UNIVERSIDAD DE MURCIA

Departamento de Genética y Microbiologia

“Enfermedad de Chagas en fase cronica.
Evaluacion de diferentes métodos diagnosticos

en una zona no endémica”

M? Asuncion Iborra Bendicho
2013






A mi madre, in memoriam






Y lleg6 la hora de los agradecimientos...

No me voy a extender porque estas cosas no se me dan nada bien, pero no
puedo dejar de agradecer a mi director, el Dr. Manuel Segovia, su
confianza y apoyo continuo, sin el que no hubiera sido posible que este

proyecto llegara a su fin.

Y como no, a todas aquellas personas que en mayor o menor medida han

contribuido para que este dia se hiciera realidad.












Indice

INDICE GENERAL

I- INTRODUCCION........cciiiiuuiiiiiunieeninneessntesssssnesssssneessssessssseessssssesssssneess 1
1- Breve resefia hiStOriCa ....ccccceieiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiieiiiiiiiiiecetecececececceccncnnes 3
2- Trypanosoma cruzi. Caracteristicas generales.......ccccceviervncerirsacerncacens 5
2 g K- D (e s [0} o s V- W PP PTPPPPPPITR 5
2.2- CiClo DIOIOZICO. . ueneiniieiii it S
2.3- Ciclo epidemiolOZICO ....ueuuiuniiiiiiiiiii e 7
2.4- Epidemiologia moOleCUlar..........ocuuiuiiiiiiiiiiiiiiiei e 9
2.5- Patogenia de la enfermedad de Chagas .........cccocveiiiiiiiiiiiiiiinnennnen. 12

3- Enfermedad de Chagas. Aspectos epidemiolégicos. Prevencion y
03 11 14
3.1- Prevalencia y distribucion geografica de la enfermedad.................... 14
3.2- Modos de tranSmiSIOnN. .. ..euuiiuiuiiiiiieiiei et 17
3.2.1- Modos de transmision en zona endémica.......c..cceeeeeerninrenneneen. 17

3.2.2- Modos de transmision en zona No endémiCa.......c...cceeeueennernnennes 19

3.3- Prevencion y control de la enfermedad............cccoeeiiiiiiiiiiinininine.. 22

4- Enfermedad de Chagas. Aspectos CliniCoS......ccccccevertieieieieieiecacacecnenes 25
4.1- Manifestaciones ClINICAS .......cieiiiiiiiiiiiiiiie e 25
4.1.1- FasS@ QZUAA ...ceuiiiiiiiiiiiiii e 25
4.1.2- FASE CIOMICA eutunineniiiniei ettt ettt ettt e e e ee et e e eneeens 26
4.1.2.1- Afectacion cardiacCa.......coocuveeuieiniiiiiiiiiiniiiieei e 27

4.1.2.2- Afectacion digesStiVa .....c.oeuveuriuiiniiiiiiiiiiiiieie e 27

4.1.2.3- Afectacion del sistema nervioso periférico...........cc.cceeennenn. 28

4.2- Tratamiento ..o e 29

5- Coinfeccion Trypanosoma cruzi con otros patogenos........ccceeeueuennnnes 32
5.1- HelicoDACter PYLOTT......ccuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 32
S.2- HelMINTOS «.iniiiiii e 35
5.2.1- Geohelmintos ¥ SCRiStOSOMA......c.ceuueuiiriiniiiiiiiiiiiiiieeee e, 35

5.2.2- Nematodos: Trichinella SPiraliS........c..cccccuveuuiiuiiiniiiiiiniiiniinninnenn. 37




ECC. Evaluacién de diferentes métodos diagndésticos en una zona no endémica

6- Diagnodstico de laboratorio de la enfermedad de Chagas..................... 38
0.1- Diagnostico parasitolOZICO ......cuuvuiuiiiiiiiiiiiiiiei e 40
0.2- DiagnostiCo SETOLOZICO ...uvuiiuiiiiiiiiiiii e 43

6.2.1- Diagnoéstico serologico convencional ..........cceceveuviiiiiniiniininnnenn. 44
6.2.2- Diagnostico serologico no convencional ............cceeviiieiiiniinian..n. 45
6.3- Procedimientos diagnosticos en la enfermedad de Chagas............... 47

II- OBUETIVOS ...ciuiuiitiiieieieieieieiesaiecscecssssesacsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 51

III- MATERIALES Y METODOS .....ccceetttttuuuueeceseeeeeeeeesnsssnnnnssssesesessssnsnnnes 55

1- Pacientes y muestras clinicas ......cccceeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiccicicieennnes 57

1.1- Muestras empleadas en el estudio de la valoracién/comparacion
entre las técnicas de diagnostico parasitologico y serologico ........... 60

1.2- Muestras empleadas en la evaluacion de un ensayo
quimioluminiscente de microparticulas (CMIA) ......ccceeveuverviieniinians. 60

1.3- Muestras empleadas en el estudio del reconocimiento del péptido

SINEEHICO BT 3 ..ieiiiiii i 61

1.4- Muestras empleadas en el estudio de coinfeccion Trypanosoma cruzi
COIN OTTOS PALOZEIIOS «.uvueniiiiiiii ettt e e eenes 62

2- Medio de Cultivo ....ccceieieiiieiiiiiiiiiiininieieiicccieitieieitietetetecececacacacacanes 62
3- Obtencion de formas tripomastigotes de T. cruzi......c.ccceevuveinincnnnnnns 63

4- Extraccion de proteinas totales de formas tripomastigotes y

amastigotes de T. CrUZi.....ccceceieiiiiiniiriiiniiiiniiriiietiriasetcssscecessssescssacens 63

5- Sintesis del péptido 3973....cceiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriiietiriesetirsacescssaceseses 63
6- Técnicas parasitolo@iCas .....ccceveiiieininininininiiriririririeieieiececececacacacaees 64
6.1- Concentracion de StroUt........c..ceviiiiiiiiiiiiiiiiii e 64
(ST = (5 e Lo Yo b U Ao TSN 64
6.3- Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) .......c.ccoeuviiviiiiiiiiniinnans. 65
6.3.1- Extraccion de ADN a partir de sangre total ........c..cceevenieniinan.e. 65
6.3.2- Amplificacion de ADN por PCR........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccecen 65

7- Técnicas SErOlOZICAS ...cevvririeieiiiiiiinieieieieietetecerrrerersesesssssssscasscacacanes 67
7.1- Inmunofluorescencia indirecta (IFI) .......ccooviiiiiiiiiiiiiiinneean 67
7.1.1- Deteccion de anticuerpos anti-Trypanosoma Cruzi .................... 67

7.1.2- Deteccion de anticuerpos anti-Leishmania donovani................. 67

7.2- Inmunocromatografia (ICT) .....c.ceveiiiiiiiiiiiii e 68




7.3- Enzimoinmunoensayos (EIA) ..o 68
7.3.1- ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbant Assay) in house....... 68

7.3.1.1- Determinacion de anticuerpos frente al lisado de antigenos
SOIUDIES A€ T. CTUZT...ueeeiieeiiieeeie e 68

7.3.1.2- Determinacién de anticuerpos frente al péptido sintético

BT B e 69
7.3.2- EIAS COMETCIALES ..vuiuiiiniiiiiiiei et e e e e e e eaens 70
7.3.2.1- Deteccion de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi............ 70

7.3.2.2- Inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas
(CMIA) ettt e ettt e e e 73

7.3.2.3- Deteccion de anticuerpos anti- Helicobacter pylori ............. 74

7.3.2.4- Deteccion de anticuerpos frente a helmintos (Ascaris
lumbricoides, Strongyloides stercoralis, Schistosoma mansoni,

Trichinella SPIFQLIS) ..c.eueuien e e 75
8- Analisis estadistiCo....c.ccciuiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteciriesecenenes 76
9- Consideraciones €tiCas .....cccvviiriuirirreiiriacecirsecercrsesessssesssacessssesessscesess 77
IV- RESULTADOS .....ccittttietetiterttonssiossstonssssescssssssssscssssssssscssssssnsssssssssnssss 79

1- Diagnédstico de la enfermedad de Chagas en fase cronica mediante

técnicas parasitologicas ......cccevuiiiiiniiriiiniiiiiiiiiieiiiiiietiriacrissacescscecens 81
1.1- MicroScoPia OPtICA ..uueuie it 81
1.2 HemOCUITIVO. ...ttt e 81
1.3- Utilizacion de la PCR como herramienta diagnostica..........c..c......... 81

2- Diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase cronica mediante
técnicas SErolOZiCaS ..c.ciiririuiirieiririateriatetirssteressasescssasessacessssssessssasens 83

2.1- Pruebas convencionales y no convencionales............ccocoveuvenrennennnne.. 88

2.1.1- Comparacion de la reactividad de diferentes técnicas de
diagnosStiCO SETOIOZICO «.uvuninniniiiiiii e 88

2.1.2- Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
PTredictiVo NEZAtIVO .c.uivniiiiiiiii e 92

2.1.3- Estudio de la reactividad cruzada......c.coovviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennns, 93

2.1.4- Impacto de la reactividad cruzada en la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo ....... 93

2.1.5- Analisis de concordancia de las diferentes técnicas serologicas 95

I



ECC. Evaluacién de diferentes métodos diagndésticos en una zona no endémica

2.1.6- Deteccion de anticuerpos anti-Leishmania en los sueros de
pacientes diagnosticados de enfermedad de Chagas.........c..cceceveniennni. 96

2.2- Diagnostico mediante ELISA empleando el péptido sintético 3973 ... 97

2.2.1- Reconocimiento del péptido sintético 3973 en sueros de pacientes
con enfermedad de Chagas en fase cronica sin tratamiento previo...... 97

2.2.2- Reconocimiento del péptido sintético 3973 en sueros de pacientes
con enfermedad de Chagas en fase cronica con tratamiento previo con
beNzZNIdAZOl. ... ceieii e 103

2.2.2.1- Cambios en la respuesta antigeno especifica frente al péptido
sintético 3973 tras el tratamiento con benznidazol ....................... 106

2.3- Evaluacion de un inmunoensayo quimioluminiscente de
microparticulas (CMIA) para el diagnostico de la enfermedad de Chagas109

3- Prevalencia de infeccion por Helicobacter pylori en pacientes con
enfermedad de Chagas en fase Cronica.......c.coceeveieieinininincececncecccncenenes 111

3.1- Especificidad del péptido 3973 en pacientes con enfermedad de
Chagas y coinfeccion con Helicobacter pylori.........ccceveueeuneuninnenniniennannnn. 113

4- Seroprevalencia de helmintiasis en pacientes con enfermedad de
Chagas en fase CroniCa......cccceiriririiiiieiiieieiiieieiiiiiiiiieieiececacececesesesesesesnnes 115

4.1- Geohelmintos ¥ SCRiIStOSOMA.....cuuvuniuiiiiiiiiiiiiiii e, 115

4.1.1- Especificidad del péptido sintético 3973 en pacientes con

enfermedad de Chagas cronica y coinfeccion con helmintos.............. 117

4.2- Trichinella SPIrQlIS........ccuuveuiiuiiiiiii et 118

AT 0 £T 01 0153 (0 ) TR 121
VI- CONCLUSIONES ....ccccititieiuieraracececerereresesescsrcrcssssssssssssssssssssssssscssnss 151
VII- BIBLIOGRAFIA .....cootttiiiiiiieiiiieteennteceeeeeeeeeeeesessssssssssseeessesessnnnnnes 155

v



I. INTRODUCCION






I Introduccion

1- Breve resena historica

La enfermedad de Chagas debe su nombre al médico brasileno
Carlos Ribeiro Justiniano de Chagas, quien la descubrié en 1909 (Chagas,
1909). Es el Ginico caso en la historia de la medicina en la que se descubre
al mismo tiempo y por la misma persona una enfermedad infecciosa, el
microorganismo que la produce y el agente biologico que la transmite,

ademas de todos los aspectos de la enfermedad.

Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (1879-1934), nacio
en Oliveira, Minas Gerais, Brasil, el 9 de julio de 1879.
Después de la muerte de su padre, su madre, a la edad

de 24 anos y con cuatro hijos pequenos, se hizo cargo

de la pequena plantacion familiar. Su deseo era
convertirse en ingeniero de minas, pero su tio, un
meédico, le abrio los ojos al azote que las enfermedades endémicas
planteaban al desarrollo de Brasil. En 1886, Chagas entré en la Escuela de
medicina de Rio de Janeiro y en 1902 comenzd su doctorado, que realizo
sobre los aspectos hematologicos de la malaria. Ese mismo ano conoci6 a
Oswaldo Cruz, que trabajaba en Manguinhos, un centro dedicado
principalmente a la produccion de sueros y vacunas (actualmente el
Instituto Oswaldo Cruz). Fue en Maguinhos donde Cruz habia comenzado
su lucha contra las enfermedades tropicales. Chagas rechazo la oferta de

Cruz para unirse a Maguinhos porque le atraia mas la medicina clinica.

En 1905, sin embargo, por razones economicas, aceptoé la oferta de
Cruz para unirse a la lucha contra la malaria y su prevencion en Itatinga,
Sao Paulo. La ciudad era donde la Companhia Docas de Santos estaba
construyendo una central hidroeléctrica, y muchos trabajadores de la
compania contraian malaria. Una tarea similar llevdo a cabo Chagas a
Xerém, en la Baixada Fluminense, donde la Direccién General de Obras
publicas estaba construyendo los sistemas de captacion de agua para la
ciudad de Rio de Janeiro. Mientras tanto, se habia unido finalmente al

Instituto Maguinhos.
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En 1907, durante una campana de prevencion contra la malaria, en
Minas Gerais, establecido su laboratorio en un vagon de ferrocarril. Alli
identifico un nuevo Trypanosoma sp. (Trypanosoma minanense) que era un
parasito no patéogeno de un mono titi. También describié el insecto
hematoéfago conocido como “barbeiro”, y encontr6 las formas de un
protozoario en el intestino que pensaba que podrian ser parasitos de
vertebrados, por ejemplo, una etapa del ciclo biolégico de T. minanense.
Chagas envio algunos insectos a Maguinhos, donde Cruz los puso en
contacto con monos titi sanos, que resultaron infectados con el

tripanosoma.

De vuelta en Maguinhos, Chagas descubrio que la tripanosomiasis
era una nueva especie que €l llamoé Trypanosoma cruzi. Chagas encontré T.
cruzi en la sangre de un gato y poco después en la sangre de una nina que
habia estado en contacto con el gato. Tuvo éxito en la reproduccion de la
enfermedad de forma experimental, y describié sus rasgos clinicos,
etiologicos, patologicos y epidemiologicos. La enfermedad pronto fue
conocida como enfermedad de Chagas, a raiz de la sugerencia de Miguel

Couto de la Escuela de Medicina de Rio de Janeiro.

En 1910, Chagas se convirtio en miembro de la Academia Brasilena
de Medicina, y en 1917, después de la muerte de Oswaldo Cruz fue

nombrado director del Instituto Maguinhos.

A pesar de que Chagas muriéo prematuramente a los 55 anos de
edad, vivio lo suficiente para presenciar la creacion en su honor, de una
Catedra de Medicina Tropical en la Universidad de Rio de Janeiro, e
incluso ocup6 la catedra los ultimos anos de su vida, mientras que

también dirigia el Centro Internacional de Leprologia en Rio de Janeiro.
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2- Trypanosoma cruzi. Caracteristicas generales
2.1- Taxonomia

T. cruzi pertenece al subphylum Mastigophora del phylum
Sarcomastigophora, orden Kinetoplastida, que comprende organismos
flagelados con un kinetoplasto, organelo localizado en la mitocondria y que
contiene ADN. T. cruzi se incluye en la seccion estercoraria, junto con el
grupo de tripanosomas cuyo estadio infectivo se desarrolla en el interior del
tracto digestivo del vector y contamina a los hospedadores mamiferos a
través de sus heces. El subgénero Schizotrypanum ha sido adoptado por
los tripanosomas que se multiplican en los vertebrados via estadios
intracelulares. Por tanto, el nombre taxonémico completo es Trypanosoma

(Schizotrypanum) cruzi.

2.2- Ciclo biolégico

T. cruzi se transmite, en mas del 80% de los casos cuando hablamos
de areas endémicas, a través de la picadura de insectos triatominos,
hematofagos obligados de habitos nocturnos que constituyen el principal

mecanismo de transmision en la naturaleza.

T. cruzi posee un ciclo de vida complejo que incluye la infeccion del
hospedador vertebrado y la transmision por insectos vectores (Figura 1).
Este parasito pasa por tres estadios morfologicos principales: la forma
amastigote no flagelada y las formas flageladas epimastigote vy
tripomastigote (Brener, 1973, 1981). La forma epimastigote prolifera en el
insecto vector y eventualmente se diferencia para dar lugar a los
tripomastigotes metaciclicos, capaces de infectar al hospedador vertebrado.
Una vez en el torrente sanguineo del vertebrado, los tripomastigotes son
capaces de penetrar en una gran variedad de tipos celulares (macrofagos,
fibroblastos, células del sistema nervioso y musculares) (Burleigh y
Andrews, 1995). Dentro de las células, los parasitos se transforman en
amastigotes, los cuales sufren varios ciclos de division. Seguidamente, los
amastigotes se diferencian, pasando por formas intermedias de morfologia

similar a los epimastigotes, a tripomastigotes sanguineos que son liberados
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por ruptura de la célula anfitriona, iniciando el siguiente ciclo de infeccion.
Las formas tripomastigotes son una poblaciéon pleomorfica, constituida
principalmente por dos morfologias basicas, descritas como slender y
broad. Las formas slender pueden invadir nuevamente las células de forma
similar a los tripomastigotes metaciclicos. Ademas, células infectadas
prematuramente lisadas, pueden liberar formas amastigotes, las cuales
pueden también infectar células particularmente fagociticas. La ingestion
de los tripomastigotes sanguineos por parte del insecto vector (Rhodnius,
Triatoma, etc.), permite que se complete el ciclo de vida del parasito al
diferenciarse el tripomastigote en formas amastigotes replicativas
conocidas como esferoamastigotes. Como paso intermedio a los
esferoamastigotes, todas las formas tripomastigotes sanguineas pasan por
una morfologia broad (Tyler y Engman, 2001). Seguidamente, estas formas
se transforman en epimastigotes replicativos. Es importante destacar que
la invasion de las células y la replicacion intracelular son esenciales para

la induccion de la enfermedad y la continuacion del ciclo de vida del

parasito.
Estadios en el triatoma Estadios en el humano
o El trialoma se ahmenta de sangre
{escrela los Ppomastgoles medacichoos en 2
Las Fsces. 108 Epomantgoles poretrin o w 9 Lo fripomastgotes metaciclicos
herda por mordeta & en las membranes penatran vanas oélulas en al sho
mCosas. COMa |3 confuntva acular dé la mordedura Adentro se

F transtorman en amastgaotes

Trpomastigotes metacichcos
an ol mleshng postenor

e 4

e Los amastigoles se
multiphican por fisidn
pueden infectar oiras tenaria on las células de
células y transformarse Ios Lajiciob Jrvchadoy

an amastigotes intrace|ulares
formando stios de infeccidn
nuevos. Las manifestaciones
clinicas resultan de este cicka
nfectante

I

Se multiplican en &l
o intesting medio

El trisftoma se akmenta

o Epimastigotes. en a de sangre

[ingeers tripomastigates
o intesting media oo
Los amasbigolas intrace|ulaes

\ L/\
‘ 3
‘ f'j‘} o se transforman en fipomasbgotes,

‘ revaninn la célula y entran al
A! Estadio infectants formentii: srculatons
A\ = Estadio diagnasticn

Los tripomashgotes

Fuente: Center for Disease Control and Prevention (CDC)

Figura 1. Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi.
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2.3- Ciclo epidemiologico

La enfermedad de Chagas puede considerarse una zoonosis que
afecta al ser humano cuando este se introduce en un ecosistema salvaje, o
cuando los triatominos se adaptan al ambiente del ser humano atraidos
bien por la luz, o por la necesidad de alimentarse de sangre de mamiferos
(Coura y Junqueira, 2012). Existen tres tipos de ciclos epidemiologicos:

ciclo doméstico, ciclo peridoméstico y ciclo selvatico (Deane, 1964).

Ciclo doméstico. La estructura de las casas rurales o periurbanas
las hace especialmente vulnerables a la infeccion por triatominos; las
paredes de adobe, los techos de paja y las grietas ofrecen un habitat ideal
para la domiciliacion de estos insectos. Ademas, la estrecha asociacion
entre los habitantes y los animales domésticos constituye una fuente de
sangre abundante y de facil acceso, por lo que se alcanzan grandes
densidades de vectores en el interior de estas viviendas. En las
comunidades donde la enfermedad es endémica, del 25 al 100% de las
casas pueden estar infestadas, pudiendo albergar estas y sus alrededores
grandes colonias de vectores adultos y jovenes (Levy y col., 2006; Mott y
col., 1978; Pless y col., 1992).

A)
Figura 2. Principales especies de
vectores de la enfermedad de Chagas
en seres humanos A) Triatoma
infestans B) Rhodnius prolixus

B)
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Ciclo peridoméstico. Este ciclo sirve de nexo entre el ciclo
doméstico y el ciclo selvatico. En él encontramos gran variedad de
mamiferos (roedores, marsupiales, perros) que entran y salen libremente
de las viviendas, y triatominos selvaticos que son atraidos a las casas por

el alimento.

Ciclo selvatico. En este ciclo intervienen triatominos selvaticos que
infectan a numerosas especies y subespecies de mamiferos salvajes,
terrestres o arboéreos. Algunos de los mas frecuentes son: Panstrongylus
megistus, Triatoma brasiliensis y Triatoma pseudomaculata en Brasil,
Rhodnius pallescens en Colombia y Panama o Triatoma pallidipennis en
Méjico. En este ciclo selvatico, los mamiferos también pueden adquirir la

infeccion al ingerir triatominos infectados.

Tabla 1. Principales especies de triatominos que predominan en los ciclos
domésticos y peridomésticos y juegan un papel importante en la epidemiologia

de la enfermedad de Chagas en América Latina (OMS, 2002).

