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En los dltimos afios varias enfermedades infecciosas causadas por patdgenos
oportunistas han sido asociadas a pacientes con VIH/SIDA, las cuales son secundarias a la
infeccion por el VIH y su desarrollo produce una mortalidad significativa. EI VIH es un problema
de salud de rapida expansion y alta tasa de letalidad; la falta de recursos econémicos para adquirir
los medicamentos necesarios limita el tratamiento adecuado de los pacientes, quienes a la vez por
su condicion de inmunosupresion se encuentran expuestos a diversidad de agentes oportunistas,
entre los que se encuentra Trypanosoma cruzi.

Con el proposito de identificar la importancia de T. cruzi como agente oportunista en
pacientes con VIH/SIDA, se llevd a cabo el presente estudio en colaboracién con la Clinica
Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios. Para ello, se incluyeron
301 pacientes que asistian periodicamente a consulta, asi como también a aquellos que se
encontraban hospitalizados, evaluandose parametros clinicos, seroldgicos y epidemiolégicos y
poder asi establecer si existia alguna asociacion entre éstos.

El estudio se realizo durante un periodo de abril a octubre de 2002; previo a la toma de
muestra los pacientes autorizaron su participacion en el estudio a través de un formulario de
consentimiento firmado, luego fueron sometidos a una entrevista en la cual se recopilaron datos
demograficos tales como: edad, sexo, estado civil, religion, escolaridad etc. Se obtuvo también
datos epidemiologicos tales como: lugar de procedencia, tipo de vivienda, conocimientos sobre
la picadura de la chinche y manifestaciones de la enfermedad de Chagas. Los datos obtenidos a
través de la entrevista se tabularon usando la base de datos EPI-INFO 6.

Todas las muestras (n=301) fueron analizadas con pruebas seroldgicas de tamizaje:
hemaglutinacion indirecta (HAI) y aglutinacion de particulas de gelatina (GPAT). Las muestras
positivas fueron confirmadas, utilizando para ello las pruebas de inmunoensayo ligado a enzimas
(ELISA), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y antigenos de excrecion-secrecion  de
Tripomastigotes (TESA). Todas estas pruebas permitieron detectar la presencia de anticuerpos
contra el parasito del Trypanosoma cruzi. Unicamente se encontré 2 casos con serologia positiva.
Debido a lo especial de uno de los dos casos positivos ya confirmados, se realizd un analisis
parasitoldgico en muestras de liquido cefalorraquideo, sangre completa, médula 6sea y biopsia de
hueso lograndose determinar la presencia de tripomastigotes en el LCR.

Los resultados de este estudio demuestran que la prevalencia de anticuerpos contra
T. cruzi en la poblacion estudiada es de 0.66% (2/301), encontrandose 1 caso en 247 pacientes

VIH seropositivos y 1 caso en 54 pacientes con VIH/SIDA. Ninguno de estos datos confirmo la



hip6tesis del estudio, la cual estimaba dicha prevalencia mayor a 1.88% con respecto al de
la poblacion guatemalteca en general.

AUln cuando el nimero de casos positivos obtenidos en este estudio con respecto al
namero total de muestras es muy bajo (2/301), el lugar de procedencia de los casos positivos fue
determinante ya que ambos eran originarios de lugares endémicos de la enfermedad de Chagas
(Santa Rosa y Jalapa).

En pacientes VIH/SIDA el hallazgo de serologia positiva para T. cruzi es especialmente
importante ya que debido a su estado de inmunosupresion caracteristico, tienen la probabilidad de
desarrollar una reactivacion de la enfermedad. Esto confirma la importancia de continuar con este
tipo de estudio, a fin de detectar a tiempo estos casos, darles seguimiento y conocer mejor el

comportamiento de la enfermedad de Chagas en pacientes con VIH/SIDA.

Il. INTRODUCCION

La infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), predispone al paciente
para el desarrollo de infecciones oportunistas. Actualmente han cobrado importancia



microorganismos que normalmente no infectan al hombre. Esta condicion se debe
particularmente a que las principales células blanco del VIH son las que expresan en su superficie
el receptor CD4; los efectos dramaticos de la infeccion se manifiestan con la depleciéon y
disfuncion de dichas células y la consecuente aparicién del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA).

Los sintomas de tipo neurolégico son muy frecuentes en personas infectadas con VIH, y
generalmente son atribuidos a complicaciones propias del virus, asi como también a patdgenos
oportunistas tales como el Toxoplasma gondii y Cryptococcus neoformans.

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi, puede
encontrarse infectando al humano, en especial si su sistema inmune se encuentra deprimido. En
pacientes con SIDA, se ha descrito una reactivacion de la enfermedad de Chagas, en presencia de
serologia positiva para VIH, la cual hace considerar esta enfermedad como una potencial
infeccion oportunista.

Las manifestaciones clinicas de esta coinfeccion, suelen presentarse en forma aguda; el
T. cruzi una vez activado, puede llegar a afectar mas comunmente al sistema nervioso central
dando como resultado una meningoencefalitis, asi como también, una miocarditis aguda.

Mediante la presente investigacion, se establecid la prevalencia de la enfermedad de
Chagas en pacientes con VIH/SIDA para esto, se evaluaron pacientes que presentaron serologia
positiva para VIH y también aquellos que han desarrollado SIDA, para lo cual este estudio fue
Ilevado a cabo en un periodo de 6 meses. Estos pacientes eran provenientes de la consulta externa
de la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios, asi como se
incluyeron los que se encontraban hospitalizados en la misma institucion. La existencia de una
posible coinfeccion entre las dos condiciones patolégicas anteriormente mencionadas, se
determind a traves de la presencia de anticuerpos contra T. cruzi en muestras de sangre para lo
cual, se realizaron diversas metodologias inmunolégicas; ademas se establecieron los principales
factores de riesgo por medio de una entrevista epidemioldgica al paciente, que permitieron
definir el origen de esta coinfeccion.

I1l. ANTECEDENTES

A. Generalidades del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)



El VIH es miembro de la familia de los retrovirus, grupo de virus encapsulados que
poseen la enzima transcriptasa inversa, la cual permite que el virus sintetice una copia de ADN a
partir de su genoma ARN (1,2).

Este virus también se ha subclasificado dentro de la familia de los Lentivirus, grupo de
retrovirus que se caracterizan por un lento y progresivo trastorno del sistema inmunitario (1-3).

El descubrimiento del virus ha generado una inmensa cantidad de estudios destinados a la
comprension de los mecanismos mediante los cuales la infeccidn viral ocasiona disfuncién
inmunitaria (1).

Las consecuencias clinicas de la infeccién por VIH, obedecen a la capacidad de este virus
de alterar el sistema inmunoldgico del hospedero, proceso que ocurre en virtud de que el
subgrupo de linfocitos colaboradores e inductores son el principal blanco del VIH. Dicho
subgrupo, que se caracteriza por su expresion de moléculas CD4 en la superficie, actia como el
organizador basico de miles de funciones inmunologicas. Por consiguiente, es posible considerar
la infeccion por VIH como una enfermedad del sistema inmunologico que provoca la pérdida
progresiva de linfocitos T CD4+, con consecuencias finalmente letales para el hospedero
infectado (2,3).

Los linfocitos B pueden ser afectados por la alteracion en la funcion de los linfocitos T,
pero el VIH puede alterar directamente la funcién de las células B, causando
hipergammaglobulinemia generalizada y deprimiendo la respuesta de esta células a nuevos retos
antigénicos. Los macrofagos tienen la funcién de actuar como reservorios del VIH sin embargo,
tanto estos como los monocitos son transportadores del virus desde tejidos linfoides a diferentes
partes del cuerpo, por ejemplo, sistema nervioso central, rifion, higado y pulmoén (3,4).

B. Vias de transmision

Los estudios epidemioldgicos realizados a nivel mundial han permitido identificar
unicamente 3 formas de transmision del VIH:

1. Transmision sexual: forma predominante de transmision en todo el mundo, la cual puede
ser de hombre a hombre, de mujer a hombre o viceversa, de mujer a mujer y por donacion
de semen. La transmision del virus incluye practicas sexuales, tales como: coitos
vaginales, anales y con menor frecuencia, orales. Hoy dia, la mayoria de los casos de

infeccion por esta via, se registra en parejas heterosexuales.



2. Por exposicion parenteral a sangre, hemoderivados, transfusiones sanguineas, uso de
agujas y jeringas contaminadas en usuarios de drogas por via intravenosa. Otro factor de
transmision es la exposicion a 6rganos o tejidos transplantados.

3. Transmision perinatal de la madre infectada al feto o recién nacido durante el embarazo,

el parto o la lactancia (5,6).

C. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas producidas por la infeccion del VIH se presentan de forma
variada, desde la ausencia total de sintomas, ligeros malestares, hasta desoérdenes neurologicos

debido a enfermedades oportunistas o la muerte (5).

1. Periodo agudo:

La infeccion aguda es generalmente asintomatica, pero se han descrito varios sindromes
clinicos, entre ellos el estado febril agudo, que es parecido al de otros procesos virales no
especificos. El cuadro suele presentarse entre la primera y sexta semana a partir de la infeccion,
caracterizandose por fiebre, malestar general, mialgias, artralgias, dolor de garganta, sudores
nocturnos, trastornos digestivos, nauseas, vomitos y diarreas, erupciones en la piel, adenopatia

aguda e inespecifica, pérdida de peso y tos (1,5).

