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Editorial

Después de FLAP XXI1V, Santiago de Chile 2017

Entre el 10 y el 14 de Diciembre de 2017, se realiz6 en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,
el XXIV Congreso de la Federacién Latinoamericana de Parasitélogos (FLAP). En 4 dias de Congreso y un dia
de cursos pre-congresos nos reunimos estudiando y compartiendo ideas abarcando todos los temas relevantes
hoy en parasitologia. Contamos con la asistencia de destacados parasitdlogos de todo el mundo, con una fuerte
participacién de especialistas latinoamericanos, con mas de 40 simposios y gran cantidad de trabajos libres
presentados en paneles. Contemplamos no sélo la dimensién clinica sino también aspectos de laboratorio,
Zoonosis, Ecologia de parasitos, animales ponzofiosos, Epidemiologia etc., tratando de abarcar el parasitismo
en todas sus dimensiones. Dictamos 4 cursos pre-congreso dictados por reconocidos especialistas en temas de
alta relevancia: Parasitosis del viajero y migrantes, Hidatidosis, Entomologia Médica y Enfermedad de Chagas.

A traves de este medio agradecemos a todos los participantes al congreso que acudieron en gran nimero y
con gran entusiasmo, especialmente a nuestros expositores invitados y a los estudiantes e investigadores
jovenes que son el futuro de la parasitologia.

Los invitamos a seguir con el mismo entusiasmo y a participar de la reunién FLAP XXV, Panama 2019.

Mauricio Canals Lambarri (M.D., PhD.)
Editor
Parasitologia Latinoamericana
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Summary

La proteina B13 inmunodominante de Trypanosoma cruzi, presenta una secuencia homéloga (AAAGDK) a la
cadena pesada de miosina cardiaca humana (AAALDK) asociada a mimetismo molecular, posible mecanismo
patogénico en la enfermedad de Chagas. El objetivo de este trabajo fue analizar, en adultos infectados crénicos con
Trypanosoma cruzi, la asociacion entre los niveles de anticuerpos anti-B13 y desarrollo de cardiopatia chagasica.

Se realiz6 un estudio transversal en 89 pacientes con infeccion crénica por Trypanosoma cruzi distribuidos en:
34 infectados sin patologia demostrable (grupo A); 42 infectados con cardiopatia chagasica cronica de diferente
severidad (grupo B) y; 13 infectados con miocardiopatia chagasica y factores de riesgo cardiovasculares asociados
(grupo C). Como grupo control se estudiaron 46 personas no infectadas con Trypanosoma cruzi: 16 con cardiopatia
(grupo D) y 30 sanas (grupo E). Ademas en 13 pacientes del grupo B, edad promedio de 43,3+13,2 afios, se realizd
un estudio de cohorte retrospectivo con seguimiento de 12,6+6,5 afos, a fin de correlacionar el nivel de respuesta
anti-B13 y la progresion de la cardiopatia. Estos pacientes no presentaron cambios en los niveles de anticuerpos anti-

B13 a través del tiempo, independientemente de la evolucidn clinica.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos A, B y C tanto en la presencia de anticuerpos anti-
B13 (A=91,1%, B=80,8% y C=84,6%), como en el nivel de respuesta de los mismos. Sin embargo, en los pacientes
del grupo B con alto compromiso cardiaco los niveles de anticuerpos anti-B13 fueron més elevados.

Los pacientes del grupo control con cardiopatia, 50% fueron positivos para anticuerpos anti-B13 aunque con
muy escasa reactividad, mientras las personas sanas no presentaron respuesta a esta proteina.

Si bien no se encontré asociacion entre el nivel de anticuerpos anti-B13 y cardiopatia chagasica, se observaron
valores mas altos en los infectados con compromiso cardiaco severo, sin variacion en el tiempo.

Estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-B13 podrian ser utilizados como marcadores de progresion

clinica en lo pacientes con cardiopatia chagasica cronica.

Introduccion

La enfermedad de Chagas es una afeccion
parasitaria cronica causada por el Trypanosoma cruzi.
Es endémica en el continente americano, pero se ha
transformado en un problema global debido
fundamentalmente a las migraciones. Se estima que se
encuentran infectados aproximadamente 6 a 7 millones
de personas solo en el continente americano (OMS
2017), y se plantea como una importante carga de
morbilidad, mortalidad y discapacidad en muchas
regiones.

Aproximadamente un tercio de los infectados
desarrollan las lesiones del periodo crénico: Cardiopatia
Chagasica Crénica (CCC) y/o alteraciones del aparato
digestivo (megavisceras), con diferentes grados de
severidad (Storino 1994).

En cuanto a los mecanismos fisiopatogénicos, se
han  planteado  diferentes  hipétesis,  basadas
principalmente en dos grandes ramas: mecanismos
autoinmunes (mimetismo molecular, presentacion de
epitopes cripticos, activacion de células no especificas,
etc.) y mecanismos no autoinmunes (accién directa del
paréasito, alteraciones del Sistema Nervioso Auténomo,
lesién microvascular, persistencia parasitaria) (Leon &
Engman 2003, Cunha-Neto et al. 2006, Marin-Neto et
al. 2007, Kierszenbaum 2007, Pereyra 2015).

Hay evidencias que involucran a los anticuerpos
(Ac) de reactividad cruzada y a infiltrados de células T
en el dafio tisular cardiaco. Aunque también en estos
tejidos se han encontrado antigenos y ADN de T. cruzi
mediante  técnicas  inmuno-histoquimicas 'y de
amplificacion por PCR (Higuchi et al. 1993, Jones et al.
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1993). La presencia del parasito también se ha
evidenciado en infectados sin cardiopatia (Afiez et al.
1999).

Numerosos trabajos han encontrado
autoanticuerpos de reaccion cruzada con antigenos de
T. cruzi (Proteinas ribosémicas PO, P1, P2, Cruzipaina,
B13, etc.) (Girones et al. 2005, Cunha-Neto et al. 2006).
No estd claro si estos surgen como respuesta a
moléculas parasitarias con las que existe mimetismo
molecular, o se generan como consecuencia de la
exposicion de antigenos propios por el dafio al tejido
infringido por el parésito.

La cadena pesada de la miosina cardiaca humana
es el principal componente proteico del miocardio,
representando el 50% del peso de todas las proteinas
cardiacas. La proteina B13 inmunodominante de T.
cruzi, presenta una secuencia homologa (AAAGDK) a
la cadena pesada de miosina cardiaca humana
(AAALDK) (Cunha-Neto et al. 1995).

Cuando se produce dafio miocardico de cualquier
tipo se expone la miosina intracelular, la cual es
antigénicamente activa. Ac anti-miosina se han
encontrado en varias situaciones clinicas en las que
existe una injuria miocardica (Nussinovitth &
Shoenfeld 2013).

El reconocimiento de miosina por células T CD4+
y la presencia de Ac anti-cadena pesada de miosina
cardiaca se asocian con la CCC (Rizzo el at. 1989,
Tibbetts et al. 1994, Cunha-Neto et al. 1995, Cunha-
Neto et al. 1996, Iwai et al. 2005, Abel et al. 2005,
Girones et al. 2007, Duranti et al. 2012). Los Ac anti-
miosina tienen reaccion cruzada con una secuencia de
la proteina B13, por lo que se podria especular que el
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reconocimiento de antigenos parasitarios in situ podria
ser el Ultimo efector del dafio al tejido cardiaco.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente
trabajo evalla la respuesta humoral contra la proteina
B13 de T. cruzi en pacientes adultos chagasicos
cronicos, sin y con patologia demostrada, con el
objetivo de analizar si el nivel de estos Ac anti-B13 se
relaciona con CCC.

Material y métodos

En un estudio transversal se evaluaron las
muestras de suero de 89 adultos infectados cronicos por
T. cruzi. Estos pacientes fueron seguidos clinica y
serologicamente en el Centro de Investigacion sobre
Endemias Nacionales de la Facultad de Bioquimica y
Cs. Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral, Santa
Fe, Argentina.

El control clinico fue realizado por un medico
especialista en cardiologia, mediante examen fisico
complementado con Electrocardiograma (ECG) de 12
derivaciones y, en los casos requeridos, ergometria,
holter y ecocardiografia. Las Radiografias (Rx) de térax
se realizaron en los hospitales publicos mas préximos.

La poblacion en estudio se clasifico en: grupo A)
34 infectados sin patologia demostrable; grupo B) 42
infectados con CCC de diferente severidad; grupo C) 13
infectados con alteraciones compatibles con CCC y
otros factores de riesgo cardiovasculares (FRC)
asociados (Diabetes, Obesidad, Hipertension).

Como controles no infectados por T. cruzi: grupo
D) 16 personas con cardiopatias (post-infarto agudo de
miocardio, miocardiopatia  dilatada, cardiopatia
isquémica y fibrilacion auricular) y grupo E) 30 sujetos
sanos.

Se realizd un estudio de cohorte retrospectivo en
13 de los 42 infectados con CCC, durante un tiempo
promedio de 11,745,9 afios y una mediana de 9 afios. Se
analizaron 32 sueros en buen estado de conservacion,
almacenados en la seroteca del CIEN: 13 muestras
correspondientes al primer control del paciente, al
inicio del seguimiento; 6 muestras intermedias y 13
sueros correspondiente al dltimo control de los
infectados.

Caracterizacion clinica de los infectados por T.
cruzi: Se utilizo la clasificacion propuesta por Kuschnir
(Kuschnir et al. 1985).

- Grupo 0 (GO): Pacientes asintomaticos (sin
signos de insuficiencia cardiaca), ECG normal y Rx de
térax con area cardiaca normal (RTC < 0,50).

- Grupo 1 (G1): Pacientes asintomaticos (sin
signos de insuficiencia cardiaca), con alteraciones en el
ECG sugerentes de CCC y Rx de térax con area
cardiaca normal.

- Grupo 2 (G2): Pacientes con ECG alterado
atribuible a CCC. Rx de térax con é&rea cardiaca
aumentada, clinica con capacidad funcional conservada
para esfuerzos leves y moderados.

- Grupo 3 (G3): Pacientes sintomaticos desde el
punto de vista clinico (signos de insuficiencia cardiaca
en reposo o en esfuerzos leves), ECG alterado y Rx de
térax con cardiomegalia importante (grado Il o 1V),
con redistribucién de flujo pulmonar.

A fin de cuantificar el dafio cardiaco segln esta
clasificacion (Kuschnir), se definio:

G1: infectados con cardiopatia chagésica leve;
G2: infectados con cardiopatia chagasica moderada y
G3: infectados con cardiopatia chagasica severa.

Se analizaron los FRC en cada uno de los grupos a
fin de evaluar si eran comparables: tabaquismo,
hipertension, dislipemia, diabetes y obesidad (Mele et
al. 2012).

Serologia Convencional: se realizaron 3 tests
serolégicos convencionales (SC): Hemoaglutinacion
indirecta (HAI - Laboratorio Polychaco, Buenos Aires,
Argentina), Enzimoinmunoensayo (ELISA - Wiener
Rosario- Santa Fe, Argentina) e Inmunofluorecencia
indirecta (IFI - CIEN, Centro que forma parte de un
Programa de Control de Calidad. Los controles externos
los realiza el Instituto Nacional de Parasitologia,
Buenos Aires). Se incluyeron quienes tenian los 3 tests
reactivos.

