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ABREVIATURAS

ELISA: Inmunoensayo ligado a enzima.
HAI: Hemoaglutinacion Indirecta.
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PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa.
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas constituye un grave problema de salud publica en
Latinoamérica; en Colombia, en gran parte de su geografia existen las
condiciones eco—epidemiolégicas propicias para la transmisién activa de esta
enfermedad. En este estudio fue evaluada wuna poblacién del municipio de
Morroa — Departamento de Sucre, para identificar factores de riesgo y
determinar la seroprevalencia a la Enfermedad de Chagas.

A una muestra de 122 personas, pertenecientes al area rural (n = 76) y urbana
(n = 46), se les aplic6 una encuesta epidemiol6gica y se les realiz6 un tamizaje
serolégico por ELISA, confirmacion de seropositivos con HAI (Chagatest®) y
PCR como prueba parasitolégica confirmatoria.

Cuatro de las personas resultaron positivas para ELISA (3.28%); sin embargo,
fueron negativas a HAl y PCR. La serologia discordante fue definida con IFI,
encontrandose una de las cuatro personas positivas. La poblacion analizada
mostré una baja presencia de anticuerpos anti — 7rpancsoma cruzi y la
presencia del parasito en sangre fue negativa usando la prueba PCR, esto
puede indicar individuos en la fase cronica de la enfermedad de Chagas. Los
principales factores de riesgo presentes fueron casas con techos de palmas,
piso de tierra, paredes de bahareque y madera, y la presencia de reservorios
(animales domésticos).

Nuestros resultados indican que la zona estudiada presenta elementos de
riesgo para el establecimiento de un ciclo de transmision activa, se hace
necesario verificar la presencia de triatominos en la zona de estudio y
establecer medidas para prevenir la presencia de la enfermedad de Chagas en

el area de Morroa (Sucre).

Palabras claves: Chagas, 7rpanosoma cruzi, ELISA, HAI, IFl, Seroprevalencia,

Factores de Riesgo.
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ABSTRACT

Chagas disease is a major public health problem in Latinoamérica; in Colombia
is present where the eco — epidemiological conditions favor the active
transmition of this infection. This study was carried out in a population from the
municipality of Morroa — Department of Sucre, to evaluate risk factors and to
determine the seroprevalence to Chagas’ disease.

To a sample population of 122 people belonging to the rural (n = 76) and urban
area (n = 46) a questionnaire was applied and a serological screening by
ELISA test, confirmation of seropositives with HAI (Chagatest®) and
parasitological confirmation by PCR was performed.

Four people were positives by ELISA test (3.28%); however, they were
negatives by HAI and PCR. One individual, from the four initially positives by
ELISA, was positive by IIF (Indirect Immuno Flourescence). The population
showed a low presence of seropositives against 7ripancsoma cruzi and all of
them were negative by PCR test, this could suggest that people are in the
chronic stage of the disease. The main risk factors found were houses built with
roofs made from palms, floors from mud and walls from wood and the presence
of reservoirs (domestic animals).

Our results indicate that the study population presented risk's factors for the
establishment of active transmission; is verification of the presence of
triatomines in this area and establishment of controls measures for preventing

the presence of the Chagas disease in Morroa (Sucre) are needed.

Key words: Chagas, 7ripancsoma cruzi, ELISA, HAI, IIF, Seroprevalence, risk

factors.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una enfermedad causada por el parasito
Tripanosoma cruzi, caracterizada por complicaciones cardiacas y digestivas en
la fase crénica del padecimiento. Los datos epidemiolégicos indican que
alrededor de 17 a 24 millones de latinoamericanos estan infectados y cerca de
120 millones estan en riesgo de infectarse, siendo la tripanosomiasis americana
una de las mayores causas de morbi-mortalidad en Sudamérica (WHO, 2002;
Moncayo, 2003). A pesar de lo anterior, la falta de estudios relacionados con el
16% de personas infectadas en Latinoamérica, los factores de riesgo en torno a
la infeccién y aspectos epidemiolégicos, han dificultado el conocimiento acerca
del comportamiento de la enfermedad en poblaciones humanas; sobre todo, si
tenemos en cuenta que las caracteristicas de esta parasitosis dificultan la
deteccién de la enfermedad en las fases latente y crénica (Moncayo, 2003;
Botero, 2003).

Para detectar la infeccion por el parasito 7ripanosoma cruzi, se utilizan los
métodos seroldgicos, especialmente: ELISA (inmunoensayo ligado a una
enzima), HAI (hemoaglutinacion indirecta) e IFI (inmunofluorescencia indirecta),
que permiten detectar anticuerpos contra antigenos del parasito antes
mencionado; también se emplean métodos moleculares para relacionar la
presencia del parasito con los resultados obtenidos serolégicamente; entre
estas herramientas moleculares estd la PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) (Guhl, 2002; Kirchhoff, 2003).

Debido a la presencia de vectores triatominos en el departamento de Sucre en
reportes comunicados por varios investigadores (D'Alessandro, 1981; Corredor,
1990; Poyet, 1995; Pizarro, 1998; Restrepo, 1999; Molina, 2000; Botero, 2003)
y a las condiciones propicias para la presencia de focos de transmision activa,

se debe dimensionar la cantidad de posibles infectados en fase crénica o
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inaparente de la enfermedad de Chagas para relacionarlos con otros elementos
que favorecen la existencia de la parasitosis: vectores triatominos y condiciones

socio-econdmicas.

Los factores de riesgo en los montes de Maria, tales como: viviendas con
techos de palmas, paredes de Bahareque o madera y pisos de tierra, presencia
del vector, nimero de habitantes por casa, area rural 6 urbana entre otros,
estan relacionados con la presencia de la enfermedad de Chagas. De acuerdo
a lo anterior, los municipios pertenecientes a esta zona geogréfica del pais
reunen caracteristicas ecolégicas y ambientales que favorecen la circulacion
del parasito (Guhl, 2005).

En el departamento de Sucre, en los municipios pertenecientes a la zona de los
Montes de Maria, se detectan casos cada afo, especialmente en San Onofre y
la Uniodn, y en el municipio de Ovejas donde se han reportado casos cronicos y
agudos (Barbosa, 2003). En el municipio de Morroa, perteneciente a la misma
zona, no se tiene un estimativo de los factores de riesgo epidemiologicos
asociados a la enfermedad de Chagas y tampoco se ha determinado la
seroprevalencia y posible deteccion de casos a esta enfermedad en este

municipio.

En este estudio se determiné la seroprevalencia a la tripanosomiasis americana
por medio de las técnicas serolégicas ELISA, HAI (Chagatest®) e IFI, ademas
de la PCR como prueba parasitoldgica y se identificaron los factores de riesgo

epidemioldgicos asociados a una poblacién del municipio de Morroa.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
» Determinar la seroprevalencia a la tripanosomiasis americana y factores
de riesgo asociados a una poblacién del municipio de Morroa (Sucre).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Detectar la proporciéon de individuos infectados mediante ELISA, HAI

(Chagatest®), IFl y PCR en una muestra poblacional de Morroa (Sucre).

» ldentificar los factores de riesgo asociados a la transmision activa de

tripanosomiasis americana mediante una encuesta epidemiolégica.

{ Con formato: Derecha




3. ESTADO DEL ARTE
3.1 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas o tripanomiasis americana es la infecciéon causada
por el parasito flagelado 7ripanosoma cruzitransmitido por insectos triatominos
(orden Hemiptera: Familia Reduviidae subfamilia Triatominae) a reservorios
silvestres y al hombre, con manifestaciones patolégicas que comprometen al

corazon y visceras intestinales (Atias, 1999).
3.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE Tripanosoma cruzi

Reino: Protozoa.

Filo: Euglenozoa.

Clase: Mastigophora.
Orden: Kinetoplastida.
Familia: Trypanosomatidae.

Genero: Tripanosoma.

3.3 BIOLOGIA DEL PARASITO

El Tripanosoma cruzi es un protozoario mastigoforo perteneciente a la familia
Trypanosomatidae, en cuyo ciclo biolégico intervienen mamiferos y un insecto
vector (Atias, 1999). Los hospederos mamiferos pueden ser el hombre y

algunos animales silvestres y domésticos (Miles, 2003).

Existen 3 formas morfolégicas del Tripanosoma cruzi tripomastigote,
epimastigote y amastigote (Tyler, 2001). Las diferentes formas se distinguen
entre si por la posicién del kinetoplasto (figura 1), el cual es una malla o red de
ADN extranuclear condensado y localizado en el interior de una unica
mitocondria (Rodriguez, 2004); los 3 estadios de Tripanosoma cruzi se definen

de la siguiente manera:
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e Tripomastigote; (20-25 um) el kinetoplasto esta localizado posteriormente
al nucleo, del cual emerge una membrana ondulante y un flagelo libre que
sale por la extremidad anterior. Es la forma infectante para los mamiferos
y para los triatominios.

o Epimastigote; (20-40 x 2 um) presenta el kinetoplasto localizado en la
parte media del organismo justo por delante del nucleo, y presenta una
corta membrana ondulante y un flagelo libre. Es la forma de multiplicacién
del parasito en el intestino del triatomino.

e Amastigote; (2-4 um) es un elemento redondeado y no presenta flagelo
libre. El kinetoplasto se ve como un cuerpo oscuro cerca del nucleo; es la
forma de multiplicaciéon del parasito en el interior de las células del

mamifero.