2. Periodo asintomatico:

Periodo de varios afios denominado de “portador asintomatico”, en el que la persona no
presenta manifestaciones clinicas, puede no sospechar su infeccion pero es capaz de transmitirla a
través de su sangre y secreciones corporales (1,5). Este periodo se presenta entre las seis
semanas y los seis meses posteriores al momento de adquirir el virus (1,5).

3. Periodo sintomatico:

Uno de los hallazgos mas comunes en la infeccion por VIH en este periodo, es la
presencia de gruesos ganglios linfaticos de mas de 1 cm. de diametro en dos 0 més localizaciones
extrainguinales, que persisten por lo menos tres meses en ausencia de cualquier enfermedad

acompariante o de medicamentos susceptibles de causar una linfadenopatia (1,5).



Pueden presentarse sudores nocturnos, pérdida de peso e infecciones por diferentes
microorganismos. Conforme la enfermedad avanza pueden observarse trastornos neuroldgicos

tales como pérdida de la memoria y neuropatia periférica (1,5).

4. Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA):

Este es un sindrome secundario a la infeccién por el VIH; es el resultado final de la
enfermedad y se caracteriza por una severa inmunosupresion, siendo la respuesta inmunoldgica,
cada vez mas deficiente, lo cual conlleva a la aparicién de infecciones oportunistas, condiciones
auto inmunes y neoplasmas asociadas a una mayor morbilidad y mortalidad (3,5).

El periodo medio de incubacion del VIH desde el inicio de la infeccion a los primeros
signos y sintomas de SIDA, es de aproximadamente 10 afios, pudiendo variar por factores tales
como el modo de adquirir la infeccién, la funcion inmunolégica y la replicacion viral en la
persona infectada (1,5).

D. Diagndstico de la infeccion del VIH

El sistema de clasificacion del Centro de Control de Enfermedades (CDC) para la
infeccion por VIH, establece que una persona es positiva cuando:

1. Muestra repetidamente positiva una prueba de tamizaje, (prueba de ELISA, ELISA
péptido-sintético, aglutinacion en particulas de gelatina).

2. Cuando se obtiene positiva una prueba confirmatoria, (Western Blot,
Radioinmunoprecipitacion, citoinmunoperdxidasa, diagnostico viroldgico,
Inmunofluorescencia directa, reaccion de polimerasa en cadena y antigeno P24).

3. ldentificacién directa y aislamiento del virus en los tejidos del hospedero.

4. Deteccion del antigeno VIH (2,3,5).

E. Enfermedades oportunistas
Segun la definicion del CDC, el SIDA se caracteriza por la aparicion de

infecciones oportunistas, ya que el organismo se encuentra imposibilitado para montar una

respuesta inmune que las combata (5-7). Entre ellas se encuentran las siguientes:



1. Candidiasis:

Infecciéon primaria o secundaria, producida por miembros del genero Candida. Esta
infeccion afecta la lengua, el paladar blando, la mucosa bucal y a menudo el tercio distal del
esofago. Las lesiones se caracterizan por presentar una pseudomembrana de color blanca o gris
gue contiene numerosos microorganismos (3,8).

El principal agente causal de candidiasis oral es Candida albicans; en pacientes infectados
con VIH, este microorganismo ha sido considerado un hongo oportunista, por los cambios en las
poblaciones de los linfocitos T asociados a esta infeccion, que vuelven al paciente vulnerable a
desarrollar una candidiasis oral (8).

El diagnostico se establece por demostracion histologica directa de invasion micdtica de

los tejidos o recuperacion de hongos en cultivo de areas normalmente estériles o ambas (2,8).

2. Neumonia por Pneumocystis carinii:

La neumonia causada por P. carinii, es una enfermedad que ocurre casi exclusivamente en
hospederos inmunocomprometidos (VIH/SIDA). La infeccion se restringe a los pulmones y raras
veces ocurre diseminacién a otros 6rganos. Se presenta disnea al ejercicio, tos no productiva de
inicio reciente (3 meses) y hay evidencia en la radiografia de infiltrados intersticiales bilaterales
difuso. En la biopsia de pulmon se observa un exudado espumoso, infiltracion de linfocitos,
macrofagos y quistes o trofozoitos del microorganismo que se visualizan utilizando las tinciones

de Plata Metanamina, Gomori o Gram (5,9).

3. Tuberculosis Pulmonar:

La tuberculosis, es la principal causa de muerte (aproximadamente un tercio de todas las
muertes) en personas con VIH/SIDA en todo el mundo. ElI marcado aumento de casos de
tuberculosis en personas infectadas con VIH, es debido a la reactivacion de la bacteria en
personas con tuberculosis latente, asi como por mayor exposicién al Mycobacterium tuberculosis
de las personas en riesgo (10).

En pacientes con SIDA, la tuberculosis pulmonar es la manifestacion mas comuan. La
enfermedad extrapulmonar incluye érganos como sangre, médula dsea y  ganglios
linfaticos, embargo existen otros 6rganos infectados tales como higado, bazo y rifién (3,10).

Ademas de evidencias radiologicas, el diagndstico se realiza con la presencia del bacilo
alcohol acido-resistente en esputo, 6rganos y tejidos que no sean pulmones, asi como a través del

aislamiento de la bacteria por medio de cultivos (2,10).



4. Criptococosis:

Es originada por Cryptococcus neoformans, levadura encapsulada que presenta 4
serotipos (A,B,C,D), Los serotipos A y D son mas frecuentes en las infecciones en pacientes con
afeccion inmunitaria y los mas habituales recobrados de pacientes con SIDA (2). La criptococosis
es una micosis adquirida por inhalacion, produciendo infeccion pulmonar sintomatica o
asintomatica. Otros sitos de enfermedad no hematdgena son piel (particularmente notable en
pacientes con SIDA), huesos, prostata, rifiones e higado (2,11).

El diagnostico suele establecerse mediante deteccion del antigeno criptococécico,

tinciones con tinta china y cultivos positivos del liquido cefalorraquideo (11).

5. Histoplasmosis:

Es una micosis que puede originar infeccion pulmonar primaria, progresiva o diseminada.
El agente causal es Histoplasma capsulatum, un hongo dimorfico del suelo donde se desarrolla en
abundancia si es mezclado con las heces de los pajaros (3,11).

El sindrome es similar a un resfriado de resolucion espontanea, con fiebre, calofrios,
mialgias, cefaleas y tos no productiva. En una minoria de individuos infectados, particularmente
en lactantes, ancianos e individuos inmunosuprimidos (incluyendo SIDA), se desarrolla una
histoplasmosis diseminada grave, generalmente la enfermedad es mas aguda y puede ser
fulminante semejando a un choque septicémico bacteriano (2,3,11).

El diagndstico se establece por la presencia de levaduras intracelulares (principalmente en
frotes de la capa de leucocitos en pacientes con SIDA), pruebas seroldgicas, muestras

histoldgicas o cultivos de esputo, sangre y medula 6sea (11).

6. Enfermedades gastrointestinales por coccidios:

La diarrea es una de las mas comunes y exasperantes condiciones que complican la
infeccion por el VIH. Los pacientes con SIDA son particularmente susceptibles a infecciones
severas por parasitos coccidios (12).

a. Cryptosporidium sp
Actualmente se sabe que C. parvum es la especie que infecta animales domésticos, y
humanos, que causa un periodo corto de enfermedad diarreica en personas
inmunocomprometidas y que es capaz de poner en peligro la vida de pacientes

inmunodeficientes, especialmente aquellos con SIDA (12).



La infeccion sintomética por Cryptosporidium sp. se caracteriza por diarrea que
generalmente es profusa y acuosa llevando a deshidratacion y pérdida de peso; puede
acompariarse de dolor abdominal, anorexia, nausea, vomitos y fiebre menor de 39 °C. En
ocasiones se presentan sintomas inespecificos como mialgia, debilidad, malestar y dolor de
cabeza (12).

Actualmente, el diagnostico de la infeccién depende de la deteccion de los ooquistes en
las heces, mediante visualizacion microscépica, ya sea en muestras en fresco o en frotes
coloreados (12).

b. Cyclospora cayetanensis

La infeccion con C. cayetanensis se asocia con una enfermedad diarreica cronica en
personas con SIDA. El sitio de infeccion de este organismo es el intestino delgado. En general las
manifestaciones incluyen un dia de malestar y disminucion de fiebre, seguido de diarrea acuosa
explosiva (alrededor de 7 deposiciones por dia), dolor abdominal severo, ndusea, fatiga y pérdida
de peso. La remision de la diarrea, usualmente ocurre después de 3 a 4 dias, pero es seguido por
un ciclo de recaidas y remisiones que puede durar mas de 4 semanas (12).

El diagndstico de laboratorio se basa en la visualizacion del organismo en las muestras
fecales. El paréasito es observado en preparaciones en fresco, usando microscopia de contraste de
fases o de campo oscuro (12).

c. Isospora belli

Es un patégeno entérico oportunista que causa diarrea severa en personas con SIDA 'y
otras enfermedades inmunosupresoras. La isosporiasis se ha reportado con alta prevalencia en
pacientes inmunosuprimidos y con SIDA en paises en vias de desarrollo (12).

