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Este reporte técnico forma parte del proyecto: “Fortaleci-
miento de capacidades productivas sostenibles en comuni-
dades de la Reserva Nacional de Vida Silvestre Amazdnica
Manuripi, Pando, Bolivia" que fue implementado por la
Asociacion Boliviana para la Investigacidon y Conservacion
de Ecosistemas Andino-Amazoénicos (ACEAA-Conserva-
cion Amazonica) en colaboracion con SWEBOL BIOTECH
A.B. S.R.L.,, en el marco del Acuerdo de Concesidon Nro.
OE79 firmado entre WWEF-Bolivia y ACEAA-Conservacion
Amazonica, con el cual se desarrollo el protocolo de de-
teccion y los resultados para las pulpas de asai. Una etapa
adicional vinculada con el analisis de frutos de asai fue cu-
bierta con fondos de Andes Amazon Fund (AAF) a través
de ACEAA-Conservacion Amazdnica. Es un documento ge-
nerado en el marco de las actividades desarrolladas por la
Plataforma Inter-Institucional de Articulacion de Comple-
jos Productivos de Frutos Amazonicos de Pando (PICFA),
en coordinacién con la Federaciéon Departamental de Asai
y Frutos Amazénicos de Pando (FEDAFAP).
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Presentacion

La economia basada en la recoleccién, transformacion y venta de productos forestales
no maderables forma parte de la historia y el pasado reciente del norte de Bolivia. La
historia de la castafia inicia en la década de 1920, pero fue durante los afios 60s que
alcanzaria su primer auge con aproximadamente 5 mil millones de toneladas de expor-
tacion, volumen que se mantuvo relativamente constante hasta inicios de los afios 80s,
donde la conformacion de empresas beneficiadoras en Riberalta y Cobija consolidaria
una capacidad de procesamiento que terminaria por despegar a la industria como hoy la
conocemos con casi 20 mil toneladas exportadas anualmente. Muchas de las practicas
usadas en nuestros dias para la contratacion de la fuerza de trabajo en la castafia ("za-
freros”) son un legado de la época del caucho, incluyendo la participacion de barracas
(hoy propiedades privadas) y la vigencia del habilito. La gran diferencia esta en la presen-
cia hoy de comunidades campesinas, un actor fundamental de la Amazonia contempo-
ranea que ha emprendido otro desafio colosal, ser la base productiva e impulsor de otro
recurso, la produccién y venta de pulpa de asai.

En los ultimos afios ha surgido un sobresalto ocasionado con la posible transmisién oral
del Chagas por el consumo de frutos o pulpa de asai (Euterpe precatoria). Esta forma de
transmision de la enfermedad es poco comun y tiene diferentes tipos. Mientras que con
la transmision vectorial (la forma mas comun y conocida de infeccion de esta enferme-
dad) los sintomas pueden ocurrir luego de 15-20 afios, en la transmision por via oral el
periodo de incubacion oscila entre 3 y 22 dias, produciendo fiebres, mialgias, vomitos
y otros sintomas que pueden persistir entre cuatro y ocho semanas y dar pie a otras
complicaciones. Si esta forma de transmisidon fuese comun en la Amazonia boliviana,
es plausible pensar que la ocurrencia de brotes de la enfermedad deberia ser frecuente;
lo cual, al parecer, no ha ocurrido. Atin no existe en Bolivia evidencia cientifica que de-
muestre que el consumo de frutos de asai produce Chagas, lo cual implica actuar con
responsabilidad y no causar panico afectando al mercado interno que empieza a crecer.

En este sentido, el trabajo conjunto entre cientificos, productores y cosechadores de
asal sera clave no solo para mejorar la calidad del producto, sino también para generar
adecuadas medidas de prevencién y control. El aprovechamiento de asai se ha consoli-
dado como una importante alternativa econémica para la Amazonia, y nos ha obligado
areflexionar sobre la responsabilidad que implica desarrollar emprendimientos produc-
tivos directamente relacionados con la alimentacién y la salud de las personas. En este
documento presentamos un protocolo de deteccidn molecular del protozoario causante
del Chagas y resultados de su aplicacion en frutos y pulpa de asai en diferentes empren-
dimientos campesinos de Pando.