Vector Localizacion |

) ] Argentina2, Bolivia, Brasilb, Chileb, Paraguay?, sur de
Triatoma infestans
Pert, Uruguay®

) ) Colombia, El Salvador, GuatemalaP, Honduras, sur de
Rhodnius prolixus
Méjico, Nicaragua, Venezuela

Belice, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador,
Triatoma dimidiata Guatemala, Honduras, Méjico, Nicaragua, Panama, norte

de Pert, Venezuela

Panstrongylus megistus Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay

Triatoma brasiliensis noreste de Brasil

ala transmision de T. cruzi se ha declarado interrumpida en 6 provincias de Argentina
y en el departamento I de Paraguay.
b La transmisién ha sido declarada interrumpida en todo el pais.
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2.4- Epidemiologia molecular

T. cruzi es una especie genéticamente heterogénea que se caracteriza
por una amplia variabilidad en sus caracteristicas biologicas y bioquimicas
(Macedo y Pena, 1998; Miles y col., 2003; Campbell y col., 2004). Los
diferentes clones de T. cruzi circulan tanto en ciclos domésticos como
selvaticos, afectando a seres humanos, insectos vectores y animales

(Macedo y col., 1998).

Debido a la falta de un consenso inicial, los aislados han recibido
diferentes denominaciones (Souto y col., 1996) que han llevado a una gran
confusion. Historicamente, T. cruzi se ha dividido en dos grandes grupos,
Tcl y Tcll; este ultimo a su vez se subdividié en cinco subgrupos (también
llamados unidades discretas de tipificacion [DTU]) designados como Tclla,
Tcllb, Tcllc, Tclld, Tclle. Recientemente se ha alcanzado un consenso por
el que se ha modificado la denominaciéon de estos seis linajes (Zingales y
col., 2009). De este modo, Tcl permanece como tal, y Tclla, Tcllb, Tcllc,
Tclld y Tclle se denominan como Tcll, Tclll, TcIV, TcV, TcVI,

respectivamente.

Tabla 2. Equivalencia de los genotipos de Trypanosoma cruzi.

Linaje 2 1 1/2a 1/2a

Linaje actual Tcl Tclll TcV TcVI TclV Tcll
DTU Tcl Tcllb Tclld Tclle Tcllc Tclla
Grupo T.cruzil T.cruzill

Linaje ancestral T.cruzil T.cruzill Hibridos T.cruzi 111

a 1/2 aislados con caracteristicas del linaje 1 y linaje 2

Debido a la complejidad antes mencionada, no se ha establecido una
asociacion bien definida entre los genotipos de T. cruziy la evolucion de la

infeccion humana, si bien esta mejor documentada su relacion geografica.
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En lineas generales, el genotipo Tcl esta implicado tanto en ciclos
domésticos como selvaticos, siendo transmitido principalmente por
triatominos del género Rhodnius. Este genotipo se ha descrito en la
mayoria de paises del continente americano y se detecta con mayor
frecuencia en casos de infeccion aguda y en las formas cardiacas de la
infeccion cronica. Los genotipos IIb (Tcll), IId (TcV) y Ile (TclV) son los mas
frecuentes en América del sur. Estos tres genotipos estan asociados
principalmente al ciclo doméstico y al vector Triatoma infestans. Tclld (TcV)
y Tclle (TcIV) han sido descritos en pacientes con afectacion cardiaca y
digestiva del Cono Sur (Carranza y col., 2009; Miles y col., 2009). Por el
contrario, la enfermedad de Chagas cronica con manifestaciones digestivas
es poco frecuente en la parte norte de Ameérica del Sur, Central y Méjico
donde TcI es el linaje predominante. El genotipo Tcllc (TclIll) se ha descrito
con mas frecuencia en ciclos selvaticos de Ameérica del Sur y junto con el
genotipo Tclla (TclV) sélo infecta de forma esporadica a seres humanos

(Bern y col., 2011).

En la Figura 3 se observa la distribucion geografica predominante de

los seis genotipos de T. cruzi (Petherick, 2010).

Algunos estudios han demostrado que la variabilidad genética de T.
cruzi tiene impacto en la variabilidad antigénica y puede influir en el

diagnostico de la infeccion (di Noia y col., 2002).

Un aspecto importante de la epidemiologia molecular de T. cruzi,
reside en la diferente susceptibilidad al tratamiento farmacolégico exhibida
por los diferentes genotipos. La existencia de cepas de T. cruzi con
resistencia intrinseca (Filardi y Brener, 1987; Murta y col., 2008) ha sido
considerado como uno de los factores que podria explicar la baja tasa de
curacion en algunos pacientes con Chagas tratados en zonas endémicas.
Esto se ha observado en la zona centro de Brasil en pacientes infectados
con cepas del tipo Tcl, comparadas con aquellos infectados con cepas Tcll
(Andrade y Magalhaes, 1996). Determinados estudios han demostrado que
Tclll, es altamente resistente (Andrade y Magalhaes, 1996; Toledo y col.,
2003, 2004).
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[ Selvatico (ciclo natural de transmision fuera de las viviendas)

Figura 3. Distribucion aproximada de los linajes de Trypanosoma cruzi. Tcl es
el principal responsable de la enfermedad de Chagas en el norte del
Amazonas; Tcll, TcV y TcVI en la region del Cono Sur; Tclll y TclV infecta al
hombre esporadicamente; TclIV tiene genotipos divergentes en el Norte y Sur

de Ameérica.

Recientemente, se ha descrito la existencia de una alta incidencia de
infecciones mixtas en seres humano (Solari y col.,, 2001) y vectores
(Bossero y col., 2000). Este hecho suscita interrogantes acerca de las
consecuencias relacionadas con la morbilidad, la dinamica de transmision
del parasito y la respuesta a la quimioterapia, pudiendo explicar la
variabilidad de la respuesta al tratamiento en pacientes fase cronica

tratados con benznidazol (Breniére y col., 1998).

Por otra parte, se ha sugerido que la epidemiologia molecular podria

desempenar un papel importante en el riesgo de transmision congénita, ya
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que se han descrito tasas variables de transmision en areas geograficas
diferentes donde predominan cepas distintas del parasito. El genotipo Tclld
(TcV) es el que mas frecuentemente se ha descrito en infecciones
congénitas. No obstante, este hecho podria estar reflejando el predominio
de este genotipo en Bolivia y Argentina, paises en los que se han llevado a
cabo estos estudios (Navin y col., 1985; Corrales y col., 2009). Ademas, en
los casos de transmision congénita todavia se desconoce si la poblacion
completa de T. cruzi materna o tan solo determinados clones se transmiten

a través de la placenta (Andrade, 1982).

2.5- Patogenia de la enfermedad de Chagas

Las lesiones tisulares en pacientes con enfermedad de Chagas se
pueden explicar a través de dos teorias: la persistencia del parasito y la

autoinmunidad (Texeira y col., 2011).

La teoria de la persistencia del parasito en el ser humano surgié a
partir de la deteccion de formas amastigotes de T. cruzi en tejido cardiaco
de un nino que falleci6 de infeccion aguda (Vianna, 1911). De acuerdo con
esta teoria, el parasito penetra en la célula del hospedador y establece una
infeccion croénica, persistiendo a pesar de activar la respuesta inmune en el
ser humano (Nagajyothi y col., 2012). La division del amastigote en el
interior celular produce la ruptura mecanica de la célula y la liberacion del
parasito al exterior atrayendo células inflamatorias, lo que explicaria las
lesiones caracteristicas a nivel cardiaco y digestivo de la fase cronica de la

enfermedad (Texeira y col., 2011).

La teoria de la autoinmunidad se fundamenta en la demostracion de
reacciones cruzadas de los anticuerpos del propio ser humano frente a
epitopos que presentan motivos aminoacidicos similares, o con una
conformacion tridimensional semejante a ciertos determinantes antigénicos
del parasito (Cunha-Neto y col., 1995; Kierszenbaum, 1999; Leon y
Engman, 2001).

Durante muchos anos los métodos tradicionales parasitologicos

directos (microscopia, hemocultivo y xenodiagnostico), menos sensibles
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que los moleculares, no pudieron demostrar la presencia del parasito en
los tejidos danados, y asi varios estudios postularon el fenémeno
autoinmune como el mecanismo principal responsable del dafo cardiaco
tardio (Cunha-Neto y col., 1996; Rassi y col., 2001; Iwai y col., 2005;
Marin-Neto y col., 2007). Esta hipotesis se basa en la ausencia aparente de
parasitos en lesiones cardiacas inflamatorias, y en la presencia de
respuestas autoinmunes en pacientes con cardiopatia chagasica causada
por auto anticuerpos o células T auto reactivas del hospedador (Kalil y

Cunha-Neto, 1996; Girones y col., 2005).

Sin embargo, la demostracion de la presencia de T. cruzi en el
miocardio mediante métodos mas sensibles (inmunohistoquimica, PCR),
sugieren que la presencia del parasito es necesaria para el inicio y
mantenimiento de la respuesta inflamatoria (Higuchi y col., 1993; Jones y
col., 1993; Lane y col., 1997). Asi, el papel que desempena el parasito es
critico, y por ello la terapia antiparasitaria puede prevenir la progresion de

la enfermedad en la fase cronica (Urbina y Docampo, 2003).

En conjunto, los resultados sugieren que la persistencia del parasito
en organos y tejidos es el estimulo primario para perpetuar la inflamacion,
y es responsable de incrementar la respuesta inmune frente al parasito
(Fernandes y Andrews, 2012). Por tanto, el tratamiento etiologico deberia
centrarse en el aclaramiento de la parasitemia. Pocos estudios han
demostrado la eficacia del tratamiento en la fase créonica de la enfermedad,
pero la demostracion del parasito en tejidos diana impide atribuir la
etiopatogenia exclusivamente a mecanismos inmunolégicos (Villa y col.,
2007). Algunos estudios han puesto de manifiesto que el tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas en fase croénica,
retrasa o previene la progresion clinica hacia formas graves cardiacas, pero
no se ha demostrado que sea capaz de eliminar el parasito (Viotti y col.,

1994; Cancado, 2002).

En la actualidad, la mayoria de los autores coinciden en que la
persistencia del parasito en los tejidos a bajas concentraciones, induce

dano tisular debido a una respuesta inflamatoria que es la responsable de
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la actividad autoinmune observada en la enfermedad de Chagas (Machado

y col., 2010).

3- Enfermedad de Chagas. Aspectos epidemiolégicos. Prevencion y

control
3.1- Prevalencia y distribucion geografica de la enfermedad

La enfermedad de Chagas es un fenémeno permanente en casi el
25% de la poblacion latinoamericana. Existe una amplia variedad en las
tasas de prevalencia, vias de transmision, caracteristicas de los parasitos,
patologia clinica y reservorios, segin el area geografica considerada. A
pesar de los adelantos en los estudios epidemiologicos de la enfermedad,
sigue resultando dificil determinar con exactitud su incidencia y

prevalencia.

La enfermedad de Chagas esta ampliamente distribuida desde la
latitud 42°N (Sur de Estados Unidos) a la latitud 46°S (Sur de Chile y
Argentina), afectando a 21 paises de Latinoamérica (Figura 4). Sin
embargo, la distribucion de vectores silvestres y reservorios es mayor a la

de la enfermedad humana (OMS, 1991).

