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RESUMEN

Introduccion.-La enfermedad de Chagas es una enfermedad pasaditapical,
causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, &esmnite a los seres humanos y
animales a través de los insectos triatominos.halg&@s es un problema importante de
salud publica a nivel mundial con 10 millones despeas infectadas, de los cuales, 8
millones son diagnosticados principalmente en taasarurales de América Latina. La
mayoria de los pacientes con enfermedad cronic&rsufardiopatias, de los casos
detectados el 6% presenta manifestaciones gasbirdles tales como el megacolon
(OPS 2003).

La microbiota humana ofrece importantes funcioneswunes y metabdlicas, se
desconoce si existe alteracion de la misma en mfestados con Chagas.
Objetivo.-Por todos los antecedentes referidos la preseméstigacion asumié como
objetivo el determinar las diferencias en la miatdgastrointestinal, oral y dérmica en
nifios con y sin la enfermedad de Chagas y el etidttratamiento sobre la microbiota.
Metodologia.Para tal efecto se tomd una poblacion total de2lniflos que oscilan en
el rango de edad de 5 a 14 afos; en una primeraifesmuestra de 543 a los cuales se
realizo diagnostico de Chagas resultando en 20sgagsitivos y 523 negativos, por
criterios de inclusion y exclusién, en una seguiada se tomd una muestra de 16 nifios
positivos con Chagas y 35 negativos; finalmenteasemid en una tercera fase de
investigacion quedaron para la tercera fase 12migitivos con post tratamiento; y 22
nifos como grupo negativo post tiempo.

Se obtuvieron hisopeados de varios sitios corpergdeel, oral, gastrointestinal), se
extrajo y amplificé el ADN utilizando cebadores 58D6R para la region V3-V4 del
16S rRNA. Las ampliaciones fueron secuenciadagariio lllumina MiSeq.

De todo este proceso se arribé al andlisis exlvauste las muestras utilizando la
plataforma QIIME

Resultados.-Las muestras de piel presentan mayor diversidagsgecies bacterianas,
seguido de muestras de heces (gastrointestinal)raleso No hubo diferencias
significativas entre hombres y mujeres o por grupes edad, tampoco a nivel

comunitario; sin embargo cabe destacar que, agrdeéun analisis mas profundo



gracias a la utilizacién del LEFSE, a nivel baeteo algunas bacterias individuales
presentaron cambios.
Conclusiones.-Se concluye que la prevalencia de Chagas enblagon estudiada, es

de 3,7% no existe diferencia estadistica signifieatntre el Chagas, la edad y el sexo

La cantidad de microbiota por sitio corporal no iaasignificativamente, antes y
después del tratamiento. El sitio bacterial maemi es la piel con 320 especies,
seguido por gastrointestinal con 200, finalizandio la mucosa oral que presenta 100.

Los nifios infectados no difieren de los no infectaen la diversidad de microbiota
gastrointestinal, oral o de piel a nivel de comadi&k pero si a nivel del género de
bacterias. Cabe destacar que si se diesen lasligdaesies de continuar con mayores
secuenciaciones se podria llegar a obtener magturglidad en andlisis de datos con

respecto a la microbiota con especies.

En la cantidad de especies de microbiota gastsiing por sexo en nifios con y sin
Chagas no hay variacion por sexo, evidenciandorignaza de ~200 (+ 100) especies
bacterianas.

El efecto del tratamiento de Tripanosomiasis amaaccon Benznidazol altera la
microbiota, sobre todo en piel, seguido por miartdbi oral y gastrointestinal,

presumiblemente sea un motivo para las reacciodesrsas al tratamiento a nivel

dermatolégico por alteracion de la microbiota.

Se recomienda por tanto incrementar investigacios@sre la microbiota y su
asociacion con sintomas clinicos. Ya que la precéecon respecto a otros entornos
internacionales es mayor, situacion que convieresta enfermedad en prioridad de
salud en el entorno nacional. Como también empreangestigaciones sistematicas ya
gue el presente estudio ha llegado a estudiar @bbioma a nivel de comunidad, sin
embargo se requieren nuevos emprendimientos doastijue den continuidad al

estudio realizado profundizando aun mas hastawdiesde especies.



Y dar continuidad también a la resolucion ministieemitida por el presidente del
estado con respecto a la enfermedad de Chagas agmodiico tratamiento y
seguimiento, prevencion y promocién con el diagnost

Realizar convenios con el entorno escolar de losones para que en la curricula del
proceso enseflanza aprendizaje se incluya el tem@hdgas y el cuidado de la
microbiota.



ABSTRACT

Introduction.- Chagas disease is a tropical parasitic disease caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi, humans and animals is transmitted by triatomine bugs. Chagas
disease is a major public health problem worldwide with 10 million people infected, of
which 8 million are diagnosed primarily in rural areas of Latin America. Most patients
with chronic heart disease suffer from cases detected 6% have gastrointestinal

manifestations such as megacolon (PAHO 2003).

The human microbiota provides important immune and metabolic functions is not

known whether there is alteration of the same in children infected with Chagas.

Objetivo.-For all background information regarding this research took aim at
determining differences in gastrointestinal, dermal and oral microbiota in children
with and without Chagas disease and the effect of treatment on microbiota

To this end

Metodologia.-a total populatiorof 1,102 children ranging in the age range of 5 to 14
years was taken; in a first phase, a sample of 543 to which Chagas diagnosis was
performed resulting in 20 positive and 523 negative cases for inclusion and exclusion
criteria in a second phase, a sample of 16 positive and 35 negative Chagas took
children; finally took in a third phase of research for the third phase were 12 positive

children with post treatment; and 22 boys and post time negative group.

Hisopeados various body sites (skin, oral, gastrointestinal) were collected, extracted
and amplified DNA using primers 515F806R for V3-V4 region of the 16S rRNA. The

extensions were sequenced using lllumina MiSeq.

Of this process is arrived at comprehensive analysis of the samples using the platform
QlIME

Results.- skin samples have higher diversity of bacterial species, followed by samples
(gastrointestinaljaeces and oral. There were no significant differences between men

and women or by age group, eitherat the community level; however it should be



noted that, througha deeper thanks to the use of lefse, a bacterial level analysis, some

individual bacteria were unchanged.

Conclusions.- is concluded that the prevalence of Chagas disease in the study
population is 3.7% there is no statistically significant difference between Chagas, age

and sex

The amount of microbiota by body site does not change significantly before and after
treatment. The diverse bacterial skin site is 320 species, followed by gastrointestinal

200, ending with thevral mucosa having 100.

Infected children did not differ from uninfected gastrointestinal microbiota diversity,
oral or skin community level but at the level of genus of bacteria. Note that if the
chances of continuing it should give greater sequencing could reach further in depth

analysis regarding the microbiota with species.

The number of species of gastrointestinal microbiota by sex in children with and
without Chagas no variation by gender, showinga wealth of ~ 200 (+ 100) bacterial
species.

The effect of treatment with benznidazole American trypanosomiasis alters the
microbiota, especially inskin, followed by oral and gastrointestinal microbiota
presumably be a cause for adverse reactions to treatment for dermatological level by

altering the microbiota.

It is therefore recommended to increase research on microbiota and its association
with clinical symptoms. Since the prevalence as compared to other international
settings is higher, a situation thamakes this disease health priority in the national
environment. As also undertake systematic research and the present study has come
to study the microbiome at the community level, howevemew scientific ventures that

give continuity to study further to deepen the study of species are required.

And also give continuity to the ministerial resolution issued by the president of the
state with respect to Chagas disease diagnosis and treatment monitoring, prevention

and promotion with the diagnosis.



Vi

Make agreements with the school environment for children in the curriculum of the

teaching-learning process and the issue of Chagas care microbiota is included.
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l. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes del Tema de Investigacion

La microbiota humana es el conjunto de comunidadiesobianas que viven en el

cuerpo humano. El microbioma se refiere a los gdeda microbiota.

Nacida a partir de las nuevas tecnologias de se@osdn gendémica de alta
productividad. Estudios recientes demuestran quenilobiota difiere por sitio

corporal, que se adquiere al nacer y cambia gpdllaciones humanas. (1)

Ahora se conoce que el niumero de bacterias endividoo es 10 veces mayor que el
de las células humanas y que el microbioma tieGevébes mas genes que el genoma
humano. Se ha reconocido que la microbiota intelstis fundamental en la proteccion
contra la invasion de gérmenes patogenos, en abaledmo energético y la nutricion,
en el desarrollo del sistema inmune y en el mamtienito de la integridad anatémica

de la mucosa intestinal. (2)

Los mamiferos nacen a través del canal del partterm@a donde adquieren las
bacterias del acido lactico, seguido por la lechetemma .la interaccién con los
microbios autoctonos es esencial para la salud nohdgica y la programacion

metabolica. De hecho los nacidos por cesarea tiemgyor riesgo de enfermedad
celiaca la diabetes tipo 1, el asma y la obesi@sias enfermedades son mas
frecuentes en los paises desarrollados mientrdasesociedades tradicionales son
poco comunes. (1)

Se esta realizando estudios de Chagas en Méxicel aue se buscan nuevos
tratamientos a base de microbiota, realizando tigggsones en triatominos, se puede
evidenciar que el estudio referencia los efecteslas bacterias residentes en el
estbmago de las larvas de quinto-estadio de Rhedmialixus en la lisis de los

eritrocitos y la infeccion por Trypanosoma cruzislresultados de esta investigacion
muestran que la poblacion de bacterias se incremamtaproximadamente 10.000



veces después de comer. La hemdlisis se elevioaimg@adamente un 28% dentro de
24 horas posteriores y luego linealmente crecidahelsdia 4 alcanzando asi el 100%.
El nimero de supervivientes y cepa de T. cruzi énes#sOmago se redujo
drasticamente, mientras que la infeccidén con el Elm28c se mantuvo estable. Cinco
dias después de la alimentacién, se obtuvieromafgtipos diferentes de colonias
bacterianas cuando suspensiones contenido del a&pbdése extendieron en placas de
agar BHI. Se aislaron e identificaron como Serrati@rcescens biotipo a
(referenciado como RPH), que produce el pigmentodigiosina las bacterias
hemoliticas. En experimentos in vitro, que compaaanncubaciones de RPH con S.
marcescens SM365, un productor de pigmentos pusdigi, y S. marcescens DB11,
una variante que no pigmenta, como control, comoeiios y T. cruzi demostrado
que: a 30 ° C, SM365 y RPH disminuyen las poblasode cepa Y, pero no clon
DM28c y DB11 fue incapaz de lisar las dos cepa$.dguzi; a 0 ° C, SM263 y RPH
mataron a los flagelados, pero DB11 no lo hiciergpripdas las tres cepas de S.
marcescens fueron capaces de lisar eritrocitoosEsdsultados sugieren que S.
marcescens actividad tripanolitica de las cepas 68\ RPH es distinta de la
actividad hemolitica y que prodigiosina es un fadioportante para la accion
tripanolitica de las bacterias. (3)