Conservacion de las muestras: Las muestras de
sueros evaluadas en el estudio se encontraban
almacenadas a -20°C y/o con igual volumen de glicerina
bufferada a 4°C. Se consideraron aptas para el estudio
las que presentaban una respuesta seroldgica similar al
momento de recoleccion de las mismas.

Expresion y purificacién de la
recombinante B13 de T. cruzi:

Se obtuvo la proteina recombinante segln se
describié previamente en Camussone et al. (2009).
Brevemente, se cultivaron células de Escherichia coli
BL21 (DE3) portadoras de la construccion plasmidica
PET-32a/B13 durante 3 horas con agitacion en medio
LB suplementado con 0,1 mg /ml de ampicilina a 37°C.
Luego se indujo la expresiéon proteica en 1 mM de
isopropil-b-D-tiogalactopirano durante 16 horas a 16°C.
Luego, las células obtenidas se suspendieron en Buffer
fosfato 50mM pH 7,2 con el agregado de 20 mM de
imidazol y se lisaron mediante sonicacion.

La fraccion soluble se separ6 mediante
centrifugacion a 10.000 g durante 20 mina 4 —8°C y se
purificd con una columna de Ni-NTA (GE) eluyendo la
proteina con Buffer fosfato 50mM pH 7,2 con el
agregado de 250 mM de imidazol. La calidad de la
purificacion se evalud por la técnica de PAGE y la
concentracion proteica se midié por la técnica de
Bradford (Wittig et al. 2006, Bradford 1976).

Determinacién de anticuerpos especificos anti-
B13:

Los sueros se procesaron mediante una técnica de
ELISA utilizando placas sensibilizadas con proteina
B13 de T. cruzi. Se recubrieron placas de
microtitulacion con 0,5 mg del antigeno especifico en
tampon de carbonato-bicarbonato 0,05 M, a pH 9,6, y
se incubaron over night a 4-8C. Se bloquearon las
placas con leche descremada al 5% y se incubaron con

proteina
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una dilucion 1:100 de suero humano. Para evidenciar la
reaccion se utiliz6 una anti-lgG humana conjugada con
peroxidasa. Las placas se leyeron a 450 nm en un lector
de ELISA (BioRad). Todas las muestras de suero se
evaluaron por duplicado y se tom6 como resultado la
media del valor de densidad Optica de estas
determinaciones simultdneas. En cada placa se
analizaron simultdneamente 6 controles negativos
(individuos aparentemente sanos seronegativos para T.
cruzi). Se calcularon valores de corte estandares con
ELISA negativo tomando la media de la densidad
Optica de las muestras de suero negativas mas 2
desviaciones estandares. Valor del cut-off: 0,365.

Normas Eticas: se siguieron los estandares éticos
establecidos por el Ministerio de Salud de la Nacién, la
Universidad Nacional de Litoral y las Guias
internacionales de regulacion para la investigacion en
humanos. Los pacientes fueron informados de los
objetivos del estudio y firmaron su consentimiento
informado para participar del mismo. Dicho formulario
fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Bioquimica y Cs. Bioldgicas de la Universidad
Nacional del Litoral,

Anélisis estadistico: se aplicaron las pruebas T de
student, Chi-cuadrado de Pearson, Test de Fisher,
Prueba de  Kruskal-Wallis, ANOVA, segln
correspondiera. Para todas las pruebas se fijoé un nivel
de significacién menor a 0,05.

Resultados

Los infectados crdnicos por T. cruzi del grupo A
sin patologia demostrada, y B con CCC fueron
comparables en la distribucion de edad, sexo y FRC.
Tabla 1.

Sexo
Grupo E/M Edad § FRC *
A 24/10 48,7 + 14,7 14
B 21/21 46,8 £ 14,2 11

Tabla 1. Poblacién en estudio: sexo, edad y factores de
riesgo cardiovascular de infectados con T. cruzi sin
patologia demostrada (grupo A) y con Cardiopatia
Chagasica Cronica (grupo B).

Sexo: Chi-cuadrado de Pearson, p=0,069.

1 Edad al momento de la muestra. Test de student,
p=0,5724.

* FRC Factor de Riesgo Cardiovascular: tabaquismo,
hipertension, dislipemia, diabetes y obesidad. Chi-
cuadrado de Pearson, p=0,167

La reactividad anti-B13 en los diferentes grupos
fue la siguiente: grupo A, infectados sin patologia
demostrada, 31/34 (91,1%); grupo B, infectados con
CCC 34/42 (80,9%) y grupo C, con CCC y FRC
asociados 11/13 (84,6%). Al comparar el porcentaje de
positividad anti-B13 entre los grupos A, B y C no se
encontraron diferencias significativas (Test de Fisher,
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p>0,05).
Del mismo modo, el nivel de respuesta de los

Ac anti-B13 entre los grupos de infectados no presentd
diferencias significativas (grupo A 1,19+0,64 D.O,
grupo B 1,06+0,73 D.O y grupo C 0,96+0,64 D.O)
(ANOVA, p>0,05). (Fig.1).

1.8254

D.O0B13

1.460

1.0954

0.730:

. I
0.365: 1 J_ _L

0.

-
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Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E

Figura 1. Nivel de anticuerpos anti-B13 en los diferentes
grupos estudiados. Valor de cut-0ff=0,365 D.O. grupo A)
Infectados sin patologia demostrable; grupo B) Infectados
con Cardiopatia Chagésica Cronica; grupo C) Infectados
con Cardiopatia Chagasica y factores de riesgo asociados;
grupo D) Personas no infectadas con cardiopatia y grupo
E) Sujetos sanos no infectados con T. cruzi.

En los pacientes cardidpatas no infectados con T.
cruzi (grupo D), 8/16 (50%) presentaron reactividad
anti-B13, pero a diferencia de los infectados el nivel de
respuesta fue muy bajo cercano al valor de corte
(0,345+0,12 D.O). Mientras en las personas sanas, no
infectadas y sin cardiopatia, no hubo respuesta anti-
B13. Figura 1. Al analizar el nivel de reactividad de los
Ac anti-B13 en el grupo B (n=42), infectados por T.
cruzi con CCC, estratificados segun la clasificacion de
Kuschnir (G1 n=27, G2 n=11, y G3 n=4) mediante un
modelo de asociacién no paramétrico, se encontré una
tendencia de mayor reactividad anti-B13 a medida que
aumentaba la severidad de la cardiopatia. (Prueba de
Kruskal-Wallis, p=0,07) (Fig. 2).

2.920
2.5554
2.1904
1.8254
o
o
o  1.460
a
1.0954 I
0.7304
0.365 _._l
0.000: T T T
Grupo B1 Grupo B2 Grupo B3

Figura 2. Nivel de Anticuerpos anti-B13 en el grupo B,
infectados con Cardiopatia Chagasica Cronica, de acuerdo
a la severidad de la cardiopatia clasificada segiin Kuschnir.
Valor de cut-off: 0,365 D.O. G1: infectados con patologia
chagasica leve; G2: infectados con patologia chagasica
moderada y G3: infectados con patologia chagasica grave.
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Los 4 pacientes infectados cronicos que se
encontraban en el grupo G3 de la clasificacion de
Kuschnir, cuyas edades oscilaban entre 46 y 54 afios,
presentaron alteraciones electrocardiograficas
compatibles a CCC, cardiomegalia grado II/IV y
signos y sintomas clinicos de insuficiencia cardiaca.

De los 13 infectados del grupo B que se
incluyeron para el estudio de cohorte retrospectivo, con
un seguimiento de 9 afios promedio, 2 de ellos no
presentaron Ac anti-B13. Estos pacientes, con 25 y 33

afios de edad al ingreso del estudio, se encontraban en
estadio G1 de Kuschnir. El paciente de 25 afios
evolucion6 a G2 mientras que el otro permanecié en
G1, ambos con un seguimiento de 8 afios.

Los otros 11 infectados con CCC, mantuvieron
valores constantes de Ac anti-B13 en el tiempo. Seis de
ellos evolucionaron a un compromiso cardiaco mas
severo y los restantes permanecieron sin cambios.
(Tabla 2)

Tabla 2. Descripcion de los 13 infectados con seguimiento en el tiempo contemplando edad, electrocardiograma (ECG),
radiografia de térax (Rx) y severidad de la Cardiopatia Chagasica Croénica segun la clasificacion de Kuschnir.

Edad de Edad Kuschnir ~ Edad Kuschnir
diagnostico  primer ECG y Rx en la primer muestra} primer ultima ECG y Rx en la ultima muestra* ultima

de CCC  muestra} muestraf muestra* muestra*
25 37 BS + HBAI + Cardiomegalia grado 1 G2 45 BS + HBA I+ BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
49 40 Eje izq -10 G0 54 HBAI Gl
25 33 HBAI + BCRD Gl 58 HBAI + BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
30 56 BS + HBAI Gl 65 BS + HBAI + BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
33 39 BCRD Gl 46 BCRD Gl
25 34 EV monofocal frecuente Gl 48 EV monofocal frecuente Gl
22 27 HBAI Gl 32 HBAI Gl
39 41 Eje izq -30 + Cardiomegalia grado 1 G2 60 MCP + Cardiomegalia grado 1 G2
50 53 EV aislada + T(-)V3a V6 Gl 60 Fibrosis septal T(-)VV2aV6 + EV aislada Gl
38 46 HBAI + BIRD Gl 64 HBAI + BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
5w EV monofoca rec o s TTesomodeRemerimtn vewkrs g
45 69 FA de;féaDris’éJ:j;r‘fe’g;:;“;LSOHIBA' * ) 78 MCP + Cardiomegalia grado 1 G3
47 69 Fibrosis septal Gl 77 Fibrosis septal Gl

iprimer muestra de suero en la que se determinaron Ac anti-B13
*ltima muestra de suero en la que se determinaron Ac anti-B13

BS: bradicardia sinusal, HBAI: hemibloqueo anterior izquierdo, BCRD: Bloqueo completo de rama derecha, EV:
extrasistole ventricular, BIRD: bloqueo incompleto de rama derecha, MCP: marcapaso cardiaco, FA: fibrilacién auricular.

En los 13 infectados del grupo B con seguimiento,
los niveles promedios de Ac anti-B13 fueron: inicial
0,77£0,43 D.O, intermedio 0,69+0,33 D.O y final
0,76+0,42 D.O. Al realizar un ANOVA, que contempla
todas las medidas en el tiempo realizadas en estos 13
pacientes, no se encontraron diferencias significativas
entre las mismas (p=0,7840). (Fig. 3).