El curso clinico de la enteritis crénica que se ha observado en personas con SIDA, pone
de manifiesto que el inicio de la enfermedad es insidioso; se acompafia de sintomas inespecificos
tales como, dolor de cabeza, anorexia, pérdida de peso, malestar y flatulencia, puede presentarse
nausea, vomitos y mialgias. Sin embargo la principal manifestacion es la diarrea acuosa, cronica
e intermitente. Actualmente el diagndstico se basa en la identificacion de los ooquistes

caracteristicos en las heces del paciente, mediante visualizacion microscopica (12).

7. Toxoplasmosis:
Toxoplasma gondii es un protozoo intracelular que causa significante morbilidad y
mortalidad en humanos y animales. Con el advenimiento del SIDA la encefalitis toxoplasmica

esta siendo reconocida en proporciones endémicas (4,13).



La enfermedad clinica, varia desde linfadenopatia benigna hasta infecciéon aguda y a
menudo mortal del sistema nervioso central. La mayoria de infecciones por Toxoplasma son
asintomaticas, pudiendo presentarse astenia, febriculas, cefalea, eritema cutaneo fugaz, mialgias,
artralgias, nauseas y en ocasiones diarrea (4).

En la mayoria de los casos, el diagnostico de Toxoplasmosis se establece por hallazgos
clinicos, tomografia y serologia que incluye anticuerpos 1gG o IgM anti-Toxoplasma gondii
(4,13).

8. Enfermedad de Chagas:

La enfermedad de Chagas es una infeccion causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi que se denomina asi en honor a Carlos Chagas, médico brasilefio que
descubri6 el parasito. T. cruzi y sus vectores artropodos se distribuyen ampliamente desde el sur
de Estados Unidos a través de México y Centroamérica, hasta en América del sur (centro de
Argentina, Brasil y Chile). En América Latina, la tripanosomiasis en el hombre es principalmente
una infeccion de personas pobres que viven en areas rurales con alojamiento subestandar (3,13).

Se estima que en toda América estan infectadas con T. cruzi un total de 15 millones de
personas, siendo los paises con la frecuencia mas elevada de infeccién: Brasil, Argentina, Chile,
Bolivia y Venezuela. En Brasil, se ha encontrado que casi el 10% de la poblacion rural se
encuentra infectada (3).

En areas endémicas, la primera exposicion a T. cruzi generalmente suele ser subclinica y
pasar inadvertida. En la enfermedad de Chagas aguda pueden desarrollarse signos que incluyen
fiebre, linfadenopatia generalizada, hepatoesplenomegalia y exantemas cutaneos pasajeros;
cuando la infeccion es a través de la via conjuntival como sucede con frecuencia, la tumefaccién
periorbitaria local se denomina signo de Romaria. También puede presentarse miocarditis, con
taquicardia y alteraciones electrocardiograficas inespecificas. otra complicacién importante es
meningoencefalitis, en particular en pacientes muy jovenes (3,13).

Seguidamente los pacientes pasan a la fase indeterminada que comienza unas 8 a 10
semanas después de la fase aguda, se caracteriza por la ausencia de sintomas por lo que el
enfermo tiene plena capacidad para desarrollar actividades fisicas, también existe la presencia de
anticuerpos anti-T. cruzi y parasitemia leve (13).

Generalmente la infeccion progresa lentamente hasta volverse cronica produciendo
diversas manifestaciones tardias; esto puede durar un promedio de 10 a 20 afios. Los 6rganos que

se afectan principalmente en la enfermedad de Chagas crénica son el corazén y ciertas visceras



huecas, como esofago y colon. Los signos y sintomas cardiacos son las manifestaciones mas
comunes de la enfermedad crénica e inician con palpitaciones, mareos, molestia precordial e
incluso sincope. La segunda manifestacion crénica mas frecuente es la enfermedad mega de
es6fago o colon, encontrandose con mayor frecuencia la primera (3,13).

Los métodos de diagndstico varian de acuerdo con la fase clinica de la enfermedad, estos
pueden ser del tipo parasitoldgico y serologico. Los principales métodos de diagnostico
parasitolégico directo son el examen directo de sangre fresca, gota gruesa y frote de sangre
periférica, los cuales demuestran al parasito en su fase de tripomastigote. Los métodos
parasitolégicos indirectos clasicos comprenden el xenodiagnostico que permite detectar bajo el
microscopio, las diferentes formas del T. cruzi en las heces de los insectos; dentro de estos
también se encuentran el hemocultivo y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Entre las
diversas pruebas seroldgicas disponibles estan la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IF1),
la Hemaglutinacion Indirecta (HAI) y las pruebas enziméticas de ELISA, los cuales permiten

detectar los anticuerpos del tipo IgM y/o 1gG dirigidos contra el parasito (13,14).

a. Enfermedad de Chagas en pacientes con VIH/SIDA

El grado y las caracteristicas de las lesiones que acontecen en un organismo al ingresar el
T. cruzi dependen de numerosas variables, algunas de estas variables conocidas relacionadas al
hospedero son la edad, la temperatura ambiental, el estado nutricional y sobre todo el estado
inmunoldgico. La importancia que tienen los distintos factores de la inmunidad en la respuesta a
T. cruzi, se reconocen a través de los hospederos que presentan déficit de algunos de ellos (15).

La inmunodeficiencia es diferente de acuerdo al motivo que la origina. En el transplante el
grado de inmunodeficiencia requerida es diferente segun el 6rgano. La inmunodepresion, también
varia segun el protocolo de drogas quimioterapéuticas empleadas. En cambio el SIDA produce el
mayor grado de inmunodeficiencia. En presencia de este sindrome se han observado no solo las
mas graves infecciones agudas, sino también reactivaciones fatales de infecciones cronicas,
especialmente con compromiso neurologico (16-17).

La etapa indeterminada de latencia de la infeccion por T. cruzi logra cambiarse a un
estado de enfermedad aguda en situaciones de inmunosupresién intensa (15-18). Esto puede
suceder en receptores seropositivos de transplantes de érganos. Los informes de activacion de la
infeccion va en aumento, en especial cuando existe un trastorno cerebral parecido al que produce
el Toxoplasma en pacientes con SIDA, los cuales también presentan una infeccién latente por T.
cruzi (3,13,19-24).



Actualmente es esta considerando a la enfermedad de Chagas como otra infeccion
oportunista potencial en pacientes con SIDA (25-30). Aun cuando la tripanosomiasis es endemica
en el sur y centro de América,(31,32) ya hay casos reportados en los Estados Unidos y su
reactivacion en pacientes con VIH ha sido descrita desde 1,990 (3,25). La descripcion de los
primeros casos de SIDA y su relacion con infecciones oportunistas, especialmente con T. cruzi en
regiones endémicas, hace posible la asociacion entre estas dos enfermedades. El primer reporte
publicado, en cuanto a la asociacion de la enfermedad de Chagas y SIDA, tuvo lugar en Brasil en
1992, donde 23 de 170 casos de pacientes desarrollaron meningoencefalitis difusa, mientras que 7
de los 23 casos presentaron miocarditis. Ademas 4 pacientes manifestaron un estado agudo y 2 un
estado cronico. Todos los casos diagnosticados para VIH fueron confirmados a través de Western
Blot y la infeccién por la enfermedad de Chagas fue determinada por resultados positivos de test
seroldgicos y la demostracion inmunohistoquimica de amastigotes de T. cruzi (30).

Entre 1,994 y 1,997 en Paraguay, Leguizamon, et al., realizaron un estudio con el objetivo
de determinar la prevalencia de la infeccion por T. cruzi en pacientes con VIH, utilizando las
metodologias de Aglutinacion con particulas de Gelatina (GPTA) e Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI) a fin de detectar anticuerpos del tipo IgG. Fueron estudiados un total de 92
pacientes, dando como resultado la deteccion de anticuerpos 1gG en 10 de 92 pacientes y
anticuerpos IgM en 8 de los 10 pacientes. Con estos datos llegaron a la conclusién que la
prevalencia encontrada (10.8%) en pacientes con VIH, fue similar a la de poblacién general
(26,31-32).

En 1,992 un estudio en Brasil, describié el caso de una mujer de 50 afios de edad
originaria de un area endémica para la enfermedad de Chagas, quien ingresé a un hospital de Sao
Paulo con una historia clinica de disfagia progresiva de 40 afios de duracion y previas
anormalidades cardiacas, la endoscopia esofago-gastrica reveld6 un aumento del tamafio del
esofago; los resultados de los test seroldgicos (HIA/IFI) fueron positivos. En julio del mismo afio,
debido a la presencia de candidiasis en el esofago, se le realizaron los test correspondientes para
VIH siendo estos positivos. En esta paciente el esofago fue el 6rgano mas afectado, aln cuando
también existian signos de compromiso cardiaco del tipo de una miocarditis aguda (33).

En los lugares endémicos para la enfermedad de Chagas, los pacientes infectados con VIH
presentan riesgo de adquirir la infeccion por el parasito anteriormente mencionado, asi como
también de desarrollar una posible reactivacion de anteriores infecciones; esto es debido a que los
linfocitos que protegen al organismo humano del parésito, son los mismos que se encuentran
disminuidos por el virus del SIDA (15,34).