0000
09000

Estimated number of cases s ctor smissi

® <1000 &@
L] 1000-99 999

= @ 100 000-999 999

. >=1000 000

1 No officially estimated cases

B Countries with ongoing vect

Figura 4. Distribucion de casos de infeccion por T. cruzi, basado en

estimaciones oficiales y estado de la transmision vectorial en todo el mundo

(2006-2009) (OMS, 2010,).
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Los cambios econémicos y sociales que se han producido en las
ultimas décadas, han estimulado la migracion humana desde las areas
rurales hacia las ciudades, lo que ha favorecido que las tasas de
incidencia, mortalidad y prevalencia estén en constante cambio. Se
desconoce el numero exacto de infectados, si bien la OMS estima que
afecta aproximadamente a unos 10 - 12 millones de personas, y entre un

20-30% de ellos desarrollaran enfermedad grave (OMS, 2005) (Tabla 3).

Tabla 3. Paises donde la enfermedad de Chagas es endémica y estimacion de

la seroprevalencia y numero de personas infectadas.

Pais endémicos Seroprevalencia Estimacion del n° de

estimada (%)P individuos infectadosP

América del Norte Méjico 1,03 1.100.000
América Central Belice 0,74 2.000
Costa Rica 0,54 23.000

El Salvador 3,37 232.000

Honduras 3,05 220.000

Guatemala 1,98 250.000

Nicaragua 1,14 58.600

Panama 0,01 21.000

América del Sur Argentina 4,13 1.600.000
Bolivia 6,75 620.000

Brasil 1,02 1.900.000

Chile 0,99 160.200

Colombia 0,96 436.000

Ecuador 1,74 230.000

Guyana 1,29 18.000

Surinam ND ND

Guayana Francesa ND ND

Paraguay 2,54 150.000

Peru 0,69 192.000

Uruguay 0,66 21.700

Venezuela 1,16 310.000

aPais o zonas de ese pais donde existe transmisién vectorial, o se producia hasta hace
poco

b Estimaciones del ano 2005 (Bern y Montgomery, 2009; OPS, 2006). ND, datos no
disponibles

La globalizacién, y con ella los grandes movimientos migratorios
poblacionales, ha tenido repercusiones no sé6lo en el ambito politico, social

y econOmico, sino también en el sanitario. En los ultimos afios ha ido
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aumentando el numero de personas de origen latinoamericano que ha
emigrado a zonas no endémicas, como es nuestro pais (Figura 5). Existen
pocos datos sobre la prevalencia de la enfermedad de Chagas en Europa,
en Espana se estima que en el ano 2009, entre 40.000 y 65.000 residentes
estaban infectados por T. cruzi (OMS, 2010y), mientras que en otros paises
europeos el rango estimado oscilaba entre 12.000 y 15.000 (Guerri-

Gutemberg y col., 2008).

Espana es sin duda uno de los paises europeos que recibe mas
inmigrantes procedentes de Ameérica Latina, con una desigual distribucion
en las diferentes comunidades autonomas. En la Region de Murcia los
datos del avance del Padron municipal de 2012 (INE, 2012) registraron
unas cifras de 71.702 personas de este origen, de las cuales 3.708
procedian de América Central y 67.994 de América del Sur y el 51,2% eran

mujeres.

[F— '-'T:ﬂr
Metiwgncs g
] e By
S-tq;"' "1._\_‘ I/‘:Im
e - hstra

= LT
' Srin., e gy
[y
D~.w'._-\:z-'q‘:'lr-|ll T "
] Swizeriand fman
S, Beftra
pn ——" il
AR

bt 9 o5t i

= Fanama
Honams="# Veneusa
H Sahadm ~ -
Soi

:mna""ﬁ;
infected indreidiek 00000

B 0100
B CG-S00
(=] 5001000
] 1000-2000 Rofrna ks
I OO0 Farmuy

([ £000-5500 ™ Uiy

B &700067 000 e~

Pesy

Argentina

] b=ta cnavalabie

Figura 5. Estimacion del numero de inmigrantes con infeccion por
Trypanosoma cruzi viviendo en zonas no endémicas. Datos proporcionados por
Canada, Australia y Japon en 2006 (Schmunis, 2007), Estados Unidos en
2005 (Bern y Montgomery, 2009), Espafa en 2008 (Gascon y col., 2010) y
otros paises europeos en 2004-06 (Guerri-Guttemberg y col., 2008).
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3.2- Modos de transmision

3.2.1-Modos de transmision en zona endémica

Transmision vectorial. La transmision vectorial se produce
exclusivamente en Ameérica, donde continua siendo el principal mecanismo
de adquirir la infeccion. La enfermedad de Chagas es transmitida a las
personas y a mas de 150 especies de animales domésticos y animales
salvajes (roedores, marsupiales y armadillos) por insectos reduvideos de la
subfamilia Triatominae. Aunque se han identificado mas de 130 especies
de triatominos, so6lo unos cuantos son vectores competentes para T. cruzi
(Lent y Wygodzinsky, 1979; Galvao y col., 2003). Las tres especies de
vectores mas importantes en la transmision de la enfermedad al hombre
son Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata (OMS,

2002).

La infeccion se produce a través del contacto de la piel abierta o
mucosas con las heces de un insecto triatomino infectado (conocido con los
nombres de chinche besucona, benchuca, vinchuca, chipo o barbeiro), el

cual se alimenta de la sangre de seres humanos y animales.

Transmision sanguinea. La transmision por transfusion fue
postulada en 1936 y documentada por primera vez en 1952 (Freitas y col.,
1952; Wendel y Brener, 1992). La transfusion de sangre completa o
hemoderivados (excepto productos liofilizados), es el segundo modo en
importancia de adquirir la enfermedad de Chagas en paises endémicos, y
responsable de aproximadamente el 10% de los casos de infeccion por T.

cruzi.

El riesgo de adquirir la infeccion tras una transfusion de sangre de
un donante infectado se estima que oscila entre 10-25% (Schmunis, 1999).
En 1991, la prevalencia de infeccion por T. cruzi en donantes de sangre en

América Latina variaba del 1 al 60% segun las ciudades (Schmunis, 1991).

Transmision congénita. La probabilidad de transmision congénita
en ninos de madres infectadas con enfermedad de Chagas varia del 1-10%

(Azogue y Darras, 1991; Basombrio y col., 1999; Torrico y col., 2004). Se
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estima que aproximadamente se producen mas de 15.000 casos por ano de

infeccion congénita por T. cruzi (OPS, 2006).

Existe una alta variabilidad en las seroprevalencias reportadas entre
mujeres embarazadas en Ameérica Latina, con rangos tan dispares que
oscilan entre 0,7 y 70,5% (Russomando y col., 2005; Chippaux y col.,
2009; Sosa-Estani y col., 2008) dependiendo del pais, entorno rural o
urbano, edad de la madre (Brutus y col., 2008) y técnica de laboratorio

empleada para el cribado (Brutus y col., 2009).

Aunque las prevalencias mas altas de infeccion maternal se siguen
describiendo en areas rurales de Bolivia (Brutus y col., 2007), la mayoria
de los paises endémicos, en los ultimos anos, han reportado un descenso
de la prevalencia de infeccion por T. cruzi entre los recién nacidos (Torrico y
col., 2004). Estos cambios son probablemente un reflejo del éxito de los
programas de control de vectores y de las mejoras de las condiciones

socioeconomicas (Torrico y col., 2004).

Transmision por organos trasplantados. Los receptores sanos de
organos de donantes infectados con T. cruzi pueden desarrollar una
infeccion aguda. Sin embargo, la transmision no es universal; en una serie
de 16 receptores de rindn sanos, solo 3 (19%) adquirieron la infeccion por
T. cruzi (Riarte y col., 1999). Hasta el momento, se han documentado en la
literatura 19 casos de transmision por o6rganos trasplantados (13 renales,
1 reno-pancreatico, 3 hepaticos, 2 cardiacos) (Barcan y col., 2005; CDC,
2002; Chocair y col., 1981; Kun y col., 2009; Riarte y col., 1999; Souza y
col.,, 2008). Se ha demostrado que el riesgo de adquirir la infeccion es
mayor cuando se trata de un trasplante cardiaco que de un trasplante

renal o hepatico (Chin-Hong y col., 2011).

Transmision oral. Recientemente, se ha incrementado la atencion
en la ruta de transmision oral por ingestion de alimentos contaminados
con triatominos o sus deyecciones. Se han producido varios brotes
atribuidos a fruta contaminada o zumo de cana de azucar en Brasil y
Venezuela (Beltrao y col., 2009; de Noya y col., 2010; Nobrega y col., 2009).

La mayoria de los brotes son pequenos y afectan a grupos familiares en la
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region Amazonica, donde la fruta de la palma es un componente
importante de su dieta y parece ser particularmente susceptible a la
contaminacion, probablemente debido a que los vectores viven en estos
arboles (Coura y col., 2002). El mayor brote hasta la fecha, afectéo a mas de
100 personas, entre estudiantes y profesores, de una escuela en Caracas;
el zumo de guayaba preparado localmente fue el responsable (de Noya y
col., 2010).

La transmision de T. cruzi a través de la leche materna sé6lo ha sido
sugerida en una ocasion (Medinas-Lopes, 1988), ya que la mayoria de
estudios ha descartado la presencia del parasito en la leche de mujeres con
enfermedad de Chagas cronica (Bittencourt, 1988; Amato y col., 1992).
Ademas, las formas tripomastigotes del torrente sanguineo materno, a
diferencia de los tripomastigotes metaciclicos presentes en el vector, no son
capaces de sobrevivir al jugo gastrico (Hoft, 1996; Hoft y col., 1996), lo que

impediria su transmisién al recién nacido.

Transmision accidental. Otro modo de transmision menos
frecuente seria la contaminacion accidental durante el trabajo en el
laboratorio, donde se incluye la ruta conjuntival a través de los aerosoles
formados durante la centrifugacion o pinchazos con jeringas contaminadas

(Herwaldt, 2001).

3.2.2- Modos de transmision en zona no endémica

Dado que los vectores y el reservorio animal s6lo se hallan en el
continente americano, en los paises no endémicos, como es el caso de
Espana, la transmision es exclusivamente interhumana mediante
mecanismo horizontal, como la donacién de 6rganos o hemoderivados, y
vertical o materno-fetal (Gascon, 2005); formas de transmision evitables si

se realiza un control correcto.

Transmision sanguinea. En paises no endémicos, la transfusion
sanguinea es una de las principales vias de adquirir la infeccion

(Schmunis, 1991).
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Debido al aumento progresivo de los casos de enfermedad de Chagas
en Espana, desde septiembre de 2005, la legislacion espanola en el Real
Decreto 1088/2005 (BOE, 2005), establece la necesidad de realizar un
cribado universal en todos los donantes con riesgo de estar infectados por
T. cruzi. Los donantes considerados de riesgo por el Ministerio de Sanidad,
incluye a personas nacidas en areas endémicas, aquellas nacidas de madre
nativa de zona endémica, y aquellos que han recibido una transfusion o
han pasado largos periodos de tiempo (un mes o mas en areas rurales

principalmente) en area endémica.