La enfermedad del Chagas
y el consumo de asai

En los afios recientes el asai ha generado un gran interés a
nivel nacional e internacional por su alto valor agregado,
abriendo la puerta a mercados emergentes y constituyéndo-
se en una importante alternativa econémica para la Ama-
zonia. En Bolivia, la especie bajo aprovechamiento es el asai
solitario (Euterpe precatoria) que se produce en la Amazonia
norte boliviana (Pando) y es aprovechada por asociaciones
productoras locales.

En Brasil donde se aprovecha el asai de macollo (Euterpe
olerdsea), existe un mercado grande y creciente de transfor-
macion del asai entre otros frutos amazoénicos que ambos
paises comparten. Esta relacion ha traido beneficios para
el pais a través de la importaciéon de maquinaria, pero al
mismo tiempo ha generado algunas incégnitas siendo que
Brasil presenta varios casos de enfermedades endémicas,
entre ellas el Chagas y aunque la transmision oral de esta
enfermedad no es usual se han presentado algunos brotes
en el pais vecino. Se considera que dichos casos se debie-
ron al consumo de alimentos contaminados en su mayoria
atribuibles a produccidn artesanal sin normas adecuadas de
higiene.

A razén de los casos positivos que se han ido registrando
en Brasil y la proximidad que tiene nuestro pais en sitios
de produccidn de asai, el aiio 2010 se generd una falsa sin
base sobre casos confirmados de Chagas por consumo de

asai en Bolivia, una noticia que sin evidencia afecto al mer-
cado interno. A raiz de este brote se realizaron los analisis
que determinaron que el brote de 16 casos en una comu-
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Cosecha segura de frutos de asai en Santa Rosa del Abuna, Pando.
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nidad cerca a la ciudad de Guayaramerin
(Beni, Bolivia) fue causado por consumo
de leche de majo artesanal sin medidas
adecuadas de higiene (Duran, 2014). Aun
asi, inicialmente se le atribuyd la causa al
asai, aunque fue después desmentido y
al momento no existe ninguna evidencia
cientifica que demuestre casos de Chagas
asociados al consumo de este alimento.

Esta situacion ha abierto un nuevo es-
pacio de discusion y reflexion sobre la
complejidad en el desarrollo de empren-
dimientos productivos, asi como en la
necesidad de acciones conjuntas entre
cientificos, productores y cosechadores
de asai que permita establecer controles
de calidad del producto y asi control de la
enfermedad para su prevenciény que a la
vez garanticen al consumidor que los pro- S SR A
cesos de transformacién de asai cumplen Ny 5 g e

con las Buenas Practicas de Manufactura S __—4
(BPM) por parte de los emprendimientos A

campesinos con transformacion dedica-  Seleccion de frutos de asai en la despulpadora

dos a la produccién y venta de pulpa de (ASICOPTA, Santa Rosa del Abun, Pando).

asai en Pando.

4

Pulpa congelada de asai

producida por dos iniciativas
campesinas de Pando:

1) Trinchera producida por ARPFAT
(bolsade 1kg.)y

2) Pulpas Abuna productida por
ASICOPTA (bolsa de 500 g.).
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¢Qué sabemos del Chagas?

La enfermedad de Chagas (o también conocida como Tripanosomiasis americana), es
una enfermedad parasitaria endémica de América y se constituye en uno de los pro-
blemas mas importantes de salud publica en el continente americano y regiones ama-
zbnicas causando incapacidad en personas infectadas y mata a mas personas por afio
que cualquier otra enfermedad parasitaria en la region. Actualmente en Bolivia se pre-
senta en las regiones de chaco boliviano, valles interandinos y Amazonia con 60% del
territorio nacional endémico para Chagas
(Figura 1).

cSabias que?

