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Resumen
Trujillo, A.G.; Martinez, R.R.; Palomino, S.J.; Cabrera, R.: Supervivencia de epimas-
-tigotes de Trypanosoma cruzi en bebidas humanas contaminadas experimentalmente. Rev.
Vet. 32: 2, 234-237, 2021. En nifios de Peru se vienen reportando casos agudos de enfermedad
de Chagas, asociados a focos activos o esporadicos de la cuenca amazonica, de los cuales dos
casos se han vinculado epidemioloégicamente al consumo de “masato” (bebida fermentada a
base de yuca cocinada), planteandose una posible transmision oral. El objetivo de esta inves-
tigacion fue evaluar la supervivencia de formas epimastigotes de 7rypanosoma cruzi en tres
bebidas contaminadas experimentalmente, que son consumidas frecuentemente en la Ama-
zonia peruana. Se realizaron ensayos in vitro utilizando una placa de ELISA, colocidndose en
cada pozo entre 100 y 200 ul del filtrado de cada bebida: “chapo de maduro™ (preparado a
base de platano maduro cocinado), “aguajina’ (abase del fruto de aguaje) y “masato” (a base
de yuca). Los jugos fueron previamente preparados (triturados, cocinados o filtrados). A cada
bebida, se le adiciond 50 ul del cultivo de epimastigotes de 7. cruzi, mantenidas durante 7 dias
en medio difasico (agar sangre). La lectura se realiz6 alas 1, 3 y 96 horas de la contaminacién
experimental. La supervivencia se determiné por la ausencia del movimiento de los pardsitos
al examen directo. La superviviencia de epimastigotes de 7. cruzi en masato fue 1 hora, en
aguajina 3 horasy en chapo de maduro 96 horas. Este ultimo podria ser un vehiculo potencial
para la transmisién oral de la enfermedad de Chagas en la Amazonia peruana.
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Abstract

Trujillo, A.G.; Martinez, R.R.; Palomino, S.J.; Cabrera, R.: Survival of Trypanosoma
cruzi epimastigotes in some experimentally contaminated Peruvian Amazon beverages.
Rev. Vet. 32: 2, 234-237, 2021. Acute cases of Chagas discase associated with active or spo-
radic foci have been reported in the Amazon basin of Peru, of which two cases have been
epidemiologically linked to the consumption of “masato”, considering a possible oral trans-
mission. The objective of this article is to evaluate the survival of epimastigote forms of
Trypanosoma cruzi in three experimentally contaminated beverages, which are frequently
consumed in the Peruvian Amazon. /n vitro tests were carried out using an ELISA plate,
between 100 and 200 pl of the filtrate of each drink were placed in each well: “chapo de
Maduro” prepared from cooked ripe banana, “aguajina” based on aguaje fruit and “masato”
fermented drink based on cooked cassava. The juices were previously prepared (crushed,
cooked or filtered). To each well with the drink, 50 pl of the 7. cruzi epimastigote culture,
maintained for 7 days in diphasic medium (blood agar), was added. The reading was made at
1, 3 and 96 h after the experimental contamination. Survival was determined by the absence
of movement of the parasites on direct examination. Survival of 7. cruzi epimastigotes in
“masato” was 1 h, “aguajina” 3 h, and “chapo de mature” 96 h, the latter could be a potential
vehicle for oral transmission of Chagas disease in the Peruvian Amazon.

Key words: 7Trypanosoma cruzi, juices, beverages, in vitro techniques.

INTRODUCCION ces o de la orina de triatominos hematdfagos infectados
con ¢l parasito. Sin embargo, en paises donde no exis-

La enfermedad de Chagas es ocasionada por el pa- te ¢l vector, la transmisién por transfusiéon sanguinea,
rasito hemoflagelado 7rypanosoma cruzi y trasmitida trasplante de érganos y traspaso congénito adquirié
-principalmente- a través de la contaminacion de las he- importancia*. En las zonas amazonicos, la transmision
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oral a través de alimentos contaminados con el parasito
es un problema emergente.

Se estima que a nivel global existen entre 6 y 7 mi-
llones de personas infectadas con 7. cruzi, principal-
mente en 21 paises endémicos de América Latina *. Sin
embargo, los afios de vida ajustados por discapacidad
son 7,5 veces mas que la producida por la malaria *.