En los ultimos afios nuevos aspectos inmunopatolégicos de la enfermedad de Chagas,
se han descrito en pacientes inmunosuprimidos, dando mayor relevancia a las lesiones severas
producidas al sistema nervioso central, siendo la meningoencefalitis la manifestacion mas
comun(22,23,35). Se ha encontrado el desarrollo de una masa cerebral, semejante a un tumor
cerebral en pacientes con SIDA (6,19,20,), asi como una posible manifestacion de miocarditis
aguda(33,36), aun cuando los pacientes nunca presentaron con anterioridad alguna anormalidad
cardiaca, sin olvidar también el involucramiento de distintos 6rganos como el es6fago y colon
(27,33).

Se ha determinado que el sistema nervioso suele ser uno de los érganos blanco que con
mayor frecuencia y gravedad afecta el VIH, lo cual es debido a la inmunosupresion profunda que
se desarrolla (20,37), sin embargo también se ha encontrado que estas neuropatias pueden ser
producto de la asociacion de lo anterior y la presencia de enfermedades oportunistas que
acompanan al SIDA (37,38).

F. Epidemiologia de VIH y Enfermedad de Chagas en Guatemala.

Globalmente se estima que ocurren 16,000 nuevos casos diarios de infeccion por VIH,
incluyendo los nifios infectados al nacer o a traves de la leche materna (39).

En el afio de 1,984 se detectaron los dos primeros casos de SIDA en Guatemala. Este fue
el punto de partida para iniciar su registro y conocer el comportamiento de la enfermedad en el
pais. A partir de esa fecha el aumento de los casos se presenta de forma constante y progresiva
(39).

El reporte de casos dentro de la Republica de Guatemala, se manifiesta en forma diversa
afectando méas a unos departamentos que a otros. Los 5 departamentos con mayor nimero de
casos reportados son: Guatemala (2,707), Escuintla (456), Quetzaltenango (402) Suchitepéquez
(382) e lzabal (266) (39).

Al inicio de la epidemia en nuestro pais (1,984); los casos reportados fueron estrictamente
en hombres; actualmente el 72% de los casos continda registrandose en el género masculino y el
28% restante en el femenino. Los grupos de edades con mayor numero de casos reportados son:
15-49 afios (85%) y 50-100 afios (9%) (39).



A partir de 1,991 la Organizacion Mundial de la Salud describi6 a los departamentos
de Chiquimula, Jalapa, El Progreso, Santa Rosa y Zacapa como zona endémica de la enfermedad
de Chagas en Guatemala (40). Sin embargo actualmente hay reportes en otros departamentos, por
lo que el Programa Nacional de Enfermedades Transmitidas por Vectores del Ministerio de Salud
Publica, incluye dentro del area endémica de la enfermedad de Chagas los departamentos de
Jutiapa, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Quiché y Huehuetenango (41).

Ademas esta misma institucién, ha determinado que las edades con mayor numero (72%)
de casos reportados para la enfermedad de Chagas es de 25 a 39 afios, en donde la distribucién
dentro de este rango es de 54% para el género masculino y 46% para el género femenino (41).

IV. JUSTIFICACION

En Guatemala, el problema del SIDA ha ido en aumento desde que se reporto el primer
caso en 1,984, la trascendencia del problema radica en el hecho de que se ha vuelto una pandemia
por su letalidad y rapida expansion.

En el Hospital General San Juan de Dios, continuamente se diagnostica a pacientes con el
Virus de Inmunodeficiencia Humana y Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. La mayoria
de pacientes infectados por el VIH, desarrollan infecciones oportunistas que producen una
morbilidad significativa y la mayoria de los casos son secundarios a la reactivacion de la

infeccion latente, pudiendo estar entre ellas la enfermedad de Chagas.



En nuestro pais, se desconoce la importancia de la enfermedad de Chagas en
pacientes con compromiso del sistema inmune por lo que es importante la realizacion de este
estudio. La descripcién de la prevalencia de Trypanosoma cruzi y su posible implicacion como
agente causal de importantes lesiones neuroldgicas en pacientes con VIH/SIDA, permitira
realizar una evaluacion mas completa en estos pacientes y asimismo proporcionarles un mejor

tratamiento.

V. OBJETIVOS

General:
Identificar al Trypanosoma cruzi como agente oportunista en pacientes con VIH/SIDA, que
acuden a la clinica familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de

Dios de la ciudad de Guatemala.

Especifico:
1. Determinar la prevalencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en pacientes con

SIDA y que presentan probable sintomatologia de la enfermedad de Chagas.



2. Establecer la seroprevalencia de anticuerpos IgM e 1gG a Trypanosoma cruzi en

pacientes VIH positivo.

3. Evaluar los principales factores de riesgo para adquirir la infeccion por Trypanosoma
cruzi en pacientes con VIH/SIDA.

VI. HIPOTESIS

La prevalencia de anticuerpos a Trypanosoma cruzi en pacientes con VIH/SIDA, es

mayor al 1.88% observado en la poblacién guatemalteca en general.



VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

Pacientes con VIH/SIDA que acudieron al Hospital General San Juan de Dios de la
ciudad de Guatemala.
1. Muestra:

Pacientes con VIH/SIDA que acudieron a la consulta externa en la Clinica Familiar “Luis
Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios, en el periodo de abril a octubre de 2002.

Los pacientes fueron clasificados como VIH positivo y SIDA a través del expediente
clinico del paciente, para lo cual el personal médico de la Clinica aplico los criterios basados en
la definicion y clasificacion de SIDA segun la OMS (Anexo 1) (42).

B. Recursos
1. Recursos Humanos:
Autor: Br. Margia Odili Lopez Castro.
Asesores: Vivian L. Matta, Q.B., M.Sc.
Maria Paula De Ledn, Q.B.
Colaboradores: Dr. Eduardo Arathoon
Blanca Samayoa, Q.B., PhD.

Personal de la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”.



N

- Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad

. Recursos Institucionales:

de San Carlos de Guatemala.

- Departamento de analisis estadistico e informatica del Instituto de Investigaciones Quimicas y

Biologicas —11QB-, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de

Guatemala.

Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios.

3. Recursos Fisicos:
a. Equipo
- Centrifuga
- Pipetas automaticas de volumen variable
- Puntas para pipetas de volumen variable
- La&minas para microtitulacion
- Tubos vacutainer de 16 x 100 mm.
- Sistema descartable de agujas y material contaminado
- Viales plasticos conicos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad
- Placas de poliestireno para titulacion ( fondo en U)
- Cubreobjetos ( 22 x 60 mm)
- Cobertor adherible para microplacas
- Cémaras himedas
- Agitador por rotacion
- Congeladora -70°C
- Incubadoraa 37 °C
- Microscopio para Fluorescencia
- Lector de ELISA
b. Materiales

alcohol etilico al 70%



- algodon
- torniquete de hule
- guantes de latex
- bata de manga larga
- pafios limpiadores
- detergente comercial

- cepillos cilindricos

c. Reactivos
i. Test de Hemaglutinacién Indirecta ( Wiener lab. )

e diluyente de muestras
e eritrocitos de carnero sensibilizados con antigenos de T. cruzi.
e eritrocitos de carnero no sensibilizados
e suero control positivo
e suero control negativo

ii. Test de Aglutinacion con particulas de Gelatina ( Fujirebio, inc.)
¢ solucion reconstituyente para muestras (liofilizada)
¢ solucion reconstituyente para reactivos (liofilizada)
e particulas de gelatina sensibilizadas con antigenos de T. cruzi.
e particulas de control de gelatina no sensibilizadas

iii. Test para Chagas-Inmunofluorescencia Indirecta ( Depto. Citohistologia, USAC )
e tampon PBS
e conjugado anti-humano ( IgG e IgM ) marcado con Isotiocianato de Fluoresceina ( FITC).
e Azul de Evansal 1%
e Glicerina bufferada

iv. Test para Chagas-Elisa ( Omega / Pathozyme ® )
e tampbn PBS
e tampon diluyente
e conjugado anti-humano (1gG e IgM )

e sustrato



e solucion de parada
e suero control positivo

e suero control negativo

v. Test para Antigenos de excrecién-secrecion de Tripomastigotes (TESA Blot ® )

e tiras de nitrocelulosa

agua destilada

Anti-Globulina Humana conjugada con Peroxido ( anti-lgG e IgM fraccidon gama )

tampdn PBS

solucion de revelado

C. Metodologia

1.

a.

Recoleccion de muestras

El estudio se llevo a cabo en pacientes con VIH/SIDA, que acudieron voluntariamente a su
evaluacion a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios.
A estos pacientes previamente se les realizd las respectivas pruebas de tamizaje y de
confirmacion para VIH.

Seguidamente se obtuvo el consentimiento de los pacientes por escrito para participar en el
estudio (Anexo 2). Los datos generales de las personas como su historial clinico, fueron
recopilados en una encuesta epidemioldgica (Anexo 3).