1.825

1.460

1.095

D.O B13

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 19 22 25
Afios de seguimiento

Figura 3. Lecturas inicial, intermedia y final en el

seguimiento de 13 infectados por T. cruzi con Cardiopatia

Chagasica Cronica, mediana de 9 afios. Valor de cut-off:

0,365 D.O

Discusion

La presencia de anticuerpos con reactividad
cruzada entre la proteina B13 de Trypanosoma cruzi y
regiones aminoacidicas de la miosina humana ha sido
referida en muchos reportes previos (Cunha-Neto et al.
1995, Vicco et al. 2013, Rodeles et al. 2016). En este
estudio evaluamos la asociacion entre el nivel de
respuesta de dichos anticuerpos y la CCC. Si la
similitud antigénica entre la cadena pesada de miosina
cardiaca humana y la proteina B13 de T. cruzi estuviera
involucrada en el desarrollo o progreso de la patologia,
se esperaria la presencia de Ac-anti B13 en un mayor
porcentaje de infectados con cardiopatia respecto de los
infectados sin patologia, o al menos mayor nivel de
respuesta de estos anticuerpos.

Investigaciones previas (Cunha-Neto et al. 1995)
han descrito la presencia de Ac anti-B13 en todos los
individuos infectados con CCC mientras, en los
infectados sin patologia solo estuvo presente en un bajo
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porcentaje.

A diferencia de estos resultados, otros trabajos
(Duranti et al. 1999, Vicco et al. 2013, Rodeles et al.
2016) observaron la presencia de Ac anti-B13 en el
100% de los pacientes infectados con T. cruzi
independientemente de la condicion clinica, pero el
nivel de respuesta de los mismos mostré asociacién con
el grado de compromiso cardiaco.

En relacion a estos ultimos resultados, en el
presente trabajo tampoco se observaron diferencias
significativas entre los grupos de pacientes infectados
con T. cruzi sin y con CCC. Otro resultado coincidente
fue la observacion de mayor reactividad anti-B13 entre
los infectados con lesiones cardiacas mas severas.

A diferencia de los estudios antes mencionados,
no se observo reactividad anti-B13 en el 100% de los
infectados con T. cruzi, si bien los porcentajes de
positividad anti-B13 fueron elevados (91,1% en los
infectados sin patologia demostrable; 80,9% en quienes
presentaban CCC y; 84,6 % de los pacientes con CCC y
FRC asociados). Se podria especular que en aquellos
infectados con Trypanosoma cruzi que no presentaron
respuesta anti-B13 hubo wuna respuesta inmune
diferente, propia de la genética del huésped en la
expresion de estos anticuerpos.  Por otro lado en el
grupo control conformado por individuos no infectados
con T. cruzi, las personas sanas no presentaron Ac anti-
B13, mientras 50% de los cardiopatas fueron positivos
aunque con muy baja reactividad. Se podria suponer
que la miosina estd expuesta por la patologia cardiaca
de base de estos individuos, generando Ac anti-miosina
que se unen a B13 por la similitud antigénica. Hay
patologias cardiacas donde se generan estos anticuerpos
por la exposicion a antigenos propios (Ramos 2001). Si
la similitud antigénica entre miosina cardiaca humana y
la proteina B13 de T. cruzi, permitiera a los Ac anti-
B13 unirse a miosina, podrian explicar la perpetuacion
0 el agravamiento de los focos inflamatorios que
ocurren en la necrosis miocardica que se produce no
solo en la CCC, sino también en otras miocarditis. La
presencia de estos anticuerpos con capacidad de unirse
a miosina cardiaca podrian perpetuar o agravar la
patologia (Ramos 2001, Basilio et al. 2000). El analisis
longitudinal realizado en un grupo de pacientes
infectados con T. cruzi, a pesar del pequefio nUmero de
individuos estudiados, brinda informacion acerca del
comportamiento evolutivo de los Ac anti-B13 en
infectados con CCC. Segun los resultados obtenidos,
los niveles de estos anticuerpos no tuvieron variaciones
en el tiempo, independientemente de la evolucion
clinica. Esta permanencia de reactividad anti-B13
permite suponer que los niveles elevados de estos Ac
que se encontraron en los infectados con T. cruzi con
lesiones cardiacas mas severas, estaban presentes con
anterioridad. Para ratificar estos resultados, es preciso
realizar estudios de cohorte con mayor nimero de
infectados con T. cruzi que permitan validar la utilidad
de estos Ac anti-B13 como marcadores de progresion
clinica en lo pacientes con Cardiopatia Chagasica
Cronica.
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Resumo

Toxoplasma gondii é o agente causador da toxoplasmose, uma das infec¢Bes parasitarias mais comuns
mundialmente. Diante do exposto percebeu-se a necessidade de formular uma pesquisa para saber o nivel de
conhecimento das gestantes acerca da toxoplasmose no municipio de Breves, Ilha do Marajo, Para, Para tanto,
formulou-se um questionario contendo dez perguntas fechadas, cujas respostam eram SIM e NAO e 30 gestantes
foram entrevistadas. Com os resultados obtidos através da pesquisa pode-se constatar o baixo indice de conhecimento
das gestantes sobre a doenga, apenas 37% sabiam o que era toxoplasmose e como ela é transmitida e 33% conhecem
0s métodos de prevencédo da doenca.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Gestantes, Gravidez.

Abstract

Toxoplasma gondii is the causative agent of toxoplasmosis, one of the most common parasitic infections
worldwide. Given the above it was realized the need to develop a survey to know the level of knowledge of pregnant
women about toxoplasmosis in Breves, Marajé Island, Para. Formulated a questionnaire containing ten closed
questions whose reposted were YES and NO and 30 pregnant women were interviewed. The results obtained from
the research can be seen the low level of knowledge of pregnant women about the disease, only 37% knew what it

was toxoplasmosis and how it is transmitted and 33% know methods of preventing disease.
Key-words: Toxoplasmosis, Pregnant women, Pregnancy.

Introducéo

Toxoplasma gondii € um protozoario, agente
causador da toxoplasmose, uma das infec¢Oes
parasitarias mais comuns mundialmente (Dubey &
Beattie 1988, Mordue et al. 2001). Seu ciclo de vida é
heteroxeno facultativo, onde todos 0s animais
homeotérmicos podem ser hospedeiros intermediérios e
os membros da familia Felidae hospedeiros definitivos
(Tenter, Heckeroth & Weiss 2000).

A toxoplasmose, se adquirida antes ou durante a
gravidez pela méde, pode trazer sérios riscos a saide da
propria gestante e/ou do feto, uma vez que durante a
gestacdo a mulher encontra-se suscetivel a diversas
infeccOes patoldgicas (Brasil 2010). Estima-se que 40%
a 80% da populacdo adulta ja foi infectada pelo
protozoario T. gondii. A incidéncia da toxoplasmose
aguda varia de 0,2 a 1% e, quando ocorre durante a
gestacdo, representa um risco em mais de 40% de
infeccdo fetal, podendo levar as diversas complicagdes
(Paul 2010).

Aproximadamente 85% dos recém-nascidos com
toxoplasmose congénita ndo apresentam sinais clinicos
evidentes, contudo uma avaliacdo mais detalhada pode
mostrar alteracdes de restricdo do crescimento
intrauterino, prematuridade, anormalidades liquéricas e
cicatrizes de retinocoroidite (Brasil 2011). Cerca de
um terco da populacdo mundial pode estar infectada
por T. gondii, especialmente, em sua forma cronica,
ocorrendo variagdes conforme o aumento da idade e
entre os sexos (Paho & Who 2008). Embora a maioria
dos recém- nascidos com infecgdo congénita ndo
aparentem sinais no momento do nascimento, até 85%
irdo desenvolver deficiéncia visual na fase adulta e 55%
irdo apresentar distrbios neuroldgicos.

O pré-natal, quando feito de forma adequada e a
partir do inicio da gravidez, possibilita o diagnostico

precoce de infec¢do, permitindo que os médicos tenham
mais tempo e recursos para tratar o feto e evitar ou
reduzir tais danos (Silva et al. 2011).

O presente trabalho teve como objetivo realizar um
levantamento sobre o conhecimento sobre a
toxoplasmose entre as gestantes residentes na zona
urbana do municipio de Breves, na llha do Marajo,
Estado do Para.

Material e Métodos

A pesquisa com gestantes sobre o conhecimento de
toxoplasmose foi realizada no municipio de Breves,
localizado na llha do Marajo, Estado do Pard, Brasil.
Um total de 30 gestantes residentes e domiciliadas
nesse local foram abordadas, a fim de responderem um
questionario constituido de 13 perguntas fechadas sobre
toxoplasmose, onde as respostas eram apenas SIM e
NAO. (1) vocé sabe o que é a toxoplasmose; (2)
vocé sabe como ela é transmitida?; (3) vocé sabe como
se prevenir?; (4) vocé possui gatos em casa Ou possui
contato com eles?; (5) ja se consultou com um
obstetra/ginecologista durante a gravidez?; (6) esta
realizando 0 acompanhamento pré-natal
periodicamente?; (7) seu médico solicitou exames
para  deteccdo de infeccdo por T. gondii
Toxopplasmose)?; (8) vocé realizou 0s exames
sanguineos para toxoplasmose?; (9) caso a resposta seja
afirmativa, qual foi o resultado?; (10) seu médico lhe
informou a importancia da realizacdo do exame para
deteccdo da toxoplasmose durante a gravidez?; (11) se
seu exame foi positivo, seu médico Ihe explicou os
riscos da doenca durante a gravidez?; (12) vocé
entendeu todas as explicagdes do seu médico?; (13)
caso positivo, seu médico ja iniciou o tratamento?.

Nesse questionario, as entrevistadas se identificaram
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e responderam também perguntas pessoais, tais como:
idade, estado civil, tempo de gestacdo e nimero de
filhos.

Resultados e Discussao

Todas as gestantes abordadas responderam o
questionario (n=30), dessas 18 eram casadas e 12
solteiras. A faixa etéria das entrevistadas variou de 16 a
35 anos e com relagdo ao grau de escolaridade, cinco
estavam cursando 0 ensino superior, nove possuiam
apenas o ensino médio completo, quatro estavam
cursando 0 ensino médio, duas cursando 0 ensino
fundamental, e as demais abandonaram os estudos,
sendo que trés destas tinham concluido o ensino
fundamental.

Com relagdo aos dados coletados, 63% das
gestantes  entrevistadas  responderam  ndo  ter
conhecimento sobre a toxoplasmose, o que é um dado
preocupante devido as consequéncias que a doenca
pode trazer para o feto durante a gestacdo. A
toxoplasmose é uma das zoonose mais temidas durante
a gravidez, devido ao risco de acometimento fetal,
podendo resultar em distdrbios do sistema nervoso
central e ma formacéo fetal, fato que torna fundamental
0 seu diagndstico precoce durante o acompanhamento
pré-natal, com o intuito de reduzir tais distarbios
(Isabel, Da Costa & Simdes 2007).

A segunda pergunta identificou que apenas 37% das
gestantes sabiam como a toxoplasmose é transmitida,
um percentual muito baixo. Esse dado permite inferir
que o sistema de salde ndo da a devida importancia a
uma doenga que pode ser perigosa durante a gestacéo,
j& que ha a falta de informagdo. Esta pesquisa, assim
como a elaboracdo de agBes de orientagcBes para
gestantes sobre o0 protozoario T. gondii sdo
extremamente necessarios para prevencdo da doenca,
pois segundo Branco, De Araljo e Falavigna-
Guilherme (2012), um estudo realizado na Bélgica
mostrou que a educagdo em salde acarretou uma
reducdo de 63% na soro conversdo materna da doenga.
Na Pol6nia, constatou-se que a realizagdo de atividades
de educagdo em saude durante quatro anos praticamente
dobrou o conhecimento sobre a toxoplasmose e seus
meios de transmisséo (Branco, De Araljo & Falavigna-
uilherme 2012).

