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INTRODUCCION

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas fue descubierta en 1909, en
Brasil, por Carlos Chagas, quien posteriormente estudio en forma completa sus aspectos para-
sitoldgicos, epidemioldgicos y clinicos. Es una enfermedad parasitaria cronica causada por
un protozoario flagelado, el Trypanosoma cruzi. Este parasito normalmente se transmite al
ser humano y a otros mamiferos a través de insectos triatomineos, de la familia Reduviidae,
en el momento en que perforan la piel para succionar la sangre que los alimenta. Sin embar-
go, no se inocula directamente por intermedio de las estructuras bucales del insecto en el mo-
mento de la picadura, como en el caso de las tripanosomiasis africanas, sino que se deposita
pasivamente en la piel a través de las heces del insecto, penetrando en el cuerpo por la herida
que causa la picadura u otras abrasiones de la piel o la mucosa. El Trypanosoma cruzi tam-
bién puede transmitirse por infeccion congénita, por transfusion de sangre contaminada o por
el trasplante de 6rganos contaminados. El ciclo vital del parasito es largo y complejo y su de-

sarrollo tiene varias etapas, tanto en el vector triatomineo como en el huésped vertebrado.

El parésito
Taxonomia

El Trypanosoma cruzi pertenece al subfilo Mastigophora del filo Sarcomastigophora,
orden Kinetoplastida, que se compone de organismos flagelados con un quinetoplasto, una
organela localizada en el mitocondrio de la célula que contiene una red fibrosa de DNA. El
Trypanosoma cruzi se incluye en la seccién estercoracea, junto con el grupo de tripanosomas
cuyas etapas infectivas se desarrollan en el tracto digestivo y contaminan a los huéspedes
mamiferos a través de las heces. Se ha adoptado el subgénero Schizotrypanum para los tripa-
nosomas que se multiplican en los vertebrados por medio de fases intracelulares. De ahi que

el nombre taxonémico completo sea Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi.

Aislamiento y mantenimiento de cepas de T. cruzi
Las cepas de T. cruzi pueden aislarse por xenodiagnostico, por cultivo sanguineo y en

casos agudos por inoculacion de sangre en ratones recién nacidos. Las poblaciones aisladas



se amplian mediante pasajes seriales a través de animales y el cultivo en medios axénicos y

tisulares.

Los vectores

Casi todas las especies triatomineas se limitan a las regiones neotropicales y neoarti-
cas, encontrandose algunas de ellas en ambas regiones. Se distribuyen geograficamente desde
la ciudad de Salt Lake City, a 41° de latitud N, en los Estados Unidos de Ameérica, hasta la Pa-
tagonia, en América del Sur, a los 46° S.

Taxonomia

Los triatomineos son insectos del orden Hemiptera, de la familia Reduviidae y de la
subfamilia Triatominae

Los triatomineos de los Estados Unidos de América no se han adaptado a los habitats
domiciliarios. Desde México hasta el Norte de Sudameérica, las especies mas importantes son

el Rhodnius prolixus y el Tryatoma dimidiata.

Biologia y comportamiento

La principal caracteristica biologica de los triatomineos es la de succionar sangre en
un solo ambiente, y esto se aplica tanto a las ninfas como a los adultos de ambos sexos. De
ahi que sus habitats naturales sean los ecotopos silvestres que sirven como nidos, refugios o
lugares de descanso para los mamiferos, aves y reptiles, donde los triatomineos viven en facil
contacto con los vertebrados, los cuales constituyen sus fuentes naturales de alimentacién de
sangre. Algunos triatomineos tienen preferencia hacia cierta especie en particular, pero la
mayoria de ellos se alimenta de una amplia variedad de huéspedes. Mediante la asociacion de
los triatomineos con el Trypanosoma cruzi y con los mamiferos silvestres se establecieron ni-
chos naturales dentro de una variedad de biocenosis, hasta que el ambiente fue invadido y per-
turbado por el hombre. Debido a la destruccion de los habitats naturales, algunas especies de
triatomineos ocuparon ambientes peridomésticos y domiciliarios. EI hambre es aparentemen-
te uno de los factores principales en la dispersion de los insectos a otros ecotopos. La crea-
cién de nuevas condiciones epidemiolégicas involucra a seres humanos y a animales domesti-

cos en el ciclo de transmision, convirtiendo a la asociacion natural del Trypanosoma cruzi y



los triatomineos en una verdadera antropozoonosis. En consecuencia, ademas de encontrarse
en los nidos de aves, arboles ahuecados, intersticios de rocas, troncos caidos, raices expuestas,
corteza suelta, hojas de palma y bromeliadas epifiticas, en la actualidad los triatomineos inva-
den también los habitats domiciliarios y peridomiciliarios.

Todas la especies son vectores potenciales del Trypanosoma cruzi, pero seis tienen
una importancia epidemilégica especial en América del Sur (Tryatoma infestans, T. brasilien-
sis, T. dimidiata, T. sordida, Pastrongylus megistus y Rhodnius prolixus) y una séptima espe-
cie (R. pallescens) juega un papel importante en América Central y Panama.

El Rhodnius prolixus es el vector mas importante de la enfermedad de Chagas en gran
parte de la América tropical, y al igual que el T. infestans, ha evolucionado hasta adaptarse a
las viviendas humanas. Esta especie es originaria del norte de Sudamérica, donde también
ocupa numerosos habitats arbéreos silvestres relacionados con mamiferos y aves que anidan
en palmeras o bromeliadas. En varios paises de Centroamérica y en parte de México, sin em-
bargo, se encuentra solamente dentro de las viviendas. En el ambiente domiciliario, el Rhod-
nius prolixus se alimenta principalmente de sangre humana y sangre de pollo, aunque se ha
comprobado que también se alimenta de sangre de gato y perro. En el ambiente selvatico, sus
principales fuentes de alimentacion son la zarigleya y los roedores. Dentro de las viviendas,
se localiza en los techos de palma, las rendijas de las paredes y los enseres domésticos.

El Tryatoma dimidiata es una especie domiciliaria encontrada en casas de madera y
pisos de tierra, como también en amontonamientos de madera en lugares peridomicialiarios.
Es un vector importante en Centroamérica y partes de México. En Costa Rica se alimenta
principalmente de sangre humana, y con frecuencia también de sangre de roedores, perros y
zarigleyas. En el Ecuador y Mexico, su principal fuente de alimentacion es la sangre de pollo

y de roedores.

Factores ecologicos.
Ademas de los aspectos relacionados con la interrelacion entre Trypanosoma cruzi y
su ambiente, los siguientes factores ecoldgicos influyen en la transmision vectorial del parasi-

fo.

Factores climéaticos.



Los factores climaticos, principalmente la temperatura, al parecer controlan el indice
de aumento de las poblaciones de insectos triatomineos. En los climas calidos, la transmision
se efectlia durante todo el afio, alcanzando su punto maximo en el verano, mientras que en las
regiones templadas se concentra en la segunda mitad del afio, que es la mas calurosa. Este
hecho se refleja en el hallazgo epidemiolégico de que la frecuencia de casos agudos de la en-

fermedad de Chagas en seres humanos aumenta marcadamente durante los meses de verano.

Presencia de animales sinantrdpicos.

La presencia de animales sinantropicos tiene un triple significado: constituyen fuentes
de sangre, contribuyendo asi a preservar o aumentar la densidad de las poblaciones de vecto-
res domiciliarios y peridomiciliarios; pueden ser predadores de los triatomineos y pueden des-
empefiar un papel en la dispersion pasiva de los vectores.

Aunque por lo general se acepta que los triatomineos son succionadores de sangre
oportunistas, existen pruebas de que tienen preferencia por un huésped, como en el caso de las
especies peridomiciliarias como la Tryatoma sordida. Esta es la razon principal por la cual
algunas especies son predominantemente domicililarias y otras peridomiciliarias.

Mediante estudios realizados en varios paises endémicos con las seis especies princi-
pales de vectores se ha logrado identificar un patrén general con respecto a la succion de san-
gre (con algunas excepciones). En la mayoria de las regiones es el hombre la principal fuente
de sangre, seguida por las aves, especialmente los pollos y a veces las palomas. El perro, y en
grado menor el gato, son la tercera fuente mas importante. La importancia de los roedores es
muy limitada, aunque tienen mucho valor como predadores de insectos triatomineos. Los po-
llos y los gatos también pueden atacar a estos insectos, contribuyendo a disminuir su nimero.

Los animales pueden servir como vehiculos para la dispersion pasiva de los vectores.
Por ejemplo, se considera que la cigliefia migratoria de los bosques (Mycteria americana ),
aunque no es sinantropica, ha llevado el Rhodnius prolixus desde el norte de Sudamérica hasta

Centramérica y México.

Construccién de viviendas y condiciones domiciliarias
La naturaleza y calidad de las edificaciones como también las condiciones de vivienda,

incluyendo el almacenamiento de muebles y otros enseres del hogar dentro de la casa y en sus



alrededores, son importantes determinantes de la colonizacion domiciliaria por los insectos
triatomineos. A través de los habitats domiciliarios y peridomiciliarios se crean microhabitats
que protegen a dichos insectos de los predadores.