Es causada por el parasito protozoario co-

nocido como Trypanosoma cruzi que al in- Existen mas de 4 millones de

gresar al organismo se aloja en tejidos de
organos donde se reproduce. Este parasito
es transmitido por un insecto vector del
orden Hemiptera comunmente llamado
vinchuca, chinche o “timbuco”, un insecto
que se distribuye desde Sudamérica hasta
México. Esta enfermedad es potencialmen-
te mortal y puede pasar desapercibida por
afos incluso décadas como una enferme-
dad silenciosa, llegando a desarrollar da-

personas en riesgo de infeccion de
Chagas en Bolivia

En Bolivia, se han reportado 18
especies de vinchucas que pueden
transmitir el Chagas.

La especie de vinchuca mas
importante es Triatoma infestans que
aun no ha sido reportada en Pando.

fos a drganos principalmente corazén y
sistema digestivo (es6fago y colon).

Especificamente en Pando se registran a 6 especies presentes y dos especies de las que se
proyecta su presencia (Figura 2). Se conoce que se alimentan o habitan en proximidades
de fauna silvestre que incluye Didelphis marsupialis, Philander oposum, Marmosa cinerea,
Coendu prehensilis, Sigmodon sp, Tamandua tetradactyla, Cunniculus pacca, Coendu sp.,
Dasypus novemcinctus, Cuniculus paca, Potos flavus, murciélagos Micronycteris sp., Des-
modus rotundus, Phyllostomus elongatus, roedores Cricetidae, Muridae, Rhipidomys sp.,
aves silvestres y armadillos, también en ambientes domésticos con aves domésticas,
perros, puercos y humanos.

En cuanto a palmeras se evidencia su presencia en asociacién con Acrocomia sp., Acroco-
mia sclerocarpa, Copernitia australis, Orbignya speciosa, Jessenia policarpa, Maximiliana
regia, Scheelea sp, Attalea sp. Leopoldina piassaba, Aechmea sp., también con la brome-
lia. Aechmea sp. y tanto sobre troncos y cascaras de arboles.
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Enfermedad del
Chagas en Bolivia

Figura 1: Distribucion geografica de la enfermedad del Chagas en Bolivia.
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Rhodhnius ! Rhodnius
robustus montenegrensis

Rh.od.nius Rhodnius
pictipes stali

Panstrongylus - Microtriatoma
geniculatus . trinidadensis*

Eratyrus Panstrongylus

mucronatus

rufotuberculatus*

A

Figura 2. Especies de vinchucas como vectores transmisores del protozoario causante de la enfermedad del Chagas con presencia reportada o probable (*)
en el departamento de Pando (Fuentes: Colegdo de Triatominae FCFAR - Unesp Araraquara. da Rosa et al., 2012, Padez-Rondén et al. 2019, Ribeiro et al. 2020,
Avendafio-Rangel et al. 2014, dos Santos et al. 2019).
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¢Como se transmite el Chagas?

Para comprender el alto riesgo que se presenta para la poblacidn en ciertas regiones de
Bolivia es preciso conocer las formas en que la enfermedad se transmite. Se habla de di-
ferentes tipos o formas de transmisidn que sin embargo estan interconectadas en ciclos
de transmision domiciliario, peri-domiciliario y silvestre.

La transmisién vectorial es la forma mas usual y conocida de infeccion a humanos y
animales, es a través de un insecto vector del grupo de los Triatominos o mejor cono-
cido como vinchuca. Una vez que la vinchuca infectada pica a una persona usualmente
defeca cerca de la picadura de forma que cuando la persona rasca su piel las heces del
insecto y la picadura quedan en contacto y el parasito ingresa al cuerpo. Es usual encon-
trar vinchucas en casas junto con la madera, lefia u hojas de palma utilizadas para la
construccion de paredes y techos.

La transmision sanguinea, puede transmitirse por transfusiones de sangre o trasplante
de dérganos, casos que ocurren esencialmente en paises donde la enfermedad no es en-
démica como sucede en fuera de Latinoamérica.