En los paises amazoénicos se ha reportado un incre-
mento de brotes asociados a la transmision oral de la
enfermedad de chagas en Brasil, Venezuela, Colombia,
Bolivia > y Guayana Francesa °, asi como tambi¢n Ar-
gentina y Ecuador 2. Los brotes fueron asociados a una
fuente comun, es decir, al consumo de bebidas y alimen-
tos, entre ellos al jugo de agai (fruto de una palmera) ©°,
cafia de azucar (en Brasil) 22, jugo de guayaba (en Vene-
zuela) 'y jugo de majo (en Bolivia) %, entre otros.

Sin embargo, existen muy pocas bebidas incrimi-
nadas como vehiculos para la transmisién oral de 7.
cruzi en los brotes de la enfermedad de Chagas. En un
retofio en Manaos (Brasil) se aislaron cepas de 7° cruzi
del jugo de acai, lograndose identificar que correspon-
de al linaje TcI'V, tanto los que fueron identificados en
los casos humanos, como en el jugo ingerido *' .

Dada la importancia de evaluar la supervivencia,
viabilidad, infectividad y virulencia de 7. cruzi en los
jugos o alimentos epidemiolégicamente asociados en los
brotes de la enfermedad de Chagas, se han realizado va-
rios estudios. La cepa Y de 7. cruzi es viable entre 4 a
12 h después de la contaminacion del jugo de cafia con
el pardsito y puede producir infeccion en ratones entre
1y 12 hdespucs de la contaminacion experimental '8 ,

En un reporte, las formas trypamastigotes de 7
cruzi sobrevivieron en la pulpa de agai a temperatura
ambiente hasta 144 h y mantuvieron su virulencia en
ratones inoculados experimentalmente hasta 48 h des-
pués de la post-contaminacion de la pulpa 7. En otro
estudio, en 8 de 11 muestras de frutas y hortalizas ex-
perimentalmente contaminadas con epimastigotes de 70
cruzi, la supervivencia fue observada entre 6 y 72 h
después de la contaminacion * .

Se ha reportado un incremento de focos de trans-
mision activa en comunidades nativas de la Amazonia
peruana, habiéndose identificado 6 casos de enfermedad
de Chagas aguda (ECA) en la provincia de Datem, Ma-
rafion, Loreto y regidon nororiental del Peru, de los cuales
dos hermanos tenian una semana de diferencia en el ini-
cio de los sintomas, sugiriéndose que pudicron haberse
infectado por via oral a través del consumo del masato ° .

También se¢ ha postulado que el consumo del fru-
to de aguaje podria ser un vehiculo potencial para la
transmision oral de 7° cruzi '°. Ademas, un estudio muy
puntual identificé que las comunidades nativas del dis-
trito de Andoas (Loreto), consumen una gran variedad
de jugos y bebidas incrementando ¢l riesgo de la trans-
mision oral de la enfermedad de Chagas’. En este lugar
fue identificado uno de los casos de ECA °.

El objetivo de este articulo fue evaluar la supervi-
vencia de formas epimastigotes de 7rypanosoma cruzi
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en tres bebidas contaminadas experimentalmente, que
son de consumo frecuente en la Amazonia peruana.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron ensayos in vitro, utilizando formas
epimastigotes de 7. cruzi, mantenidas durante 7 dias
en medio difasico (agar sangre) en el Laboratorio de
Parasitologia de Fauna Silvestre y Zoonosis, Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, Lima.

La cepa de 7' cruzi utilizada procedia del depar-
tamento de Ica, al sur del Peru. Para ¢l ensayo se uti-
lizaron tres bebidas de uso frecuente en la Amazonia
peruana:

a) El “chapo de maduro” fue preparado a base de pla-
tano maduro (Musa paradisiaca) cocinado en agua
durante 15 min aproximadamente. Luego, fue tritu-
rado con la ayuda de un mortero de porcelana y se
mezcl6 con el agua donde fue hervida.
La “aguajina” fue preparada a base del fruto de
aguaje (Mauritia flexuosa), para ello la masa del
fruto de aguaje fue adquirido en un mercado local
de Lima.
¢) El “masato” es una bebida fermentada a base de
yuca cocinada (Manihot esculenta Crantz), adqui-
rida en un mercado local de la ciudad de Lima. La
masa de “aguajina” y el “masato” fueron diluidos
en agua estéril.