Constituyen hébitats domiciliarios relacionados con la construccion de viviendas las
rajaduras y grietas en las paredes de cemento o barro, las uniones entre ladrillos de adobe o
bloques de cemento, los espacios entre tablas de madera o secciones de bambu, los techos de
hojas de palma y los pisos de tierra. Entre otros factores que favorecen la infestacion de in-
sectos se incluye el uso de telas (cortinas, por ejemplo), el almacenamiento de productos co-
sechados dentro de la vivienda, el depoésito de ladrillos de adobe en corredores y pasillos inte-
riores y el amontonamiento de palos dentro de la casa.

La presencia de animales domésticos en el interior de la vivienda, el tipo de construc-
cion de las edificaciones complementarias (sean éstas destinadas a almacenar productos o
guardar animales) y la distancia entre dichas edificaciones y la vivienda también influyen
considerablemente en la presencia de vectores y en la transmision del parésito.

La importancia de los diversos factores domiciliarios y peridomiciliarios depende de la
especie a que pertenezca el vector local; asi por ejemplo, los pisos de tierra son favorables al
Tryatoma dimidiata, y los techos de palma, al Rhodnius prolixus. En este ltimo caso, no so6-
lo el techo de palma de por si proporciona un habitat apropiado para el vector, sino que las
frecuentes reparaciones del mismo conllevan el riesgo pasivo de que entre las hojas prove-
nientes del ambiente selvatico y destinadas al nuevo techo se transporten los huevos de los
vectores. Para todas las especies, sin embargo, las rajaduras y grietas de las paredes y otras

fallas de construccion son sumamente importantes.

Cambios ambientales causados por seres humanos

En la actualidad se acepta que la adaptacion de los triatomineos al &ambito doméstico
ha tenido lugar principalmente en regiones naturales de América Latina.

a traves de los asentamientos humanos sobrevinieron cambios drasticos de la naturale-
za, especialmente debido a la intensa deforestacion. Como reaccion a esos cambios y para
superar la escasez de fuentes de sangre y de refugios naturales, las poblaciones de triatomi-

neos colonizaron las viviendas de los seres humanos.



Predadores

Entre los enemigos naturales de los triatomineos se cuentan muchas especies de pre-
dadores y parésitos. Los predadores artropodos incluyen numerosas arafias, pseudoescorpio-
nes, acaridos, cucarachas, hormigas y otros hemipteros reddvidos no triatomineos. Los lagar-
tos, roedores y aves domésticas también se alimentan de los insectos triatomineos. Varias es-
pecies de avispas microhemipteras muy pequefas parasitan los huevos de los triatomineos y

algunos nematodos, hongos y bacterias atacan ninfas y adultos.

Relaciones entre vectores y parasitos

La interaccion de las distintas especies de vectores y las diversas cepas de Trypanoso-
ma cruzi constituye un importante parametro que influye en la susceptibilidad de un vector a
la infeccion. Dicha susceptibilidad y su habilidad de adaptarse a un habitat domiciliario son
dos determinantes sumamente importantes de su capacidad vectorial.

Los factores que influyen en la susceptibilidad del vector son:

Factores genéticos. Con respecto a Rhodnius prolixus, por ejemplo, se ha demos-
trado que la susceptibilidad, intensidad de la infeccion y densidad parasitaria en las
heces son reguladas genéticamente y que las caracteristicas genéticas son tansmi-
sibles.

- Trypomastigotes. Al igual que con los tripanosomas africanos, la forma morfolo-
gica de los trypomastigotes ingeridos con la sangre influye en el nivel de la infec-
cién: las formas "robustas" parecen ser mas infectivas que las "delgadas”.

- Cepas de Trypanosoma cruzi. Las especies de vectores locales generalmente se in-
fectan mas facilmente con las cepas locales de parasitos que con las cepas de otras
zonas endémicas. El vector posee la capacidad de "seleccionar™ a las subpoblacio-
nes de Trypanosoma cruzi dentro de una poblacion heterogénea natural, lo cual
puede influir en la patogenicidad del parasito en los huéspedes humanos.

- Otros. Otros factores importantes son la cantidad de sangre succionada, el numero

de parasitos ingeridos, la etapa en que se encuentra el insecto vector y su edad, la

habilidad del paréasito de establecer infecciones en las glandulas del recto del vec-
tor y la cinética de la transformacion del paréasito en el tracto digestivo del insecto.



Una vez infectados, los tritomineos generalmente siguen siendo portadores de parasi-
tos durante toda su vida, aunque existen algunos informes laboratoriales que sugieren que los
vectores pueden liberarse de la infeccion por Trypanosoma cruzi.

Los vectores infectados por el Trypanosoma cruzi no denotan diferencias bioldgicas
significativas respecto a los no infectados, por lo que aparentemente la infeccion no causa

efectos patogénicos en el insecto (OMS, Control de la Enfermedad de Chagas, 1991).

Ciclo vital
En el ciclo vital del Trypanosoma cruzi se distinguen cuatro formas evolutivas:

1. Tripomastigote sanguineo. Es la forma flagelada que circula en la sangre. No se
multiplica y es la forma infectante para el vector.

2. Tripomastigote metaciclico. Es una forma flagelada, semejante a tripomastigote
sanguineo, que se encuentra en las heces del vector infectado. Esta es la forma in-
fectante para el hombre y los mamiferos.

3. Amastigote. Es la forma intracelular multiplicativa del parasito en el mamifero.
Tiene forma esférica y carece de flagelo.

4. Epimastigote. Es una forma flagelada que se reproduce en el intestino del vector y

los medios de cultivo.

Solo los mamiferos son susceptibles a la infeccidén por el Trypanosoma cruzi (unas
150 especies). Las aves, reptiles y anfibios son resistentes naturalmente a la infeccion. En el
ciclo doméstico, ademas del hombre, se hallan infectados otros mamiferos como perros, ga-
tos, ratas y conejos. Las aves de corral, aunque no se infecten, son fuente importante de ali-

mento para los chinches.

El ciclo de Trypanosoma cruzi se desarrolla en insectos de la familia Reduviidae y en
diferentes especies de mamiferos. Los vectores se infectan cuando pican e ingieren sangre de
un hospedador infectado que tiene tripomastigotes circulantes. Una vez en el intestino del
vector los parésitos se transforman en epimastigotes que se multiplican extracelularmente.
Después de migrar al intestino posterior del insecto los epimastigotes se transforman en tri-

pomastigotes metaciclicos, formas no multiplicativas, que son eliminadas con las heces cuan-



do el insecto se alimenta nuevamente. La transmision al nuevo hospedador mamifero ocurre
cuando la conjuntiva, mucosas o cortaduras en la piel son contaminadas con las heces conte-
niendo los tripomastigotes metaciclicos. Dentro del nuevo hospedador estos parasitos pene-
tran en diversas células en donde se transforman en amastigotes y se reproducen. Cuando los
amastigotes en reproduccion llenan la célula hospedadora se transforman de nuevo en tripo-
mastigotes y rompen la célula. Los parasitos liberados invaden los tejidos adyacentes y se di-
seminan por la sangre a sitios distantes en donde inician nuevos ciclos reproductivos. De esta
forma mantienen su presencia en la sangre para infectar a los vectores y continuar su ciclo
(Carlier Y. etal., 2001).

Reservorios animales

Originalmente, la enfernmedad de Chagas era exclusivamente una zoonosis que afec-
taba a numerosos triatomineos selvaticos y a animales salvajes en focos naturales, de los cua-
les estaban ausentes los seres humanos y los animales domésticos. Como resultado del con-
tacto del hombre con el vector (en los asentamientos rurales, por ejemplo) y de las modifica-
ciones sufridas por los habitats naturales, la enfermedad se propagé a los ciclo domiciliarios y
peridomiciliarios.

En casi todos los paises donde el Trypanosoma cruzi es endémico se han registrado ci-
clos de transmision que involucran a una amplia gama de huéspedes. En la actualidad, se ha
registrado la infeccion por el T. Cruzi en mas de 150 especies de 24 familias de mamiferos
silvestres y domiciliarios o peridomiciliarios. El perro y en ciertas regiones la zarigieya y los
roedores son probablemente los huéspedes reservorios mas importantes dentro del ciclo peri-

domiciliario, destacandose en el ciclo selvatico la zarigiieya y el armadillo.

Distribucion geografica
Los huéspedes reservorios animales del T. cruzi tienen una amplia distribucion geogra-
fica, que en lineas generales coincide con la de los triatomineos (latitudes 43° N en los Esta-

dos Unidos de América hasta 46° S en la Argentina).
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Funcidn e importancia de los huéspedes reservorios animales en los ciclos selvatico y domés-
tico del T. cruzi.

La importancia y el papel que desempefia un huésped reservorio animal en los ciclos
vitales selvatico y doméstico del T. cruzi se vincula con la especie a que pertenece; su habitat
0 ecotopo (domiciliario, peridomiciliario o selvatico); el alcance de su dispersién; su densi-
dad poblacional; su distribucion geogréfica; su disponibilidad con respecto al vector y el gra-
do de contacto con éste; las preferencias tréficas de los vectores y las relaciones parasi-
to/reservorio-huésped.

En el ciclo vital doméstico de la transmision parasitaria, el ser humano es el huésped
reservorio mas importante. Existe un contacto estrecho entre las personas y los insectos tria-
tomineos domiciliarios en el limitado espacio intradomiciliario, y los insectos frecuentemente

pican a las personas durante el suefio nocturno.