En los ultimos 22 anos, antes de la instauracion del Real Decreto, se
produjeron al menos, seis casos de transmision de enfermedad de Chagas

por transfusion en Espana (Forés y col., 2007; Flores-Chavez y col., 2008).

Ademas, el 14 de marzo de 2008 se public6 el Plan Nacional de
Sangre de Cordon, donde se recogen las mismas recomendaciones que en

el caso de la transfusion sanguinea para todo potencial donante.

Transmision vertical. La transmision congénita de T. cruzi en areas
donde no existe transmision vectorial, se esta convirtiendo en un

importante problema sanitario (Brutus y col., 2009; Munoz y col., 2009).

La transmision de T. cruzi de madre a hijo, al contrario que en otras
enfermedades infecciosas de posible transmisiéon congénita, puede ocurrir

tanto en la fase aguda como en la fase cronica:

- Fase aguda: la transmisibilidad es alta pero la situacion
infrecuente, por mayor riesgo de infeccion transplacentaria (Bittencourt,
1992).

- Fase cronica: la transmisibilidad es baja pero la situacion
mucho mas frecuente (Moretti y col., 2005). En nuestro pais, donde no
existe el vector de la enfermedad, esta posibilidad es la importante, de ahi
que resulte critico el detectar a las mujeres inmigrantes originarias de
areas endémicas, aquellas que hayan vivido en estas areas o que han

recibido transfusiones de sangre en ellas.
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En los casos de infeccion cronica, el paso transplacentario de la
enfermedad de Chagas es menos frecuente (escasa parasitemia sin
manifestaciones clinicas), y se ha establecido que, por lo general, se
produce entre las 19 y las 37 semanas de edad gestacional y es mas alto
entre las 22 y las 26 semanas. Si la transmision vertical se produce a una

edad gestacional temprana, es posible la presencia de fetopatia.

En las zonas no endémicas en las que se han producido migraciones
sin vector de transmision, se estima que la transmision madre-hijo se sitaa

entre el 5-6% (Brutus y col., 2008).

Entre los factores involucrados para que se produzca la transmision
de la infeccion de una madre al feto, se cita la cepa de T. cruzi, la carga
parasitaria en el huésped (Salas y col., 2007), el estado inmunolégico
(Hermann y col., 2004), la historia obstétrica y el estadio materno
(Bittencourt, 1992). Sin embargo, los mecanismos de transmision materno-
fetal del parasito no han sido todavia claramente elucidados. No hay
manera de predecir si una mujer infectada transmitira o no el parasito a

su bebé.

En ausencia de transmision materno-fetal de T. cruzi, la infeccion
materna cronica no tiene consecuencias sobre el curso del embarazo y el
desarrollo fetal (Torrico y col. 2004; Brabin, 1992; Torrico y col., 2005). Sin
embargo, se debe tener en cuenta que si la madre esta infectada, el riesgo

de transmision esta presente en cada embarazo (Freilij y col., 1994).

En Espana, sélo algunas comunidades auténomas, como Valencia
(Generalitat Valenciana, 2009) y Cataluna (Generalitat de Catalunya,
2010), disponen de protocolos de cribado en las mujeres embarazadas
procedentes de América Latina para prevenir la transmision congénita. El
resto de Espaha, no ha adoptado ninguna medida gubernamental

preventiva hasta el momento.
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3.3- Prevencion y control de la enfermedad

La enfermedad de Chagas no puede ser erradicada porque es una
zoonosis. El gran numero de reservorios animales hace imposible la

eliminacion de todas las fuentes de infeccion.

Debido a la escasa eficacia del tratamiento farmacologico y a la
inexistencia de una vacuna, el control de la transmision por 7. cruzi en
paises endémicos depende necesariamente del control de la transmision
vectorial (disminucion de la poblacion domiciliaria del vector, a través de
los programas de fumigacion con insecticidas, mejora de las condiciones de
las viviendas y sensibilizacion de las personas vulnerables) y prevencion de
la transmision mediante mecanismos no vectoriales. Estas medidas, junto
con el cribado serolégico de los donantes de sangre, han disminuido de

manera notable la transmision del parasito en muchos paises endémicos.

El control de la enfermedad de Chagas también requiere un
adecuado tratamiento antiparasitario de los individuos infectados
cronicamente (Rassi y col., 2009). Por ello, es urgente la busqueda y
comercializacion de nuevas drogas con menos efectos secundarios y una
mayor actividad tripanocida. Sin embargo, la eliminacion de T. cruzi o al
menos la reduccion de la carga parasitaria en individuos infectados, es
posible con los tratamientos disponibles en la actualidad (benznidazol y
nifurtimox). De este modo, el tratamiento de pacientes con infeccion
cronica por T. cruzi constituye una oportunidad uUnica para detener o
ralentizar la progresion de la enfermedad. El suministro limitado de los
farmacos nitroimidazolicos en determinadas areas de Ameérica Latina, asi
como la ausencia de formulaciones pediatricas, suponen una barrera

adicional en la lucha contra esta enfermedad.

Ademas, seria conveniente disponer de mejores ensayos
(parasitologicos, serologicos o moleculares), especialmente test rapidos,
para el diagnostico de la fase aguda y crénica, asi como para confirmar la

cura tras el tratamiento (MSC, 2008).

22



I Introduccion

Principios para el control de la Enfermedad de Chagas

* Control vectorial (fumigacion residual, mejora de las
viviendas)

e Profilaxis personal (mosquiteras)

* Control serologico en los bancos de sangre

* Tratamiento de las personas infectadas

3.3.1- Iniciativas subregionales para la interrupcion de la

transmision

El abordaje subregional adoptado en los diferentes paises de
Latinoamérica para enfrentar el problema de la enfermedad de Chagas,
tiene su fundamento en criterios entomologicos y epidemiologicos, pero en
general los objetivos son eliminar la transmision vectorial y por transfusion
del parasito, estableciéndose estrategias de intervencion diferenciadas

segun los criterios mencionados.

Los esfuerzos de la comunidad cientifica latinoamericana para el
control de la enfermedad, han logrado a lo largo de estos ultimos anos que
se reconozca la importancia de la enfermedad, y se establezcan e
implementen medidas de control efectivas para sus diferentes formas de
transmision. En la actualidad, existen programas de control en muchas
areas endémicas. De hecho, las “Iniciativas” de los paises del Cono Sur, la
de los paises Andinos y la de los paises de Centroamérica estan dando sus

frutos.

El éxito de las campanas de fumigacion en Argentina, Brasil, Chile y
Venezuela antes de 1970 (Dias y col., 2002) anim6 a otros paises a adoptar
medidas similares. En 1991, Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y
Uruguay formaron la Iniciativa del Cono Sur, dirigida a la eliminacion de
Triatoma infestans y a la interrupcion de la transmision de la enfermedad

de Chagas a través de las transfusiones (Schofield y Dias, 1999).
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Tras el éxito de estas acciones coordinadas, en 1997, Colombia,
Ecuador, Perd y Venezuela formaron la Iniciativa de los Paises Andinos
para la lucha contra los vectores, implementando estrategias de control
adaptadas a las condiciones entomologicas locales. Un ano mas tarde,
Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Méjico y Nicaragua se
unieron para dar lugar a la Iniciativa de los Paises de América Central.
Estos dos ultimos programas también implementaron el cribado universal
de sangre. Hoy en dia, la enfermedad de Chagas aguda ha sido eliminada
de muchas areas rurales, y el coste-beneficio de las distintas iniciativas es
altamente positivo. La transmision vectorial ha sido eliminada en Uruguay
y Chile, y en amplias partes de Brasil y Argentina. Durante 1999,
estimaciones del numero de personas infectadas sugerian que la
prevalencia estaba disminuyendo (Dias y col., 2002). La cronicidad de la
enfermedad y la ausencia de tratamiento en masa, sin embargo, ponen en

peligro el control si la vigilancia disminuye una vez alcanzado el objetivo.

El mayor riesgo para el futuro de la enfermedad de Chagas es el que
muestran las tendencias actuales de los programas de control en los
diferentes paises con logros obtenidos. Si bien es cierto que las acciones de
control vectorial han permitido la eliminacion de insectos vectores
domiciliados, lo cual ha dado como resultado un descenso en la incidencia
de la enfermedad, todavia hay cerca de 8 a 10 millones de individuos
infectados debido a que se presentan escenarios epidemiologicos muy
diversos en el continente, razén por la cual atin queda un largo camino por

recorrer en el control y la prevencion de la enfermedad.

Recientemente, se ha creado la Iniciativa Amazoénica, en la cual se
reconoce a la enfermedad de Chagas como un problema emergente que
debe ser vigilado de manera adecuada por los nueve paises que integran la
cuenca amazonica. A pesar que durante mucho tiempo se ha considerado
una region no endémica, el incremento en los cambios ecologicos asociados
a las intensas migraciones humanas, ha posibilitado el aumento casi
exponencial del nimero de casos de infeccion humana durante la ultima

década.
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Es importante en el futuro inmediato plantear estrategias y politicas

de control y vigilancia permanente.

4- Enfermedad de Chagas. Aspectos clinicos
4.1- Manifestaciones clinicas

La enfermedad de Chagas pasa por dos estadios sucesivos: una fase

aguda y otra fase cronica (Prata, 2001).
4.1.1- Fase aguda

La enfermedad de Chagas en fase aguda puede ocurrir a cualquier
edad, no obstante, la mayoria de los casos se producen en ninos menores
de 12 anos, con una mayor frecuencia en los cinco primeros anos de vida.
En la mayoria de las personas, independientemente del modo de
transmision, la infeccion aguda es normalmente asintomatica, debido

probablemente a la baja carga parasitaria.

Los primeros signos de la enfermedad de Chagas aguda suelen
aparecer a la semana de la infestacion. En esta etapa, se observan
sintomas en el 1-5% de los infectados; en zonas endémicas, los signos
clasicos segun la puerta de entrada, son el signo de Romana y el chagoma
de inoculacion, que es clinicamente evidente en menos del 5% de los casos.
El chagoma es una zona eritematosa e indurada en el lugar de entrada del
parasito que aparece una o dos semanas después de la picadura del
triatomino; suele ser indoloro o levemente doloroso, y se acompana de
adenopatia satélite. El signo de Romana, se produce cuando la via de
entrada es conjuntival y se manifiesta por edema indoloro, bipalpebral y
unilateral. En general, los sintomas son muy inespecificos, y en ocasiones
se confunden con un resfriado comun. Los primeros signos se acompanan
de malestar general, fiebre, anorexia y edema facial y de extremidades
inferiores. También puede cursar con una erupcion morbiliforme,
linfadenopatias y hepatoesplenomegalia. La miocarditis grave, aunque es

poco frecuente, causa la mayor parte de las muertes en la fase aguda
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(Acquatella, 2007). Los manifestaciones clinicas neuroldogicas son raras,

pero se han comunicado casos de meningoencefalitis (Maguire, 2004).