Con respecto a estudios que refieran la microbidésstinal y uso de antibioticos en
humanos se conoce del estudio realizado por Lddddstn y colaboradores en 2008
qgue reportd que la mayoria de los tipos de bastentestinales regresaban a sus
niveles previos al tratamiento a las cuatro semdeasoncluir un ciclo de cinco dias
de ciprofloxacina, un antibiético de amplio espeade uso extendido. Sin embargo

unos cuantos tipos de bacterias no se habian macigpaun seis meses después. (4)

Otro estudio publicado por La Sociedad InternadideaMicrobiologia Ecoldgica en

la gestion 2007 encontré que los niveles de alguipes de bacterias intestinales
permanecian afectados hasta dos afios después daclande siete dias de

clindamicina, el farmaco predilecto para trataeationes por Bacteroides. (4)

De acuerdo con Janet Jansson, cientifica decanaqigbo del Departamento de

Ciencias de la Tierra del Laboratorio Nacional Lenae Berkeley y primera autora



del estudio del ISME Journal, es posible que esaémsbios a largo plazo no tengan
consecuencias reales para la salud. No obstantsfuglio de Jansson también reveld
un incremento "drastico y persistente” en nivekegehes de resistencia especificos en
los Bacteroides después del uso de la clindamidira.las personas a quienes
examinaron, al inicio los niveles de los genesedgstencia eran insignificantes, pero

"se elevaron exponencialmente y permanecieronesniesl durante dos afios". (5)

La amplia utilizacion de los antibiéticos tambi&mede estar afectando a la microbiota
entre aquellas personas que viven en paises dés#wso Estudios realizados tanto en
humanos como en animales han demostrado que ingtus@tamiento con una dosis
Gnica de antibidticos puede dar lugar a una disondmude las bacterias que suelen
considerarse benéficas, como las bifidobacteridesylactobacilos, asi como a un
incremento de los patdgenos potenciales, tales celm@lostridium difficile y la
levaduraCéndida albicans A corto plazo, estos cambios en la microbiotadpne
provocar infecciones por levaduras y sintomas gaséstinales que incluyen
hinchazén, dolor abdominal y diarrea, pero un fjmbaciente sugiere que las

consecuencias puede ser mucho mas duraderas g g2ave

Finalmente se conoce de la investigacion realizadalruretagoyena que realizo una
investigacion para determinar si el recuento cellded40 tipos de bacterias en saliva era
comun o estaban ligadas de alguna manera cona@haanra espinocelular o si diferia
de aquellas encontradas en personas libres dercdraie Este estudio realizado en
microbiota oral tomo muestras de saliva no estidalde 229 personas libres de
carcinoma espinocelular y 45 personas con cara@nespinocelular para una cantidad
de 40 bacterias bucales identificadas por suNARos resultados obtenidos
demuestran que el recuento de 3 de las 40 espbaeerianas probaron ser
significativas (p <0.001) en su relacion con el aginespinocelular; estas especies
fueron Capnocytophaga, Prevotella melaninogéniésstreptococo mitis. De tal forma
se concluyé que el recuento salival alto de baxteztomo Prevotella melaninogénica,

C gingivalis y Estreptococos mitis pueden ser iad@r de carcinoma espinocelular. (6)

No se tienen datos de microbiota en personas cagashy sin Chagas. Se ha iniciado

una investigacion en la Universidad de MedellirCdéombia en octubre del 2012 para



buscar soluciones y controlar la enfermedad de &hdfj trabajo de investigacion se
basa en el estudio de la microbiota (conjunto dxeli@as) del intestino de los insectos
triatominos, que son los vectores de dicha enfeahgouesto que dentro de su cuerpo

trasportan el parasito que la produce. (7)

El objetivo de la investigacion de microbiota emtominos fue observar como esa
microbiota que el organismo produce; ataca al garfara controlar su poblacion. Se
cree que estas producen algunas sustancias ereses@l sistema inmunoldgico del
parasito. Por eso, se quiere encontrar qué esdontpdulan para poder aplicarlo a
alguna técnica de control de la enfermedad en daresmnos, de esta manera los
investigadores de la universidad nacional en MadalVanzan en estudio que busca
descubrir la férmula para controlartigpanosomiasis americanque afecta a los seres

humanos (8)

En Sud América solo se esta realizando en Colombian no ha concluido el estudio
por lo cual no se tienen resultados, Centro Am@gsaia de México en estos paises se
estudia la microbiota en triatominos. A nivel delia no se tiene ningun estudio
realizado en este sentido hasta la gestion 201artir ple la revision bibliografica

realizada del programa Chagas dependiente deltamioisle salud. (9)

1.2 Planteamiento del Problema

¢, Cual es la microbiota de nifios de 5 a 14 afloy &in tripanosomiasis americana en

la poblacion de Tarabuco Bolivia 2013?

1.3. Justificacién y Uso de los Resultados

El presente estudio de investigacion pretende @reldipo de microbiota en nifios de
5 a 14 afios con y sin tripanosomiasis americanag@) en diferentes sitios corporales
como ser bucal, piel y gastrointestinal con masstie (boca, piel del brazo izquierdo y
heces fecales).El efecto del tratamiento con Belazol sobre la microbiota en nifios

con Chagas.



La enfermedad de Chagas es un grave problemauwtem#blica en Bolivia por lo que a
través de la ley 3374 del 23 de marzo del 2006asdelelarado “prioridad nacional la
prevencion y lucha contra la enfermedad de Chaga®dos los departamentos del
Pais” frente a la enorme incidencia; el Ministede Salud emprende diversas
investigaciones sistematicas orientadas a visluntbrasencia de la enfermedad es una
de las enfermedades aun no controladas, a peskns desfuerzos se desconoce las
diferencias que la infeccion por Chagas produda emcrobiota humana, es importante

para comprender las consecuencias fisiologicapatakito en el hospedador.

La informacion derivada del presente estudio destigacion; permitira completar el
cuadro clinico de la enfermedad de Chagas, inctityespectos que nunca han sido
estudiados antes. Es posible que la informaciomipemejorar estrategias de control
de la enfermedad y control de la tripanosomiasiereana que afecta a los nifios de 5 a
14 afos. En el futuro, debera determinarse solivada de los resultados de microbiota
de este trabajo, si es posible normalizando laamicta, pueda modularse la respuesta
inmune para la mejora de sintomas clinicos, laleaaion del parasito con la actividad
del sistema inmune.Los resultados tendran un iropactia investigacion biomédica y
clinica en términos de salud publica para poder ptender los mecanismos de

desarrollo de la patologia Chagasica desde unpgiig intrinseca

1.4. Objetivos
1.4.1. General

Identificar la microbiota en nifilos de 5 a 14safion y sin tripanosomiasis americana

en la poblacion de Tarabuco
1.4.2. Especificos
1. Determinar la prevalencia de Chagas en nifios dd4 afios de la poblacién de

Tarabuco, mediante pruebas inmunocromatografic&), (hemaglutinacion

indirecta (HAI) y ELISA Chagas segun edad y sexo.



2. Determinar la cantidad de microbiota por sitio cogb (bucal, piel y
gastrointestinal) en nifios de 5 a 14 afos comartdpomiasis americana versus

nifos sin tripanosomiasis americana

3. Identificar la cantidad de especies de microbiota muestras fecales

(gastrointestinal) por sexo en niflos con y siratigsomiasis americana

4. Determinar el efecto del tratamiento de tripanos@iei americana con
Benznidazol sobre la microbiota gastrointestifmlcal y piel en nifios con
tripanosomiasis americana antes y después deahiatto.



II.MARCO TEORICO

2.1. Microbioma y microbiota

El microbioma humano es el conjunto de los micrslyicus genes que pueblan nuestro
cuerpo. Conocerlo es un inmenso trabajo compacainiel Proyecto Genoma Humano.

Algunos ya consideran al microbioma humano comatasegundo genoma.

El primero fueAntdn van Leeuwenhoek quien con rudimentarios microscopios que él
mismo fabricaba vié unos “animaluncos” que habéamuestra boca y otras partes del

cuerpo (10)

2.1.1. Definicién

La microbiota normal, es el conjunto de microorganismos que se logakiEamanera
normal en distintos sitios del cuerpo humano. Puesge definida como los
microorganismos que son frecuentemente encontr@adlogrias partes del cuerpo, en
personas sanas. Esta microbiota normal esta ewidelsimbidtica comensal con
el hospedador, ya que también se obtienen verttajalios tanto como ellos la obtienen
del individuo; estos ayudan en la digestion dehatlito, producen vitaminas y protegen
contra la colonizacion de otros microorganismos jpueden ser patdogenos, lo cual es
llamado antagonismo microbiano. En particular, @lilbrio entre las comunidades
microbianas que conforman la microbiota del trastrointestinal y de la vagina es de
vital importancia para la  salud del ser humano. Hayocos
parametros fisioldgicos e inmunolégicos que noregt@fundamente afectados por la
presencia y naturaleza de la microbiota normalcdelrpo, siendo la resistencia del

huésped a las infecciones uno de los factores masmentes. (11)

El término microbiota hace referencia a la comuidke microorganismos vivos
residentes en un nicho ecoldgico determinado. Lds oomunes sdBtaphylococcus
aureus Escherichia coliCandida albicans algunos de los cuales pueden

causar enfermedades en casos especiales, por lo squdes llama patdgenos



oportunistas. Es de diferenciar que a veces, unognganismo patégeno esta incluido
en esta relacidn, en este caso se refiere al hepedmo portador.

La microbiota humana se divide en dos categorias:

« Microbiota autéctona: Engloba a aquellos microorganismos que coloniabn
hospedero durante un tiempo prolongado, puedencipart en las funciones
fisioldgicas y han evolucionado junto a la especie.

« Microbiota aloctona: Que incluye a los microorganismos que se puedeargrar
en cualquier héabitat y en cualquier sistema, namaate no contribuyen a la

fisiologia del hospedero y estan presentes de ftnanaitoria o latente.

Asi mismo, también se les clasifica por el tiempasdtancia en el hospedero

+ Microbiota latente: Son los microorganismos que preserva el hospedigrante
casi toda la vida, no presentan fluctuaciones nesyen su poblacion y suelen tener
actividad simbidtica con el hospedero.

« Microbiota transitoria : Es aquella que presenta fluctuaciones continumasue
poblacién y suele no ser indispensable para largiweacia del hospedero. Entre
los cambios que afectan la colonizacion por estigso@rganismos se encuentran:

el cambio de habitat, la edad, la estacion del @fisso de antibidticos, etc.