Huéspedes reservorios animales domiciliarios y peridomiciliarios

En el ciclo vital doméstico participan los triatomineos domiciliarios y varios animales
domeésticos. A causa de la permanente disponibilidad de sangre, la densidad de los triatomi-
neos domiciliarios es elevada y el contacto entre el ser humano y el vector es estrecho. Aun-
que las probabilidades de transmision por cada contacto entre el ser humano y el vector sean
bajas, el indice general de transmision puede ser elevado cuando el contacto es frecuente.

Se ha establecido que la mayoria de las especies de pequefios animales domésticos se
infectan con T. cruzi, pero solo unos pocos sufren un indice elevado de infeccion. Los anima-
les domésticos de mayor tamafio (cerdos, caballos y vacas, por ejemplo) no se infectan con
frecuencia.

Los pollos y las palomas no son susceptibles a la infeccion por T. cruzi

Animales selvaticos huéspedes reservorios

Numerosas especies arboreas y terrestres de mamiferos se encuentran involucrados en
el ciclo selvético; se han recibido notificaciones de casi todos los paises americanos sobre in-
fecciones naturales por T. cruzi. Algunas especies invaden las zonas peridomiciliares, donde

probablemente incrementen el riesgo de transmision al ser humano.
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Relaciones entre huéspedes reservorios y parasitos

En la relacion entre los huéspedes reservorios animales y los parasitos existe una inter-
accioén sumamente dindmica. Aunque generalmente los huéspedes selvaticos infectados pre-
sentan una parasitemia muy elevada, al parecer el parasito no los afecta adversamente. En el
ciclo doméstico de la enfermedad, sin embargo, algunos animales pueden sufrir efectos adver-
sos; asi por ejemplo, perros infectados naturalmente a veces presentan lesiones cronicas. Los
animales jovenes son generalmente mas susceptibles que los adultos. Algunos animales, co-

mo la cabra y algunas especies de rata, aparentemente pueden eliminar la infeccion.

Formas de transmision a seres humanos

En las zonas rurales de Latinoamérica, el Trypanosoma cruzi se transmite a los seres
humanos a través de las heces de los insectos triatomineos infectados. En las ciudades, sin
embargo, donde los triatomineos se encuentran presentes s6lo ocacionalmente como resultado
de una introduccion accidental, el parasito se transmite principalmente por transfusion san-
guinea o congenitamente; otros medios de transmision son la contaminacion por la boca, el

trasplante de 6rganos infectados, menos cominmente, la infeccion en el laboratorio.

Transmision por el insecto vector

En la mayoria de los casos de enfermedad de Chagas, la transmision puede efectuarse
mediante una de las siete especies domiciliarias: Tryatoma infestans, T. brasiliensis, T. dimi-
diata, T. sordida, Pastrongylus megistus, Rhodnius prolixus y R.. pallescens. Estas especies
son caracteristicas de los espacios abiertos de América Central y del Sur, sean ellos zonas na-
turales o bien habitats preparados por el hombre.

La transmision vectorial (por las heces de los triatomineos) es responsable del 80% de
las infecciones humanas. La entrada de los tripomastigotes metaciclicos por la mucosa (oral o
conjuntival) es fcil. La penetracion directa a traves de la piel parece mas dificil y general-

mente el parasito entra por el sitio de la picadura o por abrasiones del rascado.

Transmision por transfusion sanguinea
La transfusion de sangre infectada es responsable del 5-20% de los casos humanos de

enfermedad de Chagas, principalmente en los centros urbanos.
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Transmision congénita

La transmision maternofetal (congénita o vertical) ocurre en 2-10% de los nifios de
madres infectadas. A diferencia de la toxoplasmosis, la transmision vertical del T. cruzi pue-
de ocurrir en cada embarazo, tanto en la etapa aguda como en la cronica. La transmision por

la leche materna es extremadamente rara.

Transmision oral
La transmisidn oral se relaciona con la ingestion de alimentos contaminados con las
heces del vector. Este modo de transmision se ha observado en los colonizadores de areas

amazonicas.

Transmision por transplante de 6rganos

El trasplante de érganos de donantes infectados es una nueva forma de transmision de
T. cruzi que ha sido objeto de escasa atencion. Los pacientes que han recibido érganos de do-
nantes con enfermedad de Chagas crénica han sufrido episodios agudos de enfermedad vy el

parasito ha sido aislado de sangre periférica.

Aspectos clinicos

La evolucidn clinica de la enfermedad se inicia después de un periodo de incubacion
de dos a cuatro semanas.

Se reconocen tres fases en la enfermedad de Chagas: una fase aguda corta y una fase
cronica de larga duracion, separadas por una fase clinicamente asintomatica llamada fase in-
determinada. En la primera y tercera fases pueden verse afectados diversos 6rganos y la en-
fermedad puede ser mortal en cualquiera de ellas.

Fase aguda

Se caracteriza por producir malestar general con diversas manifestaciones clinicas.
Los sintomas pueden ser muy leves y atipicos, razon por la cual la enfermedad con frecuencia
no se detecta en esa fase; en efecto, se diagnostica solo en el 1-2% de todos los pacientes, pa-
sando desapercibida en los casos restantes. Coincide con una intensa multiplicacion parasita-

ria en los tejidos y elevada parasitemia. La fase aguda de la enfermedad de Chagas puede
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presentarse a cualquier edad, pero en la zonas altamente endémicas, los casos reconocidos ge-
neralmente se detectan en personas menores de 15 afios, y en su mayoria menores de 10 afios.
Cuanto mas joven el paciente, mas importantes son las manifestaciones clinicas, siendo la en-
fermedad muy grave y aun mortal en nifios menores de dos afos.

La inflamacion localizada en la puerta de entrada del T. cruzi se llama chagoma. Los
signos y sintomas son diferentes segun el sitio de la infeccion. Cuando ocurre una infeccion a
través de la conjuntiva o la piel del parpado, se forma una celulitis perioftalmica rojiza, indo-
lora, con un caracteristico edema unilateral bipalpebral y linfadenitis regional. El chagoma
del ojo (signo de Romaria) aparece en mas del 90% de los pacientes diagnosticados como re-
cién infectados. Son menos caracteristicas las infecciones en otras partes del cuerpo: pueden
asemejarse a eresipelas o tumor dérmico o tener forma de forunculos o nédulos subcutaneos.
Tales lesiones pueden también estar relacionadas con linfadenitis regional.

Los sintomas generales de la enfermedad de Chagas en su fase aguda son fiebre,
agrandamiento del higado y del bazo, edema generalizado y adenomegalia. A veces se pre-

senta un exantema generalizado, como también anorexia, diarrea y vomitos.

Fase indeterminada

Esta fase comienza unas 8-10 semanas después de la fase aguda, haya habido o no
manifestaciones clinicas y puede durar varios afos o indefinidamente. Se caracteriza por la
ausencia de sintomas y el enfermo tiene plena capacidad para realizar actividades fisicas, y
sus electrocardiogramas y radiografias toracicas son normales. La respuesta inmune provoca
una disminucién de la parasitemia y mantiene la infeccion en algunos focos selectivos. Du-
rante esta etapa indeterminada, la mayoria de los pacientes no tienen conciencia de gque estan
infectados con T. cruzi, y durante este largo intervalo constituyen un importante reservorio de
la infeccidn y contribuyen a mantener el ciclo vital del parasito.
Fase cronica

Se estima que hasta el 30% de las personas que sufren la forma indeterminada de la in-
feccion sufriran un dafio cardiaco, digestivo o neuroldgico unos 10-20 afios después de haber
contraido la enfermedad, mientras que en los deméas enfermos no se manifestara ninguna alte-

racion orgénica. Se caracteriza por una reducida parasitemia.
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Tratamiento

Deben considerarse dos aspectos principales del tratamiento de la enfermedad de Cha-
gas: el tratamiento tripanosomicida y el tratamiento sintomatico de las distintas formas clini-
cas de la enfermedad.

Tratamiento tripanosomicida es el indicado para los pacientes que sufren enfermedad
de Chagas aguda, la mayoria de los cuales son jovenes y, por lo tanto, toleran mejor que los
adultos los efectos de los farmacos empleados. El nifurtimox (un derivado del nitrofuran) y el
benznidazole (un nitroimidazole) son farmacos eficaces tanto contra los tripomastigotes como
contra los amastigotes. El nifurtimox se administra en dosis diarias de 10mg por kg de peso
corporal a los adultos y de 15mg por kg de peso a los nifios durante 60-90 dias, mientras que
el benznidazol se administra en dosis diarias de 5-10mg/kg durante 30-60 dias.

Debido a que no se dispone de informacion acerca de la eficacia del tratamiento tripa-
nosomicida en la prevencion del desarrollo de la enfermedad de Chagas cronica, no esté indi-
cado durante la fase indeterminada de la infeccion.

Actualmente existe el consenso de que los pacientes en la fase cronica de la enferme-

dad, con lesiones organicas manifiestas, no se benefician con el tratamiento tripanosomicida.