La transmision materno-fetal, una persona embarazada puede transmitir la enferme-
dad al bebé que se denomina también transfusion congénita que en los ultimos 5 afios
se ha registrado entre 1,5-2,3%.

La transmisién oral, aunque poco conocida la enfermedad también puede transmitir-
se a través de alimento contaminado con heces de triatominos, ingesta de triatominos
triturados, ingesta de carne de animales infectados que no se cocina lo suficiente para
matar al parasito, alimentos contaminados por secreciones de marsupiales infectados
(Didelphis marsupialis) o animales domésticos.

Entre estas cuatro formas de transmision, las tres primeras son reconocidas como las
mas usuales y extendidas, mientras que la transmisidn oral ha sido mas bien conside-
rada raray escasa, sin embargo, en los ultimos afios ha llamado la atencién por la apa-
ricién de pequeios brotes asociados a la ingesta de bebidas o alimentos contaminados
con el parasito especialmente en la regién amazdnica de Sudamérica. Tal es el brote que
se habria reportado en Guayaramerin (Beni) con 16 casos simultaneos por el consumo
de leche de majo (Oenocarpus bataua) artesanal y del que se han hecho estudios para
comprobar las vias de contagio. Y aunque en Brasil ha habido casos de transmisién oral
de Chagas por diferentes palmeras incluyendo el asai, al momento no existe evidencia
de transmision de Chagas en Bolivia por su consumo.
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Clinicamente esta forma de contagio difiere de la vectorial pues su incubacion es menor
(3-22 dias) y se manifiesta con amplia morbilidad y mortalidad comparada con las otras
vias de infeccién presentandose mayormente en las épocas calurosas del afio con un
aumento de la actividad biolégica de los triatominos.

Protocolo de deteccion molecular
de Trypanosoma cruzi en asai

Con el propdsito de implementar estrategias de control y prevencion dentro de los
procesos de transformacion de frutos amazdnicos que coadyuven a las medidas de
vigilancia temprana se desarrollé un protocolo para la deteccion molecular (ADN) del
parasito causante de la enfermedad del Chagas (Trypanosoma cruzi) en frutos y pulpa
de asai, especificamente, en Euterpe precatoria, especie bajo aprovechamiento en Boli-
via. El disefio del protocolo incluyé diferentes etapas que son presentadas en la Figura
3y descritas a continuacion:

Biisqueda y evaluacion de primers

Inicialmente se evaluaron diferentes pares de primers (cadenas de acido nucleico) para
la deteccidn del parasito causante del Chagas a través de Primer3plus y Perlprimer ve-
rificando la ausencia de formacién de dimeros que interfieran con la reaccion, asi como
ausencia de reacciones cruzadas. Asi se seleccionaron los pares de primers: del gen de la
proteina ribosomal 28S (Tc_28S) de T. cruzi como marcador (NCBI: AY367122.1) y un mar-
cador de la regidn del DNA del kinetoplasto (Tc kDNA) que es mas sensible que otros
genes (NCBI: MN447392.1) (Tabla 1).

Los primers para E. precatoria se seleccionaron por revision de bases de la plataforma Na-
tional Center for Biotechnology Information entre otras especificamente indagando en
genes de proteinas codificantes para esta especie, sin embargo, muchas fueron regiones
no conservadas o regiones de microsatélites por lo que se exploro en bases sobre Euterpe
oleracea o asai brasilero, de ésta se escogid el gen S16 (Eo RpS16) (NCBI: AJ240889.1) que
codifica proteinas ribosomales conservadas® en todo el género y que se confirmaron por
PCR para E. precatoria denominandose Ep_RpS16y verificando también en geles de agarosa
la ausencia de dimeros (Tabla 1).
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>
Figura 3: a) Flujograma de las etapas
para la estandarizacion del protocolo
de deteccién molecular de Trypano-
soma cruzi en frutos y pulpa de asai
(Euterpe precatoria), b) Reciclador
térmico de PCR (en espafiol RCP:
Reaccion en Cadena de Polimerasa,
www.fishersci.com).