001 mm a lm' b c

Figura 1. Estadios morfoldgicos del 7rjpanosoma cruzi a) Tripomastigote. b)
Epimastigote. c) Amastigote. Fuente: www.medinicinet.com\Chagas-disease.

3.4 CICLO DE VIDA DE Tripanosoma cruzi.

Este parasito normalmente se transmite al ser humano a través de insectos
triatominios estrictamente hematéfagos de la familia Reduviidae. Estos insectos
al momento de la alimentacién defecan y con esta depositan tripomastigotes

metaciclicos, que atraviesan la piel por el sitio de la picadura o por las mucosas



(Rodriguez, 2004). En el mamifero, los tripomastigotes metaciclicos se
introducen en las células de tejidos laxo, vecino al sitio de la picadura, y
adquieren la forma de amastigotes para multiplicarse por fision binaria, repletar
la célula, que termina por romperse y salir a la circulacién bajo el aspecto de
tripomastigotes, diseminandose por todo el organismo (Conforto, 2003). El ciclo
biolégico se completa cuando el insecto hematéfago se infecta al ingerir la
sangre de los mamiferos que contienen tripomastigotes en su circulacion (figura
2), y luego en el lumen del intestino medio del insecto, los parasitos se
multiplican muy activamente como epimastigotes por fisién binaria y al cabo de
15 — 30 dias, se desarrollan los tripomastigotes metaciclicos en el intestino
posterior del triatomino, listos para infectar otros mamiferos y continuar el ciclo
(Gillespie, 2002).

3.5 MECANISMOS DE TRANSMISION

Ademas de la transmision por vectores que constituye un porcentaje del 80 -
90% de los casos, existen otros mecanismos menos comunes de transmisién

de la enfermedad de Chagas (Botero, 2003), entre los cuales estan:

e La via congénita (via placentaria de madre a hijo) que representa 0.5 -
8% de la transmision.

e Transfusion sanguinea (originada por la falta de estudios serol6gicos de
los donantes) que dependiendo de la endemicidad de la zona puede
originar el 5 -20% de los casos.

e Transplante de érganos, y por la manipulacion de sangre y animales
contaminados (infecciones accidentales que se producen en |laboratorios
que trabajan en la enfermedad).

e Via oral, en zonas de alta endemia e infestacion por triatominos, se

pueden originar aumento de casos por este medio.
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Figura 2. Ciclo de vida de 7rpanosoma cruzi.
Fuente: http://www facmed.unam.mx/deptos/salud/periodico/chagas/index.html.

3.6 EPIDEMIOLOGIA

De acuerdo a la OMS existen alrededor de 24 millones de personas infectadas
(WHO, 2002). Los triatominos que constituyen la causa mas importante de
transmision, se distribuyen en un area que se extiende desde el paralelo 43° de
latitud norte (correspondiente al sur de California) hasta el paralelo 49° latitud
sur (regién central de la Argentina); en esta region (Figura 3) prevalecen las
condiciones favorables para la transmisiéon y la presencia constante de la
parasitosis (Botero, 2003).
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En Colombia, se han reportado 24 especies de triatominos y en 15 de estas
especies se encontré Tripancsoma cruzi. Sin duda, RAocdnius proixus es la
especie mas comun y el vector principal en Colombia y su distribucion esta
restringida hasta los 2100 mts de altura (Molina, 2000; Vasquez, 2005).

] »am
[ s0-20a
A wo0-150
EEE] s0-100

Figura 3. Distribucién geografica y prevalencia de la enfermedad de
Chagas en América. Fuente: www fiocruz.br\Tryp.

En el territorio nacional se reconocen como importantes a nivel epidemiologico
por su capacidad de adaptarse al domicilio 6 peridomicilio humano las
siguientes especies: 7riatoma macuiala, Trialoma aimiaiala, Rhodnius robusius,
Rhoanius brethesi, Trialoma venosa, Rhodnius pailescens y Farnstrongyius
genicuiatus (Guhl, 2000; Molina, 2000).

La tripanosomiasis americana estd considerada como la cuarta causa de
mortalidad en Latinoamérica, con 43.000 muertes por afio, principalmente
debidas a la cardiopatia ocasionada por el parasito cuando se anida en las
fibras cardiacas (Conforto, 2003), por lo cual la enfermedad de Chagas se
considera una de las enfermedades mas graves de las Americas (Guhl, 2000;
WHO, 2002; Moncayo, 2003).
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En Colombia, el primer caso fue detectado por Bonilla Naar en 1941,
publicando la patologia que encontré en un nifo infectado con Tripancsoma
cruzi, a partir de entonces comenzé la busqueda sistemética del parasito en
diferentes poblaciones a lo largo de la geografia nacional, detectandose
frecuentemente a todo lo largo del rio Magdalena, en la regién del Catatumbo,
la Sierra Nevada de Santa Marta, el Pie de Monte de los Llanos Orientales, la
serrania de la Macarena, los departamentos correspondientes a la region
Andina, y algunos de la Costa Atlantica (Cérdoba, Sucre, Bolivar, Magdalena),
sumando en total 15 de los 33 departamentos del pais (Anexo E) (Restrepo,
1999; Botero, 2003; Guhl, 2005).

En Colombia se ha estimado que un 5% de la poblacién puede estar infectada y
un 20% se encuentra en zona de alto riesgo (Guhl, 2000; Moncayo, 2003),
ascendiendo la mortalidad de esta enfermedad de un 10% a 15% en la fase
aguda (Guhl, 2000; Botero, 2003; Conforto, 2003). Debido a las caracteristicas
asintomaticas de la enfermedad y su presencia en zonas rurales de dificil
acceso, existen estadisticas poco confiables debido al reporte de casos por
sintomatologia (Nicholls, 2005), y no a la deteccion de casos por métodos

serolégicos y moleculares.

3.7 FACTORES DE RIESGO

Para la transmision parasitaria se requiere la existencia de reservorios del
parasito en cercania de los vectores y la presencia del ser humano, ademas de
estos 3 elementos existen unos factores que influyen en el establecimiento de

un ciclo de transmisién (Botero, 2003) y son subdivididos en 3 grupos:
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Factores biologicos: La enfermedad de Chagas es una antropozoonosis
que se encuentra ampliamente distribuida en animales silvestres y
domeésticos de las zonas tropicales de América y su transmision va a
depender de:

o Reservorios, los animales con el parasito en sangre, son fuente
de infeccién y colocan al hombre en riesgo; por lo general, se ha
encontrado que los animales domésticos del peridomicilio e
intradomicilio se encuentran infectados, permitiendo establecer la
infeccion; los mas importantes en el establecimiento de la
enfermedad de Chagas son: gallinas (Gaius gaius), perros
(Cannis farmmans), cerdos domésticos (Sus scroia) (Corredor,
1999; Wolff, 2001). También la intervencion humana en la
vegetacién primitiva por la explotacién agricola y ganadera puede
ocasionar una concentracion de triatominos y animales silvestres
en el peridomicilio humano, entre estos udltimos, los mas
comunmente infectados son: armadillos (Dasypus novemcinius),
Zariglieyas (Dideiptys marsuapians), rata comun (Ratlus ratius),
raton (Mus muscufus), ratdon silvestre (Railus rnovelgicus) y
murciélagos (géneros. Diaemus, Dpltyiia y LCesmodus)
(Scholfield, 1999; Wolff, 2001; Miles, 2003).

o Parasitos: se considera a T7ripancsoma cruzi COMo una especie
compuesta de un conjunto de poblaciones de parasitos o cepas
que circulan entre reservorios animales, el hombre y el insecto
con diferente patogenicidad, virulencia e infectividad (Andrade,
1999; Miles, 2003).

o Vectores: la importancia de cada una de las especies de la
familia 7r.atominae, vectores de Trpancsoma cruzi; depende de
varios factores, entre los que se destacan: distribucion
geografica, densidad de poblaciones domiciliadas 6

peridomiciliadas, la frecuencia de invasion de las viviendas en el
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caso de las especies no domiciliadas, la preferencia por la toma
de la sangre humana ¢ de otros vectores domésticos, la
frecuencia de la toma del alimento, susceptibilidad a la infeccion y
la produccién de tripomastigotes metaciclicos infectantes de
Tripanosoma cruzi (\Wolff, 2001).

e Factores ambientales: variables como la temperatura y humedad
regulan la dinamica de la poblacién en triatominos y van a depender del
tipo de clima y la altitud sobre el nivel del mar; los triatominos han sido

recolectados hasta una altura de 2000 mts (Botero, 2003).

e Factores sociales; el tipo de construccion es determinante para la
infestacion por el vector; viviendas construidas en barro, bahareque,
madera, pisos de tierra y construcciones asociadas (corrales, galpones
y kioscos) al domicilio principal, son agrupadas dentro de la categoria
“casa de riesgo” o “rancho chagasico” (Segura, 2005), ya que estas
permiten tener unos habitats ecologicos similares al que presenta el

vector en su vida silvestre (Scholfield, 1999).

