

DOMESTIC

SILVATIC

Figura 3. Representacion geografica aproximada de la distribucién de los DTU de T. cruzi, en ciclos de
transmision domeéstica y selvatica. Figura tomada de Zingales et al. (2012).

El Tcl es el DTU con la distribucidon geografica mas amplia y mayor diversidad genética
interna, con ciclos de transmisidon que se superponen entre el doméstico y selvatico (Guhl y

Ramirez 2011; Ramirez et al. 2012). Por otro lado, Tcll, TcV y TcVI se encuentran



predominantemente en los paises del cono sur (Zafra et al. 2008). La identificacion de DTUs
presentes y la diversidad dentro de éstas es importante, ya que diferentes genotipos podrian
causar distintas patologias, circular en diferentes localidades y ciclos de transmisién, lo que

afecta los esfuerzos de control, tratamiento y desarrollo de vacunas (Dorn et al. 2017).

La asociacion de DTUs particulares con el espectro de las diversas formas de
presentaciéon clinica de la ECh es un area de intensa investigaciéon (Rassi et al. 2010). La
variabilidad en los sintomas de la ECh puede estar correlacionada con marcadores genéticos
especificos en el pardsito o en el huésped, aunque es probable que ambos afecten el resultado
de la infeccidn (Sturm et al. 2010). Geograficamente, las formas de megasindromes en Ech se
encuentran en la mitad sur de Sudamérica donde circulan los DTUs TcV y TcVl, y el
megaesofago y megacolon son raros en la zona Norte y Centroamérica (Miles et al. 2009;

Benitez et al. 2012).

El megaesofago y/o megacolon ocurre en al menos un 15% en pacientes como
resultado de disfuncion peristdltica. Los problemas gastrointestinales se han relacionado a la
distribucidn de serotipos de T. cruzi y parece ser mas comun en regiones centrales de Brasil,
menos frecuente en Bolivia, y practicamente inexistente en Centroamérica y México (Zingales
2018). Por otro lado, las fallas cardiacas y cardiomiopatias estan presentes en todo el
continente, y en América Central y América del Norte el DTU Tcl se asocia fuertemente con la
infeccidn (Benitez et al. 2012), aunque estas pueden ser realmente severas en el cono Sur
(Zingales et al. 2012). No obstante, la asociacion directa del espectro de la enfermedad
particular y el DTU especifico de T. cruzi sigue siendo dificil de alcanzar (Zingales 2018).
Estudios recientes han comenzado a analizar los mecanismos asociados a estas diferencias,

mostrando que al menos algunos de los diferentes espectros de la ECh son probablemente



debido a diferentes DTUs (Britto 2009). Ademas, los DTUs particulares involucrados en
infecciones humanas también deben ser considerados para los estudios de eficacia del

tratamiento y diseio de farmacos (Dorn et al. 2017).

En casos de personas afectadas con ECh asintomdticas o sintomaticas, los genotipos
circulantes mas frecuentes en humanos latinoamericanos son diversos. En Brasil, las formas
infectivas mas reportadas son Tcl, Tcll y TcV, y particularmente en la Amazonia Tcl y TclV. En
Argentina los DTU mas frecuentes son TclV y TcV seguido del Tcl y Tcll (Bizai et al. 2020); en la
zona del Chaco son TclV y TcV (Lucero et al. 2016). Entre Perd y Bolivia circulan frecuentemente
Tcl y TeV (Barnabé et al. 2011). En Colombia, parece predominar Tcl, en especial TclDom?! en
casos cronicos (Hérnandez et al. 2016). Tcll estd asociado significativamente a la ausencia de
problemas cardiacos, pero la prevalencia de hipertrofia del ventriculo izquierdo se asocia al
mismo DTU. Ademds, se observa una alta frecuencia de Tcl en pacientes con cardiopatia
(Mufioz-San Martin et al. 2018). En un reciente estudio de Bizai et al. (2020), en Argentina los
DTUs TcVI y Tcll estaban asociados al desarrollo de cardiopatia; en cambio TcV presentaba una
asociacién significativa en aquellas personas que no han desarrollado la enfermedad por 20
afios, por sobre aquellas con cardiopatia. Sin embargo, a la fecha se desconoce la existencia de

marcadores genéticos asociados a severidad de la infeccidn (Zingales et al. 2012).

En Chile, las provincias de Choapa y Limari son parte del centro norte del pais, una zona
semidrida donde domina el ecosistema de tipo mediterraneo (Armesto et al. 2007; Montecinos
et al. 2016). En esta zona los pequefios mamiferos son muy abundantes, presentan ambitos de
hogar reducidos y también estdn altamente infectados con T. cruzi, siendo importantes

reservorios de la ECh (Botto Mahan et al. 2005; Chacdn et al. 2016; Ihle Soto et al. 2019). Los

1 TcDOM son todas aquellas cepas de Tcl de ciclos domésticos, en oposicion a las Tcl de ciclo silvestre.



vectores conocidos en el territorio chileno se alimentan de humanos, gatos, perros, roedores,
conejos, artiodactilos (e.g., vacas, cabras, cerdos, guanacos), aves y reptiles (Canals et al. 2001,
2018; Chacon et al. 2016; Ihle-Soto et al. 2019). Del conjunto de pequefios mamiferos silvestres
y domésticos infectados en la zona hay roedores (Octodon degus, Phyllotis darwini, Abrothrix
olivaceus, Rattus rattus), conejos (Oryctolagus cuniculus), y un marsupial (Thylamys elegans)
(Bacigalupo et al. 2006; lhle Soto et al. 2019). Ver Figura 4 para una representacion se especies

infectadas con T. cruzi en Chile.
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Segun Campos-Soto et al. (2016), en los triatominos silvestres M. gajardoi y M. spinolai
de la zona norte-centro del pais se han detectado los DTU Tcl, Tcll, TcV y TcVI con infecciones
mixtas. En el vector silvestre M. gajardoi, alimentados por XD sobre O. degus tiene preferencia
por Tcl y TcVI, y menos por TcV (Sandoval et al. 2019). En cambio, en T. infestans recolectados
dentro de la Region Metropolitana Tcl fue detectado en el 100% de vectores domésticos y en
un 93% de vectores silvestres, presente tanto en infecciones Unicas y mixtas. Aquellas
poblaciones silvestres tenian una mayor cantidad de infecciones mixtas de Tcll, TcV y TcVI
(Bacigalupo et al. 2012). El xenodiagndstico (XD)? de T. infestans en O. degus amplifica mas el
Tcl que el vector silvestre M. gajardoi, probablemente porque estdn menos adaptados a los

ciclos silvestres (Campos et al. 2007).