En las infecciones congénitas, el 65% de los pacientes permanecen
asintomaticos. Los sintomas pueden aparecer al nacer o desarrollarse en
las semanas posteriores al nacimiento. Las manifestaciones clinicas mas
comunes son hipotonicidad, fiebre, hepatoesplenomegalia y anemia.
También podemos encontrar prematuridad, bajo peso al nacer y Apgar bajo
(Bittencourt, 1976; Freilij y Altcheh, 1995). Las infecciones intrauterinas se

han asociado con aborto y placentitis.

La historia natural de la enfermedad de Chagas en el ser humano

aparece resumida en la Figura 7.
4.1.2- Fase cronica

Las manifestaciones agudas de la infeccién por T. cruzi desaparecen
de forma espontanea en casi todos los enfermos tras 4-8 semanas, dando
paso a la fase indeterminada o asintomatica cronica. La mayor parte de
los individuos infectados nunca desarrollara alteraciones cronicas de la
enfermedad, aunque estos puedan ser reconocidos por pruebas
serologicas. Se calcula que el 20-30% de las personas infectadas
evolucionan a formas sintomaticas (Rassi y col.,, 2010). Las
manifestaciones clinicas pueden ser de diferente gravedad, afectando a
diversos organos, principalmente corazon y sistema digestivo (Figura 6). De
forma menos frecuente afecta al sistema nervioso, ocasionando formas

neurologicas que son mas comunes en inmunodeprimidos (Prata, 2001).
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NV v

Figura 6. Manifestaciones clinicas mas frecuentes en la fase cronica de la

enfermedad de Chagas. A) Dilatacion del corazéon B) Megaesofago C)

Megacolon

4.1.2.1- Afectacion cardiaca

La forma cardiaca es la manifestacion mas grave y frecuente de la
enfermedad de Chagas cronica. El tipo, la gravedad y el tiempo necesario
para el desarrollo de las alteraciones cardiacas son bastante variables y de
cierta forma imprevisibles. En cerca del 15-20% de los pacientes, las
alteraciones cardiacas seran leves, manifestadas apenas por alteraciones
electrocardiograficas (cambios de la conduccion intraventricular o atrio-
ventricular, arritmias ventriculares no sostenidas y grados variables de
disfuncion sinusal asintomatica) y/o alteraciones discretas de la
contractilidad global o segmentaria, sin morbi-mortalidad relevante. En
otro 15-20% de los casos, la alteracion cardiaca sera mas acentuada, con
afectacion mas importante de la funcidon ventricular, resultando en
insuficiencia cardiaca, bradiarritmias sintomaticas, taquiarritmias
ventriculares sostenidas graves, fenomenos tromboembdlicos y/o muerte

subita (Carod-Artal, 20006).
4.1.2.2- Afectacion digestiva

La frecuencia de afectacion digestiva varia segin el area geografica
donde nos encontremos, siendo predominante en la parte sur y central de
Sudameérica (Argentina, Bolivia, Chile, Paraguay, sur de Peru, Uruguay y
centro de Brasil) y casi inexistente en otras zonas endémicas como

Venezuela o Colombia.
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El 10-15% de los pacientes en fase cronica desarrollaran
alteraciones digestivas. T. cruzi afecta principalmente al eséfago y al colon,
siendo mas frecuente la primera afectacion. En ambos casos la evolucion

final es hacia un megaesofago y megacolon, respectivamente.

En el caso de megaesofago las alteraciones digestivas que suele
causar son: disfagia con odinofagia, combinado con dolor epigastrico,
regurgitacion, ptialismo, y malnutricion en los casos graves. En estadios
avanzados puede producirse esofagitis y mas raramente carcinoma de

esofago.

El megacolon afecta principalmente a la parte mas distal (sigma y
recto) (de Rezende y Moreira, 1988), o una combinacion de ellos. Los
sintomas clinicos que produce son estrenimiento cronico, distension
abdominal, y en estadios avanzados puede provocar obstruccion por la
formacion de fecalomas en la ampolla rectal, dolor abdominal agudo por

volvulus o perforacion por decubito.

La afectacion del colon suele ir acompanada de afectacion esofagica,
fundamentalmente en edades avanzadas. La afectacion esofagica es
progresiva en algunos pacientes, evolucionando de manera independiente a

la cardiopatia si esta existe.

A pesar de la menor frecuencia y menor gravedad de las alteraciones
digestivas en comparacion con las cardiacas, éstas suponen un gran
sufrimiento para las personas afectadas con un importante deterioro en su

calidad de vida.
4.1.2.3- Afectacion del sistema nervioso periférico

Mucho menos frecuente que las anteriores, produce una neuritis que
se presenta fundamentalmente con parestesia e hipoestesia en miembros y

disminucion o abolicion de los reflejos osteo-tendinosos.

La realizacion de un electromiograma nos mostrara la destruccion de

las neuronas motoras y las fibras sensitivas periféricas (Prata, 2001).
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Figura 7. Historia natural de la enfermedad de Chagas.

4.2- Tratamiento

Los farmacos actualmente aceptados para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas son benznidazol (Rochagan®, Radanil®, Roche) y
nifurtimox (Lampit®, Bayer Health Care) (Apt, 2010). Ambos farmacos
demostraron rapidamente su efectividad en el tratamiento de las
infecciones agudas, pero fueron ampliamente ignorados en el tratamiento
de las infecciones cronicas debido a la elevada frecuencia de reacciones
adversas, bajos indices de curacion y a la falta de un consenso
internacional sobre los criterios diagnosticos y parasitologicos de curacion
(Jannin y Villa, 2007). Ambas drogas son activas en la fase aguda,
ayudando a controlar la enfermedad y disminuyendo la probabilidad de

desarrollar cronicidad.
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Figura 8. Representacion de la formula quimica de los compuestos: a)

benznidazol y b) nifurtimox

Benznidazol es un nitroimidazol (N-bencil-2-nitroimidazol acetamida)
usado en terapia humana desde 1978. Inhibe la sintesis de ARN y genera
acumulacion de superoxidos. Con un metabolismo de eliminacion mixto
(70% hepatico y 30% renal), su posologia es de 5-7mg/kg/dia durante 60
dias en adultos y 5-10 mg/kg/dia durante 90 dias en ninos. No es
necesario ajuste de dosis en el caso de insuficiencia renal o hepatica.
Modelos animales han demostrado que es capaz de atravesar la placenta y
tiene efectos teratogénicos, por lo que el benznidazol no debe administrarse
en el embarazo (Castro y col., 2006). Su principal efecto secundario se
caracteriza por reacciones de hipersensibilidad al principio del tratamiento
(dias 7-10), toxicidad medular (dias 20-30) y neuropatias periféricas al final
del tratamiento, normalmente después de una dosis acumulativa de 18

gramos.

Nifurtimox es un nitrofurano (5-nitrofurano 3-metil-4-(5 -nitrofur
lideneamina) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido) también usado desde
1970. Su mecanismo de accion es por toxicidad en el ADN del parasito
debido a la acumulacion de radicales libres y superoxidos. Se metaboliza a
través del higado y su posologia es de 8-10 mg/kg/dias durante 90 dias en
adultos y 15 mg/kg/dia durante 90 dias en ninos. Sus principales efectos
adversos son manifestaciones digestivas (nauseas, voOmitos, diarrea,
anorexia, pérdida de peso) y manifestaciones neuropsiquiatricas

(irritabilidad, alteracion del sueno y neuropatias periféricas).
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Un punto importante a tener en cuenta es que ambos farmacos son
recomendados, pero no estan totalmente validados por la medicina basada
en la evidencia, y tampoco estan claramente permitidos por la US Food and

Drug Administration (FDA) o la Agencia Europea del Medicamento (AEM).

Actualmente se estan estudiando nuevos enfoques para el
tratamiento especifico de esta infeccion, basados en el conocimiento de la
bioquimica y fisiologia del T. cruzi en los ultimos anos, que prometen ser
mas eficaces contra el parasito y tolerables para el paciente. Entre las
moléculas mas prometedoras se encuentran inhibidores especificos de la
biosintesis del ergosterol, concretamente nuevos derivados triazolicos que
bloquean la C14a desmetilasa de los esteroles. Los agentes mas avanzados

de este tipo son el posaconazol y el ravuconazol.

El Posaconazol (POS) es un triazol de amplio espectro actualmente
aprobado para el tratamiento de infecciones por hongos agresivas (DOC ID
3771208, 2010). POS inhibe el ergosterol y tiene un perfil farmacocinético
favorable, con una vida media prolongada y buen volumen de distribucion.
POS esta considerado como una buena alternativa de tratamiento para
erradicacion del amastigote intracelular, que es el que predomina en la
fase cronica de la enfermedad de Chagas (DOC ID 3771208, 2010). La
concentracion inhibitoria minima de POS que es eficaz para tratar los
amastigotes de T. cruzi es de 0,3 nM, 1000 veces menor que la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de BNZ (Urbina y col, 1998). En
modelos murinos de enfermedad de Chagas cronica, POS ha demostrado
que al menos es tan efectivo como el benznidazol (Molina y col., 2000), con
una tasa de cura parasitaria del 60% al 75%, determinada mediante la
demostracién de ausencia de parasitos después del tratamiento (Urbina y
col., 1998). Una publicacion reciente, ha documentado un tratamiento
exitoso con POS en una mujer con enfermedad de Chagas cronica que se
encontraba recibiendo tratamiento inmunosupresivo para el manejo de

lupus eritematoso (Pinazo y col., 2010,).

Actualmente, se esta realizando el estudio STOP-CHAGAS, que es un

estudio randomizado multicéntrico, de fase II, que explora la eficacia del
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POS comparado contra BNZ en pacientes en la llamada fase indeterminada

de la enfermedad de Chagas sin evidencia de compromiso cardiomiopatico.

El E1224 es un profarmaco del ravuconazol y candidato prometedor
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, por su perfil de
bioseguridad benigno, sus resultados farmacocinéticos y sus prometedores

resultados tanto in vivo como in vitro.

Otros compuestos que podrian desarrollarse en la proxima década
incluyen inhibidores de proteasas especificas del parasito (cruzipaina) y
bifosfonatos, e inhibidores de la enzima farnesildifosfato sintetasa y/o
hexoquinasa del parasito. Enfoques quimioterapeuticos mas recientes
incluyen inhibidores de diferentes enzimas (tripanotion reductasa,
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa, prenil-transferasa de
proteina), inhibidores de la biosintesis de fosfolipidos, e inhibidores de la
biosintesis del ergosterol que actuan a nivel de la enzima escualeno

sintetasa y oxidoescualeno ciclasa.

El tratamiento con mas de un agente terapéutico ha demostrado su
eficacia en multiples enfermedades infecciosas. La eficacia aumentada de
los tratamientos combinados debido a efectos sinérgicos ayuda a reducir la
dosis de cada uno de los farmacos, lo que disminuye la aparicion de efectos
adversos. Asi, tratamientos combinados como nifurtimox mas benznidazol,
nifurtimox o benznidazol mas alopurinol, nifurtimox o benznidazol mas
ketoconazol, fluconazol o itraconazol han mostrado resultados
prometedores en el tratamiento de la enfermedad de Chagas (Araujo y col.,

2000; Rodrigues, 2009).