Estandarizacion de método para deteccion molecular de pulpa de asai

La pulpa de asai se extrajo con el kit Purelink Genomic DNA (Thermo, USA), sin nitrégeno
liquido con 100ul de muestra de pulpa de asai descongelada. La extraccion se evalué por PCR
en tiempo real con el kit Fast Sybr Green Master Mix (Thermo, USA) suplementado con 0.25
MM de cada primer escogido para asai.

Estandarizacion de método para deteccion molecular de T. cruzi

Fue extraido el ADN de sedimentos de T. cruzi cepa Tulahuen (Tcll) criopreservados a partir
de un cultivo in vitro en células VERO que crecieron en medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle's (DMEM, Merck, USA). Los sedimentos fueron resuspendidos en buffer de lisis y luego
se siguieron las instrucciones del kit Purelink Genomic DNA (Thermo, USA). La extraccion
se conservo a -20°C y su calidad evaluada por PCR en tiempo real con el kit Fast Sybr Green
Master Mix (Thermo, USA) suplementado con 0.25 uM de cada primer escogido.

Estandarizacion del método para determinacion de

presencia de T. cruzi en frutos y pulpa de asai

Se determind la temperatura dptima de funcionamiento para todos los pares de primers (Ta-
bla1)y el tiempo reducido de termociclado. EL PCR fue realizado con el kit Fast Sybr Green Mas-
ter Mix (Thermo, USA) suplementado con 0.25 uM de cada primer con las condiciones finales:
1ciclo de: 95° C, 20 s; 30 ciclos de: (95° C, 3 '5; 60°C, 30s) con un volumen de reaccion de 10 pl.
También se verificd que no haya amplificacion cruzada con el genoma de asai inoculando ADN
deT. cruzi en la reaccion PCR del gen para deteccidn de asaiy viceversa. También, para simular
la infeccion se inoculd Tml de pulpa de asai con 10ul de ADN purificado de T. cruzi. Para verificar
el limite de deteccion se calibré una curva estandar con el gen mas sensible (Tc_ kDNA) con 5
diluciones de factor 10.

Busqueda y evaluacion de Busqueda y evaluacion de

primers para T. cruzi primers para E. precatoria

Leyenda:

Estandarizacién de método de EBEIEEEEE CO T OCh _

deteccion de ADN de T. cruzi

deteccién de ADN de pulpa de
asai mediante PCR
en tiempo real

—) Determinacion de
Estandarizacion de método de
determinacion de T. cruzi en
muestras de asai Verlflcqclon ausencia de
amplmcaclon cruzada
venflcacmn de limite
a) de deteccion

mediante PCR en tiempo real
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Nombre del Primer Secuencia del primer “

Tc 28S F AAGGTGCGTCGACAGTGTG (Vieira, 2015)

Tc 285 R TTTTCAGAATGGCCGAACAGT (Vieira, 2015)
Tc kDNA F TTTGGGAGGGGCGTTCA (Mattos et al., 2017)
Tc kDNA R ATATTACACCAACCCCAATCGAA (Mattos et al., 2017)
Ep RpS16 _F CGAAAGAVGGTTAGAGACGGC (Vieira, 2015)
Ep RpS16 R GAAATCTCATTCGTACTCATAAC (Vieira, 2015)

A

Tabla 1: Primers seleccionados para el desarrollo del protocolo de deteccién molecular del protozoario causante
de la enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi) en asai solitario (Euterpe precatoria), Bolivia. Tc_28S: gen de
la proteina ribosomal 28S de T. cruzi; Tc kDNA: gen marcador de la region del DNA del kinetoplasto de T. cruzi;
Ep_RpS16: gen codificante proteinas de ribosomales en E. precatoria.

éQuiénes producen
pulpa de asai en Pando?

En los ultimos afos la comercializacion de la pulpa de asai ha cobrado cada vez mas
interés en Pando debido a los beneficios que contiene (presencia de antioxidantes, ami-
noacidos y minerales como calcio, zinc, magnesio y hierro, ademas de propiedades an-
tiinflamatorias y aumento de defensas), consolidandose en una importante alternativa
econdmica para las familias campesinas de varias comunidades de Pando, las cuales han
conformado asociaciones productivas para comercializar este producto bajo principios
de inocuidad alimentaria (Figura 4).