Por otra parte, desde hace algunos afios se ha podido comprobar que existe una
transmisibilidad diferencial de los genotipos clonales por parte del vector T. infestans en
condiciones de infeccién experimental (de Lana et al. 1998; da Silveira Pinto et al. 1998, 2000;
Bosseno et al. 2000). Por ejemplo, la combinacion de la prueba de XD, cultivo celular y diversas
estrategias de tipificacion de genotipos (e.g., hibridacion de DNA, identificacidon de isoenzimas,
Multilocus Sequence Typing, entre otras), han traido consigo nuevas interrogantes con
respecto a la transmisibilidad de T. cruzi (Bosseno et al. 2000; da Silveira et al. 2000). En el
trabajo de Ortiz et al. (2015), los DTUs de pacientes con Ech de la Provincia de Choapa en el
norte semidrido de Chile, detectados por hibridacién de DNA, fueron Tcl, Tcll, TcV y TcVI. En
cambio, los DTUs obtenidos por XD y cultivo axénico fue Unicamente TcV. En el presente

trabajo, a diferencia de Ortiz et al. (2015) la forma de genotipificacidon fue la aplicacion de

2 EI XD es una técnica que utiliza triatominos axénicos criados en laboratorio para amplificar naturalmente,
algun microorganismo en este caso T. cruzi.
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partidores especificos disefiados con la herramienta de edicidn gratuita Beacon Designer™ para
ser aplicados con la metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR
tiempo real) (Mufioz-San Martin et al. 2018), lo cual también tendria implicancias en la

sensibilidad de deteccién de los diversos genotipos.

2. Hipotesis de Trabajo

Las Unidades Discretas de Tipificacion (DTUs) de Trypanosoma cruzi circulantes en
pacientes con enfermedad de Chagas crénica y genotipificadas por PCR tiempo real, evidencian
gue las poblaciones difieren seglin sean detectadas en sangre periférica o deyecciones de

vectores triatominos axénicos de Triatoma infestans

3. Objetivo General

Comparar las Unidades Discretas de Tipificacion (DTUs) de Trypanosoma cruzi que
circulan en individuos con enfermedad de Chagas crdnica, a través del analisis mediante PCR
tiempo real, de sangre periférica y deyecciones de vectores triatominos axénicos de Triatoma

infestans.

4. Objetivos Especificos

1- Determinar los DTUs de Trypanosoma cruzi presentes en deyecciones de Triatoma
infestans alimentados sobre individuos con enfermedad de Chagas crénica del

semiarido de Chile.
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Determinar los DTUs de Trypanosoma cruzi presentes en sangre periférica de

individuos con enfermedad de Chagas crénica de la zona del semiarido de Chile.

Comparar el patrén de frecuencias de los DTUs de Trypanosoma cruzi, segun el tipo de

muestra bioldgica analizada.
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MATERIALES Y METODOS

1. Grupo de estudio

La poblacién en estudio corresponde a 14 pacientes con ECh, confirmada mediante
serologia convencional (ELISA e IFI IgG), pesquisados en control por esta parasitosis en centros
de salud urbanos y rurales de la Provincia de Choapa (lllapel y Salamanca) y Limari
(Combarbald), entre los 29° 02’ y 32° 16’ S. Todos ellos aceptaron formar parte del estudio bajo
Consentimiento Informado (Proyecto FONDECYT 1100768, IR: Dra. Inés Zulantay) aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Resolucién 049-2009). Los
datos de los pacientes con ECh crénica fueron recolectados entre los afios 2010 a 2014 (Ver

Tabla 1).

Los criterios de inclusion, que limitan el nimero de casos del grupo de estudio,

consideraron:

» Personas con ECh confirmada mediante dos técnicas de serologia convencional (IFl y ELISA
1gG).

» No haber sido anteriormente sometidos a tratamiento tripanocida.

» Proceder de la misma area endémica (sector rural o urbano).

» Encuesta epidemioldgica con antecedentes demograficos.

> Disponibilidad de ADN genémico de muestras de sangre periférica.

> Disponibilidad de ADN gendmico obtenido de muestras de deyeccion de cultivo axénico en

xenodiagndstico de 30, 60 y 90 dias de incubacién y pool preparado con dichas muestras.
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» Ambas muestras (sangre y deyeccidon) obtenidas en forma paralela (mismo dia y hora de
control).

> Presencia de T. cruzi detectada en sangre periférica mediante PCR convencional previo al
estudio, mediante la observacién de la banda especifica de T. cruzi de 330 pb detectada
con los partidores kinetoplastidicos 121-122.

> Estudio microscopico positivo (observacion de formas tripomastigotes moviles) de

deyecciones obtenidas de xenodiagnéstico a los 30, 60 y 90 dias de incubacion.

Tabla 1. Grupo de estudio de pacientes con enfermedad de Chagas cronico con Xenodiagnéstico 30 y/o
60 y/o 90 dias positivo, procedentes de la Regién de Coquimbo. Para el XD, (+) presenta positividad en
una caja, 2 (+) en dos cajas y (-) sin deteccion microscopica de formas tripomastigotas de T. cruzi.

XD
Caso ID Sexo | Edad | 30d | 60d | 90d | Cardiopatia Localidad

1 1727 M 32 (-) (+) | S/M No lllapel

2 1814 M 58 (-) (+) (-) Si Combarbal3
3 1821 F 53 (-) (-) (+) Si Combarbal3
4 1861 F 53 (+) (-) (+) No Salamanca
5 1939 F 33 (-) (+) (+) No Combarbala
6 2431 F 63 (-) (+) (+) No Combarbala
7 2934 M 54 (-) 2(+) | 2(+) Si Combarbal3
8 2946 M 68 (-) 2(+) | 2(4) Si Combarbala
9 2966 M 76 | 2(+) | 2(+) | 2(+) Si Combarbal3
10 3114 F 20 (-) (+) (+) No Salamanca
11 3158 F 53 () | 2(+) | 2(+) Si Salamanca
12 3412 M 56 (+) 2(4) | 2(+4) No Ilapel