5- Coinfeccion Trypanosoma cruzi con otros patogenos
5.1- Helicobacter pylori

El género Helicobacter pertenece al orden Campylobacterales, familia
Helicobacteriacea que incluye diferentes géneros (Wolinella, Flexispira,
sulfurimonas, Thiomicrospira y Thiovulum). Hasta la fecha, el género

Helicobacter consta de 20 especies reconocidas. Todos los miembros del
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género son microaerofilos, en la mayoria de los casos catalasa y oxidasa

positivo, y algunos de ellos ureasa positivos.

H. pylori es una bacteria gram negativa con un tamano de 2-4 um de
largo y 0,5-1 um de ancho. Aunque normalmente tiene forma espiral,
puede aparecer como bacilo o coco tras tratamiento antibiotico o cultivo
prolongado (Kusters y col., 1999). Posee de 2 a 6 flagelos unipolares que le
confieren movilidad, y le permiten moverse con rapidez en soluciones
viscosas como la capa mucosa que cubre las células epiteliales gastricas

(O"Toole y col., 2000).

Desde 1984, ano en el que se aislo por primera vez este
microorganismo en cultivo (Marshall y Warren, 1984), se ha recogido una
gran cantidad de informacion acerca de la prevalencia de H. pylori. Las
tasas mas altas de portadores se encuentran en los paises en vias de
desarrollo, donde el 70-90% de la poblacion esta colonizada, la mayoria

antes de los diez anos (Perez-Perez y col., 2004).

A diferencia de esta situacion, en paises desarrollados como EEUU,
se ha observado que la incidencia de colonizacion por H. pylori en
individuos sanos es relativamente baja durante la infancia, pero aumenta
hasta alrededor del 40% en los adultos (Pounder, 1995). Dentro de las
areas geograficas, la prevalencia esta inversamente relacionada con el
estatus socioeconémico, en particular con las condiciones de vida durante
la infancia (Malaty y Graham, 1994). Estos estudios también han
demostrado que del 70 al 100% de los pacientes con gastritis, ulceras
gastricas y ulceras duodenales estan infectado por H. pylori. Se cree que la
colonizacion persiste durante toda la vida del individuo, salvo que este

reciba tratamiento especifico.

La colonizacion por H. pylori determina de forma invariable datos
histologicos de gastritis, es decir, infiltracion por neutréfilos y células
mononucleares en la mucosa gastrica. La fase aguda de la gastritis se
caracteriza por una sensacion de plenitud, nauseas, vOmitos e
hipoclorhidria. Esto puede evolucionar a gastritis cronica, en la que la

enfermedad se limita al antro gastrico en pacientes con una secrecion
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normal, o afecta a todo el estomago cuando se suprime la secrecion acida.
Un 10-15% de los pacientes con gastritis cronica desarrollaran ulceras

pépticas.

La gastritis cronica acaba sustituyendo la mucosa gastrica normal
por fibrosis con proliferacion de un epitelio de tipo intestinal. Este proceso
aumenta el riesgo de sufrir un carcinoma gastrico casi cien veces. Este
riesgo viene condicionado por la cepa de H. pylori y la respuesta del
anfitrion (cepas cagA positivas y elevada produccion de IL-1 se asocian a

un mayor riesgo de cancer).

Las infecciones por H. pylori se asocian también a infiltracion por
tejido linfoide de la mucosa gastrica. En un numero de pacientes pequeno,
se puede producir una poblacion monoclonal de linfocitos B que

evolucionan a un linfoma MALT.

H. pylori, también se ha relacionado con una variedad de patologias
extradigestivas; entre ellas las mas estudiadas son las enfermedades
dermatologicas (rosacea y urticaria cronica) y el aumento del riesgo de
enfermedad coronaria en el adulto. Son numerosos los estudios que se han
realizado con la finalidad de intentar demostrar la relacion causa-efecto

entre la infeccion de H. pyloriy la enfermedad isquémica coronaria.

Aunque son muchos los trabajos realizados, sobre todo los que
analizan la relacion seroepidemiologica entre la infeccion por H. pyloriy la
enfermedad coronaria, fueron Mendall y colaboradores (1994) los primeros
en publicar un estudio en el que demostraron que los pacientes con una
patologia isquémica cardiaca presentaban un titulo serologico de
anticuerpos frente a H. pylori mayor que los sujetos control.
Posteriormente, se publicé un nuevo estudio (Patel y col., 1995) en el que
se reafirmaba esta asociacion. Asi mismo, se sugiere que esta asociacion
podria ser explicada por los efectos a largo plazo del proceso inflamatorio,
lo que incluye un incremento en los niveles de fibrinogeno, proteina C

reactiva, acido sialico y otras proteinas de fase aguda.
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Antes del descubrimiento de H. pylori, la gastritis cronica que
encontramos comunmente en los pacientes con enfermedad de Chagas,
sobre todo en aquellos con formas digestivas, habia sido atribuida
formalmente al reflujo gastrico-duodenal, asi como a la hipomotilidad e
hipoclorhidria, que como resultado de la infeccion por T. cruzi producia un
dano en el sistema nervioso entérico (Troncon y col., 1984; Rezende y col.,

1985; Romanello y col., 1991; Oliveira y col., 1998).

Posteriormente, algunos estudios demostraron una alta prevalencia
de infecciéon por H. pylori en pacientes con enfermedad de Chagas (Barbosa
y col., 1993; Oliveira y col., 1997; Nascimento y col., 2002; Pinazo y col.,
2010y)

5.2- Helmintos
5.2.1-Geohelmintos y Schistosoma

La prevalencia e intensidad de las infestaciones producidas por
geohelmintos y Schistosoma, con su profundo impacto sobre la salud y
desarrollo humano, continian siendo elevadas. Se estima que mas de
2.000 millones de personas, aproximadamente la tercera parte de la
poblacion mundial, estan infestadas por uno o mas de estos parasitos
(Tabla 4). De éstas, cerca de 300 millones sufren formas clinicas graves, y
unas 155.000 mueren cada ano por causas atribuibles a estas parasitosis

(Crompton, 1999).

Tabla 4. Estimaciones de la prevalencia de infestacion, morbilidad y

mortalidad mundial causadas por geohelmintos y Schistosoma.

Prevalencia Morbilidad
Parasitos Mortalidad
(millones) (millones)
Ascaris lumbricoides 1450 350 60.000
Uncinarias 1300 150 65.000
Trichuris trichiura 1050 220 10.000
Schistosoma 200 20 20.000

Fuente: adaptado de Crompton, 1999
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Partiendo de estas cifras, se ha considerado que las geohelmintosis y
las esquistosomosis representan mas del 40% de la carga mundial
correspondiente a las enfermedades tropicales, excluyendo la malaria o

paludismo (OMS, 1999).

Las infestaciones producidas por geohelmintos estan presentes en
practicamente todas las zonas tropicales y subtropicales del planeta, en
especial en las areas de mayor atraso socioeconomico (por ejemplo, la
mayor parte de los paises africanos subsaharianos y las poblaciones
indigenas, asi como los asentamientos periurbanos de extrema pobreza en

Ameérica).

Las infestaciones producidas por geohelmintos estan presentes en
practicamente todas las zonas tropicales y subtropicales del planeta, en
especial en las areas de mayor atraso socioeconomico (por ejemplo, la
mayor parte de los paises africanos subsaharianos y las poblaciones
indigenas, asi como los asentamientos periurbanos de extrema pobreza en

Ameérica).

Las infestaciones producidas por Schistosoma, aunque también
encuentran su nicho en poblaciones postergadas, se presentan en forma
mas focalizada, segun las condiciones ambientales y la distribucion
geografica de las especies del parasito y de sus vectores donde completan
parte de sus ciclos de vida. Se estima que alrededor del 30% de la
poblacion de América Latina esta infestada por geohelmintos (OPS, 1998).
Sin embargo, esta prevalencia no es homogénea. Los estudios realizados,
relativamente escasos, evidencian cifras de prevalencia muy diferentes
entre paises, incluso, entre zonas de un mismo pais. Ello esta en relacion
con factores climaticos (menor prevalencia en paises y zonas mas alejadas
del tropico) y, sobre todo, con factores socioeconomicos (mayor prevalencia

en paises y zonas de mayor pobreza).

En relacion con las esquistosomosis, uno de los principales
problemas de América Latina es la falta de informacion fiable. Por los datos
hoy disponibles, ocho paises son endémicos de infestacion por

Schistosoma: Brasil, Venezuela, Surinam y Guyana, en la parte
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continental; Republica Dominicana, Puerto Rico, Martinica y Santa Lucia,

en el Caribe.

Entre los cientos de especies de helmintos que infestan al hombre,
s6lo los geohelmintos y Schistosoma mansoni son causas de problemas de

salud en América.
5.2.2-Nematodos: Trichinella spiralis

Los gusanos nematodos del género Trichinella constituyen uno de los
patogenos zoonoticos mas extendidos en todo el mundo. La infeccion por
Trichinella spp. se ha visto en animales domésticos y/o salvajes de todos
los continentes, a excepcion de la Antartida, donde no se ha informado
sobre la existencia de este parasito (Pozio y Murrell, 2006). La distribucion
global del parasito, junto con los diferentes habitos culturales alimenticios,
representan el principal factor que favorece la infeccion en el hombre, tanto
en paises industrializados como no industrializados (Murrell y Pozio, 2000;

Bolpe y Boffi, 2001).

La enfermedad (triquinosis) afecta a los animales salvajes y
domésticos, y puede ser transmitida al hombre por la ingestion de carne
cruda o mal cocida de animales que contienen larvas infestadas viables, en
particular carne de cerdo. Hasta hace poco, todas las infecciones
producidas por Trichinella en animales y hombre eran atribuidas a
Trichinella spiralis. Hoy en dia se reconocen ocho especies (7. spiralis,
Trichinella nativa, Trichinella britovi, Trichinella pseudospiralis, Trichinella
murrelli, Trichinella nelsoni, Trichinella papuae, y Trichinella zimbabwensis)
y tres genotipos (Trichinella T6, T8 and T9) (Pozio y Murrell, 2006; Zarlenga
y col., 2006).

En la actualidad, la especie huésped no parece ser importante para
distinguir las especies de Trichinella. Ademas, en la mayoria de los casos la
variedad del reservorio animal refleja solamente la fauna presente en las

distintas areas geograficas.

La infeccion produce enfermedad en el hombre en un porcentaje

pequeno de los casos, y se relaciona con la ingestion de una gran cantidad
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de larvas y con la patogenicidad de la cepa. La invasion de la pared
intestinal por los parasitos hembras, fundamentalmente del duodeno y el
yeyuno, origina una inflamacion transitoria que puede producir diarrea y
dolor abdominal, semejantes a los asociados con muchas otras infecciones
intestinales. La letalidad por triquinosis es menor del 1%, y obedece a
complicaciones secundarias graves ocasionadas por la localizacion
encefalica, cardiaca o diafragmatica de las larvas (Capo y Despommier,

1996).

Aunque en los paises de Ameérica Latina, Asia y Africa se han
realizado pocas investigaciones para confirmar su presencia, es probable

que Trichinella esté diseminada en todo el mundo.

En paises como Chile y Argentina, donde ocurren periodicamente
brotes epidémicos de triquinosis, la enfermedad tiene una prevalencia de 2
a 5% y constituye un importante problema de salud publica (Zamorano y
col., 1991; Lopez y col., 1992). Por lo que se refiere a Bolivia, hasta 1993 se

consideraba que la infeccion no existia en el pais.