Luego, las bebidas se filtraron individualmente uti-
lizando untamizy gasa, hasta obtener una consistencia
liquida. Previamente, se midi6 el pH antes del ensayo
in vitro, el cual se realizé a temperatura ambiente (20-
24°C).

Para la evaluacién del ensayo se utilizé una placa
ELISA, colocando entre 100 y 200 ul del filtrado de
cada bebida y se adicion6 50 ul del cultivo de epimasti-
gotes de 7. cruzi a cada placa. La lectura fue realizada a
las 1, 3y 96 h de la contaminacion experimental.

Para la observacion de 7. cruzi en las bebidas se uti-
liz6 el método directo y la supervivencia se determiné
por la ausencia del movimiento de los parasitos en cada
una de las muestras colocadas en los pocillos.

b)

RESULTADOS

El ensayo in vitro fue realizado en 8 pocillos de
ELISA para cada bebida. La bebida mas acida fue la
“aguajina’y la bebida donde el tiempo de la supervi-
vencia del epimastigote de 77 cruzi fue mas larga fue el
“chapo de maduro” (Tabla 1).

DISCUSION

Esta es la primera vez que se realiza un ensayo in
vitro para evaluar la supervivencia de epimastigotes de
T. cruzi en bebidas experimentalmente contaminadas,
de consumo frecuente en la Amazonia peruana, iden-
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Tabla 1. Bebidas contaminadas experimentalmente
con epimastigotes de 7. cruzi: pH de las bebidas y su-
pervivencia del pardsito.

bebidas contaminadas tiempo de supervivencia de epi-

experimentalmente con pti mastigotes de 7. cruzi en horas
. (media)

T. cruzi 1 3 %
“chapo de maduro” 4.8 Si Si Si
“aguajina” 35 Si Si No
“masato” 3,9 Si No No

tificando al “chapo de maduro”, como la bebida donde
existe una mayor supervivencia del parasito.

A pesar que la transmision natural ocurre a través
de la forma infectante tripomastigote metaciclico, es-
tos resultados sugieren que el “chapo de maduro” po-
dria ser un vehiculo potencial para la transmisién oral
de la enfermedad de Chagas en la Amazonia peruana.

En un estudio en Venezuela, se evalud la supervi-
vencia de 7. cruzi en varios alimentos, entre ellos, Musa
sp.“platanos”. Los autores encontraron escasa cantidad
de parasitos hasta las 18 h post-contaminacion, pero los
epimastigotes fueron expuestos sobre tajadas de plata-
nos previamente cocinados .

En cambio, en ¢l presente estudio se utilizo la parte
liquida de la bebida “chapo de maduro”, dado que es la
forma natural como se¢ consume en la Amazonia perua-
na. Asi, los epimastigotes permanecicron méviles hasta
las 96 h post-contaminacion.

En ¢l mismo trabajo antes mencionado, los autores,
también expusieron los epimastigotes de 7. cruzi en ro-
dajas de pifia, cuyo pH era cercano a 3,0 y no lograron
observar los pardsitos entre 6 a 120 h post-contamina-
cion *, en cambio, en nuestro estudio en la “agugjina”
que tiene una media de pH de 3.5, 1a supervivencia fue
hasta las 3 h.

En otra investigacion, en trozos de cafia de azicar
contaminadas experimentalmente con las heces de tria-
tominos infectados con la cepa Y de 7. cruzi, luego de
haberlas molido a diferentes intervalos post-contamina-
cién (0, 1, 4, 6, 12 y 24 h), al analizar ¢l jugo fueron
positivas hasta las 12 h post-contaminacién. A pesar de
ello, al inocular ratones, éstos se infectaron !!.

A diferencia de la presente investigacion, ademas
del examen directo los autores usaron métodos de con-
centracion para detectar el pardsito. En una publicacién
previa, se habia identificado la viabilidad de la cepa Y
de 7' cruzi hasta 4 h en el jugo de cafia de azlcar a
temperatura ambiente, v la capacidad infectante hasta
1 h post-contaminacion *. En el presente caso no se
evalué la supervivencia del parasito en ¢l jugo de cafia;
sin embargo, un estudio exploratorio reciente puso en
evidencia que algunas comunidades nativas del distrito
de Andoas (departamento de Loreto), en un area de la
cuenca amazodnica peruana, la poblaciéon consume fre-
cuentemente el extracto de caiia” .