13 3738 M 58 (+) (+) (+) Si lllapel

14 3758 F 53 2(4) | (+) (+) No Salamanca
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2. Muestras

2.1 Xenodiagnéstico (XD)

A los pacientes en estudio se les aplicd la técnica de XD descrita por Schenone (1999),
consistente en dos cajas cilindricas de madera, cubiertas por una pieza de gasa, cada una con
siete ninfas de tercer o cuarto estadio de T. infestans libres de infeccién, sometidas a ayuno
durante un periodo de 3-4 semanas. Los insectos fueron alimentados por 20 a 30 minutos en la
cara externa de cada brazo del paciente, luego las ninfas fueron incubadas a 27°C y 75% de
humedad en una cadmara de crianza. Después de 30, 60 y 90 dias de incubacién, las muestras de
deyecciones de los triatominos se obtuvieron mediante la compresion abdominal en una
campana de bioseguridad y se analizaron al microscopio en busqueda de formas de

tripomastigotes moviles del parasito. En algunos casos ambas cajas resultaron positivas.

2.2 Muestras biolégicas de Xenodiagndstico

Se prepard un pool de las deyecciones de los triatominos analizados a los 30, 60 y 90
dias de incubacidn, las que fueron diluidas en 500 ul de PBS pH 7,2. Posteriormente, el pool fue
incubado durante 15 minutos a 98°C y centrifugado por 3 minutos a 3.500 rpm. Los
sobrenadantes de 200 pl fueron almacenados a -20°C hasta su uso. Se utilizaron como
muestras control cepas de T. cruzi cedidas por los Dres. Gonzalo Cabrera (Programa de Biologia
Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile), Aldo Solari y Sylvia
Ortiz (Departamento de Biologia Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile),
Juan Diego Maya y Michel Lapier (Programa de Farmacologia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile) correspondientes a los DTUs Tcl, Tcll y TcV. El detalle de los DTU y cepas

de referencia se encuentran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cepas de referencia representativas de los DTU de Trypanosoma cruzi mas frecuentes en Chile
utilizados en la evaluacion de la performance analitica de los ensayos de genotipificacién mediante PCR.

DTU r:::e '::::i:a Origen geografico Origen biolégico
Tcl Dm28c Carabobo, Venezuela | Didelphis marsupialis
Tcll Y Sao Paulo, Brasil Homo sapiens
TcV 92.80 Santa Cruz, Bolivia Homo sapiens

2.3 Extraccion de DNA en Xenodiagndstico

Antes de realizar el proceso de extraccion de DNA de las deyecciones, se agregd 20 ng
de DNA de sangre humana negativa para T. cruzi como control interno exégeno. La purificacion
del DNA se realizé utilizando un volumen inicial de 100 pl con el kit de extraccion de DNA
gendmico FavorPrep Blood Mini kit (Favorgen, Biotech Corp.), modificado por la omisién de la
etapa de lisis de células con proteinasa K. El eluido fue conservado a -20°C hasta que se llevd a

cabo el gPCR-Xenodiagnadstico (qPCR-XD).

2.4 Obtencién y purificacion de DNA de muestras de sangre para qPCR

Se utilizaron muestras de sangre periférica obtenidas antes del tratamiento de los
pacientes (afio 2009). Estas se obtuvieron mediante puncién venosa y fueron almacenadas en
tubos Venoject en volumen 1:1 con solucién de Guanidina HCI-EDTA (2 ml de sangre en 2 ml de
solucién preservante-anticoagulante). Las muestras fueron incubadas a 98°C por 15 minutos
para favorecer el desencadenamiento de la red de minicirculos de T. cruzi y conservadas a 4°C
hasta la extraccion de DNA. La purificacién de DNA presente se realizé a partir de un volumen

de 20 puL, segun las instrucciones del kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen).
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3. PCR en Tiempo Real

3.1 Curva estandar y sistema de deteccion SYBR Green

Para obtener DNA parasitario y generar la curva estandar para la cuantificacién
mediante gPCR, se utilizd un stock de formas epimastigotes de T. cruzi cepa DM28c e Y
obtenidas de cultivo axénico. La curva estandar fue realizada con diluciones seriadas en orden
10, a partir de la muestra de sangre de un donante sano experimentalmente infectado con 10°
parasitos equivalentes/mL (par-eq/mL) y posterior extraccion del DNA. Considerando que una
célula parasitaria posee aproximadamente 200 fg de DNA, realizada con iguales cantidades (20

ng de cada uno/200uL sangre) de las cepas de referencia Dm28c e Y (Tabla 3).

Tabla 3. Equivalencias en distintas unidades de masa de DNA de T. cruzi para una determinada
concentracion de parasitos.

Ao . Cantidad de DNA | Cantidad de DNA | Cantidad de DNA
Concentracion Parasitos por .
Parasitos mililitro (p/ml) en femtogramos | en nanogramos en microgramos
(fg)/ml (ng)/ml (ng)/ml
1X10° 1.000.000 p/ml 200.000.000 fg 200 ng 0,2 ug
1X10° 100.000 p/ml 20.000.000 fg 20 ng 0,02 ug
1X10* 10.000 p/ml 2.000.000 fg 2ng 0,002 pg
1X103 1.000 p/ml 200.000 fg 0,2 ng 0,0002 pg
1X 102 100 p/ml 20.000 fg 0,02 ng 0,00002 ug
1X 10! 10 p/ml 2.000 fg 0,002 ng 0,000002 pg
1X10° 1p/ml 200 fg 0,0002 ng 0,0000002 pg
1Xx10% 0,1 p/ml 20 fg 0,00002 ng 0,00000002 pg

3.2 Cuantificacion de T. cruzi

La carga parasitaria fue cuantificada en las muestras en estudio mediante ensayos de

PCR cuantitativo (qPCR) con el sistema de deteccién SYBR® Green en equipo Mx3000P™
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Stratagene (Agilent Tecnologies), utilizando los partidores de DNA de satélites nucleares cruzi 1
(5’-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’) y cruzi 2 (5-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’) a una
concentracién de 0,3 uM. El volumen final de reaccién fue de 20 uL que contenia: 2 uL de DNA
templado, 1X Brilliant |1l Ultra-Fast SYBR® Green qPCR Master Mix (Agilent Tecnologies), 0,3 uM
de partidores y Reference Dye (ROX). Las condiciones de la reaccién incluyeron una pre-
incubacién por 1 segundo a 25°Cy 3 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos a 95°C por 5 segundos
y 60°C por 20 segundos. Se utilizaron como controles negativos, agua libre de nucleasas y DNA
humano seronegativo. Como control positivo, se incluyeron cepas de referencia de los DTUs
Tcl, Tcll y TcV. Se considerd un resultado como negativo (ausencia de deteccidon de T. cruzi)
cuando el valor de emision de fluorescencia fue informado como No Ct (no cuantificable). Por

otra parte, los resultados positivos fueron informados en par-eq/mL.
3.3 Genotipificacion mediante PCR cuantitativo