Se extrajeron 6 ml de sangre, esta se dejo coagular y luego se centrifugd para separar el suero.
Los sueros se colocaron en microtubos los cuales permanecieron almacenados a -70 °C hasta
que se realizaron las pruebas serologicas. Se realizd  dos pruebas de tamizaje,
Hemaglutinaciéon Indirecta (HAI) vy Aglutinacion de Particulas de Gelatina (GPAT);
considerando positivas aquellas que mostraron una dilucion positiva mayor o igual a 1:32.
Todas las muestras positivas obtenidas por las pruebas de tamizaje, se confirmaron con las
técnicas de ELISA, IFI y TESA. Los resultados de las evaluaciones de estas pruebas se

observan en el anexo 4.

Test de hemaglutinacion indirecta (HAI)
Se colocd 75 ul del diluyente de muestra en el pozo 1A y 25 ul en los pozos 2A, 3A 'y 4A

empleando una micropipeta automatica.



- Se afiadio 25 ul de muestra en el pozo 1A usando una micropipeta y se homogenizé el

contenido, aspirandolo y dispensandolo repetidamente con la micropipeta por 3 o 4 veces. Se

transfirié 25 ul del pozo 1A al pozo 2A mezclando bien la solucién en el pozo 2A; de la

misma forma se transfirié 25 ul del pozo 2A al pozo 3A y del pozo 3A al pozo 4A

siguiendo los pasos indicados para el pozo 1A, luego se descartd 25 ul sobrantes del pozo 4A,

para obtener diluciones seriadas (1:4, 1:8, 1:16 y 1:32).

- Se coloco 25 ul de células no sensibilizadas en el pozo 2A y 25 ul de células sensibilizadas

en los pozos 3Ay 4A.

- El'mismo procedimiento anteriormente descrito se realizé para el control positivo (pozo 1B)

y control negativo (pozo 1C).

- Se mezcl6 el contenido de los pozos aplicando suaves golpes en los laterales de la placa y se

dejo6 en reposo horizontalmente a temperatura ambiente por un minimo de 90 minutos.

Interpretacion de resultados:
Patron

Particulas agregadas en forma de
un botdn en la parte central del pozo
con un contorno liso y redondeado.

Las particulas forman un anillo com-
pleto con un borde externo liso y re-
dondeado.

Anillo grande bien definido con un
borde externo aspero y aglutinacion
periférica.

Aglutinacion membranosa de las par-
ticulas, las cuales aparecen cubriendo
uniformemente el fondo del pozo.

Lectura

(++)

Interpretacién

Negativo

Inconcluso

Positivo

Positivo

La maxima dilucién en la cual se observd el tamiz o aglutinacion de las células

sensibilizadas fue el titulo que se reportd para cada muestra.

La muestra se considerd6 POSITIVA cuando el resultado de la titulacion era mayor o

igual al titulo 1:32.
Anticuerpos heterdfilos:

Las células no sensibilizadas fueron utilizadas para controlar la presencia de anticuerpos

heterofilos en el suero problema; si se observo aglutinacion en el pozo de la primera dilucién se

adsorbio el suero.



Adsorcion de sueros:

Se coloco en un microtubo partes iguales de suero problema y de suspension de células no

sensibilizadas, la suspension se dej6 durante 30 minutos a 37 °C . Luego se centrifugd a 2,000

rpm durante 5 minutos. Se separ6 el sobrenadante de la suspension del suero ahora diluida 1:2. El

suero se corrié nuevamente como se describe en la metodologia anterior.

w

. Test de aglutinacion con particulas de gelatina (GPAT)

Se colocd 175 ul del diluyente de muestra en el pozo 1A y 25 ul en los pozos 2A y 3A
empleando una micropipeta automatica.

Se afiadié 25 ul de muestra en el pozo 1A usando una micropipeta y se homogenizé el
contenido, aspirandolo y dispensandolo repetidamente con la micropipeta por 3 0 4 veces. Se
transfirio 25 ul del pozo 1A al pozo 2A mezclando bien la solucion en el pozo 2A; de la
misma forma se transfirié 25 ul del pozo 2A al pozo 3A siguiendo los pasos indicados para el
pozo 1A, luego se descartd 25 ul sobrantes del pozo 3A para obtener diluciones seriadas (1:8,
1:16y 1:32).

Se coloco 25 ul de las particulas control en el pozo 2A 'y 25 ul de particulas sensibilizadas en
el pozo 3A.

El mismo procedimiento anteriormente descrito se realizd para el control positivo ( pozo 1B)
y control negativo ( pozo 1C).

Se mezclo el contenido de los pozos aplicando suaves golpes en los laterales de la placa y se

dejo en reposo horizontalmente a temperatura ambiente durante 90 minutos.

Interpretacion de resultados:

Patrén Lectura Interpretacién

Particulas agregadas en forma de
un boton en la parte central del pozo (-) Negativo
con un contorno liso y redondeado.

Las particulas forman un anillo com-
pleto con un borde externo liso y re- (+-) Inconcluso
dondeado.

Anillo grande bien definido con un
borde externo aspero y aglutinacién (+) Positivo
periférica.

Aglutinacién membranosa de las par-
ticulas, las cuales aparecen cubriendo (++) Positivo
uniformemente el fondo del pozo.



La maxima dilucion en la cual se observd el tamiz o aglutinacién de las particulas

sensibilizadas fue el titulo que se reportd para cada muestra.

La muestra se consider6 POSITIVA cuando el resultado de la titulacion fue mayor o

igual al titulo 1:32.

SN

. Técnica de inmunofluorescencia indirecta (IF1)

Se efectuaron diluciones de los sueros problema y de los controles positivo y negativo en
1:20,1:40 y 1:80. La dilucion se efectud con tampdn PBS.

Se sacaron del congelador las laminas que se iban a utilizar y se dejoé que alcanzaran la
temperatura ambiente.

Se colocaron 10 ul de cada una de las diluciones de muestras y controles en los pozos de la
placa con antigeno y se incubd a 37 °C por 30 minutos en camara hlimeda.

Se lavaron 3 veces las placas con PBS imprimiendo un movimiento rotatorio. Cada lavado
tuvo una duracion de 5 minutos. Se sacudieron bien las laminas para que quedaran lo mas
secas posible.

Se agreg6 a cada pozo 10 ul de la dilucién adecuada de conjugado anti-humano (IgG o IgM)
marcado con FITC diluido con PBS. A la solucion de conjugado se le agregé Azul de Evans
(1%) como colorante de contraste.

Luego de agregar el conjugado se incubd a 37 °C por 30 minutos en camara hiimeda.

Se lavaron las laminas como se indica en el paso c.

Una vez estuvieron secas las ldminas, se cubrieron con glicerina bufferada pH 9 y se coloc6
un cubreobjetos de 22 x 60 mm a cada una.

Se observo al microscopio de epifluorescencia y se determind los grados de fluorescencia

comparando cada suero problema con los controles positivo y negativo utilizados.

Interpretacion de resultados:

El resultado se considerd positivo cuando se observéd fluorescencia similar a la del control

positivo y el titulo reportado fue la tltima dilucién a la cual se observé.

5. Técnica para ELISA -Chagas



- Se diluyeron los sueros problema en 1:25 con diluyente de muestra. Se efectuaron las
mismas diluciones para los controles positivo y negativo.
De cada dilucion de muestra y de controles, se agregaron 100 ul en cada pozo de la placa, se
agito6 por 5 segundos y se incub6 a 37 °C por 60 minutos.
El contenido de los pozos se descartd por inversion y se lavd la placa tres veces con solucién
de lavado diluida en 1:19 con agua destilada.
Se removio todo el exceso de solucién de lavado con una toalla de papel absorbente.
Se agreg6 100 ul de conjugado en cada pozo, se agitd por 5 segundos y se incubd a 37 °C por
30 minutos.
El contenido de los pozos se descarto y se lavé la placa como indica el paso c.
Se colocd 100 ul de sustrato, se agité por 5 segundos y nuevamente se incubé a 37 °C por 15
minutos en obscuridad.
Se agreg6 100 ul de solucion de parada a través de las paredes de cada uno de los pozos y se
agito por 30 segundos.

Se realizé lectura espectrofotométrica a 450 nm (filtro de 405 a 630).

Interpretacion de resultados:

POSITIVO: Absorbancia mayor del punto de corte .

NEGATIVO: Absorbancia menor del punto de corte.

El punto de corte se calculé tomando la absorbancia del control negativo mas 2 desviaciones

estandar del mismo.

6. Técnica de antigenos de excrecion-secrecion de tripomastigotes de T. cruzi ( TESA)

Se incubo la tira de nitrocelulosa en 500 ul de suero diluido 1:200 con PBS + 1% de leche
descremada durante 2 horas a temperatura ambiente sobre un agitador por rotacion.

Después de incubar, se lavo la tira 4 veces (5 minutos cada vez) con PBS 0.01M, pH 7.2

Se adicion6 500 ul de conjugado (anti-lgG humano marcado con peroxidasa Sigma 8419)
diluido 1:2000 con PBS + 1% de leche descremada.

Se incubd la tira durante 2 horas a temperatura ambiente sobre un agitador por rotacion.

Se procedid a lavar nuevamente las tiras 4 veces (5 minutos por vez) con PBS 0.01M, pH 7.2.
Se revelo la reaccion con solucion cromogeno de 4 cloro-napthol, metanol y H,O, al 30 %.
Cuando las bandas se hicieron visibles se par6 la reaccion, se lavé las tiras con abundante

aguay se seco entre papel filtro para su mejor observacion.