3.8 PATOLOGIA

En el 20% de los casos, la infeccion es aguda (Gillespie, 2002), y se origina
principalmente por la picadura del vector triatomino al ingerir sangre y depositar
heces con tripomastigotes de 7ripanosoma cruzi. después, la enfermedad de

Chagas en humanos sigue 3 fases (Andrade, 1999):

e Fase aguda; los tripomastigotes entran a macréfagos y reticulocitos
para diferenciarse a amastigotes y causar lisis de la célula
hospedadora, observandose una reaccion inflamatoria local en el sitio
de la entrada del parasito conocida como chagoma de inoculacién

acompafiado de edema local, el cual desaparece en 2 dias; cuando
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se compromete el parpado, se origina una inflamacion de mucosas
en la conjuntiva y parpados que constituye el signo de Romana -
Mazza (foto 1). En esta fase de la enfermedad la mortalidad varia del
10 al 15%, y por lo general las causas del deceso son: miocarditis,
meningoencefalilitis, accesos febriles y complicaciones como la

bronconeumonia (Botero, 2003).

b |

Foto 1. Signo de Romafa — Mazza. Fuente: www.fiocruz.bn\Tryp.

Fase latente o indeterminada; ocurre después del desarrollo de una
respuesta inmune que provoca la disminucion de la parasitemia en
los érganos infectados, caracterizada por la ausencia de sintomas; en
este periodo, los mecanismos inmunolégicos originan autoinmunidad
y persistencia de lesiones inflamatorias que van a afectar
principalmente los plexos parasimpaticos de las visceras intestinales
y el corazén (Kierszenbaum, 1999).

Fase crénica; la parasitemia es baja o nula en algunos casos, y los
titulos de anticuerpos contra el parasito son altos (Coura, 2002). La
principal lesién es una dilatacion del masculo cardiaco e hipertrofia
(en consecuencia a la parasitemia de los miocitos cardiacos), llamada

cardiopatia chagasica.
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El tubo digestivo, colon y eséfago aparecen con hipertrofia y dilatacion en la

capa muscular, originando los sindromes llamados megas.

En los megas intestinales se pueden originar; obstrucciones intestinales e
irregularidades en el abdomen como su distensién y mayor volumen, que
también pueden llevar a complicaciones que requieran colostomia. Los megas
intestinales son también una causa importante de mortalidad en pacientes

chagasicos.

3.9 DIAGNOSTICO

El diagnéstico diferencial de la enfermedad varia de acuerdo a la forma clinica
en que se encuentre el paciente. En la fase aguda puede confundirse con
varias enfermedades infecciosas febriles, debido a que la presencia de
parasitos como Leishmania sp, Plasmodium sp, Toxoplasma gondil, Treponema
palfidumy Tripanosoma rangéli (este ultimo superpuesto geograficamente y con
morfologia indiferenciable de Tripanosoma cruzi presentan reaccion
serologica cruzada (Cannova, 2002); sin embargo, la presencia del chagoma de
inoculacion o el sigho de Romana — Mazza son caracteristicas que contribuyen
al diagnostico (Andrade, 1999). Los procedimientos de laboratorio propios para
el diagnoéstico de la enfermedad se utilizan de acuerdo a la fase de la infeccion
en que se encuentra el paciente (Botero, 2003); la mayoria de los autores optan
por dividirlos en: parasitolégicos directos, parasitolégicos indirectos, vy
seroldgicos (Atias, 1999; Guhl, 2000; Gillespie, 2002; Botero, 2003).

3.9.1 METODOS PARASITOLOGICOS DIRECTOS.
Son aplicables especialmente en la etapa aguda de la enfermedad, cuando se
puedan detectar con mayor facilidad los tripomastigotes en la sangre (foto 2)

(Botero, 2003), en este sentido se utilizan:
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Examen en Fresco; tiene por objeto visualizar el tripomastigote en una
gota de sangre obtenida por puncion digital con lanceta, colocando la
gota entre lamina y laminilla, el extendido también se puede aprovechar
y colorearse (foto 2a) preferiblemente con derivados de Romanowsky
(Giemsa). En la fase aguda se puede encontrar el parasito hasta en un
70%; sin embargo, en la crénica la sensibilidad es menor del 10%
(Kirchhoff, 1996). La gota gruesa es un método que permite estudiar un
mayor volumen de sangre y es mas Uutil que el extendido cuando la
parasitosis es baja. Su porcentaje de sensibilidad llega hasta el 90% en
la fase aguda (Atias, 1999).

Método de concentracién o Técnica de Strout. Es un método para ser
usado especialmente en la fase final de la etapa aguda, cuando la
parasitemia no es tan abundante en la sangre; en este método se
obtiene sangre por puncién venosa para colocar en un tubo de ensayo
sin anticoagulante. Se deja retraer el coagulo y los tripomastigotes salen
hacia el suero, el cual se centrifuga para obtener una mayor
concentracion y observarlos en fresco o coloreados (foto 2b) (Guhl,
2000).

Foto 2. Tripomastigotes Sanguineos
a) Tripomastigote observado por el
método de examen en fresco y

DR N ' coloreado con Giemsa.
’ Y r ‘n . b) Tripomastigote obtenido por la
técnica Strout y revisado al
i microscopio.
Fuente:

www.biosci.ohiostate.edu/chagas_di
a ’ b sease.html.
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3.9.2 METODOS PARASITOLOGICOS INDIRECTOS.

Estos métodos tienen por objeto multiplicar los parasitos en el laboratorio, a

partir de diferentes muestras del paciente y son mas sensibles que los métodos

directos (foto 3) (Botero, 2003; Guhl, 2000). Tiene mayor aplicacién en la fase

crénica de la enfermedad cuando la parasitosis es baja; estos métodos

consisten en:

Xenodiagndstico; consiste en utilizar ninfas de 3°" estadio de Rhodnius
prolixus que hayan tenido varias semanas de ayuno, las cuales se
alimentan del paciente. A los 30 — 60 dias después de la succién de
sangre, se examinan sus heces e intestinos bajo el microscopio para
detectar tripanosomas (tripomastigotes o epimastigotes). Su efectividad
varia entre 85 — 100% en formas agudas; 80% en las congénitas, y en
las crénicas entre 20y 50% (Guhl, 2000).

Cultivo de parasitos: el mas utilizado en la actualidad es el medio LIT
(liver — infusion — tryptose), debido a que se puede obtener una
sensibilidad alta en la fase aguda de la enfermedad y de un 40 - 50 % en
la cronica, aunque también se obtienen excelentes resultados con el
medio NNN (Novy-McNeal- Nicolle) (Brooks, 1999).

Foto 3. Obtencion de Tripanosoma cruz' por métodos parasitolégicos indirectos.
a) Ninfa de 3°' estadio (Rhodnius proiixus) alimentandose de un paciente.
b) Hemocultivo de Tripanosoma cruzi (tripomastigotes).
Fotos tomadas de: Diagnostico y Tamizaje serolégico de Tripanosoma cruzi. Amadeo
Saez Alquézar. 2003.
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3.9.3 METODOS DE SERODIAGNOSTICO.

Dado el caracter transitorio en la circulacion de los parasitos en sangre
periférica, los métodos serolégicos constituyen la herramienta principal en el
diagnéstico de la infeccién (Luquetti, 1998; Gadelha, 2003; Gutiérrez, 2004;
Enciso, 2004). Pruebas serolégicas para detectar anticuerpos anti — 7. cruzi
han sido usadas para analizar donadores de sangre (Beltran, 2004), para
estudios epidemiol6gicos (Corredor, 1999; Wolff, 2001; Cannova, 2003; Mojica,
2003; Biancardi, 2003; Sosa, 2003) y para el diagnéstico de personas
probablemente infectadas (Céardenas, 2002).

Entre las técnicas serolégicas tenemos:

e Hemoaglutinacion indirecta (HAI); se utilizan glébulos rojos a los cuales
se adhiere un antigeno que pueden ser polisacaridos o glicoproteinas, y
colocarlos en presencia de sueros con anticuerpos anti- 7rijpanosoma que
permitan la aglutinacion de los globulos rojos; es usada como prueba
inicial de seleccion en grupos grandes de poblacion (Luquetti, 1998;
Guhl, 2000; Botero, 2003).

o Inmunofluorescencia Indirecta (IFl); utiliza como antigeno a 7ripanosoma
cruzi fijado en la preparacion de sus formas epimastigote y
tripomastigote, para adicionar un suero reactivo y luego detectar los
anticuerpos unidos al parasito con un anticuerpo marcado con una
sustancia fluorescente y ser examinada al microscopio de fluorescencia
(foto 4); esta prueba es escogida como prueba confirmatoria para el
diagnéstico de la enfermedad de Chagas (Botero, 2003; Mojica, 2003;
Gutiérrez, 2004).
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Foto 4. Inmunoflourescencia indirecta positiva, utilizando epimastigotes fijjados en laminas de

vidrio. Fotos tomadas de: Diagnostico y Tamizaje serolégico de 7rizanosoma cruzi, Amadeo
Saez Alquézar. 2003.

3.9.3.1 ELISA (Inmunoensayo Indirecto Ligado a Enzima)

Utiliza como antigeno extractos del parasito o sus fracciones, adsorbidas en
microplatos de poliestireno; es una prueba muy sensible para detectar
anticuerpos 1gG. Numerosos estudios han mostrado la efectividad del ELISA,
validando su especificidad y sensibilidad (Luquetti, 1998; Lopez, 1999;
Gadhela, 2003; Cannova, 2002; Gutiérrez, 2004; Enciso, 2004); de hecho, es la
prueba mas usada por su sensibilidad (Wolff, 2001). De igual manera, ELISA ha
sido de gran utilidad cuando se analizan poblaciones epidemiologicamente en
riesgo de transmision activa, mostrando importantes datos de seroprevalencia a
Tripanosoma cruzi (Corredor, 1999; Wolff, 2001; Cannova, 2003; Biancardi,
2003; Mojica, 2003; Sosa, 2003).