El proceso de genotipificacion se llevé a cabo aplicando la metodologia SYBR® Green, a
fin de identificar los DTUs de T. cruzi presentes en cada una de las muestras y cuya parasitemia
fue demostrada previamente en forma cualitativa y cuantitativa. Se buscé identificar los DTUs

Tcl, Tcll y TcV que corresponden a los genotipos de mayor frecuencia en Chile.

La concentracion de los partidores disefiados (Mufioz-San Martin et al. 2018), asi como
su secuencia se detallan en la Tabla 4. Las muestras del grupo de estudio fueron procesadas en
duplicado y cada ensayo incluyé un control no templado (agua libre de nucleasas), control
positivo (20 fg/uL de DNA gendmico de referencia del DTU correspondiente al ensayo) y control

negativo (20 fg/uL de DNA gendmico de referencia no especifico al DTU correspondiente al

19



ensayo y DNA de sangre humana seronegativa). Las cepas de referencia utilizadas dependiendo

del ensayo fueron Dm28c (Tcl), Y (Tcll) y 92.80 (TcV).

Tabla 4. Secuencias y concentraciones de los partidores utilizados en ensayos de genotipificacion
mediante gPCR de las Unidades Discretas de Tipificacion (DTUs).

PN Concentracion

DTU Gen Nombre Secuencia (5°- 37) final (M)

Tcl SL-IR Fw GCTTTGTGTTCTCGCACTCCA 0,4
Tcl SL-IR

Tcl SL-IR Rv CGATCAGCGCCACAGAAAGT 0,4

Tcll COIl Fw GGATTACATCTACGGCTGACACC 0,2
Tcll col

Tcll COIl Rv CGAGAGTGATTATTTGGTGGGAGATA 0,2

TcVND1 Fw | AGTTTTATTAATCTTATCAGGATTTGGTG 0,5
TcV ND1

TcV ND1 Rv CCATCTGTGATAGGTGTTAATATTCC 0,5

3.4 Algoritmo de identificacion de DTUs de T. cruzi

En este estudio se identificaron los distintos DTUs mediante el andlisis de curvas de
disociacién resultantes de ensayos de SYBR® Green gPCR. Cada producto de amplificacidn de
PCR posee una Temperatura de desnaturacion térmica (Tm) especifica, temperatura a la que el
50% del DNA se encuentra desnaturado, basada en la longitud del fragmento y composicién

nucleotidica.

Las curvas de disociacién muestran un gradiente de temperatura en la que se grafica la
cinética de disociacion de los fragmentos amplificados, donde el peak de la curva corresponde
a la Temperatura de desnaturacion. La Tm especifica para cada segmento amplificado en cada
DTU es 86,8°C (Tcl), 77,8°C (Tcll) y 77,7°C (TcV). Se acepté un margen de error de 0,25 en el

peak de las curvas de disociacion.
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4. Analisis Estadistico

Para comparar si existia diferencia en la composicidn y carga de los DTUs infectantes
entre sangre periférica de pacientes con ECh y deyecciones de vectores triatominos, se realizé

la prueba de Chi-cuadrado (X?) y la prueba U de Mann-Whitney.
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RESULTADOS

1. Estructura poblacional de la muestra

La composiciéon poblacional de la muestra utilizada fue de siete mujeres y siete
hombres. Las edades de las mujeres fluctuaron entre los 20 y los 53 afios, con un promedio de
46,85 afos. En los hombres, las edades fluctuaron entre los 32 a 76 afios, con un promedio de
57,42 anos. Entre ambos grupos hubo una diferencia de 10.57 afios. La mitad de los pacientes
presentan cardiopatia y la otra mitad no. Tres pacientes provienen de la localidad de lllapel

(21,42%), siete de Combarbala (50%) y cuatro de Salamanca (28,57%).

2. Carga parasitaria de las muestras bioldgicas

En el proceso de cuantificacién de T. cruzi mediante gPCR en las muestras de
deyecciones por XD, en la totalidad de los casos fue posible determinar las cargas parasitarias
correspondientes (Tabla 4). Cada ensayo de cuantificacion mediante gPCR se realizd en
duplicado. Los valores para la carga parasitaria en deyecciones oscilaron ampliamente entre
1,79 a 140.650 par.eq/ml. El caso 04 obtuvo la menor carga parasitaria con 1,79 par.eqg/mly el
caso 01 la mas alta con 140.650 par.eq/ml y la segunda mas alta fue el caso 12 con 3.277
par.eq/ mL. En los casos 03 y 04 que no amplificaron para algunos de los DTUs, la carga
parasitaria fue 12,65 y 1,79 par.eq/mL, respectivamente. El promedio obtenido de todas las
muestras en deyecciones fue de 10.512,2 + 37.466 par.eq/mL y una mediana de 147,25

par.eq/mL.

22



Tabla 4. Resumen de resultados de la amplificacion por gPCR presentados por caso, sexo, edad,
cardiopatia, cuantificacion (par.eq/ml) y DTU.

. i Xenodiagndstico Sangre periférica
Caso ID Sexo, Edad | Cardiopatia
par.eq/ mL DTU par.eq / mL DTU
1 1727 M, 32 No 140.650 Tcll 4,79 -
2 1814 M, 58 Si 101,5 TcV 6,88 -
3 1821 F,53 Si 12,65 - 22,4 TeV
4 1861 F, 53 No 1,79 - 31,1 Tcl
5 1939 F,33 No 221 TeV 17,6 -
6 2431 F, 63 No 51,5 Tev 26,75 -
7 2934 M, 54 Si 134 Tcl - TeV 4,76 -
8 2946 M, 68 Si 51 TeV 13 TeV
9 2966 M, 76 Si 1.388,50 Tcll - TeV 90,4 TcV
10 3114 F, 20 No 653,5 Tcll - TeV 9,46 Tcll - TeV
11 3158 F, 53 Si 160,5 TeV 4,24 -
12 3412 M, 56 No 3.277 Tcl - TeV 1,55 -
13 3738 M, 58 Si 9,37 Tcll - TeV 0,72 -
14 | 3758 F, 53 No 486,5 TeV 17,2 .