La Federacion de Asai y Frutos Amazonicos del departamento de Pando (FEDAFAP)
agrupa a las iniciativas productivas campesinas vinculadas con la produccién y venta de
pulpa congelada de asai. Esta conformada por siete iniciativas productivas, con perso-
nalidad juridica, ubicadas en los municipios de Filadelfia, Porvenir, Puerto Rico y Santa
Rosa del Abuna en Pando. La FEDAFAP forma parte de la Plataforma Inter-Institucional
de Articulacion de Complejos Productivos de Frutos Amazdnicos del departamento de
Pando (PICFA). Participd y fue un actor clave en la consulta publica y aprobacion de la
norma boliviana de pulpa de asai elaborada por el Instituto Boliviano de Normalizacion
y Calidad (IBNORCA, https://www.ibnorca.org). Ademas del asai sus iniciativas han in-
cursionado en el despulpado y comercializacidon de otros frutos amazénicos como el
majo, el copoazu y, préximamente, la palma real.
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Mapa de iniciativas productivas
de pulpa de asai en Pando

Subcentral
@ Bernardino Racua
@ Comunidad de 1° De Mayo

Subcentral Puerto Morales

@ Comunidad de Jericé
Comunidad de

Trinchera

Reserva Nacional de Vida Silvestre Amazonica Manuripi
Comunidad de (RNVSA Manuripi)

Reticnily Comunidad de

Villa Florida

Bosque Amazonico de Manejo Integral Puerto Rico
(BAMI-Puerto Rico)

Area Modelo de Manejo Integral del Bosque Santa Rosa
del Abuna (AMISRA)

Area Natural de Manejo Integral del Bosque Porvenir
(ANMIB-Porvenir)

A

Figura 4: Ubicacion geografica de las iniciativas productivas u operadores de pulpa de asai del departamento de Pando. COMUNIDAD DE TRINCHERA - Aso-
ciacion de Recolectores, Productores y Transformadores de Frutos Amazdnicos de Trinchera (ARPTFAT). COMUNIDAD DE PETRONILA - Asociacion de Re-
colectores y Productores de Frutos Amazdnicos de Petronila Pando (ARPFAPP). COMUNIDAD DE VILLA FLORIDA - Ventana Amazdnica S.A. SUBCENTRAL
BERNARDINO RACUA - Asociacion Integral de Productores y Transformadores de Frutos Amazdnicos de Pando (AFAI-Pando). COMUNIDAD DE 1RO DE
MAYO - Asociacion Integral de Cosechadores, Productores y Transformadores de Frutos del Abuna (ASICOPTA). SUBCENTRAL PUERTO MORALES - Asocia-
cién Integral de Productores y Transformadores de Cultivos Amazénicos (AIPROTCA). COMUNIDAD DE JERICO - Asociacion Forestal Integral de Productores
Agropecuarios de la Comunidad Jericé (AFIPA-C)).

A
Limpieza de frutos de asai en la iniciativa piloto de la comunidad Procesamiento de la pulpa de asai en la comunidad de
de Villa Florida de la Reserva Manuripi, Pando. Trinchera (ARPFAT), municipio de Porvenir, Pando.
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Pruebas de deteccion del T. cruzi
en frutos de asai

Dentro de las primeras etapas clave para la evaluacion de contaminacion del producto de
asai procesado se considera al fruto cosechado, puesto que al no haber una desinfeccion
hasta este momento podria haber estado en contacto con agentes infecciosos siendo asi
un punto de contaminacion potencial. Una vez cosechado el fruto se procede a su limpie-
za y desinfeccion para continuar los pasos siguientes. De esta manera fueron evaluadas
muestras de frutos cosechados antes de la limpieza y desinfeccion y posterior a ella.