Interpretacion de resultados:

POSITIVO: La presencia de bandas de peso molecular (PM) entre de 150-160 kDa, indican
la presencia de anticuerpos 1gG de fase cronica; también en estos pacientes reaccionan las
bandas denominadas SAPA de peso molecular que varia entre 120-210 kDa, y una banda de
aproximadamente 95 kDa.

NEGATIVO: No se observan bandas.
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D. Disefio de la Investigacion

1. Tipo de muestreo

Se realiz6 un muestreo de tipo no probabilistico, en el cual se incluyeron muestras de
sangre de todos los pacientes VIH positivo que asistieron por primera vez a la Clinica Familiar
“Luis Angel Garcia” del Hospital General San Juan de Dios, asi como de pacientes VIH/SIDA
que acudieron a su consulta periodica y pacientes hospitalizados con SIDA registrados en dicha
institucion. EI namero de muestras a alcanzar durante el periodo de muestreo, calculado en base
al total de pacientes que asisten mensualmente fue 286, y debido al alto niumero de asistencia de
pacientes el total de muestras recolectadas fue 300. Ademas se obtuvo una muestra adicional
fuera del periodo de muestreo (10 meses después) obteniendo un total de 301 muestras para

analizar.

2. Andlisis de Resultados:

Se cred una base de datos utilizando EPI-INFO 6.04 y a los datos se les aplico anélisis
estadistico de tipo descriptivo de la prevalencia y de las variables edad, género, escolaridad, lugar
de origen, etc., asi como diagnostico y comparacion de métodos de Chagas. La prevalencia se

estimé con un Intervalo de confianza del 95%.



VIIl. RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 300 pacientes VIH/SIDA positivo que acudieron a la Clinica
Familiar “Luis Angel Garcia” en el periodo comprendido de abril a octubre del afio 2002.
Adicionalmente se incluyd 1 paciente VIH/SIDA que fue evaluado en el mes de agosto de 2003,
y que por su historial clinico y por ser VIH seropositivo se consideré conveniente realizarle los
examenes correspondientes, para obtener un total de 301 pacientes evaluados. A todos los
pacientes se les realiz6 una entrevista epidemioldgica y examenes seroldgicos. Los resultados
incluyen una descripcion demogréfica, epidemioldgica, hallazgos clinicos y de laboratorio, los

cuales se describen a continuacion.

A. Descripcion demografica

De los 301 pacientes estudiados, 300 fueron usuarios de tipo ambulatorio y 1 de tipo
hospitalizado. La distribucion por genero fue de 116 ( 38% ) mujeres y 185 (62%) hombres. La
mayoria de pacientes estuvo comprendida entre las edades de 20 a 30 afios 148 (49%), la edad
minima en el grupo fue de 16 afios y la maxima de 62, siendo la edad promedio de 27 afios. Del
total 142 pacientes (47%) se encontraba casado o unido, 126 pacientes (42%) era soltero, 21
pacientes (7%) era separado Yy los restantes 12 (4%) estaban viudos al momento de la
investigacion; también se encontré que 154 (51%) no tenia hijos y solo 21 (7%) tenia mas de 4
hijos (tabla 1).

Un total de 186 pacientes del estudio (62%) reportd estar viviendo en la capital y los
restantes 115 (38%), refirieron vivir fuera de ella. También 252 (83%) de los pacientes expreso
pertenecer a la etnia ladina, 44 (15%) a la indigena y los restantes 4 (2%) a la garifuna. EI 29
(10%) indico ser analfabeta, mientras 135 (45%) informaron ser alfabetas y haber cursado algun
grado primario y el resto 137 (45%) cursé algun grado de secundaria, diversificado e inclusive
superior. Se observo que 133 pacientes (44%) no contaban con fuente de ingresosy 168 (56%)
refirio estar asalariado. Un total de 167 (55%) indicé ser catolico, 80 (27%) era protestante y el

resto 54 (18%) no pertenecia a religion alguna (tabla 1) .

Tabla 1. Informacion demogréfica de los pacientes con VIH/SIDA que participaron en el estudio



CARACTERISTICAS TOTAL PORCENTAJE (%)

Tipo de usuario

Ambulatorio 300 99.7
Hospitalizado 1 0.3
Género

Masculino 185 62
Femenino 116 38
Estado Civil

Soltero 126 42
Casado / unido 142 47
Divorciado / separado 21 7
Viudo 12 4
Escolaridad

Alfabeta 272 90
Analfabeta 29 10
Etnia

Ladina 252 83
Indigena 45 15
Otra 4 2
Religion

Catolico 167 55
Protestante 80 27
Otra 54 18
Lugar de origen

Area urbana 186 62
Area rural 115 38
Condiciones de trabajo

Asalariado 168 56
No asalariado 133 44
n=301

B. Descripcion epidemiologica



De los 301 pacientes evaluados, 269(89%) pertenecen al area rural no endémica y el
resto 32(11%) al area rural endémica, la cual incluye a 5 departamentos de Guatemala (12 El
Progreso, 10 Chiquimula, 4 Santa Rosa, 3 Jalapa y 3 Jutiapa). Asimismo 205 (68%) report6 no
tener animales en su casa, mientras que 96 (32%) si tienen animales. También, 13 (4%) de los
pacientes si tenian antecedentes de haber recibido transfusion sanguinea y 288 (96%) no tenian,
de los cuales 5 eran mujeres y el resto eran hombres. En lo que se refiere al tipo de vivienda se
encontrd que el grupo mayor 224 (74%) tenia paredes de block, 158 (52%) reportd tener piso de
cemento, asi como también 242 (80%) de los pacientes tenia techo de lamina.

Respecto al vector y la enfermedad de Chagas, del total solamente 32 (11%) pacientes si
habia escuchado de la chinche picuda y 20 (7%) del total, si conocia del vector, sin embargo
ninguno informd haber sido picado por la chinche. Solamente 13 (4%) pacientes de la poblacion
estudiada asegurd haber escuchado de la enfermedad de Chagas y 6 (2%) expreso si conocer
sobre dicha enfermedad. Del total de pacientes s6lo 1 de ellos indico tener un integrante de su

familia que padecia la enfermedad de Chagas (tabla 2).

C. Descripcion de pardmetros clinicos

En cuanto a las manifestaciones clinicas que los pacientes presentaron al momento del
estudio solo 86 de los 301 (29%) aseguraron sufrir dolor de pecho y por lo tanto solo 45 (15%)
del total, se han realizado en alguna ocasion una evaluacion cardiaca a través de un
electrocardiograma; sin embargo, la mayoria de ellos no recuerda el resultado de dicho
procedimiento. Ademas 115 (38%) pacientes reportaron tener dificultad para respirar al realizar
un esfuerzo minimo y 49 (16%) informaron tener dificultad para respirar al encontrarse en
reposo. Se determind que 247 (82%) eran VIH seropositivos y de estos 168 asistian por primera
vez a la clinica a su evaluacién (112 asintomaticos y 56 no asintomaticos) y el resto 79 por
reconsulta, 54 pacientes (18%) eran VIH/SIDA seropositivos y ademas de su actual condicién, la
mayoria de los pacientes sintomaticos enfrentaban alguna enfermedad o infeccion sobre
agregada, en donde se encontrd que las mas frecuentes eran Sindrome diarreico crénico,
candidiasis orofaringea, tuberculosis pulmonar, meningitis por diversos agentes y Herpes

simplex | (tabla 3).

Tabla 2. Factores de riesgo para la enfermedad de Chagas en pacientes con VIH/SIDA que

participaron en el estudio



VARIABLE TOTAL PORCENTAJE (%)

Lugar de residencia
Area endémica 32 11
Area no endémica 269 89

Transfusiones sanguineas previas

Si 13 4

No 288 96

Convivencia con animales domésticos

Si 96 32

No 205 68

Material de pared de vivienda

Adobe 29 10

Block 224 74

Otro 48 16

Material de piso de vivienda

Tierra 36 12

Cemento 158 52

Otro 36 36

Ha escuchado sobre el vector (chinche)

Si 32 11

No 269 89

Conoce el vector (chinche)

Si 20 7

No 281 93

Conoce sobre la enfermedad de Chagas

Si 6 2

No 295 98
n=301

Tabla 3. Condiciones clinicas en pacientes con VIH/SIDA en el momento de la investigacion



CARACTERISTICAS TOTAL PORCENTAJE (%)

Diagndstico

Paciente con VIH / Asintomatico 112 37
Paciente con VIH / no Asintomatico 135 45
Paciente con VIH/ SIDA 54 18
Dolor de pecho

Si 86 29
No 215 71
Dificultad para respirar por esfuerzo minimo

Si 115 38
No 186 62
Dificultad para respirar en reposo

Si 49 16
No 252 84
Enfermedad / Infeccién mas frecuente (n=189)

Sindrome diarreico crénico 61 32
Candidiasis orofaringea 54 29
Tuberculosis pulmonar 37 20
Meningitis 11 6
Herpes simplex | 9 5
Otra 16 8
n= 301

D. Descripcion de parametros serolégicos

Las primeras pruebas seroldgicas realizadas a los sueros de los pacientes fueron
hemaglutinacion indirecta (HAI) y aglutinacion de particulas de gelatina (GPAT) , considerando
positivos todos aquellos que mostraron una dilucién positiva mayor o igual a 1:32. De las 301
muestras analizadas por la técnica de HAI, 3 (1%) mostraron una titulacion mayor o igual a 1:32;
2 de estas 3 muestras corresponden al género masculino y 1 al femenino; sin embargo para la
técnica de GPAT unicamente 2 (0.66%) fueron positivas con una titulacion mayor o igual a 1:32,
de donde 1 corresponde al género masculino y el otro al femenino (tabla 4).