3.9.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).
En este método se hace una amplificacion de algunas de las secuencias del

ADN del parasito; es altamente sensible y con especificidad entre el 85y 100%.

En un PCR tipico, billones de copias de una secuencia relativamente corta de
ADN son sintetizadas por la enzima polimerasa de ADN. La reaccién se lleva a

cabo en 3 etapas: desnaturalizacién, alineacién y extension repetidos alrededor
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de 30-35 ciclos en un termociclador que varia las temperaturas que permiten la
separacion de cadenas del ADN, su interaccion con los cebadores (pequeinas
secuencias de ADN que se unen a secuencias complementarias de ADN
indicando que secuencia se va a replicar), extension por la ADN polimerasa,
originando un namero de copias idénticas en grandes cantidades, que cuando
se separan electroforéticamente en un gel de agarosa o poliacrilamida, pueden

ser vistas como una banda diagnéstica de tamafio conocido.

Existen diversos pares de cebadores para amplificar secuencias especificas de
Trpancsoma cruzi, pero los mas usados son los juegos S35 — S36 y TCZ1 —
TCZ2 (Kirchhoff, 1996; Guhl, 1999; Guhl, 2002; Kirchhoff, 2003). Este método
es indicado para determinar parasitemia en fase aguda, por su facil
automatizacién y capacidad de analizar grandes cantidades de muestras; en
fase crénica también permite detectar pocos parasitos en muestras de sangre
(Kirchhoff, 1996; Gutiérrez, 2004).

3.10 TRATAMIENTO ANTIPARASITARIO

El tratamiento tripanocida, es el indicado para los pacientes que sufren de
enfermedad de Chagas aguda, la mayoria de los casos son jovenes y por lo
tanto toleran mejor que los adultos los efectos colaterales de los farmacos
empleados (Atias, 1999).

El nifurtimox (un derivado del nitrofuran) y el Benznidazole (un nitroimidazol)
son farmacos eficaces tanto contra los tripomastigotes y amastigotes, ademas
el tratamiento con estos medicamentos requiere vigilancia médica por las
manifestaciones adversas, y la respuesta al medicamento puede ser afectada

por la cepa del parasito (Coura, 2002).

Otras drogas como: allopurinol, fluconazol e iatroconazol, se han estudiado en

laboratorios con modelos animales, pero no se ha extendido su uso a personas
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infectadas con 7ripanosoma cruzi, por la ausencia de negativizacion serologica
del paciente o la remocidon de los parasitos intracelulares en la forma cronica
(Coura, 2002; Gillespie, 2002). Actualmente se han logrado resultados
promisorios con la inyeccion de interfer6n-y recombinante mas nifurtimox o
benznidazole en personas infectadas, ya que promueven una respuesta inmune

mas efectiva para la remocion del parasito (Coura, 2002).
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4. METODOLOGIA

4.1 AREA Y POBLACION DE ESTUDIO.

Morroa es un municipio del Departamento de Sucre en la Costa Atlantica de
Colombia, se encuentra ubicado en la subregiéon de los Montes de Maria,
dentro de las coordenadas 9° 28' Norte, 9° 18' Sur, 75° 15' Este y 75° 21' Oeste,
este municipio tiene una extension de 164 Km? y esté situado a 150 metros

sobre el nivel del mar.

Predomina el clima de sabana tropical que es hiumedo, seco y a la vez célido, la
temperatura promedio es de 27° C, modificados por los vientos del Océano
Atlantico. Se caracteriza por tener una flora y una fauna que se cataloga como
bosque seco tropical, donde las especies predominantes de la regién se
clasifican de acuerdo a su uso, asi: maderables, frutales, palmas, pastos, la

riqueza animal nativa principalmente son los conejos.

El municipio de Morroa tiene dentro de su jurisdiccion 10 corregimientos (Anexo
D), que son: El Rincon, Las Flores, Brisas del Mar, Tumbatoro, Sabanas de
Cali, Sabaneta, El Yeso, Cambimba, Bremen y Pichilin. Ademas, cuenta con
una poblaciéon de 16.120 habitantes; de ésta, el 32% corresponde a la zona

urbana y el 68% a la zona rural.

Se realizé una charla para ilustrar las caracteristicas principales de la
tripanosomiasis americana y la necesidad de identificar el contacto con el
parasito en el laboratorio clinico del centro de salud “San Blas” desde el 2 de
septiembre al 3 diciembre del 2004, los 2 primeros dias de cada semana; de
esta manera se explicaron los objetivos del estudio y las personas interesadas,
previa firma de un consentimiento informado (Anexo B y C), se les solicité que

respondieran una encuesta epidemiolégica (Anexo A).
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Las personas estudiadas debian tener un periodo mayor de 5 anos de estar

establecidas en el lugar de residencia.

El tamafio de la muestra dentro de la comunidad fue calculado basandose en el
programa estadistico Epi info 2003, utilizando un promedio de prevalencia
estimado de la enfermedad de Chagas en Colombia del 5%, poblacién del
municipio (16.120) y un nivel de confidencia del 95%.

4.2 TRABAJO DE CAMPO.

Las personas que formaron parte del estudio fueron 122, y contestaron una
encuesta epidemiologica para determinar factores de riesgo a la infecciéon por

Tripanosoma cruzi, se tomaron en cuenta las siguientes variables (Guhl, 2000):

o Tipo de paredes; bahareque, madera, o blogues.

e Tipo de techo; palma, asbesto - cemento o zinc.

o Tipo de piso; tierra, plantilla, baldosa y madera.

o Densidad poblacional del area de estudio.

e Presencia de casos de enfermedad de Chagas en el area de estudio.
e Presencia de vectores en vivienda y alrededores.

e Presencia de personas con sintomas de la enfermedad de Chagas.

Terminada la encuesta se procedié a la toma de una muestra de sangre para

analisis serologico y diagnéstico parasitologico.

4.2.1 OBTENCION DE MUESTRA SANGUINEA

A cada paciente se le extrajo 2 ml de sangre periférica por puncién venosa que

se distribuyeron de la siguiente forma: un vial donde se adicioné 1 ml de sangre
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sin anticoagulante para obtener suero y un vial con EDTA (0.2 M y pH=8.0)

para sangre que permitiera la extraccion de ADN para PCR.

Los viales se marcaron con un cédigo y fecha, almacenando a 4° C (sangre

con anticoagulante) y -20°C (sueros).

4.3 TRABAJO DE LABORATORIO.

4.3.1 OBTENCION DE SUERO

El vial que contenia 1 ml de sangre sin anticoagulante EDTA, se sometié a
centrifugacion a 3000 r.p.m por 5 minutos para retirar el coagulo y adicionar el
sobrenadante (suero) a un tubo eppendorf de 0.5 ml y almacenar hasta su uso
a -20°C.

4.3.2 PREPARACION DEL ANTIGENO.

El extracto antigénico crudo se obtuvo a partir de la lisis de cultivos en masa de
epimastigotes de 7rjpanosoma cruzipertenecientes a la cepa Y, en medio NNN
(Novy — McNeal- Nicolle), por medio de cambios de temperatura y sonicacion a
bajas frecuencias, en el laboratorio de Inmunologia y biologia molecular de la

Universidad Industrial de Santander (UIS), en Bucaramanga (Santander).

4.3.3 INMUNOENSAYO INDIRECTO LIGADO A ENZIMA (ELISA).

El protocolo estandarizado y el extracto antigénico crudo fueron cedidos por la
Dr. Clara Isabel Gonzales del laboratorio de Inmunologia y biologia molecular -
Universidad Industrial de Santander. El procedimiento seguido tenia los

siguientes pasos:

1) Las placas de poliestireno se sensibilizaron adicionando a cada pozo 100 pl

de antigeno en concentracién final de 1.22 pug\ml (1:480) en buffer carbonato



(pH = 9.6), e incubando en camara humeda durante toda la noche a 4°C. Se
usé como blanco de antigeno 2 pozos sin sensibilizar.

2) Luego de la incubacion se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno, con
150 pl de PBS — Tween 20 (137 mM NacCl, 9 mM KH,;PO,, 1.47 mM Na;HPO4,
Tween 20 0.05%) a pH = 7.4, para eliminar por completo el exceso de PBS.

3) Se adicionaron 150 pl de PBS-Tween 20 — Leche descremada (2%), y se
incub6 en camara hiumeda a temperatura ambiente durante 30 minutos a 37°C.
4) Lavado igual que en el paso 2.

5) Se agregaron 100 pl de la muestra diluida 1:800 en PBS — Tween 20 para
incubar una hora en camara humeda a 37°C.

6) Lavado igual que en el paso 2.

7) En este paso se agregaron 100 ul de conjugado Anti — IgG humana (Sigma
A-3313) marcado con fosfatasa alcalina diluido 1:1000 en PBS — Tween 20, y
se dejo incubar en cdmara humeda durante una hora a 37°C.

8) Lavado igual que en el paso 2.

9) Para revelar se adicionaron 100 ul de p — Nitrofenilfosfato (Sigma # catalogo
104) disuelto en buffer de dietanolamina (10% dietanolamina, 0.5 mM de MgCl,)
a pH = 9.8 y concentracion final de 1 mg\ml. La lectura de la densidad optica
(D.O) se realizo utilizando filtro de 410 nm, 20 minutos después de haber
adicionado el sustrato.