Factores de riesgo de infeccion por T. cruzi

Las infecciones por T. cruzi estan muy difundidas en los animales de todas las regio-
nes tropicales y subtropicales del continente americano, y la enfermedad de Chagas es endé-
mica en el ser humano en la mayor parte de América Central y del Sur, donde debido a las
condiciones socioculturales existe un estrecho contacto entre las poblaciones humanas y los
insectos vectores. Los vectores, por su parte, han cambiado sus habitats y su adaptacion ha
sido tal que comparten naturalmente con el hombre los ambitos domiciliario y peridomicilia-
rio en la mayoria de las zonas rurales de América Latina. La enfermedad de Chagas es el re-
sultado de la interaccion del T. cruzi, los insectos redividos y las personas que viven en con-
diciones socioculturales inadecuadas. Tal interaccion depende de la coexistencia del agente
etioldgico, el insecto vector, el animal reservorio y la persona susceptible dentro de un marco
de factores geograficos y climaticos y en combinacion con una serie de condiciones cultura-

les, sociales y econdmicas. Estos factores y condiciones determinan la colonizacion, alimen-
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tacion y reproduccion de los vectores, la disponibilidad de reservorios y la presencia del hués-

ped humano.

Factores bioldgicos

Entre los factores bioldgicos que influyen en el riesgo de infeccién humana se inclu-
yen las siguientes variables relacionadas con el vector: a) habitos fisiologicos de alimentacion
y defecacion; b) antropofilia; c) adaptacién a la colonizacion de viviendas humanas; d) sus-
ceptibilidad a la infeccidn; e) resistencia a los insecticidas; f) densidad de las colonias, y Q)
disponibilidad de huéspedes reservorios.

Con respecto al T. cruzi, entre los factores que influyen en el riesgo de infeccion
humana se incluyen: a) disponibilidad y movilidad de los reservorios (ciclos domiciliario, pe-
ridomiciliario y selvatico); b) infectividad de las cepas, y ¢) forma morfolégica en el momento
de la ingesta del paréasito por el vector.

Factores sociales

En las zonas rurales de América Latina, la construccion y terminacién de la mayoria
de las viviendas humanas son inadecuadas y se emplean materiales tales como palos y arcilla
para las paredes sin revocar y techos de paja y palma, que son materiales que ofrecen excelen-
tes habitats para los triatomineos. Esta situacion tiene su origen en la evolucion econémica y
cultural de la sociedad rural de América Latina en general y estd asociada a préacticas de eco-
nomia doméstica, habitos individuales y patrones psicosociales. Estas caracteristicas dan lu-
gar a que sobrevengan cambios en los habitats naturales de los vectores, los cuales invaden las
viviendas humanas y transforman las zonas peridomicialiarias en lugares de multiplicacion y
focos de dispersion de sus colonias. Ademas, los patrones socioculturales también favorecen
el movimiento frecuente de las poblaciones humanas y la infestacién pasiva de las viviendas
por parte de los vectores alojados en los objetos y productos que se transportan de la morada
anterior a la nueva. Las migraciones humanas, sean estacionales o recurrentes, que responden
a la necesidad de buscar mejores condiciones de vida, no solamente aumentan el riesgo de la
dispersion pasiva de los vectores al trasladarlos con los enseres hogarefios, sino que también
incrementan la contaminacion de los bancos de sangre debido a que los migrantes pobres a

menudo venden sangre (OMS, Control de la Enfermedad de Chagas, 1991).
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Métodos de prevencion y control
Diagnostico

El Trypanosoma cruzi es un microorganismo antigénicamente complejo que induce
en el huésped mamifero una vigoroza y compleja respuesta inmune especifica y altera en for-
ma inespecifica y generalizada la funcionabilidad del sistema inmune.

Las pruebas diagnosticas, tanto a nivel individual como poblacional, deben permitir
determinar la presencia de infeccion al tiempo del estudio o en algiin momento del pasado.

Para ello, el diagnostico de laboratorio se basa en procedimientos disefiados para poner
de manifiesto al parasito o detectar la presencia de anticuerpos circulantes.

Si bien la demostracion de la presencia del parasito constituye un diagnostico de certe-
za de la infeccion, solo es posible practicarlo con éxito en la etapa aguda de la infeccion,
cuando la concentracion de formas circulantes del T. cruzi en el organismo es relativamente
alta. En etapas posteriores, el diagnostico debe apoyarse en la deteccion de elementos que se-
fialen indirectamente la existencia de la infeccion, tales como antigenos parasitarios circulan-

tes 0, mas comunmente, anticuerpos séricos. (CURA E. N. Et al., 1992).

Métodos parasitologicos
Métodos directos.

Por lo general, la observacion directa del parasito se efectia en la sangre. Las técnicas
mas comunmente empleadas son el frotis sanguineo delgado, el frotis sanguineo grueso o el
examen de una muestra de sangre fresca colocada entre el portaobjetos y el cubreobjetos. En
tanto que el examen de preparaciones coloreadas permite la caracterizacion morfoldgica del
parasito (lo cual es importante en zonas donde también se encuentra T. rangeli), las prepara-
ciones con sangre fresca permiten detectar mas facilmente los parasitos debido a su movili-
dad. Los métodos de concentracion de parasitos aumentan la probabilidad de detectar la para-
sitemia. El més sencillo es el de la centrifugacion de la sangre. Otro método consiste en dejar
que la sangre se coagule, centrifugar el suero a baja velocidad para eliminar los glébulos rojos
restantes y luego centrifugar a una mayor velocidad (600 g) para concentrar los parasitos en el
sedimento (método de Strout). Una manera eficiente de modificar este método es colectar

sangre en un tubo capilar heparinizado, centrifugar el tubo y examinar bajo el microscopio la
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interfase entre los glébulos rojos y la capa amarillenta de leucocitos. También puede cortarse
el tubo capilar a un nivel entre los glébulos rojos y la capa amarillenta y luego examinar una
gota bajo el microscopio. Sin embargo, este Ultimo procedimiento implica un riesgo de con-
taminacion.

Pueden emplearse, asimismo, la centrifugacion y la observacion microscopica directa

para detectar parasitos en el fluido cefalorraquideo.

Métodos indirectos.
Los métodos indirectos permiten la multiplicacion de los parasitos en la muestra colec-

tada, ya sea en el vector (xenodiagnostico) o en medios de cultivo (hemocultivo).

Xenodiagnostico.

Para el xenodiagndstico es necesario contar con triatomineos libres de infeccion cria-
dos en el laboratorio. La técnica es emplear 40 ninfas de tercer estadio, distribuidas 10 por
caja y se ponen en contacto con la piel del paciente para que se alimenten de su sangre. A los
30 y 60 dias después de la succidn de sangre se examinan sus heces trypomastigotes o epi-
mastigotes del T. cruzi. Una fuente de error en el xenodiagnoéstico es la presencia de T. ran-
geli, que se encuentra en seres humanos (pero no es patogénico) en Centroamérica y el norte
de Sudamérica. En este caso, ademas de las heces deben examinarse también la hemolinfa y
la saliva del R. Prolixus para detectar el T. rangeli, porque aunque este Gltimo, al igual que el
T. cruzi, es un tripanosoma estercoraceo (se desarrolla en el intestino del insecto vector) mas

tarde migra a las glandulas salivares.

Hemocultivo.

Cada vez con més frecuencia se utiliza el cultivo sanguineo para la amplificacion de
los parasitos en el diagnostico de la enfermedad de Chagas en las zonas endémicas. Se em-
plean medios liquidos, tales como LIT (infusion de higado y triptosa) o BHI (infusion de ce-
rebro-corazén), y la eficacia del metodo puede aumentarse mediante la centrifugacion dife-
rencial de la sangre antes de inocular el medio. En la etapa crdnica de la enfermedad se pue-
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den detectar parasitos en el 40-50% de los pacientes. Para evaluar la curacion después del tra-

tamiento se utilizan repetidos cultivos sanguineos, juntamente con métodos seroldgicos.

Métodos seroldgicos

En una etapa inicial de la infeccion, los anticuerpos contra el T. cruzi se encuentran en
la clase IgM, siendo reemplazados gradualmente por anticuerpos IgG a medida que progresa
la enfermedad. Las concentraciones totales de IgM son mas elevadas en personas con infec-
cion aguda que en las personas no infectadas, pero no aumentan las concentraciones de inmu-
noglobulina durante la etapa cronica.

Entre las diversas pruebas seroldgicas disponibles para el diagnostico de la infeccion
por el T. cruzi, las mas difundidas son la prueba de fijacién del complemento (FC o prueba de
Guerrero Machado); la prueba de hemaglutinacion indirecta (HAI); la prueba de inmunofluo-
rescencia indirecta (IF1). la prueba de aglutinacion directa, con o sin tratamiento del suero con
2-mercaptoetanol (AD y 2-MEAD), y el inmunoensayo enzimatico (ELISA). Otras pruebas
que se han empleado, pero que no son de uso corriente, son la de inmunoperoxidasa, que es
similar,a la IFI, excepto que se emplea un conjugado rotulado de peroxidasa en lugar de uno
fluorescente; una prueba de inmunodifusion; una prueba de ELISA "dot-blot", y una prueba
ELISA de captura utilizando anticuerpos monoclonales. Se utiliza, asi mismo, una prueba de
aglutinacion de latex para pruebas de seleccion en bancos de sangre.