Sobre a forma de prevencdo da toxoplasmose, 67%
ndo sabem como se prevenir da doenca, 0 que € um
grave problema, pois a prevengdo é essencial contra
infeccbes durante a gravidez. As entrevistadas que
sabem se prevenir refletem no baixo percentual de
gravidas que conhecem a doenga. Desse modo, a
educacdo em salde nessa regido é carente e coloca em
zona de risco suas gestantes. Tal educagdo ou
prevencdo primaria consiste na disseminacdo do
conhecimento sobre a doenga e seus meios de
prevencdo. Portanto, as gravidas necessitam saber sobre
habitos desejaveis durante a gestagdo como: evitar a
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ingestdo de carne crua ou mal cozida, consumir apenas
dgua tratada e leite pasteurizado, ndo deixar alimentos
expostos a insetos, higienizar adequadamente frutas e
verduras e se proteger com luvas e calgados ao entrar
em contato com areia e materiais potencialmente
contaminados por fezes de gatos (Amendoeira &
Camilo-Coura 2010).

Embora o nimero de casas com gatos como animais
de estimacdo vem crescendo mundialmente, 60% das
entrevistadas ndo possuiam o animal em casa ou
mantinham contato com os mesmos. Os gatos atuam
como reservatdrios do parasito para os seres humanos e
animais, uma vez que eliminam os oocistos do
protozoario T. gondii nas fezes. Quando 0s oocistos
estdo no meio ambiente, levam de um a cinco dias para
ficarem infectantes (Garcia et al. 1999), podendo assim
infectar outros animais. Nesse sentido, verifica-se que
0s principais meios de transmissdo da toxoplasmose sdo
a ingestdo de oocistos infectantes oriundos das fezes de
gatos e o consumo de carne crua ou mal cozida
contaminada com cistos teciduais (Amendoeira &
Camilo-Coura 2010).

Como as fezes de gatos sdo importantes
disseminadoras da toxoplasmose, uma série de cuidados
deve ser adotada com o objetivo de evitar qualquer
contato com tais dejetos. Entre as precaucOes, vale
citar: o uso de luvas para manusear as caixas higiénicas
dos felinos, areia ou terra, pois podem estar
contaminadas com oocistos de T. gondii; o descarte
adequado das fezes dos felinos; a higienizagdo
adequada das mdos ap6s o contato com as fezes dos
gatos; o cuidado de evitar que 0s gatos domésticos
tenham contato com o meio externo, com o intuito de
reduzir os riscos de infec¢do dos mesmos por T. gondii;
o0 cuidado de evitar que gestantes tenham contato com
as caixas dos gatos, areia, terra ou com quaisquer
objetos que possam estar contaminados com fezes dos
felinos (Dubey 1988 apud Dias & Freire 2005).

Mais da metade das gestantes entrevistadas (67%) ja
havia se consultado com um médico
obstetra/ginecologista. Tal fato é considerando
importante, porque o acompanhamento de profissionais
adequados durante a gravidez pode evitar futuros
transtornos & mée e ao feto.

O pré-natal é a oportunidade para medidas de
prevencdo do contdgio de doengas, entre elas a
toxoplasmose. A primeira consulta deve ocorrer 0 mais
precocemente possivel e o ndmero de consultas
considerado como minimo pelo Ministério da Satde sdo
de seis (Carellos, De Andrade & De Aguiar 2008). Esta
pesquisa esclarece que a falta de conhecimento sobre a
toxoplasmose e das medidas de prevengdo nao esta
associada a falta de acompanhamento pré-natal, ja que
cerca de 97% das gestantes entrevistadas estdo
realizando esse acompanhamento. O fato da
percentagem de mulheres gravidas com
acompanhamento pré-natal ser superior ao nimero de
mulheres que afirmaram ter se consultado com um
médico obstetra/ginecologista pode ser explicado pelo
fato do municipio de Breves néo ter disponibilidade de
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médicos nos postos de saude, sendo 0 acompanhamento
pré-natal realizado por enfermeiras e/ou técnicas de
enfermagem.

Das 30 gestantes entrevistadas, 57% foram
aconselhadas a realizarem o exame sorolégico para
deteccdo de anticorpos anti-T. gondii, e destas, todas
afirmaram ter feito os exames solicitados e obtiveram
resultados negativos. No entanto, ndo foi solicitada para
13 gestantes (43%), durante o acompanhamento pré-
natal, a realizagdo de exames para detectar infecgéo por
T. gondii. Tal fato remete a fragilidade do sistema de
salde em tratar de um tema tdo relevante para as
gestantes como é o caso da infeccédo por T. gondii.

O exame para a deteccdo da toxoplasmose é muito
importante, quando perguntadas se o médico teria
informado a respeito da importancia do exame, apenas
43% responderam que sim. Em conversa particular com
uma técnica de enfermagem que realiza o
acompanhamento de gestantes em um posto de salde
do municipio de Breves, a mesma informou que néo
tinha conhecimento sobre a doenca, além de afirmar
que a doenga ndo possui importancia na saude das
gestantes. Estas informagdes demonstram o despreparo
dos agentes de saude do municipio, localizado no
interior da Ilha do Marajo, carente de assisténcia
médica.

As demais perguntas do questiondrio mantinham
correlagdo com as respostas das perguntas anteriores
tais perguntas como: “Se seu exame foi positivo, seu
médico Ihe explicou o risco da toxoplasmose durante a
gravidez?”. Como todos os resultados foram negativos,
as respostas em sua totalidade foram ndo.

Nas duas perguntas subsequentes do questionario:
“Vocé entendeu todas as explicagdes do seu médico?” e
“Seu médico ja iniciou o tratamento?”, foi obtida em
sua totalidade a resposta “nao”.

Conclusao

Com o desenvolvimento desta pesquisa foi possivel
identificar que apesar das gestantes entrevistadas ndo
serem positivas para a toxoplasmose, a maioria nao
possui conhecimento sobre a doenga, e nem da biologia
do agente etioldgico, transmissdo, prevengdo ou
tratamento.
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Summary

El delfin chileno, Cephalorhynchus eutropia (Bosc, 1802), es un cetaceo endémico de Sudamérica. En este
estudio, se presenta el hallazgo de larvas de Phyllobothrium delphini (Cestoda, Tetraphyllidea) en el tejido adiposo
de un ejemplar de delfin chileno que fue encontrado varado y muerto. El hallazgo ocurrié en aguas de la costa centro-
sur de Chile. Ademas, se revisan aspectos del ciclo de vida de este parasito enfatizando en las probables causas de
infeccion de C. eutropia en aguas de Chile. Quistes de P. delphini han sido reportados previamente en numerosos
mamiferos marinos pero no en C. eutropia. De esta forma, este hallazgo constituye el primer registro de P. delphini
en el delfin chileno.

Palabras claves: Parasitos, Phyllobothrium, delfin, Cephalorhynchus eutropia, Chile

The Chilean dolphin Cephalorhynchus eutropia (Bosc, 1802), is an endemic cetacean of South America. In this
study, the finding of Phyllobothrium delphini larvae (Cestoda, Tetraphyllidea) in the subcutaneous blubber of a
stranded and dead specimen of Chilean dolphin, is presented. The finding occurred in waters of the central-south
coast of Chile. In addition, aspects of the life cycle of this parasite causing the infection of C. eutropia in Chilean
waters are emphasized. Cysts of P. delphini have been previously reported in several marine mammals but not in C.

eutropia. Thus, this finding constitutes the first report of P. delphini in a Chilean dolphin.
Key words: Parasites, Phyllobothrium, dolphin, Cephalorhynchus eutropia, Chile

Introduccion

El delfin chileno Cephalorhynchus eutropia
(Gray, 1846) es una cetaceo endémico de Sudamérica,
cuya distribucion comprende la costa del Pacifico Sur,
desde Concon (32°56'S) al sur hasta el area del Cabo
de Hornos (55°14'S), incluido el lado oriental del
Estrecho de Magallanes y, recientemente, en la costa
atlantica (1-4). Si bien algunos aspectos de su biologia
han sido estudiados previamente (5-9) alin no se
cuenta con antecedentes suficientes que, por ejemplo,
estimen el tamafio de su poblacién. Se sabe, sin
embargo, que frecuenta zonas costeras bajas y que
pueden acceder a zonas estuarinas y rios (10, 11).

Hasta ahora, la fauna parasitaria registrada en C.
eutropia esta constituida por los trematodos Braunina
cordiformis y Synthesium tursionis, los nematodos
Pseudoterranova sp. y Anisakis sp., y por los
acantocefalos Corynosoma cetaceum y Polymorphus
cetaceum (12-16).

La captura directa o incidental, contaminacién y
deterioro de habitats costeros y sobre-explotacion de
recursos pesqueros que forma parte de su alimentacion
constituyen las principales amenazas a la conservacion
de C. eutropia (7), a tal punto que esta especie ha sido
catalogada como casi amenazada por la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN), ademas de estar enlistada en el Apéndice Il
CITES (17).

Debido a que el parasitismo en mamiferos
marinos puede aportar valiosa informacién respecto de
su ecologia tréfica (18) consideramos de interés
informar sobre el hallazgo de una larva
correspondiente a un céstodo tetrafilideo en la
necropsia de un ejemplar de delfin chileno. De esta
forma, el presente estudio tuvo como objetivo el
identificar y caracterizar histopatolégicamente el

pardsito encontrado con el fin de aportar informacion
que contribuya al conocimiento bioldgico de C.
eutropia.

Materiales y métodos

El 11 de agosto de 2015, un ejemplar de C.
eutropia fue encontrado varado y muerto recientemente
en la costa centro-sur de Chile, especificamente en la
playa de Colcura, al sur del puerto de Lota (37°06° S,
73°08°W), por el Servicio Nacional de Pesca de Chile
(SERNAPESCA), entidad que lo derivd a la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad San
Sebastian, Concepcion.

La identificacion del mamifero marino se hizo en
base a las caracteristicas morfoldgicas sefialadas en la
literatura disponible (19, 20) registrandose, ademas, las
caracteristicas biométricas y reproductivas del animal,
que permitieron caracterizarlo como un ejemplar adulto
macho. Se realiz6 una exhaustiva inspeccion externa,
que evidencid herida craneal atribuible a choque con
embarcacion o golpe con elemento contundente.
Posteriormente, se efectud necropsia al ejemplar segin
protocolo de rutina (21), procedimiento que permitio
visualizar numerosas lesiones en el tejido adiposo
sobretodo del area perigenital, no relacionadas con la
causa de muerte del mamifero. Estas correspondieron a
lesiones nodulares de diversos tamafios (3-9 mm de
didmetro) distribuidas asimétricamente dentro en el
tejido mencionado (Fig. 1).