2.1.2. Composicion de la microbiota

En un animal sano, los tejidos internos, por ejemgdngre, cerebro, etc.; normalmente
estan libres de microorganismos. Sin embargo, entdpdos superficiales (piel y
las membranas mucosas) estan constantemente ettooobn organismos del medio
ambiente y son facilmente colonizados por espedesmicrobios diferentes. La
microbiota normal esta constituida por una multdedoacterias, hongos, protozoarios y
otros microorganismos, tan solo la microbiota ies constituye un complejo
ecosistema integrado por mas de 400 especiesibaeerAsimismo, se localiza en
ambientes especificos en el humano como son:gpeeffaringe, tracto gastrointestinal
y genitourinario, entre otros. La poblacion de mdzganismos que convive en contacto

directo con el hombre excede al nimero de célugsocales del ser humano en una



relacion de 10:1 (por cada célula humana hay 1@ofvizs) Tomando en cuenta que el
cuerpo humano se compone de aproximadamerife, 8D organismo humano lleva
consigo a 18 células no propias. En el intestino grueso de rfemos, que es donde
reside la mayor parte de esta microbiota, la @famicroorganismos se eleva a40

10 (equivalente aproximadamente a 1-1,5 kg en pasniso superior a la encontrada
muchas veces en el suelo, subsuelo y los océanaod. &io 2008, el numero total de

especies bacterianas, del tracto gastrointestieatxtendido a 40.000 (12)

2.1.3. Origen de la microbiota normal.

El feto es estéril hasta que rompe la membrana goné se encuentra. En su salida éste
expuesto a la flora normal del tracto genital denkdre (en este momento también es
posible la infeccion de ciertas enfermedades desitnégsion madre-hijo), junto a las
bacterias en el ambiente, incluso a las incluidadaerespiracion que pueda poner
cualquier persona cerca del recién nacido. Cordias, la flora empieza a aumentar
segun su exposicidon a organismos, ya que no hapetmores, el infante esta expuesto
a un alto rango de organismos, y los que mejordegtan a cada sitio, seran los
predominantes. Asi por ejemplo, los cocos Gramtiposi aerobios prefieren la piel y
los coliformes el intestino. (10)

Mientras el feto humano se desarrolla en un ambiestéril, el neonato se ve expuesto
a microorganismos del medio ambiente y el tractotglede su madre, en este momento
también es posible la infeccion de ciertas enfeades de transmision madre-hijo, se
han reportado contagios del virus del papiloma mowe esta manera. Lo primero que
se coloniza es la piel del recién nacido, seguédi duco faringe, el aparato digestivo y
otras mucosas. Las bacterias que comienzan a zafogli tracto digestivo del lactante

son las productoras de acido lactico proveniergda teche materna.

No obstante, segun su posicion en el cuerpo, &l difedecir qué microorganismos
habitaran el lugar, ya que algunas partes del ousspson muy afectadas o no son nada
afectadas por el medio externo y el estilo de Vida. menos complejas pueden ser todo
lo externo: piel, ojos, oidos, cuero cabelludolaaxiun nivel intermedio vendrian a ser
las fosas nasales, traquea, laringe, y bronquio®l Bivel mas complejo estan el tracto
gastrointestinal, bucal y vaginal. Al final, lo m@obable es que su microbiota sea la
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misma gue sus padres, personas de su misma ed#dra.cEn la mayoria de los casos,
después de algunos meses del nacimiento, la repaesn de especies microbianas en

la microbiota neonatal es muy similar al patrércdienizacion en el adulto.

La leche materna es una fuente importante de l@steomensales, mutualistas o pro
bidtica para el intestino infantil. Entre las baicte predominantes, que parecen
establecerse en la piel de la aureola, y zonasrales de los ductos, existen diversas
especies de estafilococos, estreptococos y ladtobacue subsisten de la leche
presente en esos micro nichos El contenido de origamismos en la leche materna es
muy reducido pero las bacterias aumentan y domelamtestino del lactante. La
microbiota intestinal aumenta con la ingestidércamida sélida. (12)

La colonizacién es el proceso mediante el cuahagoorganismos se instalan en un
determinado sitio y se inicia inmediatamente despleé nacimiento. Esta puede ser por
un breve periodo de tiempo (horas o dias) o dedgmermanente. La colonizacion
nunca afecta las funciones normales del organispospduero y participan varios
factores como el tipo de alimentacion recibida ygeddo de exposicion al medio

ambiente.

La colonizacion tiene a su cargo una especificidadtejidolas bacterias escogen
donde quieren vivir A la preferencia bacteriana por un sitio deteadm se le
llamatropismo tisular Una explicacion para el tropismo tisular es quéaspedero
proporciona los nutrientes esenciales y factoresrel@miento para la bacteria, ademas
de oxigeno, potencial de 6xido el pH adecuadotgrigeratura para el crecimiento asi
como acidos grasos, lisozima, acidez deljugo igasbrina para su control y
distribucion de entre susicro ecosistemas La mayoria de las bacterias
pueden colonizar un tejido especifico, ya que puedimerirse a la que el tejido o en el
sitio de una manera especifica que implica intévaes quimicas complementarias
entre las dos superficies, un efecto conocido cadierencia especific&sta involucra
interacciones bioquimicas entre los componentes lde superficie bacteriana
(ligandos o adhesinas) y receptores de la célufsgad molecular. Los componentes
bacterianos que proporcionan adhesinas son patezuhar de sus capsulas, fimbrias, o
las paredes celulares. Los receptores de las sélolatejidos humanos suelen
ser moléculas de glicoproteina se encuentra eglldachuésped o de la superficie del
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tejido. Algunas bacterias producen biopeliculasaesuperficie tisular. Estas bacterias
producen polimeros que permiten la adherencia s bacterias a esta superficie. Un

ejemplo de esta, es la formacion de placa bacter{a)

La colonizacion y el establecimiento de la micrédioormal es un proceso continuo
gue ocurre durante toda la vida de un individucosae tal manera la microbiota de
un recién nacido sera diferente a la de un adultm @nciano, esto puede explicarse

mediante el cambio en la dieta, habitos, vida dexugeles hormonales.(12)

2.1.4. Funciones de la Microbiota

La microbiota intestinal contribuye al estado dedael huésped, por sus funciones en
nutricion, proteccion, desarrollo y proliferacioreldar e inmunomodulacion. La

velocidad de colonizacion y el tipo de microorgamsque coloniza tiene una gran
repercusion en el desarrollo del sistema inmumeggulacion de la permeabilidad y el
mantenimiento del equilibrio intestinal en el recigacido, asi como la determinacion
de la susceptibilidad a las infecciones microbiands la sensibilidad a los antigenos o

alergenos de la dieta. (13)

El tracto gastrointestinal constituye una de lasqgpales zonas de contacto con
microorganismos potencialmente nocivos como badsrivirus; asi como de toxinas y
otros alergenos y la mucosa forma la primera barfente a ellos y desempefia una
funcién primordial en la defensa del organismo teea éstos. Su funcion protectora
depende de los componentes estructurales y fudemmke la mucosa intestinal, del

sistema inmune y de sus interacciones con la mm@mtestinal. (13)

Los patdégenos normalmente alteran la permeabilitiéestinal, mientras que las
bacterias comensales beneficiosas y los probidtigngeden contribuir al
restablecimiento de ésta y de las uniones intderel; y favorecer la proliferacion
celular. La sintesis de defensinas y proteasasdagias en su activacion en las células
de Paneth son moduladas por la microbiota intdsyirlgunas bacterias probidticas.
(14)
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2.1.5. Localizaciéon de la microbiota

2.1.5.1. Microbiota cutdnea

Este ambiente es hostil y no es favorable paraupersivencia de la mayoria de

ellos, debido a la presencia de enzimas como lagssta.

Los organismos que se han encontrado en la piekesosu mayoria bacterias Gram
positivas, por ejemplo, estafilococos coagulasatmeg Staphylococcus
aureus corynebacterium, Propionibacterineae. OrganismoscomoClostridium
perfringens CandidaMalassezia furfuse pueden aislar en localizaciones humedas .
También es posible encontrar parasitos del tipo dx folliculorum, rodeando los

foliculos pilosos. (11)

La microbiota varia segun las condiciones que itaptiada region del cuerpo, de esta

forma se pueden dividir en tres grupos (11):

« La axila, perineo, y entre los espacios interdiggalel pie
- Mano, cara y torso

+ Brazosy piernas

Al ser areas mas cerradas la axila, perineo ydpaaos interdigitales del pie, retienen
mas calor y liquidos corporales por tanto, son rinbmlas mas que todo por
bacilos Gram negativos, al contrario que las ageasson mas secas como ser la mano,
cara, brazos y piernas pero no pueden colonizarateera permanente debido a que no
son capaces de sobrevivir a ambientes secos (coep@rn deAcinetobacter La
mayoria de los microorganismos viven en el esttatta piel y en la parte mas externa
de los foliculos del cabello. Sin embargo, hay érdas que se mantienen en lo mas
interno de los foliculos y no son alcanzados painfectantes; estas bacterias son las

gue vuelven a poblar el area luego de que las sigplarficie han sido eliminadas.

Una zona que merece especial atencion es el canduditivo externo y la oreja, donde
se encuentran estafilococos coagulasa negativosggynas patdgenos potenciales
comosStreptococcus pneumonjdseudomonas aeruginoga miembros de la
familia EnterobacteriaeEsta flora cobra importancia en la ruptura denéenbrana

timpanica donde estos organismos pueden entrégd@hoedio y causar infeccién.
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2.1.5.2. Microbiota Gastrointestinal

Desde hace mucho tiempo, se sabe que los micraosngas del intestino humano
desempeian un papel importante en la salud diges$im embargo, investigaciones
mMAas recientes indican que la microbiota intestmedde estar relacionada con aspectos
mas generales de la salud incluida la obesidadgallal metabdlica. (15)

Los microorganismos que habitan en diversas paeésuerpo humano, incluida la
piel, la nariz, la boca y los intestinos. Concregate, el intestino humano alberga una
enorme cantidad de microorganismos, aproximadamemh@ trillones de
microorganismos, se estima que sobrepasando lasdélumanas en unas 10 veces.
Los microorganismos presentes en el intestino sdncipalmente bacterias y
pertenecen a mas de 1.000 especies, el 90% dedkes corresponden a las Firmicutes

y las Bacteroidetes.(15)

Cada individuo tiene una composicion de microbiotastinal distinta y muy variable,

aungue todas las personas comparten una seriect®nganismos comunes basicos.