Se consideraron muestras reactivas positivas aquellas cuya D.O fuera mayor al
punto de corte (Cut-off = 0.300).

4.3.4 LISIS CELULAR.

Se realizé con un buffer de lisis celular que se mezcld con 500 ul de sangre
entera pertenecientes a individuos seropositivos con el anticoagulante EDTA
(0.2 M), luego se agregd 490 ul de buffer de lisis 2X (Tris - HCI 10 mM pH =
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7.4, EDTA 5M a pH = 8.0, SDS al 1%) y 10 ul de proteinasa K a una

concentracion final de 20 mg/ml.

La mezcla se incubé a 55°C por una hora o durante toda la noche a 37°C, luego
se inactivé la proteinasa k (5 minutos a 95°C) y se procedié a centrifugar a
12000 r.p.m por 40 minutos, el sobrenadante resultante se tomé para la
extraccién del ADN con sales de alta molaridad (Kirchhoff, 1996; Barbosa,
2003).

4.3.5 PROTOCOLO DE EXTRACCION PARA ADN CON SALES DE
ALTA MOLARIDAD.

El volumen del sobrenadante (aprox. 300 pl) se mezclé con 500 ul de acetato
de potasio 5M y se agité6 suavemente durante 15 minutos en hielo, luego se
centrifugd a 12000 r.p.m durante 5 minutos a 4°C y se extrajo el sobrenadante;
que contenia una fase acuosa a la cual se le adicionaron dos y medio
volumenes de etanol absoluto, se incubd durante 15 minutos en hielo, y luego

se centrifugo a 12000 r.p.m por 10 minutos descartando el sobrenadante.

Al precipitado resultante se le adicioné 500 ul de etanol al 70% para eliminar el
exceso de etanol absoluto y sales, para volver a centrifugar a 12000 r.p.m y
descartar sobrenadante. El precipitado se dej6é secar por 15 minutos a 37°C y

se resuspendio en 50 ul de agua destilada para almacenar hasta su uso.
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4.3.6 AMPLIFICACION DE ADN POR PCR (REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA).

El protocolo de amplificacion para 7ripanosoma cruzi fue realizado segun el

procedimiento estandarizado por el laboratorio de Inmunologia y biologia

molecular de la Universidad Industrial de Santander (UIS) (Tabla 1 y Tabla 2).
TABLA 1

Volumenes y concentraciones de los reactivos usados para preparar el cocktail

de PCR.

REACTIVO VOLUMEN 1X CONCENTRACION FINAL
Agua 12.88 ul
Buffer PCR (10X) 2 pl 1X
MgCl, 1.2l 15 mM
dNTPs 0.4 200 uM
835 124 0.6 uM
$36 1.2l 0.6 uM
Taqg DNA pol (5U/ul) 0.2 pl 1U
DNA problema 1l 50 ng-20fg
Volumen final 20 pl

TABLA 2
Condiciones de reaccion en el termociclador para la amplificacion de ADN.
TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
94°C 5 min 1
94°C 1 min
65°C 1 min 35
72°C 2 min
72°C 10 min 1
4°C Guardar




Para la prueba de PCR, se usaron cebadores que amplifican las regiones

variables de minicirculos del kinetoplasto de 7ripancsoma cruzi.

El par de cebadores que se usaron fueron:

S35: 5’AAA TAA TGT ACG GGT GAG ATGCAT G 3°

S36: 5GGG TTC GAT TGG GGTTGG TG 3

Este par de cebadores amplifican fragmentos de 450 a 760 bp para
Trpancsoma rangeii y fragmentos de 330 bp para 7rnpancsoma cruzi Se
tomaron |os siguientes controles positivos para la PCR:

ADN de 7rnpanosoma cruzi—cepay.

ADN de 7npanosoma cruzi- Aislado de humano infectado en Bucaramanga.
ADN de 7rnpanosoma rargeii— Aislado de Rhodnius proiixus en Bucaramanga.

ADN de Leishmania braziliensis.

4.3.7 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Para visualizar los productos del PCR se preparé un gel de agarosa al 1.8% en
buffer TBE 1X (Tris-Borato 40 mM, EDTA 1 mM a pH = 8.0) y 32,5 pl de
bromuro de etidio (concentracion final = 0.5 ug/ml), para sembrar 12 ul de cada
muestra-producto de PCR (4/5 de ADN problema y 1/5 de volumen de tampén
de carga con orange G) con los controles positivos (7rjpanosoma cruzi
Tripanosoma rangeliy Leishmania braziiiensis), negativos y marcador de peso

molecular.

Al gel se le aplicé un voltaje de 90 voltios con una fuente de poder, durante 75
minutos para que el ADN migrara y luego se transfirié a una fuente de luz U.V
para observar el resultado y fotografiar con camara digital. Después se analiz6
con las escalas semilogaritmicas el tamafio en pares de bases de los

amplicones obtenidos con ayuda del marcador de peso molecular.
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4.4 ANALISIS ESTADISTICO

La informacion obtenida en la encuesta epidemiolégica fue procesada en el
programa estadistico Epi Info 2003, para obtener tablas y valores descriptivos
sobre los diferentes factores de riesgo asociados a la tripanosomiasis
americana.



5. RESULTADOS

5.1 TRABAJO DE CAMPO

La poblacién de estudio fue de 122 personas de las cuales, el 62.4% de la

poblacién procedia del area rural y 37.6% del area urbana. (Tabla 3 y Tabla 4),

TABLA 3

Distribucion de la poblacién rural de acuerdo a vereda/corregimiento de

procedencia.

AREA | VEREDA/CORREGIMIENTO NUMERO PORCENTAJE DE
DE PROCEDENCIA DE PERSONAS POR
PERSONAS VEREDA/CORREGIMIENTO
Bremen 6 4 9%
Brisas del Mar 2 1.6%
El Rincén 7 5.7%
El yeso 3 2.5%
Las Flores 31 25.4%
RURAL "sabanas de Cali 17 13.9%
Tumbatoros 1 0.8%
El Tolima 2 1.6%
La Victoria 4 3.2%
El Bajo 1 0.8%
Los Hatos 1 0.8%
El Coco 1 0.8%
TOTAL 76 62.4%

La encuesta epidemiolégica revel6 que en la muestra poblacional estudiada los

factores de riesgo encontrados con mayor frecuencia estuvieron relacionados

con las condiciones de la vivienda, representadas por

“Techo de Palma”,

“paredes de Bahareque” y “Piso de Tierra” (Figura 4). Con relacién a las

paredes, el cemento fue la principal materia prima para su construccion (60.7%

de las personas encuestadas), seguido por el bahareque (35.2%). El 49.5% (58

{ Con formato: Derecha




de 117) de las viviendas presentaba techo de palma, constituyéndose en el
principal material de construccion en la zona de estudio, seguido por las tejas
de asbesto-cemento, que fueron utilizadas en el
encuestadas, las cuales correspondieron a tres categorias: casa de material (23

viviendas, 19.6%), casa de riesgo (37 viviendas, 31.6%) y casas con uno o dos

40.2% de

elemento de riesgo (combinada) (57 viviendas, 48.7%).

TABLA 4

Distribucion de la poblacién urbana de acuerdo a barrio de procedencia.

las casas

AREA BARRIO NUMERO DE PORCENTAJE DE
PERSONAS PERSONAS POR BARRIO
9 de Abril 8 4.9%
Av. San Blas 5 4.1%
Cale Baja 2 1.6%
Calle Nueva 1 0.8%
Dulce Nombre 2 1.6%
La Cruz 6 4.9%
Palito 4 3.2%
URBANA La Candelaria 3 2.4%
Olimpos 2 1.6%
Chambacu 1 0.8%
Las Marianas 4 3.2%
Parroquia 3 2.4%
Plaza 4 3.2%
Medellin 3 2.4%
San Francisco 1 0.8%
TOTAL 46 37.6%
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Respecto a los animales domésticos, se encontrdo que en la mayoria de las
viviendas de la poblacion estudiada presentan animales de diferentes especies
superpuestos dentro de la misma casa (Figura 5), pero principalmente se
convive con perros (Canis famuians) (67 personas; 57.2%), gallinas (Galius
gailus) (53 personas; 44.4%), cerdos (Sus scropha) (43 personas; 36.7%),
otros (32 personas; 27.3%).

El hacinamiento fue un factor que estuvo presente en el 83.2% de las viviendas
encuestadas (102 viviendas, porque presentaban 5 0 mas personas por
vivienda (NUmero total de habitantes obtenidos por encuesta: 684 / Numero de

domicilios: 117).

57

60,

50

40

30

20

10-

0 ; ‘ .
Casa de material Casaderiesgo Combinada

FIGURA 4. Condiciones estructurales de las viviendas encuestadas. Los
domicilios correspondieron a 3 categorias principales: casa de material (19.6%),
casa de riesgo (31.6%) y combinada (48.7%). (n = 117).
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Las personas que respondieron conocer el pito después de mostrarles
ejemplares adultos y ninfales de T7rialoma maculala fueron 54 (44.2%), y la
poblacién infantil fue la mas afectada al ser picada con mayor frecuencia por el
vector (44%) (Figura 6), siendo las paredes de las habitaciones el lugar mas
frecuente de observacion (34%) (Figura 7) y los dormitorios el sitio predilecto
para la alimentacién de los triatominos (44%) (Figura 8). Con respecto al
peridomicilio, una parte de las personas coincidieron en sefalar a 10s galpones

como el sitio que mas nidos de triatominos albergaba (54,5%) (Figura 9).