No obstante, para las muestras en sangre periférica, la mayoria arrojé cifras de baja
carga parasitaria. El valor mas bajo fue obtenido por el caso 13 con 0,72 par.eq/mLy la mas alta
fue el caso 09 con 90,4 par.eq/ml. El 50% de las muestras en sangre se mantuvieron en cifras
bajo los 10 par.eq/mL aproximadamente. De las muestras de sangre, se obtuvo un promedio
de 17,91 + 22,93 par.eq/mL y una mediana de 11,23 par.eq/mL. La prueba U de Mann-Whitney
arroja diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001) entre las cargas parasitarias de

ambas muestras bioldgicas.

3. Genotipificacion en muestras de XD y sangre periférica

De un total de 14 casos de pacientes con ECh, en la prueba del XD, 12 casos fueron

positivos, equivalente al 85,71%. En los casos positivos se detectaron por separado los DTU Tcl,
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Tcll y TcV, correspondientes a dos, cuatro y 11 casos, respectivamente. Para el ensayo en
sangre periférica, la mayoria de las muestras no amplificaron (64,28 %) y cinco muestras fueron
concordantes con un DTU (35,71 %). Los resultados de la genotipificacidon se presentan en la

Tabla 4.

Al comparar XD y sangre periférica por el total de DTU, la primera metodologia detecté
significativamente mas genotipos (X? = 7.34, p < 0.01). En tanto, considerando los DTU

positivos, el XD amplificé mas el TcV (X?=7.04, p < 0.01) que otro DTU.

En la gPCR-XD las frecuencias simples (i.e., con un Unico DTU) se detectaron en siete
casos (50%), mientras que DTUs mixtos fueron detectados en cinco casos (35,71 %). En dos
casos no se detectd ningun DTU (14,28 %). En cuanto a casos con infecciones Unicas, el DTU Tcll
se detectd en un caso (7,14%) y TcV en seis casos (42,85%). Por otro lado, en cuanto a
presencias mixtas, se detecté Tcl+TcV en dos casos (14,28%) y tres casos para Tcll+TcV
(21,42%). No se obtuvieron diferencias significativas entre frecuencias de infecciones Unicas y
mixtas (X2 = 2,29; p = 0.13). En general, TcV fue el DTU mas frecuentemente detectado por

qPCR con diferencias significativas (X?= 14.03, p < 0.001), en comparacién a los otros dos DTUs.

En las muestras de sangre, se puede apreciar nueve casos negativos (64,28%), un caso
con Tcl (7,14 %), tres casos sélo con TcV (21,42 %) y un caso con Tcll+TcV (7,14 %). El detalle de

las frecuencias para XD y sangre se presentan en la Figura 5.
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Figura 5. Frecuencias obtenidas por cada DTU para Xenodiagndstico y sangre periférica en presencia
simple y mixta.

Con respecto a las muestras que no amplificaron en el XD, se observé una baja carga
parasitaria, evidenciando que no son muestras dptimas para ensayos de genotipificacion por
gPCR. Es preciso reportar, que durante los ensayos de gqPCR se generaron algunas curvas de
disociacion no coincidentes con la temperatura especifica para uno de los tres DTUs. El hecho
que hubiese muestras con amplificacién no especifica, se puede atribuir a la presencia de un

DTU diferente a los ensayados o a procesos de amplificacidn inespecifica.
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DISCUSION

El estudio de la ECh, entendido en forma multidisciplinaria, contemplando las areas
veterinaria, ecoldgica, clinica, evolutiva, entre otras; considera que la salud tanto de humanos,
animales, vegetales y el medio ambiente son esenciales para la prevencidn y tratamiento de
enfermedades infecciosas, tal como lo define el concepto de “Una Salud” (“One Health”) de la
OMS. Desde la diversidad y la genotipificacion del T. cruzi se pretende aportar a un relato que

integre el conocimiento de otras disciplinas y que vaya mas alla de la perspectiva clinica.

Una observacion relevante, se refiere a la baja positividad en las muestras en sangre al
gPCR. Sdlo en el 35,71% (5/14) de las muestras de sangre fue posible amplificar uno de los
DTUs, probablemente por la pequeiia cantidad de pacientes de la muestra. No obstante, en
estudios con mayor tamafio muestral para qPCR en sangre periférica humana, se logré
deteccion de DTUs en el 67,9% (Mufoz-San Martin et al. 2017), 53% (Carrasco y Fuentealba
2017) y 61,4 % (Rozas-Marin 2018). Para los casos negativos es probable que una baja carga
parasitaria y la liberacién intermitente de tripomastigotes al torrente sanguineo en infecciones
crénicas (Hernandez et al. 2016), explique la baja frecuencia de positivos. EI 50% de los casos
obtuvo una carga parasitaria por debajo del promedio y la mediana para sangre periférica.
Conviene subrayar que la baja carga parasitaria en sangre se perfila como el mayor problema
para este tipo de muestra. En Saavedra et al. (2016), se describe que la mayoria de la muestras

de sangre evaluadas mediante qPCR se mantuvieron bajo los 10 par.eq/mL.

Al analizar los genotipos detectados en muestras de sangre, se observa que el mas

frecuente fue DTU TcV (21%), seguido de Tcl (7%) y Tcll+TcV (7%). En una muestra de mayor
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tamafio, la genotipificaciéon en sangre periférica fue realizada con sondas de hibridacion de
DNA del minicirculo, donde los DTU mas frecuentes en orden decreciente fueron TcV, Tcl, Tcll y

TcVI, pero sin distincidn entre pacientes con y sin cardiopatia (Apt et al. 2015).