La composicion de microorganismos intestinaledesgomina “microbiota” intestinal,
mientras que la totalidad de los genes de la mictalse conoce como “microbioma”.
Los genes del microbioma intestinal superan a leseg del cuerpo humano en

aproximadamente unas 150 veces.(14)

La microbiota humana se crea en la primera etapa\dda: el feto en el Utero es estéril
y la exposicion a los microorganismos empieza enahento del nacimiento, es decir,
al pasar a través del canal del parto y/o exponarkss microbios presentes en el
entorno. Los bebés que nacen por cesarea tienemignabiota intestinal diferente.
Esto se ha considerado como menos favorable yesegae esta asociado con un mayor
riesgo de contraer enfermedades y de padecer s&sorgpobesidad en el futuro, en
comparacion con los bebés que han tenido un patpnal.(12) Pese a que la
microbiota se instaura en la primera etapa deda,\puede variar posteriormente segun
cambios de edad, dieta, ubicacion geografica, tages complementos alimenticios y
farmacos, ademas de otras influencias ambientalesxceso de grasa corporal y las

enfermedades también se asocian con una micrabtestinal alterada. (15)



14

Se sabe que la alimentacidon en un momento preclaz\viga, incluyendo el periodo de
lactancia o alimentacion con preparados para behédula la composicion de la
microbiota intestinal en los humanos; asimismogree que unos habitos alimenticios
prolongados repercuten de manera importante y aaplalgunas de las diferencias
geograficas (16). Esto es asi porque determinaslopanentes de la dieta, como, por
ejemplo, la fibra, se descomponen mediante ferrogmtdacteriana y se utilizan como
combustible. Comer niveles cada vez mas elevadogetierminados componentes
alimenticios puede potenciar el nimero de bactegiss utilizan esos componentes
especificos como combustible, o que significa tpsecambios en la composicion de
los alimentos pueden llegar a modificar la compoésiae la microbiota intestinal.

(12)La composicion de macronutrientes (es deciprégorcion de proteinas, hidratos
de carbono y grasas) de los alimentos parece rinfluies posible que cualquier
alteracion en los habitos alimenticios conlleveia@ones en la microbiota intestinal.
Todavia se estan realizando investigaciones quelatb@omo la dieta interactia con la

microbiota.

Con respecto a la microbiota intestinal y la salgidin parte de la investigacion que
realiza el mundo cientifico sobre la microbiota estinal se centra en los
microorganismos intestinales, ya que se cree qfleyam en la salud de diversas
maneras. Existen datos que demuestran que personadeterminadas enfermedades
(por ejemplo, enfermedad inflamatoria intestinalfeemedad del intestino irritable,
alergia) tienen una microbiota diferente, en réla@ las personas sanas, aunque en la
mayoria de casos es imposible precisar si la ma@kalterada es una causa o una
consecuencia de la enfermedad. Los patrones decibiota intestinal que estan
asociados con la salud son, no obstante, maslesfide definir. La composicion de la
microbiota intestinal es muy variable incluso entsejetos saludables. Los
investigadores han descubierto que, incluso aulagcemposicion varie entre personas,
distintas composiciones pueden tener funciones lasisi (por ejemplo, como
descomponen los microorganismos ciertos compudstéss alimentos o cdmo afectan
al sistema inmunitario del cuerpo). En consecuenstéa ha sefialado que es mas
importante para la salud la funcibn de la micrabiobtestinal, en vez de la

composicion.(17)
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Los microorganismos presentes en el intestino deseam un papel fundamental en la
salud digestiva, pero también influyen en el sistemmunitario. Los tejidos
inmunitarios del tracto gastrointestinal constituya parte mas grande y mas compleja
del sistema inmunitario humano. La mucosa intelstesa una gran superficie que
recubre el intestino y que esta expuesta a antiggraidégenos (causantes de
enfermedades) y antigenos ambientales no patogsustancias que provocan que el
sistema inmunitario produzca anticuerpos). En kaihiestinal, los microorganismos
desempenan un papel vital en el desarrollo de stensa inmunitario robusto y
equilibrado. Las alteraciones de la microbiotastiel de una persona, algo que puede
ocurrir, por ejemplo, al ingerir determinados aidtiicos, pueden aumentar el riesgo de
infecciones con la aparicion de patdégenos opot@asisomo la especie bacteriana
Clostridium difficile. (18)

En los Ultimos afos, diversos estudios de investigahan relacionado la microbiota
intestinal con el peso corporal. Si bien gran paitela investigacion todavia se
encuentra en fases iniciales, diversos estudiosrénaglado que las personas obesas
tienden a tener una composicion de bacterias inéds$ en cierto modo diferente.
Actualmente se desconoce aun si la composicioa dadrobiota alterada es una causa
0 una consecuencia de la obesidad. Asimismo, toslies reflejan que la composiciéon
de la microbiota intestinal varia con la pérdida g/ aumento de peso; sin embargo,
todavia se esta debatiendo la importancia de eatobios en la salud humana. Algunos
investigadores han sugerido que la microbiota si@émsonas obesas puede contribuir a
que el cuerpo aumente la cantidad de energia gqueosecha” de los alimentos,
sefialando que es posible que determinadas esasictarmicrobiota intestinal puedan
incrementar la posibilidad de convertirse en obB&oobstante, esta teoria sigue siendo
objeto de debate y se necesitan mas estudios mpastigar si esta hipétesis es cierta
(18). Hasta ahora, muchas de las pruebas sobsed&aion entre la flora intestinal y el
riesgo de sufrir obesidad proceden de estudiosoonales. De ellos se deduce que una
microbiota “obesa” (es decir, ciertas composiciodesla microbiota encontradas en
personas obesas) puede causar mayor obesidad josam#tabdlicos desfavorables en
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ratones estériles delgados. (19) Si bien es aiprtolos modelos animales arrojan datos
interesantes, no se pueden extraer conclusionestalir sobre estas asociaciones en
humanos. Este ambito de investigacion es relatiméaneuevo y se precisan mas y
nuevos estudios, especialmente en humanos, paadentcomo y hasta qué punto la
composicién de los microorganismos en el intesiimftuye en diversas funciones

metabdlicas del cuerpo.

2.1.5.3. Microbiota Oral

La microbiota oral es una de las mas complejas tgrbgéneas en el cuerpo, la
presencia de piezas dentales lo hacen ain masrdderlLa microbiota bucal puede
verse alterada con la llegada de diversas bactp@dunistas. La sucesion bacteriana
va incorporando grupos o complejos microbianos yifita sus caracteristicas. Se
reorganizan se adhieren a los dientes integranttmies denominados biofilm. (20)

Desde el punto de vista patogénico, existe unlbiofiariogénico, que al metabolizar
los azucares de la dieta, producen acidos orgamjaesdesmineralizan la superficie
dental y se forma la caries. El otro fenotipo defilsh es caracterizado por

microorganismos periodonto patdégeno y que al sumar®stros factores de riesgo
pueden desarrollar una gingivitis o algun tipo dequlontitis. Se determiné también el
tipo de microbiota oral a través de hisopeadosippticado de boca en nifios de 5 a 14

afos con y sin Chagas que participan del trabmjowkstigacion.

2.1.5.4. Microbiota vaginal

La microbiota vaginal puede tener un profundo inbp&n la salud de las mujeres y sus
recién nacidos. La vagina es un ecosistema dinargie® permanentemente regula su
equilibrio mediante el estado hormonal de la hosged la microbiota bacteriana
presente, se constituye de especied adtobacillus(96%) y bacterias aerobias
potencialmente patogenas (4% restante), cBtaphylococcus
aureus Streptococcugrupo B yEscherichia coli Las pruebas diagnésticas de
vaginosis bacteriana se dividen en dos categorsaber; criterio clinico (de Amsel) y
criterio basado en laboratorio (de Nugent). En amisasos, se requiere de la toma de

muestra de secrecion vaginal con un hisopo ed2ti).
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2.1.5.6. Técnicas de diagnéstico de microbiota

Sin duda, al finalizar la primera década del skj}d, las técnicas de biologia molecular
son ya un instrumento Gtil en la clinica, la dodancla investigacion microbiologica,
pero pueden carecer de la suficiente sensibilidaanado el microorganismo se
encuentra en escasa cantidad en la muestra clEnaastos casos se recurre, a través de
métodos quimicos 0 enzimaticos, a aumentar ladahtde una secuencia de acido
nucleico que le pertenece, para asi poder detectagpués. Se trata de los métodos de

amplificacion de &cidos nucleicos, de los que erislistintas variantes. (22)

De forma genérica, se pueden describir dos gragrg®s de técnicas en funcion de lo
que se amplifica. El primero, que comprende la mayde los métodos existentes,
amplifica la diana; entre estos métodos hay quéadasla reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que es la mas extendida yigleic Acid Sequence Based
Amplification(NASBA), aunque ademas existen otras, como lam@aen cadena de la

ligasa (LCR) o laStrand Displacement Amplificatio(SDA); el segundo grupo de

métodos comprende aquellos que amplifican la s#stehida tras producirse el hibrido,

entre los que hay que destacar el método conoaidm ADN ramificado lfranched

DNA o bDNA, que es un excelente procedimiento para la di@adion. (22)

Desde el afio 2000, han aparecido las técnicasadersgacion masiva, que permiten
secuenciar el gen amplificado 16S rRNA de bacterasualquier otro, con alta
profundidad y a bajo costo. Esta tecnologia pernaitearacterizacion detallada de

comunidades complejas del microbioma humano.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ADN dianks el ADN que se desea
amplificar, también se le llama ADN molde. Su cdadi y su calidad son factores
determinantes de la eficacia de la reaccion. Elquense desea secuenciar se amplifica,
para tener mas de él. Todas las bacterias tiertengen, por tanto el PCR amplifica

todos los genes presentes en la comunidad bact€@an

Partidores o primers. También se conocen comprimers o iniciadores; son
oligonucleotidos, es decir, secuencias de ADN de3@5bases de longitud

complementarias de los extremos 3’ de cada unaaslecddenas de ADN diana.
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Desoxinucleodtidos trifosfatos (ANTP) Aportan las bases que componen el ADN
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP) y deben encontrarse entidzates iguales.
Enzima Taq polimerasa Es una ADN polimerasa obtenida de la bacterimdéla
Thermus aquaticygque tiene una temperatura maxima de actuaciorRe#° C y es
estable a las temperaturas de reaccion. Su furocidsiste en alargar la cadena de ADN
hibridada con el primer mediante la incorporaciénlas dNTP. Los primers permiten
que la amplificacion del gen ocurra, para despuéempsecuenciar estos genes con los
secuenciadores que realizan secuenciacibn masigarngiten conocer la proporcion
relativa de cada especie bacteriana (identificaelgiirs la secuencia del gen 16S
rRNA).(23)

Al igual que la microbiota cutanea e intestinal, f@crobiota oral también se analizé
en la presente investigacion, a través de la recidle de hisopeado de boca y su
posterior congelacion en seco a menos 70 graddiy@os para su analisis genético

por medio de biologia molecular.