Para observar su contenido, se hizo diseccion de
las lesiones para posteriormente examinar mediante
lupa estereoscopica (Zeiss Stemi DR; 4x)
procedimiento que permitid revelar la presencia de
larvas parésitas en el interior de cada nédulo. Se tomé
muestras de este tejido las que fueron fijadas en
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Figura 1. Necropsia de Cephalorhynchus eutropia. A)
Tejido adiposo subcutaneo; B) Epidermis; C) Quistes
larvales de Phyllobothrium delphini.

Formalina neutra al 10% por 48 horas a temperatura
ambiente e incluidas en parafina histolégica (Histosec,
Merck. Alemania), realizandose cortes seriados de 3
pm de espesor, los cuales fueron adheridos a
portaobjetos silanizados. La observacion de estas
preparaciones se llevd a cabo mediante el uso de
microscopia dptica (Motic, BA 310, 10x y 40x) en
cortes teflidos con Hematoxilina y Eosina. La
determinacién taxonémica de los ejemplares parasitos
se hizo en el Laboratorio de Parasitologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcion,
mediante el andlisis de caracteristicas morfoldgicas
sefialadas en la literatura disponible (22, 23).

Resultados y discusion

Se analiz6 62 quistes presentes en el tejido
adiposo perigenital del animal. Al hacer diseccion de
cada uno se encontré en su interior un ejemplar larval
blanquecino, con aplanamiento dorso-ventral, 2 a 11.3
mm de longitud por 1 a 7.5 mm de ancho y aspecto
piriforme (Figs. 2y 3).

Las caracteristicas morfoldgicas y la revision de la
literatura de referencia permitieron determinar que estos
elementos corresponden a larvas plerocercoides del
cestodo tetrafilideo Phyllobothrium delphini (Bosc,
1802).

Al examen microscOpico se observd que la
cavidad quistica-dérmica que rodeaba a la larva media
hasta 8 mm de didmetro en algunos casos, y estaba
constituida por tejido fibroblastico colagenoso, con
signos de atrofia por compresion y sin signos de
inflamacién territorial.

Las larvas presentaron una membrana cuticular
externa y epitelio interior con escolex firmemente
adherido al cuerpo larval y eshozos de cuatro botridios
doblados sobre si mismos (Figs. 4 y 5).
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Figura 2. Corte macroscopico de quiste tisular de
Phyllobothrium delphini; A) Tejido adiposo subcutaneo;
B) Tejido adiposo con proliferacion fibrocolageno; C)
Afloramiento de Larva P. delphini. (Aumento de 4x)

Figura 3. Vista microscopica de quiste tisular de
Phyllobothrium delphini; A) Tejido adiposo subcutaneo B)
Quiste larval; C) Larva desenquistada de Phyllobothrium
delphini. (Aumento de 4x)

Figura 4. Vista macroscdpica de larvas de Phyllobothrium
delphini fuera de su envoltura quistica.
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Figura 5. Corte histolégico de quiste tisular de
Phyllobothrium  delphini; A) Cuticula; B) Tejido
fibrocolageno de tipo reparativo delimitante; C) Scolex
invaginado de P. delphini. (Aumento de 40x).

C

Nuestros quistes se encuentran depositados en el
Museo del Laboratorio de Parasitologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcion a
la espera de someterlo a métodos moleculares que
ratifiquen o aclaren el diagnostico.

Discusion

Phyllobothrium delphini (Bosc, 1802) es un
cestodo tetrafilideo cosmopolita que parasita, tanto el
estado adulto como sus etapas larvales, animales de
ambientes marinos (23-25). Sin embargo su ciclo de
vida, al igual que el de los cestodos marinos en general,
es escasamente conocido (26) debido a que al no haber
similitud morfolégica entre los estados adultos y las
larvas -a menudo con escasos rasgos taxonémicos
diferenciados- dificulta la identificacion y la filiacion
parasitaria. Mas alla de estas limitaciones, se sabe que
los estados adultos habitan las valvulas espirales de
elasmobranquios y peces holocéfalos, los que se
infectarian al consumir el tejido parasitado de
mamiferos marinos, que actuarian como hospedadores
intermediarios o accidentales de, al menos, una de las
etapas larvales de este cestodo (23, 27). Estos, a su vez,
se infectarian al consumir los huevos del cestodo,
previamente liberados desde los elasmobranquios,
mediante via oral por ingestién de agua o alimentacion
a partir de otros hospederos parasitados. Los quistes
larvales se encuentran ubicados comUnmente
concentrados en la grasa de la region perigenital de
mamiferos marinos y la infeccién de los hospederos
definitivos seria mediante la ingesta directa de estos
animales (28). De esta forma, la interaccion de estos
hospederos ocurriria en el contexto de la cadena
depredador-presa, aunque se ha esgrimido que la
conducta carrofiera de algunas especies de tiburones
seria un factor que favoreceria en mayor medida la

ingestion de los quistes larvales del parasito. Esto se
apoyaria en la prolongada sobrevida que presentan las
larvas de P. delphini en cadaveres de mamiferos
marinos (22). Ademas, no se deberia descartar la
existencia de otros hospederos, en calidad de
definitivos, intermediarios, paraténicos o “trampa”, ain
no identificados en el ambiente marino y que pueden
aumentar el riesgo de transmisién parasitaria al
participar en la cadena tréfica.

Mencion aparte constituye la dificultad que
presenta la identificacion taxonémica de este paréasito
en su etapa larval, dada su elevada heterogeneidad
morfolégica, en la que intervendrian factores como
edad de los quistes, intensidad de infeccion y técnicas
de fijacion histologica. Se han descrito hasta once
morfotipos larvales, aunque las diferencias entre estos
no estdn del todo claras debido a la carencia de
antecedentes en algunas descripciones (23) e, inclusive,
la asignacidn taxonémica de algunos a otras especies de
cestodos marinos (29). Recientemente, se han hecho
aproximaciones para aclarar estos aspectos mediante el
andlisis de ejemplares parasitos y sus hospederos
basados en la morfologia y biologia, integrados a
métodos filogenéticos y moleculares, estableciendo
quince tipos larvales de cestodos marinos. De acuerdo a
esta clasificacion, corresponderia asignar los estadios
larvales de P. delphini a las larvas tipo XV, sin
embargo, es necesario  seguir  incorporando
antecedentes que complementen o reevallen esta
clasificacion debido a que la informacion disponible
aln es escasa e incompleta (28, 30-31).

En nuestro hallazgo existe concordancia en la
morfologia y tamafio, tanto de quistes y larvas, con las
descripciones disponibles de P. delphini y, aunque
evidencian elevada variabilidad morfol6gica, es
consistente con lo observado en investigaciones
anteriores (22, 23, 32).

Por otra parte, aunque los datos no son
completamente comparables, la intensidad de infeccion
encontrada en nuestro ejemplar coincide en relacion a
lo registrado en otras especies (27, 32) lo que
probablemente sea el reflejo de la ontogenia del
ejemplar, la abundancia de eventuales hospedadores
definitivos y caracteristicas propias del hébitat.
Ademds, existe coincidencia en una mayor
concentracién de los quistes en la grasa de la region
perigenital lo que guardaria relacion con la transmision
del parasito. Por ejemplo, basandose en observaciones
de campo, se ha concluido que las mordidas de dos
especies de tiburones sobre un mamifero muerto
expuesto al ataque comenzaron, preferentemente, en el
abdomen posterior o cerca de la hendidura genital, por
lo que la ubicacion preferente de las larvas de P.
delphini en la grasa perigenital favoreceria una
transmision exitosa de este parasitismo (22, 27).

En este contexto, la participacién de C. eutropia
como hospedero intermediario en el ciclo de
Phyllobothrium es incierto debido a la escasez de
antecedentes, principalmente los referidos a la
abundancia y ecologia trofica de este mamifero, ademas
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de la dificultad que presenta efectuar estudio
parasitolégicos en estos animales (dependiente de
eventualidades como captura accidental y varamientos).
No obstante, se plantea que su dieta, al igual que en
otros delfines habitantes de aguas chilenas, estaria
compuesta de peces, cefalépodos, crustaceos y algas (1,
7, 16) y que podrian potencialmente ser sujetos de
depredacion por parte de orcas (Ursinus orca), focas
leopardo  (Hydrurga  leptonyx) y  tiburones
(Carcharodon carcharias, Somniosus pacificus, Isurus
oxyrinchus). A pesar de que estas especies -potenciales
hospederos definitivos de P. delphini- presentan
preferentemente habitos pelagicos, en ninguna se ha
reportado la presencia del parasito en aguas chilenas.
Sin embargo, aunque la informacion aportada en este
trabajo proviene de un solo ejemplar, el hallazgo de P.
delphini confirma la presencia de este delfin en
ambientes peldgicos como parte de su estrategia
individual de alimentacion.

El estado larval de P. delphini ha sido registrado
en diferentes cetaceos de ambos hemisferios (23-25, 27,
32-40). En aguas de Chile, P. delphini solo habia sido
previamente reportado en el lobo marino comdn Otaria
flavescens (41) y en el delfin Lagenorhynchus obscurus
(42), incluyendo otro ejemplar de esta especie de delfin
que llegd a necropsia en nuestro hospital en 2014 (datos
no publicados). Este hallazgo constituye el primer
reporte de quistes larvales de P. delphini en el delfin C.

eutropia constituyendo, por lo tanto, un nuevo
hospedero para este cestodo.
Considerando la escasez de antecedentes

bioldgicos sobre C. eutropia, creemos que es necesario
seguir realizando estudios de tipo parasitario ya que
pueden aportar evidencia y datos relevantes que
faciliten el desarrollo de estrategias destinadas a
proteger sus poblaciones.
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Summary

La echinococcosis quistica / hidatidosis es una enfermedad zoonética desatendida a nivel mundial, presentando
caracteristicas endémicas en Argentina. Se presenta el caso clinico de un trabajador rural con antecedentes de
hidatidosis cerebral. Una nueva resonancia magnética revel6 multiples quistes intraventriculares. El paciente fue
operado con éxito y 22 quistes fueron removidos. La echinococcosis quistica a nivel de nervioso central es rara, su
diagnostico diferencial requiere un mayor analisis epidemioldgico, clinico- tomografico y el tratamiento es
quirdrgico.

Cerebral multiple intraventricular echinococcosis by Echinococcus ortleppi: integral approach of a
clinical case

Cystic echinococcosis / Hydatidosis is an zoonotic disease in the wold and presenting endemic characteristics in
Argentina. We report a farmerman, with a previous history of cerebral cystic echinococcosis. A new magnetic
resonance imaging revealed a multiple intraventricular cysts. The patient was operated and 22 cysts were removed.
Cerebral echinococcosis is rare, its diagnosis is epidemiological, clinical and tomographic, and the treatment is

surgical.