En cuanto a la frecuencia de DTUs, hay nueve pacientes (64,28%) con infeccidn simple y
los cinco restantes presentan infeccion mixta por dos DTUs (Tcl+TcV y Tcll+TcV). Aunque la
genotipificacién con sélo tres DTUs en el presente estudio también es un sesgo en contra de los
restantes DTUs (Carrasco y Fuentealba 2017), pues se ha reportado con anterioridad
infecciones con TcVI en pacientes chilenos por gPCR (Mufioz-San Martin et al. 2017, 2018). La
cepa Tulahuén de TcVI, podria ser incorporada como cepa de referencia en futuras
investigaciones de genotipificacion. Ademas, teniendo en consideracidon la performance
analitica de genotipificacion mediante qPCR con sondas TagMan, Cura et al. (2015) no
consiguid tipificar una proporcién de muestras de sangre periférica de pacientes crénicos con

baja carga parasitaria.

Estas observaciones pueden tener estrecha relacion con la sensibilidad del método
para tipificar DTUs de T. cruzi directamente en sangre periférica. Segun datos no publicados
obtenidos en el laboratorio durante al menos dos afios de trabajo experimental, es posible
estimar que no seria posible genotipificar poblaciones circulantes que estén bajo los 10
parasitos-equivalentes/mL. Considerando que un alto porcentaje de individuos con ECh crénica
presenta cargas parasitarias bajo este limite de deteccidon (Saavedra et al. 2016), un gran
porcentaje de casos no podria ser genotipificado bajo las condiciones descritas en el presente
trabajo. Es necesario, por tanto, realizar validacién analitica de la técnica de qPCR para

determinar la sensibilidad y especificidad analitica de los DTUs circulantes en Chile.
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En el presente estudio, los mejores resultados se obtuvieron con la prueba de XD-qPCR,
puesto que detecté mads casos positivos en comparacion con la muestra de sangre periférica
amplificando con mayor frecuencia el DTU TcV, resultado concordante con lo descrito por Ortiz
et al. (2015). Por otra parte, en los pacientes 8 9 y 10 fue posible genotipificar
simultdneamente, es decir en muestras de deyeccidn y sangre periférica, los mismos DTUs.
Sélo precisar que en el caso 9 el XD-qPCR detecté Tcll y TcV y en sangre sélo fue posible
genotipificar TcV. En cuanto a la cuantificacidén de las cargas parasitarias en XD-qPCR, la técnica

arrojo rangos muy amplios, desde menos de 1 par.eq/mL hasta superar los 100.000 par.eqg/mL.

La preferencia o afinidad por algunos de los DTU ha sido tendencia en varios tipos de
estudios. En Venegas et al. (2013), se comparan los genotipos por analisis de microsatélites,
entre T. infestans recolectados de la Regidon de Atacama, Valparaiso y Metropolitana, que
resultaron diferentes a la sangre de pacientes crdnicos y sus respectivos XD. Aunque, por la
aparicion de Tclll en esta ultima publicacion, se infiere un problema en la clasificacién de los
DTUs. Igualmente, en un estudio de genotipificacion por sondas de hibridacion con muestras
de sangre periférica y XD en T. infestans, presentan frecuencias diferenciales, el DTU Tcl fue
mas frecuente en humanos y TcV en T. infestans (Coronado et al. 2006). En Ortiz et al. (2015),
los DTUs de pacientes ECh con deteccidn directa en sangre con sondas de hibridacidn se
distribuyeron entre Tcl, Tcll, TcV y TcVI, en cambio los DTUs obtenidos por XD y cultivo axénico
fueron Unicamente TcV. Las diferencias entre humanos y triatominos representan la asociacion
de los hospederos con genotipos de T. cruzi (Coronado et al. 2006).

Con respecto a la preferencia de un DTU por parte de T. infestans, una explicacion

alternativa se refiere a que T. infestans reduce la composicién de T. cruzi en cultivo axénicos y
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la transmisidn en el vector se asimila a la generacion de una poblacidn clonal (Ortiz et al. 2015).
Aunque en otros experimentos no se observa una tendencia de exclusién competitiva entre
genotipos (da Silveira Pinto et al. 2000). Por otro lado, los clones del parasito se han adaptado

diferencialmente en vertebrados e invertebrados (Coronado et al. 2006).

La técnica del XD ha sido una herramienta muy util junto al PCR (Zulantay et al. 2011,
Saavedra et al. 2013), utilizada a fin de multiplicar y observar T. cruzi viables en el tracto
digestivo de T. infestans, también en la evaluacién de pacientes en tratamiento con farmacos
tripanocidas (Apt et al. 2019). No obstante, en el Ultimo tiempo el XD no ha sido incluido en la
investigacion desarrollada en Chile por el rechazo de algunos pacientes a la aplicacion de esta
técnica (Apt et al. 2019). Aunque el XD es antiguo, fue descrito en el afio 1914 por Emile
Brumpt, continla siendo necesario para la experimentacion e investigacion, mas que para
diagnéstico clinico. Aunque son varios los aspectos limitantes a considerar con respecto al uso
de vectores para amplificar tripomastigotes, por ejemplo, el dificil control la ingestion de
sangre por parte de las vinchucas o muerte durante la incubacién en el laboratorio (Schenone

1977, 1999; Saavedra et al. 2016).

En relacidn al uso del XD, una explicacién alternativa, se podria encontrar en el hecho
que los triatominos utilizados en Chile para XD hayan adquirido localmente un filtro que afecta
la amplificacién de DTUs por especifico. Originalmente, la colonia de T. infestans en la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile proviene de una muestra parental de vinchucas
capturadas en la década del 1950 de diversas localidades de la Regidn de Coquimbo (Campos et
al. 2007; Canals et al. 2016). Es probable que durante el proceso de captura junto a la

reproduccion de la colonia de T. infestans bajo condiciones de laboratorio durante estas
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décadas hubiese afectado la diversidad genética a modo de efecto fundador. Ya han sido
descritas diferencias genéticas y morfoldgicas entre muestras de triatominos silvestres,
domeésticos y colonias de laboratorio (Dujardin et al. 1999; Schofield et al. 1999; Catala et al.
2001; Gémez-Sucerquia et al. 2009). En los estudios ya revisados acerca de la transmisibilidad
vectorial se utilizaron colonias de T. infestans de Chile, Uruguay y Brasil, que entre sus
resultados hubo mayor amplificacién de Tcl, seguido de TcV y Tcll (de Lana et al. 1998; da
Silveira Pinto et al. 1998, 2000). Aunque en estudios con cultivos de T. cruzi también hay

seleccidn de genotipos (Bosseno et al. 2000).