Las técnicas microbiolégicas clasicas son mas dentamenos precisas que las
moleculares. El cultivon vitro e inoculacion en ratoneson técnicas costosas y los
patdgenos pueden presentar diferencias en inféativiependiendo del hospedero
Anticuerpos el uso de anticuerpos para la identificacion deroorganismos se ha
empleado por ser una técnica simple y rapida. 8dgautomatizar, y puede ser usada
para trabajar con varias muestras al mismo tielf8poembargo, la deteccién no puede
ser precisa cuando existen cantidades minimas deanjanismos, en el caso de
patogenos no distingue entre infecciones activdatgntes. Ademas, se carece de
anticuerpos y antigenos para muchos microorganisynes algunos casos la deteccion
no es precisa por la nula especificidad de algambgsuerpos. Otras desventajas son
gue los anticuerpos tienen un costo muy elevadbien en algunos casos pueden
ofrecer falsos positivos. (22)

Técnicas moleculareg23) se basan en el analisis de los acidos noslaktraidos de
los microorganismos en forma directa o bien de wumaestra conteniendo el
microorganismo en cuestion. En la actualidad, ksnitas moleculares para la
identificaciébn de microorganismos estan teniendawge muy importante debido a:

1.- Especificidad (pueden identificar solo la maléw el microorganismo de interés)
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2.- Sensibilidad (son capaces de detectar |la presda un solo microorganismo)

3.- Rapidez (se puede identificar un microorganiemonenos de 24 horas)

4.- Pueden ser automatizadas (permiten tener wn@séico en un menor tiempo y
reducir los costos).

El uso de técnicas moleculares ha permitido ideatifnuevos microorganismos, los
cuales no habria sido posible, su cultivo e idesaiiion, por técnicas tradicionales.
Ademas, permiten estudiar las poblaciones micralsiasin hacer aislamientos, por lo
tanto, se evitan los sesgos que pueden surgir Iconlte’o de microorganismos. Asi
mismo, estas técnicas permiten la deteccion deooriganismos altamente patdgenos,
los cuales pueden ser identificados muertos ewtdond riesgos de infeccién del
analista. Las técnicas moleculares han demostexdmsy Gtiles en situaciones clinicas
donde los métodos convencionales son muy pocdbsemgpor ejemplo durante la
etapa asintomatica de las infecciones del VIH, w@tivo celular es lento y muy
complicado para ser usado a gran escala en ahngsito viral.

Otra aplicacion importante es en el monitoreo degimiento de mutaciones en el
genoma, por ejemplo, la seleccibn de variantesstesges durante la terapia
antiviral/antibiética

Algunas desventajas asociadas a las técnicas neiesigon:

1.-No distinguen entre organismos vivos y muergg)que algunas veces esto no es
precisamente una desventaja; en el casBtdphylococcus aureda bacteria muere a
temperaturas que no degradan la toxina, asi la@étede la bacteria muerta es un
indicativo de la presencia de toxinas en la muestra

2.-Se tiene que contar con conocimientos de se@gede nucledtidos especificas del
patdgeno a diagnosticar

3.-Se requiere de personal altamente capacitado ghadtesarrollo de las pruebas de
identificacién

4.- Se requiere equipo mas especifico para el dsigo, lo cual eleva la inversion
inicial

5.- Se desarrollan procedimientos con multiplepagalo que incrementa la posibilidad
de errores, ademas de la posibilidad de obtenspsSglositivos y falsos negativos. El
alto costo de las técnicas moleculares tendergaa danedida que se incremente el uso
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de estas técnicas. Por otra parte, el problemaldesf positivos y falsos negativos se

puede solucionar si se incluye en cada andliseouatrol positivo y un control negativo.

Una de las técnicas moleculares mas sencillas idardificar bacterias, consiste en
determinar el porcentaje de guaninas y citosieagnte en su ADN. En este caso, se
realiza la extraccién del ADN de una colonia pygor espectrometria se determina el
porcentaje de guanina y citosina. En el géirantoease ha estimado un porcentaje de
guanina y citosina que va del 50 al 58% y en bmasatel génerd®>seudomonaun
porcentaje que va del 58 al 70%. Esta técnica teedesventaja de no poder identificar
especies, solo se pueden identificar bacteriaged dé género, ademas algunos géneros
de bacterias presentan porcentajes de guaninassyna muy similares, por lo cual,
las posibilidades de obtener falsos positivos (iflear a un organismo presente cuando
en realidad estd ausente) se incrementan. La naaglerias técnicas moleculares se
basan en la hibridacién de los acidos nucleicog&n én la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Técnicas basadas en hibridacion de ADN (24)Estas técnicas se desarrollaron a
partir del conocimiento de que dos cadenas semdia acido nucleico que tengan
secuencias complementarias pudiéndose unir o hibpdra formar una cadena doble.
Las cadenas sencillas pueden ser de ADN o ARNegrouna de ADN vy otra de ARN.
Dentro de las técnicas de hibridacion mas utilizadstan losfragmentos de
restriccion de longitud polimérfica (RFLP’S).

RFLPs. Esta técnica esta basada en hibridacion de ADNsi€tenen extraer ADN de
un cultivo puro de un microorganismo o bien de nmstra infectada y digerir el ADN
con enzimas de restriccion (enzimas que cortaA[@N en sitios especificos),
posteriormente estos fragmentos de ADN son sepsradain gel de agarosa utilizando
electroforesis. EI ADN esta cargado negativamepde)o tanto, en un campo eléctrico
el ADN migraria del polo negativo hacia el poloifige a través de la matriz de un gel.
La friccion entre el fragmento y la matriz ocasianee fragmentos pequefios migren
mas rapido que fragmentos grandes. En esta té@hid®N separado de la forma antes
descrita en el gel, es transferido a un soportedsd{membranas de nylon o

nitrocelulosa), acto seguido se hibridiza el AD&l ld membrana con una sonda de
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ADN especifica (fragmento de ADN de cadena semci# 150 a 300 nucleétidos) del
microorganismo que se quiere identificar. La soselaine en el fragmento del ADN
que tenga su complemento. La sonda para la detettei®e que ser marcada en forma
radioactiva (P32) o no radioactiva (digoxigenineg sonda puede ser aislada del
genoma nuclear, del genoma mitocondrial o bien B& Ajue codifica para proteinas
(ADNCc) del microorganismo. Esta metodologia es raspecifica. Sin embargo, no es
muy rapida ni muy sensible (se requiere 103 a bpéas de la molécula o secuencia de
interés para dar un resultado confiable), ademasqde se requiere utilizar
radioactividad (si no es empleada adecuadamentajoy bondiciones especiales de
laboratorio, se pueden tener riesgos de salud delista, contaminaciones de

instalaciones o del medio ambiente).

Una variante de RFLP’s se ha disefiado para laadilatedelListeria. Esta consiste en
fijar en un micro tubo una sonda de ADN complem@ataa una regiéon del RNA
ribosomal de la bacteria. EIl RNA completo de la stizees extraido y colocado en el
micro tubo con la sonda, la cual se unird al RN#%sbmal, posteriormente se agrega
otra sonda de ADN complementaria a otra regionRIMA ribosomal la cual esta
marcada con florescencia posteriormente se ddteptasencia del microorganismo por

un anticuerpo con anti-florescencia (24).

Transferencia por aplastado (squash 21notéEn esta técnica la muestra a analizar se
aplasta contra un soporte sélido originando undldyuea muestra se fija utilizando
alcohol o exponiéndola a UV. Se hibridiza con landa especifica para el
microorganismo en cuestion. Tiene la ventaja deusartécnica rapida, que puede ser
utilizada en campo o fuera de laboratorio. Sin egyaes una técnica sucia, lo cual a
veces no permite distinguir una hibridacion ded@si nucleicos, con lo cual las
probabilidades de obtener falsos negativos (didgamsel microorganismo como
ausente cuando en realidad esta presente) se gmi@m Otra de las técnicas son:
Transferencia de punto (dot21nté) similar a squzkité y Northern21lnté similar a
RFLPs sin embargo lo que se separa es ARN y gdaikd con sondas de ADN

presenta ventajas y desventajas similares a RFLPs.
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ARN de cadena doble Esta técnica se utiliza principalmente para detecélulas
infectadas con un virus que tenga como materiaétggn ARN (retrovirus). Dado que
el ARN en una célula se encuentra como cadenallseriai presencia de ARN de
cadena doble implica la replicacion del virus derde la célula. Esta es una técnica
relativamente sencilla, dado que incluye pocasastdpxtraccion y purificacion del
ARN de cadena doble y su separacién en geles dacplaimida). Sin embargo,
presenta la desventaja de identificar solo célusctadas con retrovirus, sin poderse

especificar la taxonomia del virus, por lo tan®uga técnica muy limitada.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la amplificacion enzimatica vitro

de un segmento de ADN especifico del microorganiblanco. Esta es la técnica, mas
utilizada para la deteccion de microorganismos,ba&sa principalmente en realizar
millones de copias de un segmento de ADN especaificun microorganismo y es la
técnica que se utilizd6 en el presente trabajoadecdion de microbiota de las personas
de 5 a 14 afos de edad con y sin Tripanosomiasieriéama en Tarabuco. En esta
técnica la cadena doble de ADN es separada epattenas sencillas sometiéndola a
temperaturas mayores a 92 grados centigrados,ué@espe hibridiza o alineen dos
pequefios segmento de ADN complementarios uno eaghena y el otro a la otra.
Estos pequefios segmentos son llamados iniciadtoes;uales deben ser disefiados
de tal manera que solo hibridise con el ADN daraorganismo que se desee y su
tamafio generalmente va de 18 a 25 bases. UnagweZos iniciadores estan unidos a
las cadenas complementarias se adiciona a laideaota ADN polimerasa, la cual va
a formar la nueva cadena tomando como bases la@aéacilla y uno de los extremos
del iniciador (3). Después de este primer cicigespartio de una sola cadena doble de
ADN se tendrian dos cadenas dobles. Esta amplificase incrementa en forma
geométrica a medida que se repite el numero desci@asi después de dos ciclos se
obtienen cuatro cadenas dobles de ADN, y despué®sieocho y asi sucesivamente,
después de treinta ciclos habria una gran cantitadADN amplificado para ser
visualizado a simple vista. Las ventajas de PCResotras técnicas de deteccion se han
reportado en varias ocasiones. La deteccié@.deachomatigpor PCR resultd ser mas
precisa, con sensibilidad de 90-100% y especifitidayor al 97% que la deteccién por