Gallinas

32 (Otros)

FIGURA 5. Distribucién simpatrica de animales domésticos, abarcando las tres
principales categorias de especies obtenidas a partir de las personas

encuestadas (Viviendas = 117).

Las personas que fueron picadas por el vector presentaron sintomatologia que
podria estar de acuerdo con las caracteristicas clinicas mas comunes de la
enfermedad de Chagas: lesion inflamatoria (51 personas), fiebre (3 personas) y

ninguna presenté inflamacién en la conjuntiva (Signo de Romarfia — Mazza).
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Nifios 44%

Ancianos 9%

Adolescentes 19%

Adultos 28%

FIGURA 6. Tipo de personas picadas por el vector Triatominae en la poblacion

que reconocié los ejemplares de 7r.aioma macuiala mostrados (n = 54).

Paredes 33%

Otros 16%

Colchones 17%

Techo 17%

Piso 17%

FIGURA 7. Sitio de observacién de los triatominos en las habitaciones del

domicilio (n = 54).
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Sala 9%

Otros 17%

Dormitorios 44%

Cocina 15%

Alrededores 15%

FIGURA 8. Habitacion de la vivienda donde se observ6 al vector con mayor

frecuencia (n = 54).

Galpones 54%

Potreros 9%

Corrales 23%

Otros 14%

FIGURA 9. Sitios en el peridomicilio donde se observaron los nidos de

triatominos (n = 22 - 40,7%).
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De las personas picadas solo 2 respondieron que habian tenido asistencia
médica: 1 persona con alergia y 1 persona con diagnéstico positivo para la
enfermedad de Chagas cuando vivia en la Guajira (tiempo de infeccion mayor

a 10 afos), siguiendo un tratamiento de antibiéticos.

De los encuestados un 81,1% (n = 99) declararon tener: problemas intestinales
(18.2% - 18 personas) por infecciones con helmintos y amebas, problemas
cardiacos (43.4 — 43 personas) (hipertension, taquicardia y arritmia) y por
ultimo, un 38.3% (38 personas) manifesto tener familiares fallecidos por muerte

s(bita relacionada a infartos.

5.2 TRABAJO DE LABORATORIO

El analisis serolégico por ELISA — Indirecto se realiz6 a las 122 personas
encuestadas previa firma del consentimiento informado (Anexo B y Anexo C).
De esta muestra poblacional, 22 pertenecian al sexo masculino, de los cuales
uno (4.5%) fue reactivo; las 100 personas restantes correspondian al sexo
femenino y seis estaban embarazadas. Realizado el analisis por ELISA —
Indirecto, tres mujeres (3%) fueron positivas, para un total de cuatro

seroreactivos (3.28%) (Figura 10).

La mayoria de las personas analizadas se encontraban en un rango de edad
de 14 a 45 afos y fue este grupo etareo el que mostré mas alta frecuencia de
seropositividad (3.28%) (Tabla 5).

La frecuencia por sexos fue notablemente diferente, representado por 18% (22
de 122) masculinos y 82% (100 de 122) femeninos (Tabla 5).
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Distribucion de las personas analizadas por serologia segun sexo y

seropositividad a 7rpanosoma cruzicon ELISA - Indirecto, en Morroa — Sucre.

TABLA S

GRUPOS ETAREOS | M | + % F |+| % |TOTAL
> 0-4 0|0 0 0 0 4
> 4-14 110 0 6 [0 O 7
> 14 - 45 6 |1|16.7% | 64 |3 |47% 70
> 45-60 6|0 0 14 |0 0 20
> 60 9 |0 0 12 |0 0 21
TOTAL 22 11| 45% [ 100 (3| 3% 122

M: masculino. F: femenino. +: Personas positivas para ELISA.

Todos los seropositivos (4/4) eran mayores de 15 afios, tres de estos en un
rango de edad adulta (32 — 42 anos). Con respecto a la vivienda, se observo
que la mitad de ellos habitaban en casas con alto riesgo (Tabla 6): paredes de
bahareque, techo de palma y piso de tierra (casa de riesgo); los otros 2
individuos habitaban en casas sin aparente riesgo epidemiolégico (casa de
material); de igual forma, 2 individuos de los 4 seroreactivos manifesté haber

visto “el pito”, nombre popular dado a insectos de la subfamilia Triatominae.

La distribucion de los seropositivos en el area de estudio, se concentran en el

corregimiento de Las Flores y Tumbatoros.
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FIGURA 10. Distribucion de las densidades épticas con la prueba ELISA —
Indirecto para los sueros de la poblacién analizada (122). Punto de corte =
0.300.

La OMS recomienda que las muestras de suero sean clasificadas como
positivas para la enfermedad de Chagas si son reactivas a dos de tres técnicas
serologicas con metodologias diferentes (WHO, 2002), por esta razon se
realizd una prueba serolégica (HAI) con el kit Chagatest® con alicuotas de los
cuatros sueros reactivos en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular
de la Universidad Industrial de Santander (UIS), resultando negativas por este
ensayo. Muestras serolégicamente discordantes fueron remitidas al grupo de
Chagas de la Universidad de Antioquia, para definicién del estado serolégico
por medio de Inmunoflorescencia Indirecta (IFI), resultando una muestra

positiva para este ensayo (Foto 5).

Para los cuatro individuos reactivos por ELISA - Indirecto, se realizé la
extraccién y posterior amplificacion de ADN, obteniendo como resultado (Foto

6) ninguna presencia de ADN del parasito en sangre periférica.
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TABLA 6

Condiciones de vivienda, reservorios y conocimiento del vector en los

seropositivos encontrados por ELISA — Indirecto. A: asbesto — cemento. P:

palma. M: material. B: bahareque. C: cemento. T: tierra.

CARACTERISTICAS HA
DE LA VIVIENDA VISTO ANIMALES
CODIGO DE
“EL DOMESTICOS
SEROPOSITIVOS | Techo Pared Piso EDAD
PITO”

M-5-R A M C NO NINGUNO 34

Cerdos, Burros,
M-111-R P B T Sl 32

Perros.

M-115-R P B T NO Perros — Gatos 16
M-119-R A M C Sl Cerdos 42

FOTO 5. Inmunofluorescencia indirecta confirmatoria del paciente seropositivo

por ELISA (M-5-R) con epimastigotes de la cepa HA colombiana (Dilucién

1:40).
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FOTO 6. Electroforesis en gel de Agarosa al 1.8% con Tincién de Bromuro de
Etidio, usando cebadores S35 y S36 con 0.2 unidades de Taq polimerasa;
Carril PM: Marcador de Molecular (Pb); Carril 1. Control positivo (ADN
Tripanosoma cruzi — cepa Y); Carril 2: Control Positivo (ADN Tripanosoma cruzi
— cepa Bucaramanga); Carril 3: ADN de T7ripanosoma rangeii; Carriles 4 — 7,
productos obtenidos por PCR de muestras problemas (15 pl); Carril 8: Control
Negativo (Coktail de PCR sin ADN); Carril 9: ADN de Leishmania brazilienzis.



6. DISCUSION

En el ciclo silvestre, los triatominos estan ubicados en ecdtopes con unas
caracteristicas particulares dependiendo al género de los Triatominae que
pertenezcan, de esta forma, las especies pertenecientes a Rhodnius se han
encontrado asociadas primariamente a palmas (Lent, 1979); Panstrongylus spp.
ha sido hallado en cavidades y huecos de palmas y/o arboles y también en
madrigueras de vertebrados silvestres;, T7riafoma spp. frecuentemente es

encontrado en habitats rocosos y madrigueras de roedores (Gaunt, 2000).

Los diferentes nichos ecol6gicos colonizados por las especies de Triatominae,
se distribuyen de acuerdo a la asociacion que presentan en el ambiente
silvestre, y las preferencias de substrato se reflejan en los sitios infestados
dentro de las casas por los triatominos (Lent, 1979), por esta razén se
considera que uno de los factores de riesgo mas relevantes, se encuentran en
el tipo de construccion de las viviendas. En la poblacion encuestada el principal
tipo de vivienda era segun la clasificacion de Segura ef a/, (2005) la combinada
(Figura 4)(57 viviendas — 48.7%) que presenta por lo menos un elemento
estructural de riesgo para la infestacion por triatominos; en segundo lugar
tenemos al “rancho chagasico“ (Segura, 2005) (37 viviendas — 31.6%) que
presenta todos los elementos estructurales de riesgo para la infestacién por
vectores de la enfermedad de Chagas, hay que destacar que las viviendas con
paredes de bahareques y techos de palma presentan los micrositios (fisuras) y
microclimas, que van a permitir una domiciliacién acelerada por tener los
requerimientos de temperatura y humedad similares a los silvestres para la
colonizacién de triatominos (Pizarro, 1998). Aunque se considera que las casas
con elementos materiales soélidos (bloque, cemento y tejas de asbesto -
cemento) no presentan ningun tipo de riesgo se ha observado que algunas
especies como Panstrongylus geniculatus, Triatoma maculata y Triatoma

dimidiata presentes en Colombia y la costa Atlantica (Molina, 2000; Wolff, 2001;
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Marquez, 2004), tienen una presencia ligada al hacinamiento y no a estructuras
de riesgo, considerandose la presencia de estas especies vectoras un factor de
riesgo para cualquier tipo de vivienda (Wolff, 2001; Marquez, 2004; Segura,
2005; Cortez, 2005).