Key words: Cerebral echinococcosis -Echinococcus ortleppi - case report- integral approach

Introduccion

La echinococcosis quistica (EQ), por su caracter
endémico, sanitario, social y econémico es considerada
una enfermedad zoondtica desatendida de alto impacto
a escala global y un problema de salud en América del
Sur (1, 2). Esta zoonosis es causada por el complejo
Echinococcus granulosus sensu lato, cestode que
necesita de dos hospedadores mamiferos para completar
su ciclo de vida. Su estado adulto o estrobilar se
encuentra en el intestino delgado de cénidos, que actian
como hospedadores definitivos, y su estado larval o
metacestode se encuentra en diferentes drganos de una
0 maés especies de mamiferos herbivoros u omnivoros.
El hombre puede figurar en el ciclo como hospedador
intermediario cuando la infeccion se produce mediante
la ingestion de huevos del parasito como resultado de la
contaminacién directa o indirecta con la materia fecal
de un perro infectado.

La localizacion humana mas frecuente de la EQ es
el higado, seguido por los pulmones y otros 6rganos,
siendo la localizaciéon en el sistema nervioso central
(SNC) rara (3, 4). El presente trabajo de tipo
descriptivo, tiene como objetivo dar a conocer un caso
clinico de EQ cerebral mdltiple intraventricular
secundaria a diseminacion post-quirdrgica.
Abordandolo de forma integrada desde la clinica el
laboratorio y la vigilancia epidemioldgica.

Caso clinico

Paciente masculino de 53 afios, con residencia rural en
Miraflores, Municipio localizado en el impenetrable
Chaquefio, provincia de Chaco, Argentina. Dedicado a
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la actividad agropecuaria de subsistencia como ser cria
de bovinos, ovinos, porcinos, caprinos, aves de corral y
animales de caza, con tenencia de perros y gatos
domésticos. Una vivienda, con deficiencia en el
suministro de agua corriente, y un grupo familiar
integrado por su esposa y cinco hijos, tres del género
masculino y dos femenino.

Presentando antecedentes morbidos de
importancia, como ser dos resecciones de quistes
hidatidicos a nivel del SNC. La primera reseccion
ocurrié en el afio 1992, localizada en el hemisferio
cerebeloso derecho y la segunda en el afio 2013
localizada en la regién temporo-occipital derecha que
contactaba con la pared posterior del atrio ventricular.

En junio de 2016 el paciente consultd al Servicio
de Neurocirugia del Hospital “Juan A. Fernandez” del
Ministerio de Salud de la Ciudad de Buenos Aires, por
cefalea cronica de intensidad maxima y convulsiones
que no respondian al tratamiento médico. Se le realizo
un examen fisico neurolégico, donde se constaté una
hemianopsia  homoénima  izquierda, resto  sin
particularidades. Se le efectu6 wuna resonancia
magnética de encéfalo, aprecidndose en la secuencia
T2, el ventriculo lateral derecho excluido con mdltiples
quistes en su interior diseminados en todas sus
porciones.

La secuencia T1 con contraste permitid ver
lesiones redondeadas de diferente tamafio e intensidad
mayormente distribuidas en el atrio, algunas en el asta
temporal y particularmente una lesiéon aplastada, en
forma de medialuna, en el fondo del cuerno frontal (5)
(Fig. 1, A-B).
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Figura 1. Resonancia magnética de encéfalo. Secuencia
T2 donde se aprecia el ventriculo lateral derecho excluido
con multiples quistes en su interior diseminados en todas
sus porciones y secuencia T1 con contraste, mostrando
lesiones redondeadas de diferente tamafio e intensidad
mayormente distribuidas en el atrio.

Los estudios complementarios  (ecografia
abdominal y radiografia de térax) descartaron otras
lesiones en el resto del organismo. El paciente inicio
tratamiento  antihelmintico  pre-quirdrgico  con
albendazol (400 miligramos cada 12 horas via oral) dos
meses antes de la intervencion.

Durante la cirugia se resecaron un total de 22
quistes (5) (Fig. 2 A-B). Remitiéndose el material
obtenido al Sector de Parasitologia Clinica del Hospital.
Al examen macroscopico, se evidencié estructuras
compatibles con quistes hidatidicos. El analisis en
fresco, al microscopio éptico, mostré ganchos rostelares
de protoescélices de Echinococcus spp. Parte de la
muestra y suero del paciente fueron derivadas al
Departamento de Parasitologia del INEI-ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran”, quién realizO un examen
microscdpico optico calibrado completo. Evidenciando
abundantes protoescélices en diferentes estadios
conteniendo algunos corpUsculos calcareos y ganchos
rostelares desarrollados (Fig. 3 A-D), cuyo estudio
morfométrico (mediciones realizadas en 1000x)
demostraron una longitud promedio total de ganchos
grandes y pequefios de 28,6 um (26,3 — 31,1) y 25,1
pm (23,8 — 25,9) respectivamente y una relacion
Hoja/Mango % 67/32. Siendo el tamafio, la forma y las
proporciones de las partes de los ganchos caracteristicos
del E. granulosus (Fig. 3 E). Los estudios moleculares
de amplificacion y secuenciacion del fragmento del gen
mitocondrial (COX1) por PCR de la muestra presento
100 % de identidad nucleotidica a la secuencia original

descripta en GenBank para Echinococcus ortleppi
(genotipo G5). Por otra parte, los estudios de serologia
para hidatidosis mostraron test de IgG-ELISA positivo,
con un valor de DO de 0,593 (valor de cut-off < 0,289
DO: negativo; entre 0,289 y 0,422 DO: indeterminado;
> 0,493 DO: positivo). El ensayo de Western-blot (WB)
fue positivo, visualizandose las bandas inmunogenicas
de 57 y 67 kDa, caracteristicas del antigeno 5.

Figura 2. A. Abordaje transcortical al atrio ventricular
derecho, B. Bajo visién microscopica se resecaron 22
quistes utilizando maniobras de diseccion roma e
hidraulica (5). Los quistes uniloculares (1 a 2 cm)
presentaban superficie lisa y traslucida, con contenido
liquido ligeramente opalescente en su interior.

En el control postquirdrgico no se evidenciaron
lesiones residuales al estudio de resonancia magnética
de encéfalo. Debido a la evolucion neuroldgica
favorable y mejoria del campo visual, es dado de alta
cumpliendo 6 meses de tratamiento post-quirdrugico
con albendazol 400 miligramos cada 12 horas via oral y
posteriores controles de imagenes. A febrero de 2018 el
paciente ha asistido a sus revisiones médicas periodicas,
no presentando recidivas ni complicaciones secundarias
y encontrandose en buen estado de salud.

En paralelo al manejo clinico y laboratorial, se
realizo la notificacion del caso a los modulos de
Vigilancia Clinica y Laboratorial del Sistema Nacional
de Vigilancia de Salud, Ministerio de Salud, Argentina.
Como también se evalu6 al grupo familiar, esposa y dos
hijos, mediante ecografia abdominal y serologia
resultando ambas pruebas negativas. Por otra parte, en
el contexto de estudio de foco, Epidemiologia de la
provincia realizé la evaluacion de los factores de riesgo,
desparasitacién canina y medidas de prevencion en la
comunidad.

25 Parasitologia Latinoamericana. (2018); 67 (1): 23-29
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Figura 3. Analisis microscépico de los quistes hidatidicos
resecados durante la cirugia. A — D: Protoescolices en
diferentes estadios evolutivos (A, B, D: PE evaginado; C:
PE invaginado) conteniendo corplsculos calcareos y
ganchos rostelares desarrollados; E: Gancho rostelar de
protoescolice de E. granulosus. (Observacion en fresco).

Discusion

Esta enfermedad zoondtica desatendida a nivel
mundial, tiene caracteristicas endémicas en Argentina,
presenta una morbilidad promedio anual en los Gltimos
10 afios de 489 casos humanos notificados y una
letalidad promedio del 3,3% representando la zoonosis
parasitaria mas prevalente (6). Esta distribuida en todo
el territorio, con una mayor ocurrencia de casos en
zonas rurales de produccion de ganado ovino, caprino y
bovino, con infraestructura sanitaria deficiente, escaso
conocimiento de la enfermedad y una poblacion de
perros sin atencion veterinaria. Aunque los procesos de
urbanizacién han trasladado el problema también a las
ciudades ubicadas en las areas endémicas. Entre los
afios 2013 y 2016, la provincia de Chaco, presento una
tasa de transmision de 0,44 casos por 100000
habitantes, lo que muestra una marcada subnotificacion
en dicho sistema (1, 6).

La EQ en SNC es rara, variando entre 0.2y 4 %
de casos quirlrgicos totales y entre el 1.9 y 2.4% de
casos revelados por autopsia (4, 7). Los quistes
generalmente son primarios, supratentoriales, se
localizan en el territorio de la arteria cerebral media,
siendo el l6bulo parietal el mas afectado. A pesar de su
importancia, existe poca informacién disponible sobre
la frecuencia de quistes localizados en otras partes del
SNC, como ser la localizacién infratentorial que es
extremadamente rara, y la intraventricular, meningea,
intraselar, del seno cavernoso, acueducto de Silvio y
quistes craneales que son aln mas raros. La mayor
frecuencia se da en nifios y adolecentes menores de 15
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afios, siendo infrecuentes en adultos (8). Como se
menciono los quistes son generalmente Unicos pero si
estos son fértiles y se rompen, sea de forma espontanea,
traumatismo o cirugia como en este caso clinico,
pueden resultar en la recurrencia y dar origen a quistes
maltiples (9, 10).

El diagndstico de la EQ en general se basa en tres
pilares (11,12):

1. Examen fisico y andlisis de antecedentes
epidemioldgicos.

2. Diagnostico por imagenes, que permite
establecer la ubicacion, estadio, ndmero de quistes,
como asi también sus eventuales complicaciones.

3. Pruebas serolégicas (ELISA, WB, IFI, HAI).
Las técnicas de ELISA y de WB se consideran las de
eleccion, esta Ultima es usada como prueba de
confirmacion ante resultados de ELISA positivos. Las
pruebas seroldgicas permiten un diagndéstico especifico.
Estas requieren de la reaccion antigeno/ anticuerpo, lo
gue demanda la capacidad de respuesta inmunoldgica
del huésped y el contacto de este sistema
inmunocompetente con los antigenos (fisura o rotura de
la capa germinativa). Una serologia negativa no
descarta el diagnostico, esto se debe a que las técnicas
serolégicas pueden presentar resultados falsos
negativos, aproximadamente un 10 - 20 % de los
pacientes con quistes hepéticos y un 40 % de aquellos
con quistes pulmonares no producen anticuerpos séricos
detectables, lo mismo ocurre con quistes calcificados o
localizados en zonas de bajo flujo sanguineo. Estas
pruebas deben ser utilizadas e interpretadas en
correlacion con los datos epidemioldgicos, las
manifestaciones clinicas y el diagnéstico por imagenes.
Si una serologia es positiva y la ecografia es negativa,
debe efectuarse una tomografia computarizada, por la
posibilidad de que no se visualicen quistes en otros
6rganos.