ELISA Asi mismo la PCR ha ayudado a identificar nmicganismos infecciosos
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relacionados a enfermedades previamente ident#fsccadmo de origen no infeccioso.
(25)

La técnica de PCR se ha utilizado para la ideatfin de virus, bacterias hongos,
fitoplasmas nematodos etc. Un ejemplo es el mémesarrollado por Ayala y
colaboradores 2004, para la identificacion de latdya Clavibacter michiganensis
subspnebraskensijs la cual es causante de la enfermedad conocmao enarchitez
bacteriana del maiz, en este caso se disefiaraadoies especificos a un segmento
entre los genes de rRNA 16 S y 23S. Dichos inigceslcse compararon con las
secuencias de ADN reportadas en los bancos de gamascomprobar que solo se
alinearian a la secuencia @avibacter michiganenssubs mebraskensisLa precision

y reproducibilidad de los ensayos de PCR dependdadexperiencia técnica y
experiencia de analista. La especificidad de leelpmupuede ser afectada por la
contaminacion de la muestra durante su procesami&it los iniciadores no son
especificos o si las condiciones de la PCR no smimas, se pueden amplificar
productos no especificos Lo anterior puede gulardeteccion de falsos negativos, de
la misma manera la contaminacién de la muestrardohidores (4cidos humicos, poli
fenoles, carbohidratos, etanol, etc.) de la enziolanerasa puede ocasionar también
falsos negativos. Sin embargo, esto se puede sokrcincorporando siempre controles
positivos. La contaminacion de la muestra con 8IblN o RNA, puede conducir a la
deteccién de falsos positivos, esto se solucionegagdo siempre un control negativo
La identificacion de microorganismos directament alimentos utilizando PCR,
presenta algunos retos como es la baja sensibgidadcada por la inhibicion debida a
la matriz del alimento, esto puede ser parcialmeastablecido con una etapa de
enriguecimiento pero se alarga el tiempo paraagrdistico (Grant y col., 1993). Aun
con estas desventajas, la flexibilidad, automatiracrapidez y confiabilidad de las
técnicas moleculares basadas en PCR son las t&enaaculares con mas aceptacion

en la actualidad para la deteccion de microorgasssen general. (26)

RT-PCR (amplificacion de un segmento de ADN previamemenfido a partir de
ARN). Esta es una de las técnicas mas utilizadasigantificar microorganismos cuyo
material genético es ARN (retrovirus y viroiddsh este caso se extrae primeramente

ARN del microorganismo en cuestion o bien de unastra presuntamente infectada
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por uno de estos microorganismos, acto seguiddrél, se somete a una temperatura
generalmente de 80 OC para linearizar el ARN apgoes por lo general una cadena
sencilla y tiende a formar estructuras secundariderciarias. Posteriormente, se le
aflade un iniciador complementario y se colocasatemperatura entre 37 y 40 grados
centigrados para que se alinee el iniciador concdalena complementaria,
posteriormente se coloca la reaccion a 40C corudd se detiene esta. Después se
incorpora una enzima denominada reverso tranasdpla cual se va a encargar de
formar ADN tomando como molde el ARN de cadena &mpun extremo (3’) del
iniciador cuando el ADN ya ha sido formado se pdaca realizar la reaccion del PCR,
esta técnica puede ser realizada en un solo pascasiaden todos los reactivos en un
mismo tubo y se programan las temperaturas eggecif para cada etapa. Un ejemplo
de un microorganismo que puede ser facilmenteiftmto utilizando esta técnica es el
virus de la tristeza de los citricos. Otra deviestajas de esta técnica en la deteccién

de microorganismos es que permite identificar iciftetes activas (26).

PCR anidada (amplificacion enzimatica de un segmento de ADNerimo de un
segmento de ADN previamente amplificado). La PCRlata es una técnica que se
utiliza principalmente cuando un microorganismo eecuentra en muy bajas
cantidades o bien cuando se quiere identificar esi una muestra existen
microorganismos de un determinado grupo y despeésrndinar que especies de
microorganismos de ese grupo estan presentestdesti@aa consiste en amplificar un
segmento grande de ADN (700-2000 pb) por la técmie PCR con un par de
iniciadores y posteriormente amplificar con otra pke iniciadores un segmento
interno del primer fragmento amplificado, es deesta técnicas es una PCR doble y por
lo tanto se estima que es mil veces mas eficiaeuga PCR simple. La PCR anidada
se ha utilizado con éxito para la identificacionrdeestras presuntamente infectadas
con fitoplasmas, y si la muestra es positiva présencia de fitoplasmas. Se amplifica
por segunda ocasion para determinar el tipo especié fitoplasmas presente en dicha
muestra. Un ejemplo del uso de esta técnica estéecdn del fitoplasmas del amarilla

miento letal del cocotero.

RAPDs o polimorfismo del ADN amplificado al azar, en eestaso se realiza una

reaccion de PCR con un solo iniciador el cual tisnetamafo de 8 a 12 bases con
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secuencia arbitraria. En la etapa de alineamiegitenttiador se emplean temperaturas
bajas 37 a 40 grados Centigrados para aseguraelgon&iador se una a diferentes
regiones del genoma del microorganismo que se deésegficar. Asi la identificacion
se realiza solo de cultivos puros del microorganiy con una sola reaccion del PCR
se amplifican varios segmentos a la vez (FiguraTigne la ventaja de que no se
requiere conocimientos previos del microorganispama poderlo identificar, esta
técnica como método de identificacion a nivel canamo es muy utilizada debido a
los problemas de reproducibilidad, sin embargo,nauy Util cuando se requiere
determinar diferencias entre 2 microorganismosnadtde emparentados pudiéndose
detectar estas diferencias aun a nivel de cepalléPad el 2003 utilizando RAPD’s
logré identificar diferencias a nivel de ADN entB cepas delAspergillus niger
degradadoras de taninos. Otra ventaja de los RA#2Den el caso donde se logra
identificar un fragmento de ADN amplificado que smecuentre en una cepa en
particular, este se puede secuenciar y disefarta da esa secuencia iniciadores
especificos para esa cepa. Lo mismo aplica patse&ifio de iniciadores especificos a
nivel de especie o de género, esta técnica es idanaomo SCAR (secuencia
caracterizada de region amplificada) (Figura 2)emds de la desventaja de poca
reproducibilidad, la presencia de una banda RARDpermite distinguir entre los
estados homocigoto y heterocigoto. Una técnicaairmiRAPD's es la conocida como
amplificacion de huellas gendmicas del ADN (DAF)) esta técnica se utilizan
iniciadores de 5-10 bases para amplificar ADN gdnémal azar, las bandas
amplificadas se separan en geles de poliacrilarkista técnica se ha utilizado para el
estudio de cepas @almonella25 entéricé5)

Figura 1.- Polimorfismo del ADN amplificado al azar
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Figura 2.- Secuencia caracterizada de una regi@hfaoada

SCAR's

Fuente: Protocolo OMS

Inmuno-PCR (unién de un microorganismo a un soporte solidbzatido un anticuerpo
una posterior amplificaciéon de ADN por PCR). Es tétnica que combina las ventajas d
técnicas inmunoldgicas (ELISA) y de las técnicadequares(PCR) para que combinad
disminuyan o eliminen las desventajas de ambas técnicas. Rocleh 2003, menciona ¢
ELISA es ineficienteen la deteccion cuando se presentan niveles moyg dajla molécula
microorganismo de interés en la muestra aizaralmientras que la PCR se ve inhibida
algunos componentes de la muestra (compuestosidesolpolisacaridos etc.). Es

caracteristicas se combinan cuando se desea deteateoorganismos cuarentena



27

directamente de 6rganos vegetales (semillas,rdulos etc). Rocha (2003) adapté la técr

de inmuno PCR para la detecciénRintoeastewartjidirectamente de la semilla de maiz
este caso fij0 un anticuerpo primario a un microtute lavo el exceso de anticuerpo y se
colocé la muestra molida de la semilla, la cualcemocia que estabanfectada pc
Pantoeastewari, posteriormente se deja incubando por una hora lpaunién antigeno-
anticuerpo, se lavo para eliminar la mugstren el tubo con el antigeno y el anticuerg
realizo la PCR. (25)

Figura 3.- Etapas en la técnica de inmuno-PCR

Agua ultra pura
Buffer 10X
Mg Cl

dntp's

Frimers
Enzima tag

i}‘_ﬂ.‘l‘ﬂ!—ﬂ'—mu.ll'_'l h- S N
| , —p- P— .

f N
Y Y |lavado |/ Iavado LAk

FIJEICIDH Fljaolon PCR
de Ac. de Ag.

Fuente: Protocolo OMS

Inmunomagnetic PCR (similar a la anterior, en este caso el soporignesesfera magnétis
la cual es removida de la muestra con un magngtosteriormente se realiza la PCR).
esta técnica, un anticuerpo primario se encuentidoua perlas metdlicas las cuale:
colocan dentro de la muestra a analizar, se dejzbar para la union antigeaoticuerpc
posteriormente, se extraen estas perlas metalicasrcmagneto, se lavanse colocan en (
tubo en el cual se realiza la PCR. Esta técnichaeaitilizado para la deteccion Hesteria

monocytogenesn alimentos.

PCR-multiple. Uno de los problemas de las técnicas de RI&Rutidas anteriormente es |
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solo permiten la identificacion de un solo patégania vez. Con la finalidad de solucio
este problema se ha disefiado la técnica conocioie ¢CRmultiple la cual permite

deteccion de diferentes moléculagnicroorganismo de interés en una sola reaccioredk
técnica, se incorporan a la reaccion un par deashices por cada uno de las molécul
microarganismos a detectar, lo cual permite un ahorrtieempo y costo para la deteccior
diferentes microorganismos simultaneamente. Estdd# presenta retos como el de dis
todos los iniciadores que se deseen agregar aakciém con similar temperat de
alineamiento, no deben presentar homologia elt® ademas demplificar fragmentos (
diferentes longitudes. La sensibilidad de una P@Riple es del orden de 102 célulasde
2.9 pg de ADN de interés. Sin embargo, esta sdidsithi puedeser afectada por el dise
ineficiente de los iniciadores (25). Esta técniedna utilizado para la deteccion de difere
especies delListeria en una misma muestra, asi como para detectar e
microorganismos a la vez como es el cas&@aknonella, Campylobacter, ShigeifeE.coli
La PCR multiple también ha sido usada para detediferentes genes de un mis
organismo en una muestra. Células infectadas neneet todos los genes del virus
papiloma humano, usando PCR multiple saiifie6 la presencia de varios genes virales
vez, lo cual confirmé el agente causal. Esta téctambién es usada para identificar ct
genes de resistencia a antibiéticos poseen unardetala cepabacteriana ineficiente de

iniciadores (25).