Los antigenos empleados en esas pruebas son:

-Prueba de fijacion de complemento (FC). Se han empleado extensamente extractos

acuosos o de metanol del T. cruzi entero, pero han sido sustituidos por fracciones purificadas

del parésito en un intento de normalizar la sensibilidad y especificidad.

-Prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI1). Los epimastigotes fijados con formol
son antigenos estables. La IFI ofrece la ventaja de que puede emplearse para diferenciar anti-
cuerpos IgM de los 1gG.

-Prueba de hemaglutinacién indirecta (HAI). Los antigenos son fracciones de polisa-
caridos o de glicoproteinas de epimastigotes. Los glébulos rojos sensibilizados con estos an-

tigenos pueden almacenarse liofilizados o en suspension.



19

-Prueba de aglutinacion directa (AD y 2-MEAD). El antigeno consiste en epimastigo-
tes enteros tratados con tripsina fijados con formol y filtrados para prevenir la autoaglutina-
cion. Esta prueba puede emplearse para la deteccidn de anticuerpos 1gG o IgM.

-ELISA. EIl antigeno consiste en conjugados rotulados de peroxidasa o fosfatasa o
fracciones del T. cruzi adsorbidas a platos de polivinilo y otros materiales, y es estable. La
prueba puede usarse para la deteccion de anticuerpos 1gG o IgM.

-Aglutinacién de latex. Se usan particulas de poliestireno adsorbidas con extractos de
T. cruzi.

Para la mayoria de los métodos disponibles para el diagnéstico seroldgico se requieren
reactivos que deben almacenarse a 4 °C. La prueba de FC es la que requiere mayor nimero
de reactivos normalizados. Los antigenos para AD, HAI y ELISA pueden mantenerse a tem-
peratura ambiente. Para la prueba de ELISA se necesita un dispositivo de lectura y para el IFI
un microscopio fluorescente. Para la prueba de inmunoperoxidasa indirecta se debe disponer
de un microscopio Optico. Para fines de seleccion, la prueba de latex es la méas sencilla, pero
las muestras positivas deben confirmarse mediante otras pruebas. Si se dispone de equipos de
microtitulacion, se recomienda la combinacion de 2-MEAD con AD, HAI, IFI o ELISA para
obtener resultados cuantitativos.

La prueba que mas precozmente puede dar resultados positivos durante la infeccion es
la IFI para la deteccion de anticuerpos IgM seguida por la combinacion de la 2-MEAD y AD,
gue también detectan anticuerpos IgM. Subsiguientemente dan resultados positivos la IFI-
IgG, la FC y la HAIL. En personas que sufren infeccion cronica con parasitemia comprobada,
todas las pruebas mencionadas han dado resultados positivos en un 95% de las muestras de
suero. No obstante, pueden ocurrir reacciones falso-positivos con sueros provenientes de pa-
cientes con leishmaniasis o de personas que han adquirido el T. rangeli. (OMS, Control de la
Enfermedad de Chagas. 1991).

Los métodos a utilizar para el diagnostico etioldgico de la enfermedad de Chagas de-
penderan de la etapa clinica que curse el paciente, ya que segun la misma las caracteristicas
bioldgicas y patologicas del agente son diferentes.

En las etapas iniciales de la enfermedad se encuentran parasitemias importantes, las
que a medida que transcurre la infeccion van disminuyendo hasta hacerse minimas y aleato-

rias. Por lo tanto, al inicio de la infeccion los estudios van a centrarse en la basqueda del



20

agente, mientras que en las etapas latente y cronica el diagndstico se realiza fundamentalmen-

te por lo métodos serologicos.

Etapa aguda

En esta etapa se incluyen, ademas de los cuadros agudos por transmision vectorial, los
cuadros producidos por transmision sanguinea, por transplante de érganos, la reactivacion en
inmunodeprimidos y transmisién congeénita.

Los estudios estaran centrados en la busqueda de T. cruzi en sangre, por lo que debe-
rén ser realizados por personal debidamente entrenado en el diagnostico y reconocimiento de
dicho protozoario parasito.

La sensibilidad de los mismos es variable, por lo que se aconseja mantener la siguiente
rutina diagnostica de acuerdo a protocolos establecidos:

-Examen directo: blsqueda de T. cruzi en sangre periférica. Es un método 100% es-
pecifico, pero de muy baja sensibilidad, dando numerosos falsos negativos, ya que la observa-
cion de los mismos depende del tamafio de la gota y la cantidad de parésitos circulantes.

-Método de Strout: este método concentra los elementos parasitarios mediante centri-
fugacion. La especificidad es de 100% Y la sensibilidad de 95%.

-Microhematdcrito: la sangre es extraida por capilaridad mediante puncion digital o
plantar en tubos de microhematdcrito, centrifugandose posteriormente. Este método es reco-
mendado en los recién nacidos, por la escasa cantidad de sangre utilizada. Su sensibilidad es
de 95% vy la especificidad de 100%.

-Xenodiagndstico: este método continta siendo el de eleccién en la etapa aguda, por
su especificidad de 100% y sensibilidad cercana a 100% en esta etapa, debido a la amplifica-
cion parasitaria producida.

-Hemocultivo: consiste en la siembra de sangre venosa en un medio apropiado en

busca de crecimiento parasitario.

Etapa latente y cronica
En estas etapas, las parasitemias son transitorias, por lo que la deteccién del parasito
en sangre es totalmente aleatoria. El diagnostico se basa en el hallazgo de anticuerpos circu-

lantes anti T. cruzi, los que pueden ser detectados desde las primeras semanas de infeccion.
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Se recomienda utilizar al mismo tiempo por lo menos dos técnicas complementarias
para identificar a un paciente como chagasico, siendo una de ellas, en lo posible, la inmuno-
fluorescencia indirecta (IF1).

-Inmunofluorescencia indirecta (IFI): la sensibilidad es de 100% en estas etapas, y su
especificidad es cercana a 100%. Se consideran titulos significativos las diluciones superiores
a 1/30.

-Hemaglutinacién indirecta (HAI): se consideran titulos significativows los superiores
a la dilucion 1/16.

-ELISA(Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima): se destaca su utilizacion para
"screening” por su alta sensibilidad.

Existen actualmente diversas técnicas en estudio para el diagndstico de esta enferme-
dad. Caben citar, por ejemplo, ELISA directo para la deteccion de antigenos en la etapa agu-
da, tanto en sangre como en orina; la busqueda de enzimas parasitarias en sangre, y lo que pa-
rece mas prometedor, la deteccion de ADN parasitario mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Enfermedad de Chagas congénita

Esta via de transmision excede el area de transmisién endémica vectorial pudiendo
ocurrir en zonas no endéemicas.

El riesgo de transmision estd presente durante cualquier etapa de la infeccion materna
y el parasito puede infectar al feto con o sin compromiso placentario. Cuando existen lesio-
nes placentarias pueden ser desde escasos infiltrados linfocitarios con presencia de nidos de
amastigotes hasta lesiones con grave destruccion celular.

La posibilidad de acceder a un tratamiento etiolégico curativo Unicamente en la etapa
aguda de la enfermedad hace extremar las precauciones para el diagndstico temprano de la in-
feccion congénita.

Los métodos diagnosticos de eleccion son aquellos que permitan la identificacion del
agente mediante la observacion directa.

Se buscara IgM especifica por IFI, aglutinacion directa (AD) o ELISA de captura. Si

es positiva, intensificar la busqueda del parasito.
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Enfermedad de Chagas transfusional

El riesgo de transmision del parasito por transfusion de sangre radica en las caracteris-
ticas bioldgicas de éste, que sobrevive en sangre total mantenida a 4°C por periodos prolonga-
dos, en hemoderivados de sangre, concentrados de glébulos rojos y crioprecipitados. Siendo
viable hasta 250 dias en muestras con citrato, a temperatura ambiente y en sangre refrigerada
hasta 18 dias (Rosa R. et al., 2001).

La utilidad y aplicabilidad de las pruebas seroldgicas de diagndstico no son universa-
les. Las diferencias parten, entre otras condiciones, de las distintas situaciones epidemiologi-
cas, de los recursos disponibles y de la organizacion de los servicios de salud donde se em-
plean.

El diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas puede efectuarse con dos crite-
rios distintos: a) de “tamizaje” (“screening”), para identificar facilmente a un presunto infec-
tado crénico, por ejemplo, un donador de sangre; y b) de confirmacion, por lo menos con dos
reacciones seroldgicas normatizadas, cuando asi lo exijan las necesidades clinicas o epide-
mioldgicas. Para el primer caso, sin duda, son preferibles las técnicas de alta sensibilidad
(prueba de aglutinacion y Ensayo Inmunoenzimatico ). En el diagnostico confirmado se de-
ben combinar distintas reacciones seroldgicas considerando qué tipo de anticuerpos se de-
muestran. Para el Chagas es aconsejable que una de las reacciones utilice un antigeno total
(IFI, FC, IEE, HAI). Practicando simultaneamente dos reacciones seroldgicas, se puede efec-
tuar el diagnostico de infeccidn chagasica con una sensibilidad y una especificidad cercanas al
100%. Si las dos reacciones efectuadas coinciden en sus resultados, se puede certificar o des-
cartar un diagnostico de infeccion chagéasica. Las muestras con resultados discordantes se
pueden analizar con otras técnicas y, si la discordancia se repite, solicitar una nueva muestra
(CURAE. N, etal 1992).