El hacinamiento fue del 83.2%, lo que indica que en casas con cinco 0 mas
habitantes y dos habitaciones existen caracteristicas de higiene que son de
riesgo para la transmision vectorial (Sanmartino, 2000; Segura, 2005), la
infestacion, y también para la picadura de los triatominos a individuos, por
mayor concentracion de fuentes de alimentos y reservorios en un minimo de

espacio.

Los principales animales domésticos encontrados (Figura 5) coinciden con los
reservorios caracterizados para 7rpancsoma cruzi (Botero, 2003); se han
encontrado fuertes asociaciones entre cerdos y la especie Parstrorngylus
genicuiatus (Valente, 1998; Wolff, 2001); gallinas y Tnaloma airmiaiaia, Trialoma
macuiala'y Rhodnius proixus (Scholfield, 1999; Guhl, 2000; Marquez, 2004).
Hay que resaltar que existen reportes que comunican la presencia de especies
de la subfamilia Triatominae en 16 de los 24 municipios del departamento de
Sucre y algunas especies se han encontrado infectadas con tripanosomas
(Tabla 7) (D Alessandro, 1981; Corredor, 1990; Restrepo, 1999; Molina, 2000;
Agudelo, 2005). Los tres principales géneros Triatominae tienen como principal
fuente de alimento a los perros, convirtiéndolo en el principal reservorio del
Trpancsoma cruzi. La presencia de posibles fuentes de alimentos esta ligada a
altas densidades de animales domésticos pernoctando en el intradomicilio y
peridomicilio, ademas de la presencia de diferentes especies de animales en la
vivienda, como se observé en la muestra poblacional estudiada (Figura 5),
donde ademas de los 3 reservorios antes mencionados se encontré: patos
(Anas sp), pavos (Meleagris gaipavo), gatos (Feus catus), burros (Equus

asinus) y vacas (Bos (aurus) en el extradomicilio, aumentando la densidad de
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animales en los domicilios estudiados y facilitando la obtencién de alimento a

los insectos vectores.

En el corregimiento de Las Flores se realiz6 una busqueda pasiva de vectores
de la enfermedad de Chagas, la cual consistié en distribuir frascos plasticos
estériles a la comunidad, para que ellos colectaran lo que consideraban como
triatominos. Sin embargo, los insectos capturados no correspondieron a la
subfamilia Triatominae; no se descarta la presencia de vectores en el area de
este municipio, porque existen condiciones ecolégicas que permiten su
presencia como la alta densidad de palmas, ecétope ligado a insectos
triatominos silvestres (Scholfield, 1999; Gaunt, 2000). En el departamento de
Sucre se han reportado palmas del género Affalea (Attalea bufyracea, “palma
de vino”), Scheelea spp (Poyet. 1995; Pizarro, 1998) y Cocos (Cocos nucifera,
‘palma de Coco”) (Agudelo, 2005) infestadas con triatominos (Rhodnius
pailescens, Triatoma dimidiatay Panstrongylius geniculatus).
TABLA 7

Registro de especies Triatominae presentes en el Departamento de Sucre

Municipio Especie Parasitos presentes
» San Onofre | Rhodnius pailescens Te. Tr.
Triatoma dimidiata NE.
» Galeras Rhodnius pailescens Te. Tr.
Eratyrus cuspidatus Te.
Triatoma dimidiata Te.
» Ovejas Panstrongyius geniculatus | NE.
» La Unién Eratyrus cuspidatus Te.
» Coloso Panstrongyius geniculatus | Trlps
Rhodnius pailescens Trlps
San Benito | Rhodnius pailescens Te.
Guaranda Rhodnius pailescens Te.

Tc: Positivo para 7ripanosoma cruzi Tr: Positivo para Trpanosoma rargel.
NE; no examinado. Trlps: 7rpanosoma sp.
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La encuesta también permitidé conocer que tipo de sintomas presentaban las
personas con picaduras; de esta manera, la mayoria de las 54 personas que
reportaron picaduras, presentaron lesion inflamatoria (51 individuos) ligada a
picaduras por insectos fitéfagos y hematéfagos facultativos pertenecientes a
otras familias de insectos, fiebre (3 individuos), pero no hubo existencia de
cuadros sintomatolégicos asociados directamente con la enfermedad de
Chagas, esto puede deberse a que la poblacién estudiada no esta infectada
con el parasito 7npanosoma cruzi sin embargo, las cepas circulantes en
Colombia en su mayoria pertenecen al zimodemo |, asociado al ciclo silvestre,
ausencia de sintomatologia aguda y ligado a poca existencia de casos agudos
(Marquez, 1998; Nicholls, 2005). En cuanto a Sucre, se han aislado a
Tripanosoma rangeli de monos Aofus apella en el municipio de San Marcos
(Marquez, 1998); también se han aislado cepas de T7ripanosoma cruzi
evidenciando la presencia de poblaciones parasitarias pertenecientes al ciclo
de transmision silvestre (7ripanosoma cruzi, zimodemo |) (Agudelo, 2005) y es
posible que los pacientes que presentan enfermedad de Chagas en Sucre solo
presenten sintomatologia en la fase cronica (cardiopatia, hipertrofia del

miocardio, arritmias y convulsiones).

Los antecedentes sobre problemas cardiacos tenian una alta frecuencia (44%
con hipertensién, taquicardia 6 arritmia) y 38% afirmaban tener familiares
fallecidos por muerte subita relacionada a problemas cardiacos; no obstante,
estos datos no estaban relacionados con presencia de la enfermedad de
Chagas en la poblaciéon encuestada; 18% relataron problemas intestinales
asociados a infecciones por helmintos intestinales, diarrea y gastritis, pero no a
la presencia de los sindromes mega-intestinales. Los megas intestinales
(megacolon y megaesoéfago) y la dilatacion del abdomen que producen son
frecuentes en la infeccion por la subpoblacion 7ripanosoma cruzi- zimodemo Il
el cual circula en el cono sur (Argentina, Chile, Bolivia, Paraguay, Uruguay y sur
de Brasil) (Guhl, 2000; Botero, 2003).
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Las pruebas serologicas constituyen importantes herramientas que permiten
estimar los niveles de infeccion por 7npancsoma cruzi 'y evaluar medidas de
control epidemiol6gico y vectorial (Biancardi, 2003). Sin embargo, la presencia
de resultados falsos positivos debido a individuos que padecen otras
enfermedades originadas por parasitos (Leishmania sp, Piasmodium sp,
Tcxopiasma gonail, Treponema paiidum, Tripancsoma rarngei) con epitopes
relacionados y que originan reacciones cruzadas serolégicamente, hace
necesario el uso de por lo menos 2 técnicas serolégicas diferentes (Cannova,
2002; Botero, 2003; Gutiérrez, 2004). En nuestro estudio la prueba ELISA fue
suficientemente sensible para detectar niveles de anticuerpos IgG anti —
Trpancsoma cruzi en cuatro muestras de la poblacion estudiada, cuya
densidad éptica (D.O.) fue mayor al punto de corte (0.300) y no se ubicaron
dentro de la zona indeterminada (0.270 — 0.330) indicando una buen control de
calidad en los procedimientos realizados en el ELISA (Cannova, 2002;
Gadelha, 2003; Gutierrez, 2004; Enciso, 2004).

Al realizar la prueba de HAI con el kit Chagatest®, las cuatro muestras
resultaron negativas, resultado similar al obtenido por Cardenas ef 4/.(2002),
quienes detectaron seis muestras reactivas por ELISA, y todas negativas por
Chagatest®, lo que demuestra la discordancia entre esta prueba y ELISA. Hay
que destacar que el kit chagatest utiliza como antigeno cepas argentinas por lo
que se explicaria que las muestras no reaccionen debido a la diferencia en
determinantes antigénicos entre las cepas del cono sur y las cepas de 7. cruzi
colombianas. Esta hipotesis es expuesta por Enciso et al. (2004), quienes para
explicar las discordancias que existen al tamizar muestras por ELISA y
Chagatest® proponen considerar:

1. Numero, ciclo de transmisién y huésped de origen de las cepas usadas como
antigeno.

2. Estadio del parasito utilizado como antigeno.
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3. Preparacion del antigeno.

4. Reactividad cruzada.

Los sueros reactivos fueron también analizados por la técnica de IFI por el
grupo de Chagas de la Universidad de Antioquia, y se confirmé una de las
cuatro muestras como positivas para 7. cruzi (Foto 5), encontrandose el primer
caso autéctono de la enfermedad de Chagas en un municipio considerado de
bajo riesgo y en el cual no se ha registrado la presencia de individuos
infectados por 7. cruz/ (Guhl, 2005).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se realizé con el objetivo de
detectar la presencia del parasito en sangre, 3 muestras fueron negativas por
ausencia de infeccion (positivos para ELISA, negativos para Chagatest® e IFI)
y 1 muestra fué negativa por ausencia de parasitemia en sangre periférica
(positivo para ELISA e IFI, negativo para Chagatest®) (Foto 6); este resultado
es compatible con personas en estado cronico de la enfermedad de Chagas
que presentan serologia positiva pero limitada presencia de 7. cruzi en sangre
(Kirchhoff, 1996; Guhl, 2002). El control de ADN de 7. rargei no presentd
bandas amplificadas con los iniciadores usados (S35 — S36), porque la cepa
utilizada es KP1 (+) y solo presenta un bloque de secuencias conservadas
(Guhl, 2002) y la calidad de extraccion del ADN usado para amplificacion por
PCR fue evaluada mediante una electroforesis en gel de agarosa observandose

corridos de ADN, descartando la posibilidad de una extraccién inadecuada.