2.1.5.7. Identificacién de microorganismos altangesinparentados

En algunas ocasiones uno se encuentra en unai&@iuet la cual tiene que identificar

cepa especial de un microorganismo, ya que eskeiiee caracteristicas sobresaliente

producion de alguna enzima o bien de adaptacion a ueanti@ada condicion, o cuandc

guiere preservar la identidad de una cepa en pkatjdo cual ayudaria a determinar s

contamin®, asi mismo cuando se quiere establedaciores de parentesco geoet
(filogenético) entre diferentes cepas de espeseaes de género, género de familia o

entre diferentes familias de microorganismos, eeeti las siguientes técnicas molecu

que son: Rep—PCR, PCR-RFLP, AFLP’s.

Rep.-PCR esta técnica esta basada en la amplificacionlsinaa de diferentes regionesr

secuencias repetidas, se ha utilizado preferemtenam bacteriagmplificando las region
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BOX, ERIC, y Rep. En este caso, se obtienen vdrazgmentos de diferentes tamanos
cuales son amplificados simultaneamente, lo cuahipe distinguir dos microorganism
altamente emparentados al comparar los patrortes amplificacion de est
microorganismos. Se ha propuesto que la técnicafRER puede ser usada para dilucidar |
bases gnéticas de la variabilidad fenotipica entre difegs especies, dado que se prod
patrones de bandeado reproducibles, de comple§idaitar, y permiten la diferenciacion
cepas al nivel de subespecie (Johansson y colQ)288ta técnica se ha litado para |

identificacion de diferentes especies@mthomonasy deFrancisella

PCR-RFLP esta técnica consiste en amplificar por PCR un sagmespecifico de |
microorganismo Yy posteriormente digerir el ADN aifigado con enzimas de restricci
esto permite determinar diferencias entre los pasale bandas amplificadas y/o entre
patrones de los fragmentos resultantes de la dgedél ADN. Existen diferentes variant
de esta técnica dependiendo del fragmento espedificplificado y djerido. Entre Ic
segmentos mas comunmente amplificados y postendentigeridos se encuentran los g
ribosomales (16s en el caso de procarigtds8s en el caso de eucariotas), los espacios
el conjunto de genes ribosomales (espacios i@ IGS) y los espacios interr
transcritos (ITS) del conjunto de genes ribosomales. El gensodimal 16S esta altame
conservado pero con la variabilidad suficiente pa@er distinciones entre géneros y esp
(26). Se han desarrollado iniciadera partir de la secuencia del gen ribosomal E&8ald
un rango muy amplio (universales), desde el nivel dbminio (bacterias, archae:
eucariotes), grupos (bacterias metanogénicas, rizctsulfatoreductoras, bacterias lacti
etc) hasta géneros individuales (Escherichia) yJaeBorgne 2001). Sin embargo, cuando
resolucion del analisis basado en el gen 16S rRélMey pequefa para hacer inferer
sobre el parentesco de microorganismos altamelatgarados se ha propuesto la utiliza
del gen gyrB el cual codifica para la subunidad B del poli péptie la ADN girasa. Se
estimado que este gen evoluciona mas rapido qugerel16S rRNA mientras que ¢
mantiene una alta correlacion con la homologiagéeloma total analizada por hdacior
total ADN-ADN y micro arreglos (Rodriguez y col.., 2003)./&& establecido metodolog
para la identificacion rapida basada en PRIR-P de cuatro especies altam
emparentadas dearnobacteriumlas cuales son importantes en la industria aliarent La

amplificacion de los segmentos IGS y su posterigestion con la enzima Hind [l permi
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identificar diferentes cepas denicillumpurpurogenumLa amplificacion de los segmen
ITS y su posterior digestion con la enzima Xhoelmitié la identificacién de diferent

cepas altamente emparentadasAsigergillus nige27).

AFLP’s. Amplificacion de fragmentos de longitud polimédi Esta técnica se basa e
amplificacion de un subgrupo de fragmentos de Al@Negados por la digestion con enzi
de restriccion. El ADN de los microorganismos esaalo, purificado y sometido a @igfior
con las enzimas de restriccion Eco Rl y Msel. La@grmentos de restriccidon son des)
ligados a adaptadoredps cuales contienen sitios de restriccion a cadade los extrem
del fragmento y una secuencia homologa al sitioagareamiento deiniciador. Lot
iniciadores usados para la amplificacion contiesenuencias de ADN homologas a
adaptadores y contienen una a dos bases seleatlaasterminaciones 3’ de los fragmer
Asi los nucleétidos selectivos, permiten la angaifion desolo un subgrupo de |
fragmentos cortados. Los AFLP's han demostradeepgoducibles, y una buena forme
diferenciar cepas de microorganismos altamente emnfzaas. La deteccion a ni
comercial se ve restringida por el alto costo delisnciadogue se utiliza para visualizar
fragmentos amplificados (27). Restrepo y col..1889 evaluaron la eficiencia de la téc
de AFLP's para detectar la variacion genética enttderentes cepas

Xanthomonasaxonopo..

DGGE. Electroforesis en gelesorm gradiente desnaturalizante. Esta técnica, eazcey
separar secuencias altamente relacionadas por fewende movilidad en gradien
desnaturalizantes (26).En esta técnica, comunnsmtemplifica alguno de los genes
codifican para el RNA ribosnal (16S rDNA, 18S rDNA etc.) El ambiente desndizaate
se crea manteniendo una temperatura uniformes@5@rados centigrados) y un gradi
lineal con urea y forma mida. El incremento de comacentracion desnaturalizante separ
cadenas dobles d&DN en dominios distintos. Cuando un dominio aleaea temperatura
desnaturalizacion en una posicion particular delogarre una transicion del hélice dob
parcialmente desnaturalizado, y la migracion dentdécula practicamente se detiene.
variaciones en la secuencia de los dominios causaugs temperaturage desnaturalizaci
sean diferentes; por lo tanto, migran a posicioniferentes dentro del gradie

desnaturalizante, lograndose la separacion de tminibs de manera efectiva (25).
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Kowalchuk y col. en 1997 amplificaron el gen 18SNARde 20 especies fungicas
sometieron los productos amplificados a DGGE, adeseguenciaron las bandas sepal

con DGGE, con esto se pudo identificar algunaas@jngicas.

TGGE. Electroforesis en geles con gradiente de tempea8imilar al DGGE, sin embart
en este cascel gradiente se crea incrementando gradualmentent@eratura durante
electroforesis. El ambiente desnaturalizante sadquor una concentracion consede ure
en el gel, combinado con el gradiente de tempexatemporal (25). Esta técnica pu
utilizarse para estudiar la diversidad de espeeresina comunidad de microorganisme
comparar asi la diversidad de especies entre colades. Esta compaian se basa en que
namero, la posicion precisa y la intensidad debtasdas reflejarel numero y abundancia
los tipos dominantes de rDNA en una muestrasi se puede comparar dos comunidad

microorganismos.

Actualmente, existen técnicas guegan sin duda un papel importante en la detecy

cuantificacion de un microorganismo. Las considasazbn mayor futuro

PCR en tiempo real.En la técnica de PCR en tiempo real ademas dedoganente
tradicionales de una PCR normal se agrega una stnd®N, la cual en un extremo tie
un quincher y en el otro extremo un beic@sta sonda es complementaria al ADN gt
desea amplificar, por lo tanto, se alineara comgdds cadenas de ADNn donde esta
complemento cuando la ADN polimeaasmplifica los fragmentos libera esta sonde
ADN la cual esta unida, al liberarse se emite flu@escenciala cual puede ser detecte
asi entre mas ADN se amplifique mas luz se enptirdlo tanto se puede estimar el nun
de fragmentos de ADN amplificado. Con esto se pwedatificar el nUmero de molécu
del ADN del microorganismo presente en la muestrawestion. Esta técnica ha sido ut
para medir cuantitativamente la carga viral coolgétivo de monitoreata respuesta a
terapa por pacientes con infecciones de VIH, citomegalgy o virus de la Hepatitis C (2
La cuantificacion de un determinado microorganisemo una muestra es de importa
progndstica, ayuda a predecir el progreso de uferreedad, y es usada para asieti l¢
decision del tratamiento médico. Ademas, la técde®CR en tiempo real se adapta pe

evaluacion de un namero grande de muestras al ntismpo, permitiendo un diagndéstico
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laboratorio, rapido, confiable, eficiente y bar¢26)

Micro arreglos o microchips. Esta técnica utiliza la complementariedad de lase:
nitrogenadas del ADN y consiste en un arreglo axderde cientos o miles de secuencie
ADN (oligonucledtidos, cDNA, etc.) depositados shbna superficie solida (1.2 x 1.2 cm.).
Los soportes solidos son piezas de silicio o deoidPara la deteccion de microorganis
se puede construir un arreglo (chip) con ADN derdifites microorganismos, posteriorm
una muestra conteniendo ADN de uno o varios migamsmos puede seebsitada
hibridada sobre el arreglo y cualquier ADN no hdbado puede ser eliminado por lavado:
arreglo es después analizado y escaneado para getdeminar con que ADN especificc
hibrido el ADN de la muestra e identificar el o logroorgansmos presentes en la mue:
Actualmente, esta técnica es muy costosa tantdgsoreactivos empleados como po

digitalizador de imagenes utilizado para escarasamlicro arreglos (25).

2.1.5.7. Secuenciacion.

La determinacién del orden o secuencia de baseséstde un segmento de ADN es ur
las técnicas centrales de la biologia molecularci#mta con dos técnicas para secuel
una basada en un método enzimatico y la otra enatodo quimico. Losequisitos que del
tener una secuencia para poder utilizarse en Hifidacion de microorganismos son La
secuencia debe ser conservada entre un niumeraaeisimos relativamente grande. 3u-
proporcion de cambio debe ser constante sobredgrgdodos entre diversos organismo
debera permitir inferencia de la distancia evolggwntre un amplio rango de formas de vi
la secuencia no debe ser sujeta a grados ampbkosegantes de la presion de evoluc
Tercero, La secuencia no deberdsmnpartida entre diferentes organismos por trandn
horizontal. Finalmente, la secuencia debera sdibfacde ser amplificada y detectada
variadas formas Secuencias que cumplen con losi@ete requisitos son las regiones

codifican para ls pequefias unidades ribosomales 16S en procayidl8sS en eucariot
reportan un métodobasado en la secuencia de nucleé6tidos que pueddt&ieament
generar secuencias cortas conocidasnucleétidos de un nimero de segmentos del r
genoma o de diferentes genomas secuenciacion es uno de los métodos con mao
dado que solo se puede amplificar por PCRyeh ribosomal 16S o 18S, separar las be

amplificadas, secuenciar o0 mandar a secuenciabadaslas encontradas, posteriorm
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comparar esas secuencias, con las secuencias depositades leancos de genes y pc

llegar a identificar el o los microorganismos préges en una muestra.