Reacciones serologicas clasicas utilizadas para el diagnéstico de Chagas

La reaccion de Fijacion de Complemento se basa en el principio de la hemolisis que
produce el complemento cuando se fija a hematies sensibilizados. Esta reaccion, mediante un
sistema indicador, permite determinar la fijacion del Complemento a cualquier complejo an-
tigeno-anticuerpo. El reactivo indicador es el sistema hemolitico (hematies de carnero y

hemolisina) el que, afiadido en segunda instancia al tubo que contiene el complejo antigeno-
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anticuerpo que se analiza y Complemento, dara hemélisis 0 no, segin exista 0 no Comple-
mento libre. De haber Complemento libre, significa que no hay correlacion entre el antigeno
y anticuerpo analizado, en tanto que la ausencia estaria indicando que el Complemento ha si-
do fijado por el primer sistema y que en este caso Antigeno y Anticuerpo se relacionan.

La reaccion de Hemoaglutinacion Indirecta estd basada en la modificacion de la mem-
brana de los hematies por medio de &cido tanico. Los globulos asi tratados se comportan co-
mo particulas inertes capaces de adsorber los antigenos parasitarios. Estos hematies sensibili-
zados aglutinan cuando se ponen en presencia de sueros con anticuerpos especificos.

La reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta se basa en la capacidad de las proteinas
de unirse a ciertos colorantes fluorescentes sin alterar sus propiedades inmunoldgicas, pu-
diendo por lo tanto actuar normalmente al antigeno especifico. Esto permite observar al mi-
croscopio la union antigeno-anticuerpo, evidenciada por la fluorescencia que adquiere el mi-
croorganismo antigénico al unirsele el anticuerpo fluorescente. Basandose en este principio
se emplean anticuerpos marcados con sustancias fluorescentes como el Isotiocianato de fluo-
resceina o lisamina-rodamina. Esta sustancia al ser excitada con longitudes de onda del rango
ultravioleta, emiten luz de mayor longitud, la que se demuestra por fluorescencia amarillo
verdosa o anaranjadorrojiza, respectivamente. En la IFI se emplea como reactivo marcado un
suero antigammaglobulina (contra la gammaglobulina de la especie animal de la que proviene
el anticuerpo). Se lo hace actuar sobre el complejo antigeno-anticuerpo no marcado que ha
reaccionado en una primera etapa.

La reaccion de Ensayo Inmunoenzimatico o ELISA se basa en la conjugacién de una
enzima a una antiglobulina humana. La actividad enzimatica, medida por adicion del sustrato
especifico, con desarrollo de una reaccion de color, es una funcion directa de la cantidad de
conjugado ligado al complejo antigeno-anticuerpo y en consecuencia a la concentracion de
antigeno o anticuerpo presentes en la muestra bioldgica (SEGURA E. L. et al., 1986).

FUCHS et al., (1980) encontraron que la reacciones seroldgicas IFI y ELISA presenta-
ron mayor sensibilidad (95.2% y 98.5%) que la FC y HAI (73.1% Y 75.2%). Por su parte,
CURA y WENDEL (1994) reportaron para FC valores de sensibilidad de 90-95%, después de
4-6 semanas de infeccion; para ELISA, una sensibilidad mayor de 99.0% y especificidad
adecuada; para HAI, una sensibilidad y especificidad variable; y para IFI, alta sensibilidad y
especificidad (98-99%) .
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Otra prueba seroldgica utilizada para el diagnéstico de Chagas es la reaccion de Aglu-
tinacion de Latex, basada en la utilizacion de un soporte inerte (latex) al que se adsorben los
antigenos parasitarios sin alterar sus propiedades, permitiendo visualizar la reaccion antigeno-
anticuerpo en presencia de sueros con anticuerpos especificos (CERISOLA et al., 1980).

La prueba de Latex para el diagndstico de Chagas ha sido evaluada en diferentes gru-
pos de poblaciones en areas endémicas. En 1975 ENDERS et al., en un estudio realizado en
varios laboratorios sudamericanos, encontrd que la sensibilidad de la prueba de Latex tuvo
una coincidencia de 90% con el Xenodiagndstico; de 88% con FC; de 75% con IFl y de 83 %
con HAL.

En 1980 CERISOLA et al., en Buenos Aires, Argentina desarrollaron una prueba de
Aglutinacion de Latex, reportando una sensibilidad de 97.3% y una especificidad de 95% to-
mando como referencia la seropositividad de las pruebas IFI, HAl y FC. En la fase aguda la
prueba fue positiva en el 71.9% de los casos, mientras que la IFI lo fue en el 84.3%.

SCHATTSCHNEIDER et al.(1992) encontraron que, mientras la Aglutinacién en La-
tex (LA), IFI y ELISA identificaron el 81% de pacientes brasilefios con enfermedad de Cha-
gas aguda, la FC no diagnostico esta fase de la enfermedad. En estados tardios la FC mostrd
una sensibilidad de 69% comparada con el 100% de LA, IFI y ELISA, independientemente
que fueran casos crénicos asintomaticos o sintomaticos. Reactividad cruzada con anticuerpos
anti-Leishmania fue observada en 23%, 38% y 77% de muestras de suero en LA, ELISA e
IFI, respectivamente, pero no en la FC.

En un estudio de evaluacion de métodos seroldgicos realizado por MATTA et
al.(1993), en Guatemala, la prueba de latex de la casa Weiner mostro el mas alto valor predi-
citivo positivo y una eficiencia de 93% en relacion a IFI, como prueba de refencia.

Una prueba comercial de Latex (Cruzi-Latex), desarrollada recientemente en Guate-
mala (FONACIT, 1998), mostré una excelente correlacion con otras pruebas seroldgicas y
una sensibilidad de 100%.

La enfermedad de Chagas es endémica en 18 paises de Centro y Sur América. Con-
forme estimaciones recientes (TROPICAL DISEASE RESEARCH, 1999) 16 a 18 millones
de personas se encuentran infectadas, 100 millones estan expuestas a riesgo de infeccion y
anualmente ocurren 150.000 nuevos casos. De los infectados aproximadamente un 30% des-
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arrollara la enfermedad crénica caracterizada por cardiopatias y dilataciones de las visceras
huecas y mas de 45.000 mueren al afio de esta enfermedad.

De acuerdo al reporte de desarrollo humano de la UNDP, el promedio anual del pro-
ducto nacional bruto per-capita en América Latina es de US$ 2,966. Por tanto, la enfermedad
de Chagas en jovenes adultos econémicamente mas productivos, asciende corrientemente a
US$ 8,156 millones, lo que equivale a 2.5% de la deuda externa del Continente en 1995
(WHO CHAGAS DISEASE, 2000).

La enfermedad de Chagas se encuentra ampliamente distribuida en la regién centroa-
mericana habiéndose encontrado seroprevalencias de 27% a 67% en Honduras (PONCE et al.,
1992), 9% a 46.7% en El Salvador (CEDILLOS, 1975), 15% en Guatemala (GREER et
al.,1999), y 2% en Costa Rica (REYES et al.,1998).

La existencia de la enfermedad de Chagas en Nicaragua fue reportada por primera vez
en 1971 por URROZ et al., siendo identificadas dos especies vectoras: Rhodnius prolixus y
Triatoma dimidiata. En 1995, RIVERA et al., realizaron un estudio seroepidemiolégico y
clinico de la enfermedad en comunidades rurales de los departamentos de Madriz, Masaya y
Ledn, encontrando prevalencias de 13.1, 4.3 y 3.2% respectivamente. En el aspecto clinico,
las alteraciones electrocardiogréficas en los seropositivos no fueron significativamente dife-
rentes de las del grupo de control. Una encuesta vectorial realizada en estas comunidades por
PALMA-GUZMAN et al.(1996) mostrd que el 54, 51 y 5.9% de las viviendas estaban infes-
tadas por Triatoma dimidiata y que de 50 a 60% de los vectores capturados estaban infectados
por T. cruzi. Posteriormente, otras encuestas seroepidemioldgicas en comunidades rurales o
periurbanas (GASTEAZORO et al., 1991; FISHER et al., 1994; MENDOZA & RIVERA,
1994; ALTAMIRANO et al., 1998; ARGUERTA et al., 1999; MORALES W., 2000) han re-
velado la presencia de la infeccion chagasica en los departamentos de Nueva Segovia, Mata-
galpa, Zelaya, Rio San Juan, Carazo, Granada y Rivas con prevalencias de 2.4 a 48%. La in-
feccion chagasica también se ha reportado en hemodonantes, en diferentes bancos de sangre
del pais, con frecuencias de seropositividad de 3.7 a 17.5% (HERNANDEZ & PALMA,
1991; PONCE et al., 1998; VELAZQUEZ et al., 1998). Asi mismo se ha detectado la infec-
cion en 12.2% de embarazadas en Matagalpa (MONTENEGRO et al.,1998) y 10.6% de So-
moto (CABALLERO et al., 1998). Tres recién nacidos de las madres seropositivas estudia-