En Brasil se evaluaron in vitro ¢ in vivo contami-
nando experimentalmente con 10° tripomastigotes las
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pulpas de “agai”, fruto de una palmera muy consumi-
da en Brasil y se mantuvieron a temperatura ambiente,
4°Cy -20°C, dentro de diferentes periodos de incuba-
cién, encontrando los autores que en la pulpa de “agai”
mantenidas durante 48 h a temperatura ambiente los
pardsitos conservaron la virulencia en ratones inmuno
suprimidos 7.

Dosis de inoculo de 10° tripomastigotes sanguineos
de 7' cruzi Tcl mezclados en la pulpa de “agai”, aisla-
dos a partir de reservorios y vectores de Para y Belem,
en Brasil, produjeron la muerte de los ratones entre los
17 hasta los 52 dias post-inoculacion 3.

En Peru, pocos afios atras, ha sido introducida el
agai (Euterpe oleracea), cuyo fruto es comestible y
también se consume como jugo '¢. El aguaje M. flexuosa
es otra palmera, cuyo fruto es consumido ampliamente
en la Amazonia peruana. Por ello, se ha postulado que
la pulpa de “aguaje” o “aguajina” podria ser un vehicu-
lo potencial para la transmision oral de 70 cruzi '°.

En este estudio, la “aguajina’ y ¢l “masato” tuvie-
ron mayor grado de acidez, lo cual podria explicarse
por haber usado la forma comercial, lo cual podria ser
diferente de la presentaciéon en condiciones naturales
en las zonas rurales de la Amazonia peruana. La acidez
podria limitar la supervivencia de 7. cruzi.

En algunas comunidades nativas de la Amazonia
peruana, algunos casos confirmados de enfermedad de
Chagas agudo en menores de edad, incluyendo a lactan-
tes, tienen el antecedente de beber el “masato dulce” ° .
Este tiene entre 1 a 3 dias de fermentacion 2, y se espera
tenga menor acidez y menor concentracion alcohdlica,
lo que lo haria un vehiculo potencial para la transmision
oral. Por ello, se sugiere evaluar la supervivencia y la
capacidad infectante de 7° cruzi en esas condiciones.

El incremento de reportes de casos de ECA en
areas de la cuenca Amazonica peruana ® > aumenta
el riesgo de la ocurrencia de brotes. Por ello, ante la
notificacién de un caso probable de ECA procedente de
la cuenca amazdnica, debe investigarse para descartar
que se trate de un brote ¢. Ademas, debe promoverse
la deteccion oportuna 'y en areas donde tambicn es
endémica la malaria, se requiere entrenar a los micros-
copistas para la identificacion de 7. cruzi en las laminas
de gota gruesa y frotis 7.

A pesar que en Peru no se ha comprobado la pre-
sencia de brotes por transmision oral de 77 cruzi, el
personal de salud de los establecimientos de atencién
primaria en la cuenca amazonica, debe incluir entre sus
actividades el tapado de los recipientes que se utilizan
para preparar los jugos o bebidas para reducir el ries-
go de la transmision oral del parasito. Se sabe que la
transmision oral tiene mayor relevancia por su poten-
cial epidémico y mayor severidad que la transmisién
vectorial **.

En este estudio no se evaluaron las formas metaci-
clicas de 7' cruzi y tampoco se identificé ¢l linaje del
pardsito; sin embargo, la identificacién del “chapo de
maduro” como la bebida donde las formas epimastigo-
tes tienen mayor supervivencia es clave a la hora de in-
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vestigar un potencial brote de 1a enfermedad de Chagas
en la Amazonia peruana.

Se concluye que el “chapo de maduro™ puede ser

un vehiculo potencial para la transmision oral de la en-
fermedad de Chagas en la Amazonia peruana, debido
a la supervivencia de 96 h post-contaminacién con epi-
mastigotes de 7. cruzi en esta bebida.
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