2.2.- Enfermedad de Chagas
La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis amergsanaa infeccion sistémica causada
por el protozodl rypanosoma cruzies una zoonosis en la que participan un gran raime

de reservorios vertebrados y transmisores Triatosnin

2.2.1 Historia

En 1909 un medico brasilefio, Carlos Chagas, fuerigler designado para estudiar la
incidencia del paludismo en la zona de Minas Gerad se dedicé a buscar intensamente
los parasitos del paludismo y llevado por la cudiad cientifica, mientras analizaba la

materia fecal de una vinchuca; nombre comun denkectos Reduviidae, Panstrongylus
megistus; encontré un tripanosoma un poco masdu® los africanos. A partir de ese

descubrimiento se realizaron varios experimentt® esllos hizo picar a un mono con las

vinchucas infectadas; el mono enfermo, y en su rearsg observaba abundantes
tripanosomas, repitid la experiencia con variosmales y observo que se repetia el

fendmeno. (28) mas tarde constato los sintomasatien una nifia de 9 afios

En 1914 se descubre en Jujuy, provincia Argenta&xistencia de tripanosomas en un
Triatoma infestans, cuyo nombre vulgar en Argente® vinchuca, gracias a la

investigacién de Magio y Rosembauch.

En 1924 Mullens y colaboradores, en Ledesma, umrtipento de Jujuy, analizando
sangre fresca de un nifio hallaron tripanosomas, @etonces nadie pudo interpretar los
sintomas clinicos. Posteriormente ingresa el DivaBar Maza, (29) sobre quien el Dr.
Pedro Sierra, dijo " fue el explorador sanitariosnggiande que hemos tenido"; creo la
MEPRA; y realizo desde alli importantes trabajosreda enfermedad de Chagas, entre
ellos el que llamo la atencion sobre la posibilidadtrasmision por trasfusion de sangre.
(42) Seria injusto no mencionar a Carlos Romanadgscribié el sindrome oftalmico que

lleva su nombre

La importancia de la enfermedad de Chagas radicaslerelevada prevalencia, su

incurabilidad, las grandes pérdidas economicas ipcapacidad laboral, y la muerte
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repentina de personas aparentemente sanas. Senptatdentro de la lista de las
principales "enfermedades desatendidas". (29).

La infeccidn se transmite principalmente por tmaiioos de la familia Reduviidae, orden

Hemiptera (vinchucas), Subfamilia Triatominae. ©trmodos de transmision son:

transfusional, congénito, trasplantes de érganosly Se estima que en la region de las
Américas, se presenta en 21 paises, afecta a uno8 millones de personas, y se

encuentran en riesgo de adquirir la infeccion apmagamente 25 millones de personas,
con 56.000 nuevos casos anuales y 12 000 muerte $28X)

2.2.1.1Ciclo de vida de T. cruzi

El ciclo biologico se completa al infectar la sangrotros tejidos de los reservorios, en

el tubo digestivo de los vectores sufre distintamdformaciones. En el ser humano
(hospedador vertebrado) el parasito trasmitidoasrheces del insecto es la forma de
tripomastigote metaciclico. En la sangre, el ptvés observa como un tripomastigote
fusiforme, en forma de “C” o de “S” de 20 centimstde largo por 1 centimetro de
anchura. Durante esta etapa, el tripomastigote enansltiplica en la sangre del
hospedero. (30)

Cuando el parasito infecta a las fibras del muscatdiaco o a los fagocitos, acorta el
flagelo y se transforman en un amastigote redord® d 5 centimetros de diametro y
un flagelo externo muy corto o inexistente, estargdtiplica por medio de fision

binaria formando “racimos “o “nidos”.

Los parasitos liberados de la circulacion se coterie en promastigotes y
tripomastigotes éstos que son liberados a la samgrdante son de un tamafio total que
varia entre 15 y 20 centimetros, tienen flagebweli un cinetoplasto voluminoso,
terminal o subterminal que contiene el 30 % del A@#l parasito, y un nucleo oval.

Estos tripomastigotes pueden infectar otras cejpdaa repetir el ciclo. (30)

Los triatominos nacen, libres de infeccion, perguaeten al parasito al alimentarse del

hombre o de los animales domésticos o silvestfestados.
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Los tripomastigotes migran al intestino medio dedecto donde se transforman en
epimastigotes, flagelados anchos, muy moviles,et@mnetoplasto entre el nacleo y el
flagelo libre. Alla se dividen un gran niumero deag a partir de que las vinchucas

guedan infectadas de por vida.

Los epimastigotes se transforman en tripomastigotda ciclicos y migran al intestino
de donde son excretados con las heces en el mordenka picadura. Mediante la
degradacion del ADN del cinetoplasto con enzimasiotivas y en posterior analisis es

posible la identificacion de diferentes cepad dganosoma cruzi

2.2.1.2.Vias de contaminacion

Las vias de contaminacion son, principalmente, reatdgica, transfusional y
transplacentaria; existiendo otras de menor impoidaque han sido descriptas por

varios autores a las cuales nos referiremos opamiante.

Entomoldgica
El triatoma pertenece al reino animal, al filumldg artropodos, clase de los insectos,

orden de los hemipteros, familia de los reduvigiaela subfamilia de los triatomas.

Es el vector de la enfermedad de Chagas, puesrespeinsable de la transmision de la
misma, se distingue de las otras subfamilias parstio recto, y por ser un hematéfago,

es decir se alimenta solo de sangre, aunque sgelsanto casos de canibalismo.(31)

2.2.1.3. Nosologia General

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis ameyieanaa parasitosis producida por
el protozoo flageladdrypanosoma cruzihematéfago pero que se reproduce en los
tejidos, por la division binaria, multiple y progiea, pasando por una forma no

flagelada: amastigote.(30)
Triatoma infestans

Es el vector de la enfermedad. Como en todos kectns, el cuerpo del triatoma esta

compuesto de tres regiones: cabeza, térax y abdomen
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Hay mas de un centenar de especieffid®omas 16 de ellas habitan en nuestro pais,
pero no todas tienen importancia epidemioldgicdaetransmision delfrypanosoma

cruzi.

Evolucion y Manifestacion de la enfermedad de Clyas

Seflalaremos en primer lugar su evolucion en 3 gasio

1. Agudo o de comienzo que dura alrededor de 2D

2. Intermedio o de Latencia, cuya duracion es bbgig puede alcanzar varios afios.
3. Crénico con una duracion que depende de la daalvgue alcance el proceso

1. Periodo Agudo

La mayor parte de los afectados por la enfermedad$ios, no porque estos sean mas
susceptibles que los adultos, sino simplementdgrar antes en la vida la posibilidad
de ser infectados por el triatoma.

El periodo de incubacion (que es el lapso que mediae la introduccién del
tripanosoma en el organismo Yy la aparicion de lo®gros sintomas) es de duracion
variable, con un término medio de una semana. iEloirde las molestias es subito,
presentando el enfermo fiebre, escalofrios, dorcdbeza y de los musculos del
cuerpo, malestar general e inapetencia. Algunassvikay signos en el organismo que
delatan la puerta de entrada de la infeccidén: $aomplejo oftalmoganglionar y los

habones de inoculacion.

El complejo oftalmoganglionar o signo de eje, repréga una manifestacion de valor
diagndstico. Lamentablemente se ve solo en no elé&% del total de formas agudas.
Se caracteriza por: comienzo habitualmente subitchazon elastica e indolora de los
parpados superior e inferior de un solo 0jo, queato color morado (como si fuera un
"0j0 en compota”); conjuntivas rojas; hinchazén srada del lado facial

correspondiente al ojo afectado. Esta inflamacicunlas desaparece lentamente en el

curso de la fase aguda de la afeccion.
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Los "chagomas de inoculacion", otro signo de pue® entrada de la infeccién,
consisten en zonas de endurecimiento cutaneo cqgolepuaparecer en cualquier lugar
del cuerpo, especialmente en las partes descuhi&sdas zonas generalmente tienen
un color rojo y alta temperatura local; surgen camlorotara del interior de la piel. Son
poco dolorosos. El habdn de inoculacion tiendesapi#recer espontdneamente al cabo
de 2 0 3 meses; queda en ese sitio una pigmentzaiaateristica.

2. Periodo de Latencia

Pasado el primer mes, el enfermo entra en un segpedodo, o de latencia; este
periodo puede durar afios y durante ese tiempo yamingun sintoma; solamente se
puede poner en evidencia la enfermedad por medendksis de sangre en la que se
comprueba las alteraciones provocadas por la eatldo también (aunque mas

dificilmente), viendo los tripanosomas.

La mayor parte de las personas permanece en egidq&do el resto de sus vidas, y

aun hay quienes han curado espontaneamente.
3. Periodo Cronico

La forma cardiaca es la mas estudiada, conocid&cy fle diagnosticar. Las
manifestaciones clinicas dependen del grado deb dafocéardico, presencia de
arritmias y grado de insuficiencia cardiaca. Lostoshas mas frecuentes son

palpitaciones, mareos, disnea y dolor pectoral.

Mediante la radiografia del térax se puede evideneli grado de agrandamiento
cardiaco y a través del EC se puede apreciar Itectds tipicos de la conduccion

ventricular y las arritmias.

El blogueo de rama derecha es muy frecuente asb cgmhemibloqueo anterior
izquierdo. Pueden presentarse también diferentedogrde defectos de conduccién
auriculoventricular (A-V) y aun un bloqueo A-V cole. Las complicaciones mas

frecuentes son embolismo sistémico y la muerteaubi

El enfoque que usualmente se le da a la enfermestaddado por la ignorancia de la

misma. A pesar de que se ha descrito la cardioplaéigasica hace méas de 40 afios, aun
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permanece desconocida o mal diagnosticada en muegaes endémicas donde
frecuentemente es considerada como cardiopatigaiita.

Forma digestiva

De poca frecuencia en nuestro medio, siendo masxoepcion. Se trata por lo general
de infiltracion parasitaria fibrosa en los plexosoemtéricos, con trastornos de la

motilidad y dilatacion proximal al segmento paredit

Los 6rganos mas comprometidos son esofago y cadoforenandose el cuadro de

condiciones "mega"”, dilataciones gigantes de cyplesdfago.
Forma neurolégica

En el estado cronico se discute si se trata deekecule meningoencefalitis o de
lesiones nerviosas de nuevo. Se han observadacitees de los sistemas nerviosos
simpético y parasimpatico. Tanto en estudios higiobs como fisioldgicos se han
presentado alteraciones del sistema nervioso amdn8e ha reportado en esta fase
alteracion de los ganglios de la raiz dorsal y p@