Tabla 4. Resultados obtenidos por las técnicas de HAl'y GPAT para la determinacion de

anticuerpos contra Trypanosoma cruzi (n=301)



PRUEBA SEROLOGICA RESULTADO

Método POSITIVO NEGATIVO TOTAL
Hemaglutinacién indirecta ( HAI') 3 (0.99%) 298 (99%) 301 (100%)
Aglutinacion de particulas de Gelatina 2 (0.66%) 299 (99.33%) 301 (100%)

(GPAT)

Para confirmar el diagndstico seroldgico, las 3 muestras positivas obtenidas por la técnica
de HAI fueron procesadas por las técnicas de inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA),
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y antigenos de excrecion-secrecion de tripomastigotes de

T.cruzi (TESA). Los resultados de estas pruebas seroldgicas se describen en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de las pruebas seroldgicas para la determinacién de anticuerpos contra

Trypanosoma cruzi



PRUEBA SEROLOGICA RESULTADO

CASO 1 CASO 2 CASO 3
HAI + 1:32 + 1:32 + 1:256
GPAT NEGATIVO + 1:128 + 1:2048
ELISA- Chagas IgM NEGATIVO NEGATIVO +
ELISA- Chagas IgG NEGATIVO + +
IFI IgM NEGATIVO NEGATIVO + 1:20
IFI 19gG NEGATIVO + 1:20 + 1:160
TESA IgM NEGATIVO NEGATIVO +
TESA 19G NEGATIVO + +

n=3

(+)=POSITIVO

Debido al hallazgo tan relevante y a la vez poco comun del caso 3, ademas de serologia
también se realizaron diversos analisis parasitologicos en liquido cefalorraquideo, sangre
completa, médula 6sea y biopsia de hueso, con el fin de proporcionar un diagnéstico mas

completo (tabla 6).



Tabla 6. Hallazgos serolégicos y parasitologicos correspondientes al caso 3

METODOLOGIA RESULTADO
Liquido Cefalorraquideo
Examen directo POSITIVO
Tincion con Giemsa POSITIVO
TESA POSITIVO
Cultivo en medio LIT POSITIVO
Cultivo celular en fibroblastos POSITIVO

Sangre completa

Hemocultivo POSITIVO
Otros

Cultivo de médula 6sea NEGATIVO
Tincién con Giemsa de NEGATIVO
médula dsea

Cultivo biopsa de hueso NEGATIVO
Tincién con Giemsa de biopsa NEGATIVO
de hueso

LIT= Liver infusion triptose

IX. DISCUSION DE RESULTADOS

A nivel mundial, se han reportado muy pocos estudios y por lo tanto muy pocos casos de



infeccion oportunista de Trypanosoma cruzi en pacientes con VIH/SIDA. Por ello es
necesario tomar en cuenta todas aquellas variables que conllevan a presentar este
comportamiento y asi mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Con el fin de establecer la importancia de esta infeccion en Guatemala, en este estudio se
incluyeron 300 pacientes ambulatorios y 1 paciente hospitalizado. Aln cuando se habia
determinado previamente que ambos tipos de pacientes formarian la muestra poblacional, se
trabajo con un nimero mayor de pacientes ambulatorios debido a su mejor accesibilidad, a que
asistian voluntariamente a consulta y a que éstos se encontraban en completas facultades fisicas y
mentales para firmar el consentimiento que permitia recopilar datos a través de una entrevista
para luego obtener la muestra de sangre. Por todo lo anterior, se incluyé 168 pacientes que
asistian por primera vez y que recientemente se les habia comunicado el resultado positivo para la
prueba de VIH, asi como 133 que con anterioridad habian sido diagnosticados como VIH/SIDA
positivos y asistian a su consulta periddica.

De acuerdo con los resultados demogréaficos en lo que se refiere a lugar de origen y
residencia, se encontrd que del numero total (301), 115 (38%) eran del interior del pais, de los
cuales solo 32 (28%) pertenecian al area endémica para la enfermedad de Chagas (El Progreso,
Chiquimula, Jalapa, Jutiapa y Santa Rosa) y aun cuando son la minoria de la poblacion estudiada,
se encontrd que los 2 casos positivos para T. cruzi eran originarios de Santa Rosa y Jalapa.

Por otro lado aunque el tipo de material de las viviendas vario, solamente en 1 de los 2
casos reportados se encontré que la pared de la casa era de adobe, mientras que el piso y el techo
eran materiales de mejor calidad, por lo que ain asi lo hace un lugar propicio para la propagacion
y la convivencia de la chiche picuda con las personas que habitan dicha vivienda.

Es importante mencionar que ambos casos expresaron convivir con los mismas especies
de animales como son palomas, perros y gatos; coincidentemente también refirieron haber sido
sometidos a transfusiones sanguineas en alguna ocasion, por lo que de acuerdo a lo anterior, estas
dos situaciones pueden considerarse como factores de riesgo para adquirir la enfermedad de

Chagas en alguna etapa de la vida de estas dos personas.

Otro aspecto evaluado fue el conocimiento del vector y la enfermedad, encontrandose que
del numero total solo 32 (11%) pacientes han escuchado de la chinche picuda y 20 (7%)
expresaron conocer dicho vector; lamentablemente ninguno refirio recordar si alguna vez fueron

picados por la chinche. Unicamente 13 (4%) aseguraron haber escuchado de la enfermedad de



Chagas, mientras que 6 (2%) afirmaron conocer sobre esa enfermedad, por lo que estos
resultados demuestran el poco conocimiento que posee toda la poblacion guatemalteca sobre la
enfermedad y el vector. Podria asegurarse que los pacientes provenientes del area endémica
fueron los que presentaron el mayor porcentaje de respuestas afirmativas sin embargo, esta
misma poblacién desconoce mucho sobre programas de control epidemioldgico, a la vez, este
dato refleja el alto riesgo de los habitantes de ser picados por la chinche y desarrollar la
enfermedad.

Respecto a las manifestaciones clinicas que presentaron los pacientes al momento de su
participacion en el estudio, la mayoria se encontraban asintomaticos tanto para el VIH/SIDA
(82%), 38% presentaron dificultad para respirar al realizar un esfuerzo minimo y 29% dolor de
pecho. Estos dos sintomas han sido reportados en pacientes con enfermedad de Chagas cronico,
ya que la disnea de esfuerzo se correlaciona con el comienzo del deterioro cardiaco (3), sin
embargo solamente uno de los dos casos positivos para T. cruzi presentd dolor de pecho, mientras
que el otro se encontraba asintomatico para ambas condiciones patoldgicas. El paciente con dolor
de pecho reportd también un proceso meningeo severo el cual también es referido como un
sintoma de la etapa crénica, en donde ademas de la alteracion cardiaca pueden observarse,
aunque algunos de menor significacion, trastornos en el sistema nervioso central, periférico y
autonomo (3). También es importante mencionar que de acuerdo a la definicion y clasificacion de
SIDA segun la OMS (Anexo 1), uno de estos dos casos ha sido clasificado como VIH positivo
(estado clinico 1) y el otro como VIH/SIDA positivo (estado clinico 4) debido a las
manifestaciones clinicas encontradas en cada uno.

En lo referente a las pruebas seroldgicas, se utilizaron 5 métodos para la deteccién de
anticuerpos anti-T. cruzi, cuatro de ellos de diferente principio inmunoldgico. Todas las muestras
fueron tamizadas con las pruebas de HAI y GPAT, ambas con el mismo principio inmunoldgico
pero que presentaron discordancia, ya que en la prueba de HAI fueron encontradas 3 (0.99%)
muestras positivas de las 301 totales mientras que para GPAT Unicamente 2 (0.66%) (tabla 4).
Estas tres muestras fueron procesadas para confirmar a través de las pruebas de ELISA, IFl y
TESA en donde se obtuvo una concordancia del 66%, ya que de las 3 muestras seropositivas por
HAI Unicamente 2 lograron confirmarse. Las 2 muestras positivas para GPAT lo fueron también
por ELISA, IFl y TESA obteniéndose una total concordancia (100%) entre estas pruebas; este
dato es muy significativo para considerar las muestras serolégicamente positivas, ya que estas

son pruebas seroldgicas cuyo principio inmunolégico es distinto.