En relaciéon con la diversidad de DTU, se ha podido observar que aparte de las
particularidades ecoldgicas y epidemioldgicas, los genotipos presentan diferencias biolédgicas y
clinicas, transmisibilidad, virulencia y susceptibilidad a medicamentos (Andrade et al. 1985;
Schaub 1989; Revollo et al. 1998; Toledo et al. 2004; Margioto et al. 2016). Se ha observado en
trabajos experimentales que los genotipos clonales no se comportan de forma homogénea al
comparar su transmision vectorial en T. infestans (de Lana et al. 1998; Ortiz et al. 2015). Por
ejemplo, en lineas clonales Tcl, Tcll y TcV3, fueron usadas para infectar experimentalmente
ninfas de T. infestans que después de 30 dias resultd en mayor transmisibilidad Tcl, mientras
que en TcV caracteristicas intermedias y Tcll presento las caracteristicas mas bajas (de Lana et
al. 1998). Considerando los mismos genotipos clonales, pero esta vez con pares mixtos
(Tcl+Tcll, Tcl+TeV, Tcll+TcV), el comportamiento también difirid entre clones, pues los autores
sugirieron una interaccién entre los genotipos involucrados en la mezcla, en algunos casos
inhibicién o inhibicién reciproca (da Silveira Pinto et al. 1998). Da Silveira Pinto et al. (2000),

nuevamente con los mismos pares biclonales, por deteccion por sondas de hibridacidn,

3 Originalmente los genotipos clonales se denominaron 19/20, 32 y 39.
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reportaron una eficiencia diferencial en la transmisidn entre genotipos, sin una tendencia a que
un genotipo eliminara a otro. También para evaluar la capacidad infectiva de lineas clonales
cultivados in vitro en lineas celulares Vero, mostraron diferencias por distanciamiento
filogenético, en que las formas tripomastigotes de Tcl fueron mas infectivas que Tcll y TcV

(Revollo et al. 1998).

La interaccidon y competencia de genotipos de T. cruzi también han sido descritos en
vertebrados. Por ejemplo, Martins et al. (2006) infectaron roedores BALB/c con los genotipos
Tcl, Tcll y TcV, a fin de evaluar las propiedades bioldgicas de T. cruzi. Se observé en estos
hospederos, que en infecciones mixtas los genotipos no se comportan como infecciones
monoclonales, sino presentaron diferencias significativas en mezclas filogenéticamente
distantes (Martins et al. 2006). También en ratones infectados con clones de DTUs Tcl, Tcll y
TclV, difieren en su deteccion de acuerdo a la técnica de diagnéstico clinico usada en estudio,
como el examen de sangre, hemocultivo, ELISA y PCR (Margioto et al. 2016). Por otra parte, en
roedores silvestres de la especie Octodon degus infectados naturalmente, a los cuales se les
aplicé XD en T. infestans y M. spinolai resultaron en susceptibilidad variable a lineas clonales de
T. cruzi. El vector silvestre M. spinolai presenté mayor capacidad de hospedar y reproducir

distintos genotipos de circulacion local en comparacién a T. infestans (Campos et al. 2007).

Los estudios anteriores son experimentales, con los cuales se deberia tener cierta
cautela al hacer extrapolaciones en patrones epidemioldgicos (Revollo et al. 1998). Las técnicas
de caracterizacién de T. cruzi son multiples y variadas, que podrian haber tenido efectos en la
deteccion de genotipos clonales (da Silveira Pinto et al. 1998, 2000). Si se trata de evaluar las

implicancias metodolégicas del XD, ya se habia evidenciado como se alteraba la dinamica
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poblacional de diferentes cepas del pardsito dependiendo de la especie del vector, incluso
distinguiendo entre triatominos silvestres y domésticos (Perlowagora-Szumlewicz et al. 1988,
1990; Campos et al. 2007). Por una parte, la causa se encontraria en el mismo vector, pues este
insecto, en si mismo es genéticamente heterogéneo e interfiere en su competencia vectorial
(de Lana et al. 1998). Entonces la desventaja de utilizar triatominos axénicos es que podria
haber afectado los resultados finales del experimento. A futuro, esto no deberia ser razén para
no utilizarlo, sino para comprender como el vector es un organismo con su propia historia co-

evolutiva con T. cruzi en el continente americano.

Otra explicacién metodoldgica para la baja cantidad de DTU en sangre y la alta
frecuencia detectada para un DTU en comparacion a otros, podria deberse a los problemas que
rodean a las técnicas de amplificacidn de acidos nucleicos en PCR. Por una parte, la posibilidad
de inhibidores presentes en la muestra que hayan afectado el desempefio de la PCR (Schijman
2018) o por la presencia de cepas con diferentes polimorfismos que no fueron analizados para
los partidores utilizados (Mufoz-San Martin et al. 2017). Las amplificaciones no especificas
reportadas, se podrian explicar por la circulacidon de otro genotipo, probablemente TcVI o una
variante de Tcl. El disefio de partidores utilizados contd con dos cepas de Tcl: House 510 C8C3
para Tcla y Dm28c para Tclb basado en el polimorfismo del SL-IR (Muioz-San Martin et al.
2017). De acuerdo a la distribucién eco-epidemiolégica de Tcl en América, en Chile circulan los
genotipos Tcla y Tcle, este Ultimo asociado al ciclo silvestre de los vectores M. gajardoi y M.
spinolai (Cura et al. 2010). Asi, la adicion de mas partidores especificos en qPCR hubiese
aumentado la ocurrencia de infecciones mixtas. Por Ultimo, se debe tener en cuenta que la
integridad del DNA parasitario presente en estas muestras se haya visto alterada debido a las

distintas variables dependientes del almacenamiento y tratamiento de la muestra (Rozas-Marin
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2018). Para el caso de las muestras de sangre, tomadas hace algunos afos, la forma de
preservacion de éstas podria no ser el mas dptimo, lo que requiere futuros estudios de

evaluacidn (Zulantay com. pers.).

Podemos senalar que, si bien el XD es una excelente herramienta para estudiar los
fendmenos observados, la principal limitacién del presente estudio es el tamafio de muestra
utilizada. En la actualidad, es muy dificil obtener muestras de deyecciones de ninfas de T.
infestans alimentados mediante XD sobre pacientes con ECh. Se ha sugerido utilizar el XD
artificial, que permite alimentar en forma indirecta al vector con sangre del individuo en
estudio, en condiciones de laboratorio. Otra limitacion es la sensibilidad de PCR en tiempo real
en muestras de sangre con baja carga parasitaria. Para alcanzar el maximo potencial del

método se recomienda incluir mas DTUs al ensayo de amplificacion.