Para esta evaluacion fueron consideradas tres iniciativas campesinas del departamen-
to de Pando: La Asociacion de Recolectores, Productores y Transformadores de Frutos
Amazoénicos de Trinchera (ARPTFAT), ubicado en la comunidad de Trinchera del munici-
pio de Porvenir; la Asociacion Integral de Cosechadores, Productores y Transformadores
de Frutos del Abuna (ASICOPTA), ubicada en el municipio de Santa Rosa del Abuna; la
Asociacion Forestal Integral de Productores Agropecuarios de la Comunidad Jericé (AFI-
PA-C)), ubicada en el municipio de Puerto Rico.

Para la determinacién de presencia de T. cruzi en frutos de

Figura 5: Determinacion de presencia de
T. cruzi en muestras de fruto de asai de las
iniciativas productivas. Se considera un
control interno de reaccion para muestras
lavadas y uno para muestras sin lavar por
deteccion del gen de asai y dos controles
positivos para T.cruzi.

v

asai se hizo un lavado de los frutos muestra con agua miliQ

Cycle threshold (Ct)

lisis y se procedi6 a la extraccion de ADN con el kit Purelink

Genomic DNA. La deteccion se realizé por PCR en tiempo

en proporcién 2:1una sola vez, tanto los que dentro del pro- 30
cesamiento estan sin lavar y lavados, consecutivamente se ”s
filtro el agua residual en una membrana PDVF de 47mm con
tamano de poro de 0,22 uM. Inmediatamente después del *
filtrado, los filtros con los residuos se remojaron en buffer de 15
real empleando los dos pares de primers para T. cruziy el par

W Lovado

W sin lavar

W Asai (lavado)

M Asai (sin lavar)
Tc_28s

W Tc_kDNA

de primers para E. precatoria definidos en la estandarizacion 0

del protocolo. Se utilizé el kit Fast Sybr Green Master Mix sty (w35
con las siguientes condiciones de PCR: 1 ciclo de: 95° C, 20 s;

40 ciclos de: (95° C, 3 s; 60°C, 30s) y se consideraron contro-

les internos para verificar que no hubo inhibicién del PCR detectando el gen de asai para
muestras lavadas y no lavadas. Como resultado el método fue validado por la deteccidn
del gen de asai en cada muestra como control interno de reaccién y no se observo pre-
sencia de T. cruzi en ninguna de las muestras lavadas o no lavadas (Figura 5) indicando
la inocuidad del producto procesado desde las etapas iniciales dentro del proceso que
manejan en los emprendimientos considerados.
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Pruebas de deteccion del T. cruzi
en pulpa de asai

Gracias a la estandarizacion del protocolo de deteccién molecular se logro realizar el
analisis de las muestras de pulpa de asai de las iniciativas productivas. Se consideraron
cinco emprendimientos productivos dedicados a la comercializacion de pulpa de asai en
el departamento de Pando: La Asociacidn de Recolectores, Productores y Transformado-
res de Frutos Amazonicos de Trinchera (ARPFAT), ubicado en la comunidad de Trinchera
del municipio de Porvenir; la experiencia piloto ubicada en la comunidad de Villa Florida,
municipio de Filadelfia, en la Reserva Nacional de Vida Silvestre Amazoénica Manuripi
vinculada a la Asociacion Integral Extractivista de Frutos Amazdnicos Reserva Manuripi
(ASINEFARM) y la empresa privada Ventana Amazonica; la Asociacion Integral de Cose-
chadores, Productores y Transformadores de Frutos del Abuna (ASICOPTA), ubicada en
el municipio de Santa Rosa del Abunj; la Asociacion Forestal Integral de Productores
Agropecuarios de la Comunidad Jericé (AFIPA-CJ), ubicada en el municipio de Puerto
Rico; y, del emprendimiento privado Amazonic Asai, ubicado en la ciudad de Cobija.