A pesar de encontrar tres casos positivos por la prueba de HAI, Unicamente el caso 2
y 3 fueron considerados positivos, debido a que estos también lo fueron para las siguientes
pruebas confirmatorias (tabla 5). De estas dos muestras positivas, solamente una, resultd ser
positiva para anticuerpos de tipo IgM por ELISA, IFlI y TESA, mientras que la otra muestra lo
fue Unicamente para IgG, este paciente al momento del estudio se encontraba asintomatico con
respecto a la enfermedad de Chagas y para el VIH/SIDA. En el caso 3, cuyo paciente es IgM
positivo, la presencia de tripanosomiasis pudo haber sido una infeccion recientemente adquirida o
por una reactivacion de la enfermedad ya que existe la probabilidad de haber sido picado por la
chinche a edad temprana, permanecer asintomatico y actualmente bajo un proceso de
inmunosupresion manifestar sintomas sugestivos de la enfermedad como lo es la
meningoencefalitis. Sin embargo esto todavia no es un criterio claro, pues se necesita investigar
mas a fondo todos los factores que pueden llevar a determinar el tipo de infeccion. Es importante
mencionar que éste, es el Unico que demostrd total asociacion con respecto a variables: lugar de
origen, manifestaciones clinicas y pruebas serologicas positivas para T. cruzi.
Los resultados de este estudio demuestran que la prevalencia de anticuerpos contra
T. cruzi en la poblacién estudiada es de 0.66% (2/301). En pacientes VIH seropositivos se
encontrd 1/247 para anticuerpos de tipo 1gG y 1/54 en pacientes con VIH/SIDA tanto para
anticuerpos IgM como para IgG, ninguno de estos datos confirmo la hipotesis del estudio, la cual
estimaba dicha prevalencia en mayor a 1.88% con respecto al de la poblacion guatemalteca en

general.
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X. CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos demuestran que el Trypanosoma cruzi debe ser considerado un

agente oportunista en pacientes con VIH/SIDA.

2. La prevalencia de anticuerpos contra T. cruzi en pacientes VIH/SIDA no es mayor a la de

la poblacion guatemalteca en general.

3. La aglutinacion con particulas de gelatina (GPAT) y las pruebas de inmunoensayo ligado
a enzimas (ELISA), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y antigenos de excrecion-
secrecion de tripomastigotes de T. cruzi (TESA), demostraron tener una excelente

concordancia en los resultados obtenidos.

XI. RECOMENDACIONES

Se recomienda un control periodico del paciente VIH/SIDA para evaluar potencial

reactivacion y/o desarrollo de la fase aguda de la infeccién chagasica.
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Todo paciente proveniente de zona endémica para la enfermedad de Chagas y que cursa
cualquier situacién de inmunosupresion debe ser rigurosamente evaluado en forma
periddica. Este seguimiento no solo deberd ser clinico sino fundamentalmente se realizara
por medio de exdmenes de laboratorio que intensifiquen la busqueda de T. cruzi y las

modificaciones seroldgicas ( seroconversion o incrementos del titulo de anticuerpos).

Se recomienda que al momento de establecer la presencia de la coinfeccién (Chagas-
VIH/SIDA) se inicie prontamente el tratamiento y determinar si existe una respuesta

favorable.
Se recomienda ampliar el programa educacional sobre la enfermedad de Chagas y el
vector en las zonas endémicas del pais, con el fin de que la informacion llegue a la

mayoria de las personas de esa region y prevenir el aumento de casos positivos de la

enfermedad.
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ANEXO 1
Definicion y clasificacion de SIDA segin OMS

ESTADO CLINICO MANIFESTACIONES CLINICAS

Estado Clinico 1 Asintomatico

Lo

Estado Clinico 2 Pérdida de peso menor de 10%
Manifestaciones mucocutaneas menores
Infecciones recurrentes en tracto respiratorio superior

Herpes Zoster en los Gltimos 5 afos.

powdE

=

Postrado en cama menos del 50% del dia durante el dltimo
mes por enfermedad.

Pérdida de peso mayor del 10%.

Diarrea cronica inexplicable por més de 1 mes.

Fiebre constante o intermitente por mas de 1 mes.
Candidosis vulvovaginal por mas de 1 mes o con mala
respuesta al tratamiento.

Leucoplasia oral vellosa.

Tuberculosis pulmonar en el Gltimo afio.

Neumonia bacteriana severa.

Otras infecciones bacterianas severas.

Estado Clinico 3

gabrwn

©ooNo®

=

Postrado en cama mas del 50% del dia durante el Gltimo
mes por enfermedad.

2. Sindrome consuntivo o de desgaste.

3. Criptococosis extrapulmonar.

4. Neumonia por Pneumocystis carinii

5. Toxoplasmosis cerebral.
6

7

8

Estado Clinico 4

Encefalopatia, demencia.
Candida en eso6fago, traquea, bronquios o pulmones.
. Criptosporidiosis con diarrea por mas de 1 mes.

9. Isosporidiasis con diarrea por méas de 1 mes.

10. Tuberculosis extrapulmonar.

11. Linforma

12. Herpes simple mucocutaneo por mas de un mes o visceral.

13. Micobacteriosis atipica diseminada (MAC).

14. Septicemia por Salmonella no tifica.

15. Cualquier micosis endémica diseminada.

16. Sarcoma de Kaposi.

17. Enfermedad citomegalica de 6rganos que no sean higado,
bazo o ganglio linfatico.

18. Leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

Tomado de: Manual de referencia para la aplicacion de las normas de atencion SIAS. Ministerio de Salud y
Asistencia Social. Guatemala. 1999. (p19-22).
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ANEXO 2

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO

La Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC), a través de los estudiantes de la
carrera de Quimica Bioldgica y en colaboracion con la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”
del Hospital General San Juan de Dios, esta llevando a cabo un estudio sobre la determinacién
de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en pacientes con VIH/SIDA que acuden a su consulta
en esta clinica. Las personas que asi lo deseen podran participara en el estudio y se garantiza
salvaguardar la confidencialidad y privacidad de la informacion obtenida, ya que en ningdn
momento se utilizara el nombre de la persona en los informes o reportes del estudio y la papeleria
se guardara estrictamente.

Yo , estoy de acuerdo en particular con

este estudio. Entiendo que se me haran algunas preguntas para tratar de determinar algunos
indicios epidemiolodgicos, las cuales responderé libremente y también se utilizara la

informacién del laboratorio sobre las muestras de sangre que se me ha extraido.

Firma del Paciente:

Fecha:

Nombre de Testigo:

Firma

Nombre del Investigador:

Firma:




No.
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ANEXO 3

BOLETA DE ENTREVISTA EPIDEMIOLOGICA

Fecha

1
2
4
S.
6
7
8.
9.

10.
11.
12.

13.
13.1 ¢En qué consiste su trabajo?
14,
15.
16.
17.
18.
19.

Identificacion del paciente
Edad 3. Género F M

. Tipo de Usuario Ambulatorio Hospitalizado

Direccion actual

¢Cuanto tiempo ha vivido en su casa actual?

Lugar de nacimiento
Estado civil S C/U D/S \

No. de Hijos
Religion CATOLICO___ PROTESTANTE_ ____ OTRA
Etnia INDIGENA_ LADINO__ GARIFUNA___  OTRA
Escolaridad ANALFABETA SECUNDARIA
ALFABETA DIVERSIFICADO
PRIMARIA SUPERIOR

¢ Trabaja actualmente? Sl NO

¢Cuanto gana mensualmente?

¢Fuma usted actualmente? SI NO

¢ Consume bebidas alcohdlicas?SI NO

¢En alguna ocasién ha recibido transfusiones de sangre? Sl NO

¢Qué animales tiene en su casa?

¢Cual es el material de construccion de su casa?

PARED: Block Adobe Ladrillo Otro
PISO: Tierra Cemento_ Granito Otro
TECHO: Lamina Terraza Teja Otro

20.

¢Lugares donde ha vivido anteriormente y por cuanto tiempo?

21.

¢Conoce la chinche picuda? Sl NO



22.
23.
24.
25.

26.

27

28.
29.
30.

31.

¢Ha oido hablar sobre la chinche picuda?

¢Conoce la enfermedad de Chagas?

¢Ha oido hablar sobre la enfermedad de Chagas?

¢Algun integrante de su familia ha padecido de la enfermedad de
Chagas?

¢Ha tenido dolor de pecho ultimamente?

¢ Tiene dificultad para respirar al realizar esfuerzos fisicos mayores?
¢ Tiene dificultad para respirar al permanecer acostado?

¢En alguna ocasion le han realizado ECG?

¢Padece usted otro tipo de enfermedad?

Jcual?
Fecha Dx. VIH
Fecha Dx. SIDA

NO
NO
NO
NO

NO
NO
NO
NO
NO
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ANEXO 4

Evaluacién de reactivos para la determinacion de antigenos y anticuerpos contra
Trypanosoma cruzi

VALOR HAI GPTA IFI ELISA  TESA*

(%) (%) (%0) (%) (%)

ESPECIFICIDAD 93.0 79.43 98.8 98.5 100

SENSIBILIDAD 100 97.3 734 98.3 100

VALOR PREDICTIVO  54.2 96.55 98.6 95.5 100

POSITIVO

VALOR PREDICTIVO ~ 95.2 83.20 85.6 88.6 96.3

NEGATIVO

Tomado de: Paz M, et al. Diagnostico seroldgico de la enfermedad de Chagas en Santa Maria Ixhuatan.

Enfermedades Tropicales en Guatemala, memorias JICA. Guatemala. 1995. (p33-38).

*Tomado de: Umezawa ES, et al. Enzyme-linked inmunosorbent assay with Trypanosoma cruzi excreted-
secreted antigens (TESA-ELISA) for serodiagnosis of acute and chronic' disease. Diagnostic Microbiology

and Infectious Disease. Parasitology . 2001; 39: 169-176.