La estructura de las viviendas en la zona de estudio presentd los elementos de
riesgo estructurales con los eco6topes artificiales propicios para la infestacion de
triatominos, y la convivencia con los diferentes tipos de animales domésticos
presentes posibilitan una fuente de alimento estable y reservorios para el
desarrollo de colonias domiciliadas de triatominos y la transmisién activa de 7.

cruzi evidenciada serolégicamente, se recomienda realizar estudios para ubicar
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la presencia de vectores triatominos y su indice de infeccidon natural en los
corregimientos y veredas pertenecientes al municipio de Morroa (Sucre) y
establecer el estado seroepidemiolégico de poblaciones pertenecientes al
corregimiento de Tumbatoros (Morroa — Sucre), lugar de proveniencia del

individuo positivo a ELISA e IFl en este estudio.
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7. CONCLUSIONES

La estructura de las viviendas presenté los elementos de riesgo
relacionados con los ecétopes y micrositios artificiales propicios para la

infestacién de triatominos.

La convivencia con diferentes tipos de animales domésticos posibilitan
una fuente de alimento estable y de reservorios para el desarrollo de
colonias domiciliadas de triatominos y la transmisién de 7ripanosoma

cruzi

El analisis serolégico permitié determinar muestras reactivas por ELISA
en la poblacién estudiada (3.28%), demostrando altos niveles de

sensibilidad.

Utilizando los parametros de la OMS fue posible determinar la positividad

de las muestras seroldgicas analizadas.

Se registré el primer caso autéctono para la enfermedad de Chagas en
el municipio de Morroa — Sucre, procedente del corregimiento de

Tumbatoros.

No se detect6 ADN del parasito en sangre con la prueba PCR, por

ausencia de infeccién y parasitemias nula.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar estudios para detectar la presencia de vectores triatominios y su
indice de infeccion natural en los corregimientos del municipio de

Morroa (Sucre).

Establecer la distribucién actual de insectos vectores para la enfermedad
de Chagas en los municipios del Departamento de Sucre, especialmente

donde hay antecedentes del vector y casos reportados.

Ampliar este tipo de investigaciones referentes al estado
seroepidemioldgico a poblaciones pertenecientes a municipios de riesgo

en el Departamento de Sucre.

Disefar una prueba de Hemoaglutinacion Indirecta (HAI) con cepas de
Tripanosoma cruzi de origen colombiano para confirmacion de individuos

seropositivos con ELISA.

Aislar y caracterizar las cepas circulantes de T7ripanosoma cruzi en el

Departamento de Sucre.
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CODIGO:
FECHA:

ANEXO A

ENCUESTA DE INVESTIGACION SOBRE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Nombre del encuestado:
Localidad de proveniencia:
Area: Edad:

Tiempo de residencia en la localidad:

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA VIVIENDA

Tipo de techo: Tipo de pared: Tipo de pisos:

Zinc_ Material Cemento _
Paima___ | Madera Tierra

Eternit__ Bahareque Madera

Otras___ Otros Otros:

PRESENCIA DEL VECTOR Y SUS ALREDEDORES

Ha observado la presencia del pito en su vivienda y/o alrededores:

Si___No___
Donde: Indique el sitio exacto: Ha encontrado nidos de
Sala_ Paredes pitos en los alrededores de
Dormitorios Techo su vivienda:
Cocina__ Piso Si_ No
Alrededores Colchones Donde:
Otros__ Otros Galpones__
Corrales__
Potreros___
Otros

NUMERO Y EDAD DE LOS HABITANTES DE LA VIVIENDA

Cuantos habitantes hay en la vivienda:

cuantos nifios
cuantos adultos

TRANSMISION VECTORIAL-SINTOMAS DE ENFERMEDAD DE CHAGAS

Se han presentado picaduras
De pito: Si____ No

Tiempo de haberse presentado la picadura:
Dias__ semanas__ meses__ afios

Ha observado sintomas de la picadura:
Si__ No__
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Si ha habido picaduras en
Cuales personas:
Nifios___adolescentes___
Adultos___ancianos

Ha buscado asistencia medica:
Si_ No_

Que diagnéstico obtuvo:

Que tipo de tratamiento ha
seguido:

RESERVORIOS
En su vivienda que tipo de
animales tiene:

Que tipo de sintomas:
Fiebre___inflamacion de los ojos
Lesion inflamatoria

En la familia alguien presenta problemas
intestinales (dilatacién del abdomen):
Si No

En la familia alguien presenta problemas
cardiacos:

Si No

Cual(es):

Nifos___ adolescentes__ adultos__
Ancianos otros

Se ha presentado muerte subita en algun
miembro de la familia por problemas
cardiacos:

Si__ No__

OBSERVACIONES:
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ANEXO B
CONSENTIMIENTO INFORMADO N° 1 (Adultos)

Yo declaro libre y voluntariamente que
acepto participar en el estudio “SEROPREVALENCIA A LA TRIPANOSOMIASIS
AMERICANA Y FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS EN UNA POBLACION DEL
MUNICIPIO DE MORROA-SUCRE” que se realiza en la universidad de Sucre y cuyos

objetivos especificos son: 1. Detectar la proporcién de infectados con la
tripanosomiasis americana utilizando ELISA, HAI y PCR como prueba parasitolégica
en una muestra poblacional de Morroa (Sucre).

2. lIdentificar los factores de riesgo asociados a transmisién activa de la
tripanosomiasis americana utilizando una encuesta epidemiolégica

Soy consciente que los procedimientos y pruebas para lograr los objetivos
mencionados consistirdn en extraccién de sangre por puncién intravenosa y que los
riesgos de mi persona seran de grado minimo, segun lo estipulado en la resolucién N°
008430 de 1993 del Ministerio de Salud.

Entiendo que del presente estudio se derivaran beneficios como el diagnostico de la
enfermedad en la poblacién seleccionada impidiendo, de esta forma, una muerte
segura. Tengo la plena seguridad de recibir respuestas a preguntas y aclaraciones
sobre mis dudas acerca de la investigacién y la debida actualizacién en lo referente a
los resultados de la misma.

El destino de la muestra obtenida sera el estipulado en los objetivos y entiendo que
estas no se comercializaran ni serdn usadas en otras investigaciones sin mi

consentimiento.

Comprendo que sera respetado mi derecho a la vida y a la intimidad, asi como a la

libertad de retirar mi consentimiento en cualquier momento.

Firma
c.C de
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ANEXO C
CONSENTIMIENTO INFORMADO N° 2 (Nifios y Adolescentes)
Yo con ccC N°
de como representante legal

de

Quien es menor de edad, declaro conocer los parametros del estudio
“SEROPREVALENCIA A LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA Y FACTORES DE
RIESGO ASOCIADOS EN UNA POBLACION DEL MUNICIPIO DE MORROA-SUCRE’
que se realiza en la universidad de Sucre y cuyos objetivos especificos son:

1. Detectar la proporcion de infectados con la tripanosomiasis americana utilizando
ELISA, HAI y PCR como prueba parasitolégica en una muestra poblacional de Morroa
(Sucre).

2. lIdentificar los factores de riesgo asociados a transmisién activa de la
tripanosomiasis americana utilizando una encuesta epidemiolégica

Soy consciente que los procedimientos y pruebas para lograr los objetivos
mencionados consistirdn en extraccién de sangre por puncién intravenosa y que los
riesgos de mi persona seran de grado minimo, segun lo estipulado en la resolucién N°
008430 de 1993 del Ministerio de Salud.

Entiendo que del presente estudio se derivaran beneficios como el diagnostico de la
enfermedad en la poblacién seleccionada impidiendo, de esta forma, una muerte
segura. Tengo la plena seguridad de recibir respuestas a preguntas y aclaraciones
sobre mis dudas acerca de la investigacién y la debida actualizacién en lo referente a
los resultados de la misma.

El destino de la muestra obtenida sera el estipulado en los objetivos y entiendo que
estas no se comercializaran ni seran usadas en otras investigaciones sin mi
consentimiento.

Comprendo que sera respetado mi derecho a la vida y a la intimidad, asi como a la
libertad de retirar mi consentimiento en cualquier momento.

FIRMA CcC.C

N° de

{ Con formato: Derecha




PE— { Con formato: Derecha

ANEXO D

Division Politica Del Municipio De Morroa (Sucre)

Fuente: http://www23.brinkster.com/mimorroa/index.asp
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ANEXO E

Mapa De Riesgo De La Enfermedad De Chagas En Colombia

FUENTE: Trends in Parasitology Vol.21 No.6: 259 - 262. 2005

| Bajo riesgo
1 Mediano riesgo

[ | Alto riesgo
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ANEXOF

Mapa De Riesgo De La Enfermedad De Chagas En Sucre

FUENTE: Trends in Parasitology Vol.21 No.6: 259 - 262. 2005

e Bajo riesgo
1 Mediano riesgo

[ | Alto riesgo