En el caso de EQ cerebral y en otras
localizaciones del SNC el diagnostico se basa
principalmente en los sintomas clinicos y estudios por
iméagenes. Las manifestaciones clinicas son
inespecificas: hipertension endocraneana de evolucién
lenta, trastornos psiquiatricos, signos neurologicos,
focales, especialmente la hemianopia y convulsiones
focales y/o generalizadas en funcién del tamafio y la
localizacion del quiste. La angiografia puede mostrar un
gran desplazamiento de vasos alrededor de una zona
avascular, describiendo trayectos circunferenciales
(signo de la pata de arafia de Egas Moniz) sin vasos de
neoformacion. Por lo expuesto, la EQ de SNC es un
diagndstico diferencial de sindrome de hipertension
endocraneana en areas endémicas (13). Las pruebas
seroldgicas en pacientes con quistes a nivel del SNC
puede dar resultados falsos negativos. Esta situacion se
relaciona con el hecho de que los quistes cerebrales por
lo general permanecen intactos, como se comento
anteriormente las respuestas inmunolégicas mas fuertes
ocurren en pacientes en los cuales el quiste se ha roto
(11), tal lo ocurrido en el caso presentado en este
informe.
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Las pruebas moleculares contribuyen: 1) Al
diagnostico molecular especifico de especie en
situaciones donde la morfometria de los ganchos
rostelares no pudo realizarse, sea el caso donde no se
observen los ganchos rostelares (14); 2) Al
conocimiento de la epidemiologia molecular de E.
granulosus s.I., por medio del estudio de los genotipos
y haplotipos presentes en diferentes &reas geogréficas,
estos Ultimos permiten entender la dispersion del
parasito en un contexto histérico, como también en
futuro permitird poder determinar si la presencia de
distintos haplotipos del parasito puede producir
diferencias en los patrones de transmision de la
enfermedad (7, 15, 16). Argentina cuenta con la
presencia de E. granulosus sensu stricto (s.s) (G1) en
humanos, ovejas, cabras, vacas y cerdos; el genotipo G2
en humanos, ovejas y vacas; el genotipo G3 en ovejas;
E. ortleppi (G5) en humanos, vacas; E. canadensis (G6)
en humanos, cabras y vacas y el genotipo G7 en
humanos, vacas y cerdos (17, 18). Los genotipos G1,
G5, G6 y G7 se encontraron en perros (18). Siendo E.
granulosus s.s (Gl) y E. canadensis (G6) los
mayormente implicados en las infecciones humanas y
de animales. E. ortleppi (G5), con un ciclo de vida
perro/bovino fue descripto por primera vez en
Sudafrica, y en nuestro pais en las provincias de
Misiones y Catamarca (16, 18, 19). Segin se informa,
tiene baja patogenicidad para los seres humanos (20)
sin embargo, esto continla siendo un tema de
controversia. Este genotipo es prevalente en bovinos de
América del Sur, pero s6lo se han reportado
esporadicamente casos humanos, siendo este caso
clinico el primer reporte de infeccion por E. ortleppi a
nivel de SNC, estando acorde con el contexto
epidemioldgico del caso presentado.

Con respecto al tratamiento de la EQ en general,
deben considerarse diversos factores relacionados con
el paciente, como la edad, la presencia de
comorbilidades, las posibilidades de seguimiento.
También se debe tener en cuenta si la parasitosis
evoluciona asintomatica o presenta manifestaciones
clinicas, la localizacion y las caracteristicas quisticas,
como asi también la experiencia del equipo médico
tratante.

Actualmente, las opciones de tratamiento son las
siguientes: a) Tratamiento  farmacoldgico. El
benzimidazol (albendazol) es la droga de eleccion a una
dosis de 10-15 mg/kg/dia, con un tiempo minimo de
tratamiento de 3 meses, que puede prolongarse hasta 6
meses, excepto que se presente intolerancia o alteracion
de los datos del laboratorio (hemograma, hepatograma,
test de embarazo en las mujeres en edad fértil). b)
Cirugia. Siempre que sea posible se efectuard
tratamiento  prequirdrgico con albendazol 10-15
mg/kg./dia por ejemplo durante 7-10 dias y tratamiento
posquirdrgico durante 60 dias, ajustable de acuerdo al
criterio médico. Esto no estd consensuado, pero el
albendazol prequirtrgico deberia ser no menos de 30
dias (12). Al margen de estas opciones, en ciertos casos
la recomendacion profesional es la de esperar y

observar.  En quistes del SNC el tratamiento temprano
de eleccion, consiste en la exéresis intacta de la lesion;
segin la técnica de Dowling que es la
internacionalmente recomendada. Se realiza una
craneotomia amplia, posterior apertura de la adventicia
e irrigacion con solucién fisiologica entre el
parénquima cerebral y el quiste, que permita la salida
intacta de la proligera y su contenido por gravedad.

Para mdltiples quistes, como fue este caso, se
recomienda un cuidado especial para evitar la rotura
durante la exéresis de los quistes; la Gnica sugerencia es
realizar la exéresis uno por uno con paciencia. En caso
de rotura, debe realizarse una cuidadosa y rapida
aspiracion para eliminar el contenido del quiste. El
lecho quirdrgico debe ser lavado con solucion salina
hipertdnica, y asi se minimizan las posibles
complicaciones graves, como reaccion anafilactica,
meningitis  quimicas o  déficits  neuroldgicos
permanentes, llegandose a reportar estas
complicaciones hasta en el 9,8%. La recidiva se reporta
hasta en el 19% vy la tasa de mortalidad tras cirugia
oscila entre el 10 y el 12% (5, 9, 13).

Como pudo observarse, los quistes localizados en
el SNC presentan diferentes e interesantes
caracteristicas en cuanto a su evolucion, diagnostico y
pronostico. A la fecha no existe evidencia cientifica
sostenible, ni circunstancias epidemioldgicas especiales
que predispongan la localizacion de quistes hidatidicos
en el sistema nervioso central.  La ocurrencia de casos
humanos con quistes hidatidicos primarios a nivel del
SNC en alguna regién geografica determinada podria
deberse a una simple funcion de la prevalencia local de
la EQ. Por tanto, en pacientes de areas endémicas, el
diagndstico diferencial de EQ con masas tumorales,
sobre todo cuando los quistes se desarrollan en sitios
inusuales y atipicos, requiere un mayor analisis
epidemioldgico por parte de los médicos y en particular
por los cirujanos (7, 13, 21).

A todo lo expuesto, hay que sumar la importancia
en la notificacion de los casos y la implementacion de
estrategias integrales de trabajo para la vigilancia de la
enfermedad, esto incluye desde sistematizar la
busqueda activa de portadores asintomaticos en la zonas
afectadas, hasta la desparasitacion de todos los perros
del area, construccion de infraestructura para la faena y
educacién, empoderamiento de la poblacion expuesta
para lograr cambios desde la comunidad orientados al
control y erradicacion de la enfermedad.
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Summary

The genus Acanthamoeba, which belongs to the free-living amoeba group, has been identified as infection
agents in both humans and animals. They cause various diseases such as keratitis, which is an inflammatory process
that affects the cornea, causing an acute and invalidating pain. If treatment is not started in time, this condition can
progress and lead to blindness. In Chile, the gold standard diagnostic technique is the culture of corneal scraping.
Such technique is only performed at the Institute of Public Health of Chile (ISP) and the methodology requires an
amoebic culture in the presence of a bacterial suspension. Although the literature highlights the benefits of this
suspension, it is not indicated the importance of the bacterial viability in this methodology. Thus, in this work, we
evaluate the growth of the amoeba in the presence of a viable bacterial suspension inactivated by heat. It is not
known if having the inactivated bacterial suspension could facilitate the amoebic development and improves the

diagnosis of Acanthamoeba keratitis.
Key words: Acanthamoeba, keratitis, cultivo.

Introduccion

Las amebas de vida libre (AVL), corresponden a
un grupo de protozoos ampliamente distribuidos en el
medio ambiente, debido a la capacidad de adaptarse a
su entorno. Se les describe también, como amebas
anfizoicas, dada la capacidad que demuestran para vivir
libres en el medio ambiente externo o como paréasito
patdégeno y oportunista (Oddd, 2006, Shokri A y col,
2016).

No todas las AVL son patogenas, distinguiéndose
entre otros los géneros: Acanthamoeba, Balamuthia,
Negleria, Vermamoeba, que tienen implicancia en
enfermedades  humanas, siendo el género
Acanthamoeba, el maés frecuentemente aislado del
medio ambiente (Visvesvara y col, 2007, Garcia y col,
2013).

Género Acanthamoeba

Se define el género Acanthamoeba como,
protozoos microscopicos de vida libre que
frecuentemente se encuentran en el suelo, el agua, el
aire y la mucosa nasofaringea de individuos sanos. El
ciclo de vida de Acanthamoeba presenta dos formas
evolutivas; trofozoito y quiste. Los trofozoitos (10 a 25
um) son las formas vegetativas que se alimentan de
materia organica y de microorganismos, principalmente
de bacterias, levaduras y algas, ademas de células
humanas, por medio de la emision de pseudépodos y
posterior fagocitosis. Se dividen por fision binaria y de
esta forma se expanden en el medio ambiente.

Sin embargo, cuando se exponen a condiciones
adversas como la falta de nutrientes o temperaturas
extremas, los trofozoitos se diferencian en una forma de
latencia, denominada quiste (de 8 a 12 pm), el cual se
caracteriza por poseer doble pared, una capa externa
compuesta de polisacéridos y una interna compuesta de
celulosa. Los quistes son resistentes a ciclos repetidos
de congelacién-descongelacion y también a dosis

notablemente altas de radiacion ultravioleta y gamma.

Los quistes son metab6licamente inactivos y
pueden permanecer viables hasta 20 afios en
condiciones de falta de agua (Neelam S y Niederkorn J,
2017).

No obstante, bajo condiciones ambientales
apropiadas, los quistes tienen la capacidad de volver a
su estado de trofozoitos, los cuales estan capacitados
para sintetizar enzimas que favorecen la penetracion y
destruccidn tisular (Gofii, 2014); lo que los habilita para
infectar a mamiferos incluyendo al hombre, en el que
puede producir cuadros como encefalitis amebiana
granulomatosa (EGA) y queratitis amebiana (QA). La
EGA se observa con mayor frecuencia en pacientes
inmunocomprometidos, mientras que la QA es maés
comiun y puede afectar también a individuos
inmunocompetentes, observandose en los ultimos afios
un incrementado nimero de pacientes infectados
(Neelam S y Niederkorn J, 2017).

Los casos de QA en los ultimos se han asociado a
un aumento en el uso de lente de contacto, donde los
usuarios generalmente reciben una precaria educacion
sobre los cuidados para el uso correcto de los lentes y
las cajas que los contienen (Sekhar H, 2016).

Queratitis por Acanthamoeba

La queratitis se define como un proceso
inflamatorio que afecta la cornea, causando un dolor
agudo e invalidante que, al progresar, puede originar
una ulceraciéon que puede conducir a la pérdida de
vision del ojo afectado.  El género Acanthamoeba
comprende mas de 24 especies sin una correlacion
consistente entre la clasificacion binomial y Ila
tipificacion molecular (Gomes S, Magnet A. y col,
2016).