Revision de tamices en el proceso de des-
pulpado de asai en la comunidad de 1ro de
Mayo (ASICOPTA) del municipio de Santa  las condiciones previamente establecidas con las muestras de pulpa de asai de las cinco

Rosa del Abund, Pando. iniciativas, utilizando el kit Fast Sybr Green Master Mix con las condiciones de PCR: 1ciclo
de: 95° C, 20 s; 30 ciclos de: (95° C, 3 s; 60°C, 30s). También adicionalmente se comprobd
la efectividad de la reaccion de deteccion con un control positivo consistente en mues-

Para ello fueron empleados los primers para deteccion de T. cruzi (Tc 28Sy Tc kDNA) bajo

tras de parasitos criopreservados de T. cruzi. Como resultado

de esta prueba de deteccion en ninguna de las muestras se
= detectd la presencia de ADN de T. cruzi (Figura 6 y 7), por lo
cual no representan riesgo para la salud publica y confirma el
cumpliendo las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y de
Almacenamiento (BPA) por parte de los emprendimientos.

25 —

g
3
‘8 Ep_16S
8 15 e
£ Tc_285
9
(% Wl Tc_kDNA
10
<
5 Figura 6: Determinacién de presencia del protozoario causante del Chagas
(Tripanosoma cruzi) en muestras de pulpa de asai (Euterpe precatoria) en cinco
iniciativas productivas del departamento de Pando. Se consideraron dos con-
e —— - Control troles positivos para T. cruzi. No se detectd presencia del ADN del protozoario
(ARPFAT) (ASINEFARM)  (ASICOPTA) Ar(nczéniz):a (AFIPA-CJ) Positivo (TC) en ningun a de las muestras
Cobija, °
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Recepcion de Frutos

Deteccion de T. cruzi
en muestas de
fruto de asai

|

Seleccion y Lavado

Restos de racimo, hojas,
frutos verdes, secos

Cloro a 50 ppm

Desinfeccion

A temperatura de 45°C

Ablandamiento por 20 minutos

- e

Deteccion de T. cruzi

en muestas de e PULPA DE ASAi

pulpa de asai

Llenado, pesado y

Envasado
sellado manual

A temperatura
de-18°a-22°C

Congelado y almacenado

Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos con el diseiio e implementacion del protocolo para
la deteccion molecular del parasito causante de la enfermedad de Chagas, se sugiere:

» Dar continuidad y fortalecer las buenas practicas de higiene en la elaboracion de la
pulpa de asai, especificamente, la aplicacion del golpe de calor de 80°C por 10 se-
gundos sugerido por la Empresa Brasilefia de Investigacion Agropecuaria (EMBRA-
PA, https://www.embrapa.br) como practica preventiva para eliminar la posibilidad
de la presencia del parasito en el proceso de elaboracion de la pulpa de asai.

» Disefiar e implementar un Sistema de Monitoreo de Calidad e Inocuidad de Pulpa
de Asai (SMCIA-Asai) para la FEDAFAP, que incluya el seguimiento de las variables
fisicoquimicas, organolépticas y calidad del producto (p.ej. % de sélidos disueltos),
junto con el andlisis anual de frutos y pulpa de asai bajo el protocolo presentado en
el presente documento.

» Impulsar a través de la FEDAFAP la implementacion de buenas practicas de higiene e
inocuidad en la produccién y venta local de pulpa de asai producida artesanalmente.

» Fortalecer a la PICFA como una mesa de articulacion entre actores publicos y priva-
dos comprometidos con la la estandarizacidon y normalizacion de la produccion de
productos derivados de frutos amazdnicos.
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Figura 7: Flujograma del procesamiento
de frutos de asai para obtencién de la
pulpa. El diagrama incluye los puntos del
proceso de donde se tomaron las mues-
tras para analisis de deteccion del pro-
tozoario causante de la enfermedad del
Chagas, especificamente, en los frutos
que llegan a la despulpadora y la pulpa
resultante del proceso.

EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesqui-
sa Agropecuaria) recomienda un golpe de
calor de 80°C por 10 segundos para elimi-
nar completamente al protozoario luego
de la seleccion y lavado de los frutos.

Palmera de asai (Euterpe precatoria) en
Pando, Bolivia.
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