das aqui tenian anticuerpos IgM a T. cruzi.
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En 1997 el Ministerio de Salud de Nicaragua incluy6 le enfermedad de Chagas dentro
de su programa de control de enfermedades transmisibles y en el marco de la Iniciativa Cen-
troamericana para la interrupcion de la transmision de la enfermedad de Chagas, promovida
por el TDR/OMS (Programme for Research and Training in Tropical Diseases) (OPS/OMS,
1998) ha realizado encuestas seroepidemioldgicas en 8 comunidades rurales del departamento
de Somoto, reportando seroprevalencias de 6.8 a 13.7%, y una encuesta vectorial en los de-
partamentos de la costa del pacifico y regién central del pais (Minsa. Boletin Epidemioldgi-
co 33-99). En ésta el 96% de los triatomineos capturados fueron Triatoma dimidiata, 3%
Rhodnius prolixus y 0.4% Triatoma rickmani y se reportaron indices de infestacion de las vi-
viendas por SILAIS desde 13% en Madriz hasta 0.6% en Chontales. La infeccion de triato-
mineos por T. cruzi fue de 14% para Triatoma dimidiata, 0.63% para Rhodnius prolixus y
0.05% para Triatoma rickmani. Ademas se ha introducido el tamizaje de Chagas en 12 Ban-
cos de Sangre del Sistema nacional de Salud (Minsa. Boletin Epidemiol6gico 11-01) e im-
plementado el diagndstico y tratamiento centralizado de los casos agudos de enfermedad y se
estd aplicando rociado intradomiciliar con Etofenprox al 20%, en todas las localidades con
presencia de Rhodnius prolixus. Por otra parte se han evaluado estrategias de intervencion pa-
ra el control y erradicacion del Tryatoma dimidiata, encontrdndose que la més efectiva fue el
rociamiento s6lo de las casas infestadas (ACEVEDO, GODOY y SCHOFIELD, 2000). Sin
embargo, aun no se emprenden acciones especificas de control y prevencién de la enferme-
dad.

Los datos anteriores demuestran que la infeccion por T. cruzi se encuentra amplia-
mente distribuida por todo el pais, con tasas de prevalencia que van desde 2.4% hasta 48% y
se estima que la mitad de la poblacién del pais esta en riesgo de adquirir la infeccion. Por lo
tanto, la enfermedad de Chagas constituye un problema de salud nacional cuya solucion exige
no sélo recursos para control y prevencion, sino también recursos de diagnostico y tratamien-
to en gran escala.

Las pruebas seroldgicas son el principal recurso para el diagnostico de la fase indeter-
minada y la fase cronica de la enfermedad, y también pueden ser Utiles en la fase aguda. Los
métodos mas utilizados han sido la HAI , la IFI y ELISA. Sin embargo, estos métodos son
complejos, de coste elevado y requieren de equipo y personal especializado, lo que los hace

inadecuados para la implementacion de su uso en la mayoria de los laboratorios y bancos de
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sangre del Sistema Nacional de Salud. La prueba de aglutinacion en latex, por su facilidad de
ejecucion, bajo costo y buena estabilidad podria constituir el recurso apropiado para las nece-
sidades del pais. El test de latex esta disponible comercialmente, pero la adquisicion de este
producto para su uso en gran escala y de manera sostenida representaria un gasto muy elevado
para nuestro pais. Una alternativa menos costosa seria producir localmente los reactivos. Por
tanto se validara una prueba de aglutinacion en latex elaborada con antigenos de cepas locales

de T. cruzi.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Validar una prueba de latex para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas elaborada

con antigenos de aislados nicaragiienses de T. cruzi.

Objetivos especificos

1. Elaborar y estandarizar una prueba de latex para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas.

2. Determinar sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo y
concordancia de la prueba de latex elaborada en relacion a la IFI.
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MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio:
Validacion de una prueba diagnostica.

1. Seleccion y tamafio de la muestra:

Se determin6 un tamafio de muestra de sueros positivos y negativos en base a una sen-
sibilidad y especificidad esperada de al menos 90% Yy limites de confianza de 95%, utilizando
una tabla de tamafio de muestra para estudio de variable dicotomica (HULLEY et al., 1993).
De este modo, se utilizaran al menos:

- 139 sueros de reactividad positiva a Trypanosoma cruzi, incluyendo de pacientes

con infeccion aguda y cronica, comprobados por IFI (prueba de refencia).

- 139 sueros no reactivos a Trypanosoma cruzi determinados por IFI (prueba de re-

ferencia).

- Adicionalmente se probaran 100 sueros de reactividad positiva a Leishmania sp,

Toxoplasma gondii, Palmodium sp y Mycobacterium tuberculosis.

2. Cultivo de las formas epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Se ensayaron tres medios de cultivos monofasisco: 1. Medio del Instituto de Diagndstico de
la Enfermedad de Chagas (INDIECH) modificado (WYNNE DE MARTINI, 1980) 2. Medio
INDIECH (SEGURA et al., 1986) y 3. Medio Infusion Cerebro-Corazon (BHI) , SWEDEN.
Cuyas formulas son:

Medio bifasico con sangre para el mantenimiento de cepas.(INDIECH, 1986).

Base:
Nutrient Agar 1.5% 31¢g
Agua destilada c.s.p. 1.000 ml
Sobrenadante:
Brain Heart Infusion 379
Agua destilada c.s.p. 1.000 ml

Sangre de conejo desfibrinada



Penicilina:
Estreptomicina:
pH: 7.4

Medio monoféasico INDIECH modificado.
Extracto de higado en pasta

Tryptosa

Extracto de levadura

Glucosa

Fosfato disddico con 2 moléculas de agua (Na2HPO4-2H20)
Cloruro de sodio (NaCl)

Cloruro de potasio (KCI)

Hemina

Agua destilada

pH 7.8

Esterilizacion: 15 minutos a 115°C

2. Medio de cultivo monoféasico (INDIECH, 1986).
Extracto de higado en pasta
Tryptosa
Extracto de levadura

Glucosa

Fosfato disédico con 2 moléculas de H20 (Na2HPO4-2H20)

Cloruro de Sodio (NaCl)
Cloruro de Potasio (KCI)
Hemina

Agua destilada

pH 7.2-7.4

Esterilizacién: 10 minutos a | atmosfera

30

1.000 Ul/ml
1 mg/ml

35.00g

10.00 g
3.00¢g
5.00¢g
8.00¢g
4.009
0.04 ¢
0.02g

1.000 ml

10.85g
10.00¢g
3.00¢g
5.00 g
10.00 g
4.009
04049
0.02 g
1,000 ml
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3. Medio de cultivo monofasico: BRAIN AND HEART (SWEDEN).

Infusién cerebro-corazon 33.00¢9
Tryptosa 3.00¢g
Fosfato disddico con 2 moléculas de H20 (Na2HPO4-2H20) 4.00¢
Cloruro de Potasio (KCI) 0.40¢
Glucosa 0.30g
Hemina (0.03g/ml de NaOH 0.1M) 1.0ml
Agua destilada 1,000 mi

pH 7.4

Esterilizacién: 15 minutos a 1 atmésfera.

Procedimiento de cultivo
Siembra
A partir de aislados autoctonos de pacientes con enfermedad aguda (cepas de T. cruzi: Nica-
rao, Nicaragua |, Isayana, Yarrinse y Adiact) y mantenidos en medio de cultivo bifasico
(SEGURA E. et al, 1986). Para la siembra inicial. se reviso cada una de las cepas autdctonas
a utilizar como semillas. Para ello se observo cada uno de los subcultivos de las cepas (sem-
brados en medio bifasico en tubos de 10 ml,) en microscopio de luz invertida. Se determind
ausencia de contaminacién, buen desarrollo de las formas epimastigotes de T. cruzi, buena
movilidad.

Una vez seleccionadas las semillas se inoculd ( en campana de flujo laminar), previa
agitacion, 1 ml del cultivo conteniendo, seglin cada cepa, entre 0.02 x10° y 1x10° epimastigo-

tes ml 25ml de medio monofasico (en erlenmeyers de 250ml).

El cultivo monofasico se mantuvo a 25°C. y se hizo revision y recuento de los parasi-

tos en camara de Neubauer cada dos dias.
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. Preparacion y estandarizacion de la solucidn antigénica de latex.

La solucion antigénica de latex se preparara segun el siguiente procedimiento:

Se tomaran 0.5ml de una suspension de particulas de latex de 0.982um de diametro al
2.5% en tubo ependorf (1.5-1.9ml de capacidad).
Se llenard el tubo con buffer borato 0.1 M, pH 8.5, y se centrifugara por 5-6 minutos en
microcentrifuga.
Se removera el sobrenadante usando pipeta Pasteur, se llenara el tubo con buffer borato,
se resuspenderan las particulas usando Vortex, y se centrifugara por 5-6 minutos.
Se repetird el paso 3 (dos veces).
Se removera el sobrenadante y se resuspendera el sedimento en 1ml de buffer borato.
Se agregaran 300-400ug de la proteina a acoplar (en masa humeda) y se incubara toda la
noche a temperatura ambiente, mezclando gentilmente.
Se centrifugara por 10 minutos. Se guardara el sobrenadante para determinar proteinas.
La cantidad de proteinas agregadas en el paso 6., menos la cantidad en el sobrenadante,
representard la cantidad adherida a las particulas de latex.
Se resuspendera el sedimento en 1ml de BSA/buffer borato (10mg/ml).
Se incubara por 30 minutos a temperatura ambiente mezclando gentilmente.
Se centrifugara por 5-6 minutos y se removera el sobrenadante.
Se repetiran los pasos 8. y 10., dos veces.
Se resuspendera el sedimento en 1ml de PBS, pH 7.4, conteniendo 10mg/ml de BSA,
0.1% de NaN3 y 5% de glycerol.