Como causantes de los cuadros de QA, se han sido
descritas al menos ocho especies de Acanthamoeba:
A castellanii, A. culbertsoni, A. polyphaga, A. hatchetti,
A. rhysodes, A.lugdunesis, A. quina, y A. griffini. Cada
una de ellas es capaz de producir infeccion en la cdrnea
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que en su prestacion mas grave puede requerir un
trasplante, si no se inicia un tratamiento oportuno
(Neelam S Niederkorn J, 2017). Es por esto que se
hace necesario contar con un diagnéstico temprano, lo
gue no ocurre en un gran porcentaje de los pacientes
con queratitis por amebas en que el diagndstico ocurre
tardiamente, lo que influye directamente en el
prondstico de la enfermedad (Prashant G. y cols.,
2017). Por lo tanto, un cuadro de queratitis por
Acanthamoeba spp. detectado precozmente, aumenta en
gran medida su oportunidad de recuperacion, logrando
revertir en parte los dafios ocasionados en el epitelio y
la cornea afectados por el parasito (Landeo, 2012,
Neelam S y Niederkorn J, 2017).

Diagnadstico

Ante una sospecha de queratitis por
Acanthamoeba o simplemente para descartarla en
presencia de un cuadro oftalmolégico compatible y/o
con antecedentes epidemioldgicos sugerentes como
tratamientos convencionales fallidos, antecedentes de
traumatismo ocular o portador de lentes de contacto, se
podréan realizar exdmenes de laboratorio a partir de una
muestra obtenida de la cérnea la que, en la mayoria de
los casos serd sometida a cultivo, por ser este aln el
método “gold estdndar” ‘para la pesquisa de la
infeccion (Pérez-lIrezébal, 2006).

Existen otras opciones para el diagndstico en el
laboratorio cuyo uso estd restringido laboratorios de
investigacion o de referencias, ya que no se cuenta con
reactivos comerciales disponibles para estos fines. Este
es el caso de la deteccion molecular del parésito y la
basqueda de anticuerpos especificos (Prashant G. y
cols., 2017).

Cultivo de la muestra

La muestra, ya sea raspado corneal, biopsia u otra,
es sembrada en agar no nutritivo para su crecimiento
aportando como nutriente un tapiz bacteriano. Sin
embargo, se sabe de manera general, que las AVL
interactian con distintas especies bacterianas en el
medio donde se encuentran (Pérez-lrezabal, 2006) y
que ademas son descritas como un grupo de organismos
que fagocita células enteras como su principal sustrato
alimenticio. Debido a esto, diferentes estudios sugieren
el uso de cultivos bacterianos, tales como Esherichia
coli (ATCC 25922), Enterobacter aerogenes (ATCC
13048), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883),
Pseudomonas  aeruginosa  (ATCC  27853) vy
Staphylococcus aeureus (ATCC 25923) (Eroglu F y
col, 2015) con el objetivo de crear un ambiente 6ptimo
para el desarrollo de la ameba (Rodriguez, 1994, Megha
Ky col, 2017), pues se ha visto que agregar al cultivo
de Acanthamoeba spp. una suspension bacteriana
preparada en solucién Page’s, facilita la obtencion de
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un crecimiento amebiano a corto plazo, en relacion con
cultivos axénicos (Prashant y col, 2017).

Sin embargo, no se sefiala en las publicaciones el
estado en el que se debe encontrar esta suspension
bacteriana, para obtener dichos resultados, que desde el
punto de vista del diagndstico clinico favorecerian la
deteccion de la ameba en la muestra. (Xuan Y. y col,
2017).

Las principales limitantes del cultivo son que la
ameba se encuentre viable y que se debe esperar hasta 8
dias para entregar un resultado negativo (Prashant G. y
cols., 2017). Por lo tanto, encontrar las condiciones
oOptimas para asegurar el crecimiento de la ameba en un
menor plazo resulta en un beneficio directo para el
pronostico de los casos positivos (Montoya A y col,
2018).

Es por esto, que en este trabajo se plantea evaluar
el crecimiento de la ameba en presencia de una
suspension bacteria viable y otra inactivada por calor.
En la préctica diaria del laboratorio donde se realizo
este trabajo se habia observado previamente que se
acortaban los tiempos de obtencion de cultivos
positivos al utilizar bacterias viables como fuente de
alimentacion para la ameba.

Materiales y métodos

Para realizar este trabajo fue utilizada una cepa
aislada de un paciente con queratitis por Acanthamoeba
spp, perteneciente al genotipo T4, la que fue mantenida
en el laboratorio hasta su uso en caldo glicerol al 16 %
a-20°C.

Para evaluar las condiciones de crecimiento la
cepa fue sembrada en 30 placas Petri de 5 cm de
didmetro con base de agar no nutritivo al 1,5 %, (RG-
02-1T-732.00-004). Se prepar6 una suspension en
solucion Page’s. de una cepa de Escherichia coli ATCC
25922 (E. coli K12). Se compararon dos condiciones
diferentes de trabajo para el cultivo, por un lado, la cepa
de E. coli viable, (15 placas) y por otro lado un in6culo
de la misma cepa, sometida previamente a
calentamiento a 100°C, durante una hora, (15 placas).
Ambos ensayos se incubaron a 37 °C, segun el
protocolo de cultivo axénico de Acanthamoeba spp.
(ME-213.01-010) durante 14 dias, realizando revisiones
diarias por medio de observacion con aumento de 10X
utilizando microscopio 6ptico Carl Zeiss, Axio Lab.Al,
y realizando un registro fotografico con el programa
Imagine software, NIS-elements marca Nikon.

Para evaluar el efecto que tiene la presencia de E.
coli, sobre el desarrollo de un cultivo de Acanthamoeba
spp, en agar no nutritivo se observo si se presentaban
cambios morfoldgicos de la ameba en los cultivos, el
tiempo de crecimiento y el nimero de células observada
por campo, registrandolos en una base de dato del
programa GraphPad Prism 6.
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Resultados

No se observaron cambios en la morfologia
caracteristica de la Acanthamoeba; pudiendo
distinguiendose sus estructuras tanto en el estado de
quiste como de trofozoito (figural) ya seaen los
cultivosrealziados con la cepa de E. coli viable como
con la E. coli inactivada por calor.

& D

Figura 1. Estructuras Parasitarias, observadas en cultivo
agar no nutritivo de Acanthamoeba, en presencia de E. coli
viable (A'y B) y E. coli inactivada por calor (C y D), tras 3
dias de incubacion. Fotografia tomada con microscopio
Nikon Eclipse 80i, bajo el programa Imagine software,
NIS-elements marca Nikon.

No obstante, al evaluar el desarrollo amebiano en
el cultivo, se pudo observar un mayor ndmero de
células presentes por campo, cuando la Acanthamoeba
se encuentra en presencia de E.coli viable, en relacion a
su crecimiento con E.coli inactivada por calor (Figura
2).
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Figura 2. Numero de células observadas en cultivo de
Acanthamoeba, en presencia de E. coli viable con
respecto a la presencia de E. coli inactivada por calor.
En el eje de las coordenadas, se observa el promedio de
células observadas por campo, en relacidn con los dias de
cultivo; en el panel superior se presentan cultivo de 6 dias
en presencia E. coli viable (A'y B) y E. coli inactivada por
calor (C y D), Fotografia tomada con microscopio Nikon
Eclipse 80i, bajo el programa Imagine software, NIS-
elements marca Nikon.

Discusion

En el presente estudio, y en concordancia con la
revision bibliogréfica, se pudo verificar que la
utilizacion de una suspension bacteriana en el cultivo de
Acanthamoeba, resulta beneficiosa para el crecimiento
de la ameba. Siendo observado por medio de
microscopia éptica una mejor expansion del cultivo en
el agar, tanto en el cultivo de Acanthamoeba en
presencia de E. coli viable como E. coli inactivada por
calor.

Sin embargo, el nimero de células observadas por
campo en cada uno de los dias de cultivo fue difernete,
entre una condicion y otra. En presencia de E. coli
viable se observa un mayor nimero amebas que cuando
se utiliza E. coli inactivada como fuente de nutrientes.
El menor nimero de amebas en la serie cultivada en
presencia de E. coli inactivada por calor podria deberse
a las modificaciones a nivel celular que pudiesen influir
en la interaccion de estos dos microrganismos.

Unas de las interacciones que, durante el Gltimo
tiempo, han cobrado interés son modificaciones en la
superficie de la célula hospedera eucarionte. Por un
lado la fucosilacion y por otro la sulfatacion, que
pudiesen favorecer o no la interaccion de este parasito
con bacterias con capacidad secretora y que presenten
entre sus factores de virulencia un sistema de secrecion
tipo 111 (T3SS1 Y T3SS2), el cual depende directamente
de distintas modificaciones en la superficie de la célula
hospedera, entre ellas las modificaciones anteriormente
sefialadas; que permiten que actle cada uno de los dos
T3SS presente en la bacteria (Blondel y cols, 2016).
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Dentro las acciones que contribuyen a la
interaccion ameba-bacteria, se encuentra la adherencia
mediada por adhesinas presentes en la bacteria, la cual
se ve directamente beneficiada por una modificacion en
particular experimentada en la membrana de la célula
hospedera, como es la sulfatacién de proteoglicanos,
que promueven el reconocimiento y la unién de la
célula hospedera con una variedad de patdgenos virales,
bacteriano y parasitarios (Kamhi, 2013).

Esto concuerda con lo sefialado en estudios
recientes (Krachler y cols, 2011; O"Boyle, 2013; Liu y
cols, 2015), donde sugiere que la sulfatacién de la
superficie celular promueve el acercamiento de la
bacteria a la célula hospedera por medio adhesinas
bacterianas y su virulencia se veria atenuada. Ello
podria beneficiar al metabolismo y desarrollo de la
ameba, al reducir el periodo de adaptacion al medio en
el que se encuentra, ya que usaria esta sulfatacion como
una especie de quimiotaxis sobre las bacterias,
permitiendo su acercamiento y con ello su fagocitosis
como medio de alimentacion.

Esto se observa también en los cultivos de
Acanthamoeba en presencia de E. coli viable en
relacion con el in6culo de E. coli inactivada por calor,
pues esta Ultima podria perder la capacidad de captar
modificaciones en la superficie de la célula hospedera,
entre ellas la sefial quimica de sulfatacion que le
permitiria acercarse en un menor tiempo a la célula,
permitiendo obtener un cultivo amebiano en alrededor
de 3 a5 dias.

Por lo tanto, el uso de bacterias viables, como es
el caso de E. coli para la preparacion de la suspension
bacteriana aportada como nutriente para la ameba,
resultaria altamente beneficioso desde el punto de vista
del diagndstico clinico de enfermedades como QA, ya
que este método de diagnodstico es el “gold standard”
entre las opciones de diagnostico actuales y los
beneficios de su utilizacion en comparacion al mismo
cultivo, pero utilizando E. coli inactivada por calor seria
determinante en relacion a los dias de cultivo necesarios
para obtener una adecuada identificacion morfologica
del parasito, y poder diagnosticar la infecciéon en el
menor plazo posible. (Prashant y col, 2017).

Conclusion

A partir de los resultados obtenidos en esta
investigacion, es que se sugiere que para el diagndstico
clinico de laboratorio de casos de QA, mediante cultivo
se utilice como fuente de alimentacion para la ameba
una suspensién bacteriana viable, debido a la facilidad
de la metodologia y al tiempo en el que se logra obtener
un desarrollo amebiano tal que permita su identificacion
morfoldgica, necesaria para el diagndstico.
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