Las diferentes especies de vectores triatominos presentan una distribucidon geogréfica
en nichos y hospederos a los cuales se han adaptado (Gaunt y Miles 2000; Zingales et al. 2012),
gue a su vez estan insertos en un complejo entramado de ciclos de transmisién hospedero-
vector-pardsito, donde son recurrentes géneros de mamiferos reservorios y linajes de T. cruzi.
En el territorio de Chile los vectores triatominos, animales silvestres y domésticos conocidos
presentan frecuencias diferenciales de infeccidn con T. cruzi, con variaciones espaciales y
temporales (lhle-Soto et al. 2019; Correa et al. 2020), manteniendo asi el reservorio del
parasito (Rozas et al. 2005; Botto Mahan et al. 2015; Campos-Soto et al. 2016). En el roedor O.
degus, muy abundante en el ecosistema semidrido, se ha reportado con mayor probabilidad el

DTU Tcl de T. cruzi, aunque en otros roedores silvestres y Carpra hircus de la Regién de
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Coquimbo no se observa una preferencia o especificidad de DTU por alguna especie (Rozas et

al. 2007).

En una sintesis ecoepidemiolégica, considerando diversos animales y triatominos a los
cuales se les ha logrado hacer genotipificacidn, se ha observado que no comparten las mismas
frecuencias de DTUs. Segun las ultimas detecciones con gPCR en pacientes con ECh crénica de
Chile, los DTUs circulantes de mayor a menor frecuencia son Tcl, Tcll, TcV y TcVI (Carrasco y
Fuentealba 2017; Mufi6z-San Martin et al. 2017, 2018). Entonces, é{Por qué se obtiene una
frecuencia significativa del DTU TcV en XD de triatominos axénicos? Teniendo en cuenta los
antecedentes anteriores con XD se ha sugerido que el vector, en este caso T. infestans
selecciona, filtra o presenta preferencia por un DTU (Ortiz et al. 2005), desconociéndose hasta
ahora el mecanismo. Por otro lado, los DTUs estarian interactuando en forma competitiva
(Coronado et al. 2006). Al parecer, experimentos con triatominos axénicos no son un reflejo de
los patrones de DTUs de los ciclos de transmision de todos los hospederos del ecosistema
semidrido de Chile. En cambio, se estarian detectando mas frecuentemente aquellos DTUs
circulantes que han co-evolucionado en T. infestans como especie. La co-evolucion es frecuente
en interacciones de parasitismo y ciertamente hay casos en los cuales hospedero y parasito
conducen a evolucion reciproca (Begon et al. 2006). Como ya se ha visto en muestras de un
mismo caso, el TcV ausente en sangre y positivo en el vector axénico indicaria que este DTU ya
estaba presente en el paciente, en muy baja carga parasitaria y que posteriormente fue

amplificado por una adaptacion reciproca, lo que permite proyectar futuros estudios.

Triatoma infestans es una especie de aparicion reciente, ampliamente distribuido por

variadas zonas geograficas, que habita siete paises de Sudamérica aparentemente por las
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migraciones de los ultimos 100 afios (Schofield 1988). De acuerdo a investigaciones genéticas
se ha postulado que hay dos grandes linajes evolutivos: un linaje andino y no-andino, mds un
tercer linaje “intermedio” (Panzera et al. 2014). Consecuentemente con dos hipétesis de
origen, una que postula su origen en los valles del centro de Bolivia (Schofield 2000; Panzera et
al. 2014) y de la zona baja subtropical del Gran Chaco (Carcavallo 1998). Concordantemente,
TcV y TcVI son genotipos frecuentes en la zona sur de Sudamérica, que circulan en el ciclo de
transmisién doméstico, por ejemplo humanos, perros, vinchucas, y escasamente se encuentra
en ciclos selvaticos (Breniére et al. 2016), y habrin emergido por al menos dos eventos de
hibridacion entre Tcll y Tclll (Westenberg et al. 2005; Tomasini y Diosque 2015). Tienen su
probable origen en la zona del Chaco y valles andinos adyacentes (Lewis et al. 2011). Se estima
gue estos dos genotipos surgieron hace menos de 60.000; sin embargo, se fijaron en el ciclo
doméstico por un evento de deriva génica tipo “cuello de botella” a partir de aquellos de T.
infestans que se congregaron alrededor del domicilio y peridomicilio de poblaciones
prehispanicas (Lewis et al. 2011). Para Usinger et al. (1966), el acercamiento de T. infestans
podria haberse producido hacia el 5.000 A.C. como consecuencia de la domesticacién de cuyes
silvestres (similar a Cavia tschudii) entre las tribus andinas de Bolivia, Peru y Chile. La hipdtesis
de una intervencién antropogénica parece plausible, no obstante, faltan evidencias de tipo
arqueoldgicas y la comparacion de filogenias. Por tanto, se deberia mantener cautela mientras

no se hayan realizado estos estudios.

A modo de cierre del presente trabajo, se puede decir que la afinidad de los
triatominos de Chile por alguno de los DTU todavia es una pregunta sin respuesta, por lo que se

requieren futuras investigaciones para resolver dichas interrogantes. Este estudio ha podido
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detectar que a partir de dos muestras biolégicas tomadas en forma paralela, se obtienen

diferentes perfiles de DTUs de T. cruzi.
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CONCLUSIONES

El XD no sdélo multiplica T. cruzi, sino que también podria actuar como un filtro
biolégico en relacién a los diferentes DTUs que circulan en la sangre de un individuo

infectado.

El DTU TcV es el mds frecuentemente aislado en muestras de deyeccidn obtenidas
mediante cultivo axénico en XD. Las causas acerca de esta afinidad son desconocidas,

aunque parecen estar vinculadas a un proceso de co-evolucidn.

Las muestras de sangre representan la diversidad de DTUs de T. cruzi que circulan en
pacientes con enfermedad de Chagas del ecosistema semidrido de Chile, en cambio al
utilizar T. infestans se amplifican los DTUs del humano mas afines a los triatominos.
Sugerimos que esta particular observacion en la relacidon parasito-vector se podrian

deber a procesos filogéograficos y de co-evolucion.
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