Se guardard a 4°C. No debe congelarse.

Para determinar las condiciones Gptimas de sensibilizacion de las particulas de latex

se titulara el antigeno agregando distintas cantidades del mismo a un volumen fijo de suspen-

sion de particulas de latex. Se incubara esta mezcla a distintas temperaturas, a diferentes

tiempos, con y sin agitacion, durante el tiempo de incubacidn, y se determinaran las condicio-

nes optimas de preparacion del reactivo y técnica de la reaccion, utilizando sueros patrones de

reactividad conocida en la reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta.
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4. Validacion de la prueba

Inmunofluorescencia Indirecta (IF1)

El principio del método de anticuerpos fluorescentes (Coons 1942) estd basado en la
capacidad de las proteinas de unirse a ciertos colorantes fluorescentes sin alterar sus propie-
dades inmunoldgicas, pudiendo por lo tanto actuar normalmente contra el antigeno especifico.
Esto permite observar al microscopio la union antigeno-anticuerpo, evidenciada por la fluo-
rescencia que adquiere el microorganismo antigénico al unirsele el anticuerpo fluorescente.
Basandose en este principio se emplean anticuerpos marcados con sustancias fluorescentes
como el Isotiocianato de fluoresceina. Esta sustancia al ser excitada con longitudes de onda
del rango ultravioleta, emite luz de mayor longitud, la que se demuestra por fluorescencia
amarillo-verdosa. En la IFI se emplea como reactivo marcado un suero antigammaglobulina
(contra la gammaglobulina de la especie animal de la que proviene el anticuerpo). Se lo hace
actuar sobre el complejo aniigeno-anticuerpo no marcado que ha reaccionado en una primera
etapa.(SEGURA et al., 1986; margn rt sl., 1996).

Procedimiento:

Las placas portaobjetos con antigeno (epimastigotes de T. cruzi), se cubrieron con el
anticuerpo no marcado (suero problema) y se dejaron en cdmara himeda a 37 grados C duran-
te 30—60 minutos. Se lavaron tres veces por 5 minutos cada vez con solucion salina tampo-
nada; se cubrieron con antigammaglobulina marcada con Isotiocianato de fluoresceina y azul
de Evans, como medio de contraste y se dejaron en cdmara himeda 30-60 minutos a 37 gra-
dos C. Se lavaron con solucion tamponada (igual que el lavado anterior) y se enjuagaron con
agua destilada. Se dejaron escurrir y secar y, previamente a la observacion microscopica se
los mont6 en glicerina tamponada. La lectura se realizd en microscopio de epifluorescencia
con filtro de excitacion de 450-490 nandmetros. Las reacciones positivas muestraron fluo-

rescencia amarillo verdosa.
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Aglutinacién en latex
Se basa en la utilizacion de un soporte inerte (latex) al que se adsorben los antigenos
parasitarios, sin alterar sus propiedades, permitiendo visualizar la reaccion antigeno-

anticuerpo en presencia de sueros positivos (CERISOLA ET AL., 1980)

Procedimiento
Cualitativo:

Se colocaran volumenes iguales (0.05ml) de suero problema, sueros control (positivo
y negativo) y reactivo de latex en placa fondo blanco o transparente. Se mezclara con varilla
y Se agitara por rotacion suave manual 0 mecanica (de 2-7 minutos). Las reacciones positivas

mostraran aglutinacion visible.

Cuantitativo

Todo suero positivo en el procedimiento cualitativo podra ser evaluado de forma cuan-
titativa. Se diluira el suero en solucién salina fisioldgica o PBS en diluciones dobles a partir
de I:2. Se realizara el procedimiento igual que el cualitativo con cada dilucién hasta obtener
un resultado negativo (Cruzi-Latex, Depto. de Citohistologia. Facultad de Ciencias Quimicas

y Farmacia, Universidad de San Carlos Guatemala).

Una vez preparada la solucion antigénica de latex se procedera a su evaluacién, com-
parativamente con la IFl como patron de referencia o estandar de oro. Para ello se estudiaran

los sueros que constituiran la muestra.

Con los resultados obtenidos se determinara sensibilidad, especificidad y valor predic-

tivo positivo y negativo.
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VARIABLE CONCEPTO PROCEDIMIENTO VALORES

Inmunofluorescencia |Prueba para determina- | Determinacion de la

Indirecta (IFI) cion de anticuerpos anti | reactividad del suero a |Positivo
T. Cruzi utilizando sus- |dilucion de 1:32, detec- | Negativo
tancias fluorescentes pa- | tado por microscopia
ra su deteccion. de epifluorescencia.
Prueba de referencia.

Aglutinacion en latex | Prueba cualitativa 'y se- | Determinacion de la Positivo
mi-cuantitativa para de- |reactividad del suero Negativo

terminacion de anti-
cuerpos mediante parti-
culas de latex revestidas
de antigenos.

Prueba a validar.

por aglutinacion en
placa de vidrio.
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Plan de Analisis

Los datos obtenidos se dispondran en una tabla de 2x2 para determinar los parametros
de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo

Test IFI
(+) ) total
Test de latex (+) a b a+b
) c d c+d
total at+c b+d n

En donde:
a+c=total de muestras con diagndstico positivo confirmado por IFI.

b+d=total de muestras con diagnostico negativo confirmado por IFI.

a+b=total de muestras con prueba de latex positivo.

c+d=total de muestras con prueba de latex negativo.
a=muestra con IFI positivo y prueba de latex positivo (verdadero positivo).
b=muestra con IFI negativo y prueba de latex positivo (falso positivo)
c=muestra con IFI positivo y prueba de latex negativo (falso negativo)
d=muestra con IFI negativo y prueba de latex negativo (verdadero negativo)

De alli que:

Verdaderos positivos

Sensibilidad = — — X100
Verdaderos positivos + falsos negativos

Verdaderos negativos
Especificidad= x 100
Verdaderos negativos + falso positivos

Verdaderos positivos

Valor predictivo positivo=
Verdaderos positivos + falsos positivos

Verdaderos negativos

Valor predictivo negativo=
Falsos negativos + verdaderos negativos
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Adicionalmente se determinara la concordancia de la prueba de latex con la IFI, me-
diante el indice Kappa:

Test IFI
(+) ) total
Test de latex (+) a b a+b
() c d c+d
total atc b+d n
Po - Pe (a+b) (a+c) + (c+d) (b+d)
Kappa = Pe= 3
1-Pe n
a+d

n
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RESULTADOS Y DISCUSION

La produccion del antigeno de T. cruzi se inici6 con la adaptacion de las formas epi-
mastigotes de T. cruzi a un medio de cultivo monofasico a partir de aislados autéctonos (ce-
pas: Nicarao, Nicaragua I, Isayana, Yarrinse y Adiact) de pacientes con enfermedad aguda y
mantenidos en medio de cultivo bifasico.(INDIECH, 1986).

Se procedi6 a estudiar las curvas de crecimiento en los distintos medios, efectuandose
las cuentas cada dos dias, a partir del quinto repique en el nuevo medio, considerando que en
ese momento los epimastigotes del T. cruzi de algunas de las cepas estaban ya adaptados al
medio en estudio.

El crecimiento de las 5 cepas de T. cruzi en los diferentes medios de cultivo mostrd
varias diferencias (fig. 1), en el medio del INDIECH modificado (WYNNE DE MARTINI,
1980) las cepas Isayana y Yarrinse alcanzaron un crecimiento méximo de 1.2 X10°ml a los
6-8 dias ; Las cepas Nicarao y Adiact mostraron un crecimiento notablmente menor. La cepa
Nicaragua | no mostré un crecimiento sostenido que marcara una diferencia con el indculo.
En todo caso el crecimiento no fue satisfactorio y se interrumpi6 debido a contaminacion.

Figura 1. Crecimiento de 5 cepas de Trypanosoma cruzi en medio
INDIECH modificado.
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Debido al pobre crecimiento obtenido con el medio anterior se ensayo el medio del
Instituto de Diagnostico de la Enferemedad de Chagas, Argentina (INDIECH). Sin embargo,

el crecimiento fue ain mas pobre (figura 2).

Figura 2. Crecimiento de 5 cepas de Trypanosoma cruzi en
el medio del INDIECH.
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Con el medio BHI, a los 8 dias de cultivo, la cepa Nicaragua | ha mostrado un
crecimiento excelente, no asi las cepas Nicarao, Isayana y Adiact, que han mostrado
hasta el momento un crecimiento lento, pero sostenido. La cepa Yarrinse no crecio (fi-
gura 3). Se continuara la observacion del crecimiento de las cepas Nicaragua I, Nica-
rao, Isayana y Adiact , esperando que logren completar su curva de crecimiento, con el
fin de conocer el dia en que alcancen la fase logaritmica, a fin de obtener finalmente
un buen rendimiento de la masa himeda para la preparacion del antigeno, completan-

do asi la primera etapa del presente estudio y continuar hasta la conclusion del mismo.



Figura 3. Crecimiento de 5 cepas de Trypanosoma cruzi en el

medio BHI
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