6- Diagnostico de laboratorio de la enfermedad de Chagas

En general, el diagnostico de una enfermedad infecciosa se apoya en
informaciones epidemiologicas, clinicas y de laboratorio. En el diagnéstico
de la infeccion por T. cruzi se aplican los mismos principios (Ferreira y

Avila, 1996).

En lo referente a los antecedentes epidemiologicos, es importante
conocer no soOlo la procedencia del enfermo, sino también la existencia de
hermanos, padres u otros familiares con la infeccion. En aquellas zonas
donde hay constancia de la existencia de triatominos, se puede sospechar
de la presencia de la infeccion. Otros aspectos a considerar serian el tipo

de vivienda o el recordar haber sufrido una picadura.

Los datos clinicos sé6lo van a ser utiles en la fase croéonica
sintomatica, en particular cuando exista un bloqueo completo de rama

derecha del haz de His en el electrocardiograma, que en paises como Brasil
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tiene un valor predictivo superior al 95%, o el megaesofago (superior al
90%) o megacolon (superior al 98%). En los asintomaticos en fase cronica

(forma indeterminada) la informacion clinica tiene poco valor.

El diagnoéstico de laboratorio de la enfermedad de Chagas reviste
unas caracteristicas especiales debido a que, segun la etapa en la que se
encuentre el paciente se utilizara técnicas de busqueda del parasito, o bien

técnicas de deteccion de parasitos.

La primera fase de la enfermedad, la fase aguda, se caracteriza por
una parasitemia elevada, detectable por medios parasitologicos directos.
Esta fase puede durar de 2 a 8 semanas. La parasitemia desciende
paulatinamente, y se instaura la fase cronica (asintomatica o sintomatica),
fase en la cual la parasitemia persiste pero es dificilmente detectable. En
esta fase hay una elevada produccion de anticuerpos especificos de tipo
IeG que son facilmente detectables por técnicas serologicas. Estos
anticuerpos, en la mayoria de los pacientes estaran presentes durante toda

la vida (Figura 9).
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Figura 9. Relacion de la dinamica de la parasitemia (linea de puntos) y los
anticuerpos IgG anti-Trypanosoma cruzi (linea discontinua) en la infecciéon por

T. cruzi.
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6.1- Diagnostico parasitologico

Durante la fase aguda de la enfermedad existen numerosos parasitos
en sangre periférica, y es posible detectarlos mediante pruebas

parasitologicas directas (Tabla 4).

La observacion mediante microscopia de sangre periférica en fresco
entre portaobjeto y cubreobjeto, permite distinguir facilmente la presencia
del parasito debido a sus rapidos movimientos entre las células
sanguineas. Una vez visualizado el parasito se confirma el diagndstico, sin

necesidad de practicar otros examenes (Luquetti y Rassi, 2000).

Las extensiones de sangre periférica y la gota gruesa,
adecuadamente tenidas, permiten observar las caracteristicas morfologicas
del parasito. Cuando el nivel de parasitemia es bajo, sin embargo, es
necesario usar técnicas de concentracion, como son el método de Strout

(Strout, 1962) o el microhematocrito (Freilij y col., 1983).

Con el examen en fresco se logra detectar parasitos en el 85% de los
casos en fase aguda. Con los métodos de concentracion, ese porcentaje se
eleva a mas del 95%, siempre que no hayan transcurrido mas de 30 dias

desde el inicio de los sintomas (Luquetti y Rassi, 2000).

La deteccion de antigenos en orina y suero, mediante ensayos de
captura en formato ELISA, han sido descritos para el diagnostico de la
infeccion aguda y congénita (Freilij y col., 1987) e incluso en casos
cronicos. Sin embargo, no se han desarrollado mas avances con esta

metodologia.

El xenodiagnostico y el hemocultivo (disponibles sélo en laboratorios
especializados) son métodos clasicos, cuya sensibilidad depende del grado
de parasitemia del paciente. En la actualidad se dispone de un
xenodiagnostico artificial que se puede recomendar en lugar del
xenodiagnostico habitual, ya que la sensibilidad es la misma que con el
xenodiagnostico tradicional y se evita la exposicion directa del paciente al

triatomino. Ambos métodos, ademas de su interés diagnostico, son
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herramientas de gran utilidad para el aislamiento de cepas de T. cruzi y

posteriores estudios de genética de poblaciones.

Otra opcidén para la deteccion de T. cruzi es la inoculaciéon en ratones
que, aunque se emplea fundamentalmente en investigacion (Mortatti y col.,
1992), se utilizé6 con éxito en el diagnostico de casos agudos (Anez y col.,
1999), y también en pacientes crénicos coinfectados por el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) (Braz y col., 2001).

En los ultimos anos, la deteccion de ADN mediante PCR se ha
convertido en una alternativa; aunque su realizacion requiere un tiempo
superior al empleado en la observacion directa, es inferior al necesario
para deteccion de la presencia del parasito mediante xenodiagnoéstico y
hemocultivo. Existen numerosas dianas moleculares que permiten la
deteccion especifica de 7T. cruzi en la Tabla S5 se resumen las
aproximaciones mas representativas que se han abordado con el fin de

estandarizar la técnica (Schijman y col., 2011).

Tabla 5. Dianas de diagnéstico molecular de Trypanosoma cruzi.

Diana Iniciadores Tamarno del amplificado

Minicirculo ADNk 121-122 330pb
S35-S36 330pb
32f-148r 118pb
Miniex6n TC1-TC2 350pb
ADN satélite Tcz1-Tcz2 195pb
TczF-TczR 182pb

cruzil-2 111, 195pb

24s a-ARNr D71-D72 110, 125pb
18 SSU-ARNr Tc18s F3-R4 165pb

SL-ADN Tce-Tc1-Tc2 300; 350pb
CO II-ADN Tcmit 31-40 290pb
Nested Tcmit 10-21 375pb
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En diagnéstico, las dianas mas utilizadas son el minicirculo del
ADNk (Wincker y col., 1994) y la secuencia repetida de ADN satélite (Moser
y col., 1989). Como ambas se encuentran representadas en un numero de
copias muy similar (104 copias), las diferencias en el limite de deteccion
dependen de la optimizacion de cada reaccion. En zonas endémicas, la
PCR desde el punto de vista diagnostico s6lo se emplea en estudios de
investigacion. En los paises no endémicos, la PCR es una herramienta que
se emplea en determinadas situaciones, como por ejemplo en el
seguimiento de una sospecha de infeccion por transfusion sanguinea o
trasplante, la reactivacion de una infeccion cronica tras un trasplante, en
el diagnostico y confirmacion de un Chagas congénito, y en el seguimiento
de una infeccion accidental. En la fase cronica, la PCR, es ademas, una
prueba complementaria, y tiene utilidad como criterio parasitologico de

cura en el seguimiento del tratamiento (Murcia y col., 2010).

La PCR cuantitativa en tiempo real todavia no esta muy introducida
en el diagnostico habitual, debido a que la determinacion de la carga
parasitaria es util, principalmente, en la etapa aguda y en el seguimiento
de infecciones experimentales. Su utilizacion en el diagnéstico de la
infeccion cronica tiene las mismas limitaciones que una PCR tradicional.
Ademas, los parasitos no estan siempre presentes en cada mililitro de la
muestra de sangre (Carlier y col., 2003). No obstante, mediante esta
metodologia se reduce el tiempo de visualizacion de los productos de

amplificacion.
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Tabla 6. Técnicas de diagnostico empleadas en la infeccion por Trypanosoma

Ccruzi.

Infeccion aguda Infeccion cronica

Diagnostico parasitologico

Observacion en fresco (400x) Microhematocrito
Extensiones tenidas Xenodiagnostico
Gota gruesa Cultivo de sangre
Microhematocrito PCR

Strout

Xenodiagnostico

Cultivo de sangre
Inoculacion en ratones
PCR

Diagnéstico serologico
ELISA ELISA
IFI IFI
HAI HAI
Western blot
RIPA

Inmunocromatografia

Aglutinacion

6.2- Diagnoéstico serologico

T. cruzi es un protozoo extremadamente antigénico, por lo que pocos
meses después de la infeccidon se espera que exista una respuesta inmune
humoral eficaz para controlar el aumento de la parasitemia. Normalmente,
esto se consigue por medio de anticuerpos producidos contra diferentes
componentes del parasito, fundamentalmente de tipo IgG (IgG1-1gG3),
aunque también podemos encontrar en un 5-10% de los casos IgM y en

menor proporcion IgA.

El diagnoéstico serologico se basa en la determinacion de
inmunoglobulinas G totales anti-T.cruzi (Tabla 6). Por cuestiones

practicas, se denomina convencional cuando se emplea como antigeno todo
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el parasito (Inmunofluorescencia indirecta [IFI]) o una mezcla compleja de
antigenos de parasito (hemoaglutinacion indirecta [HAI] y ensayos
inmunoenzimaticos [ELISA]). El diagnostico serologico es no convencional
cuando los antigenos son purificados, recombinantes o péptidos sintéticos

(OMS, 2003).

A pesar de los continuos avances, ningun ensayo serologico alcanza
el 100% de sensibilidad y especificidad, por tanto el diagnostico serolégico
de certeza se basa en la concordancia de, al menos, dos técnicas de
distinto principio y antigeno diferente (OMS, 2003). Cuando los resultados
son discordantes, es necesario realizar otras pruebas de confirmacion, y
diagnostico diferencial con otras enfermedades que pueden producir
reacciones falsamente positivas (leishmaniasis, malaria, sifilis,

toxoplasmosis, hepatitis, enfermedades autoinmunes,...).
6.2.1- Diagnostico serologico convencional

La deteccion de anticuerpos frente a T. cruzi ha sido y es el principal
meétodo para el diagnostico de la enfermedad de Chagas. Los anticuerpos
son detectado por diferentes test comerciales disponibles; entre ellos los
mas empleados son: la hemaglutinacion indirecta (HAI),
inmunofluorescencia indirecta (IFI), y ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).
Antiguamente se utilizaba el test de fijacion de complemento (Guerreiro y
Machado, 1913), asi como la aglutinacion directa con 2-Mercaptoetanol
(Peralta y col., 1981), ambos en desuso. Los antigenos empleados en estos
test son fracciones antigénicas totales o semi-purificadas de las formas
epimastigotes de T. cruzi dando lugar a un aumento de las reacciones
inespecificas (falsos positivos) y una sensibilidad bastante alejada de lo

ideal.

Se ha descrito variabilidad en la reproducibilidad y exactitud de los
resultados de estos test convencionales, lo que podria ser explicado por la

poca estandarizacion de los reactivos (Camargo y col., 1986).

Asi mismo, también es frecuente encontrar reacciones cruzadas con

anticuerpos producidos por otros patogenos, por ejemplo, en individuos
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infectados con Leishmania spp (Chiller y col., 1990) o Trypanosoma rangeli
(Guhl y col., 1987). Incluso algunos pacientes con enfermedad de Chagas
pueden dar resultados negativos con la serologia clasica (Luquetti, 1987).
Este escenario claramente indica la necesidad de desarrollar mejores test

diagnosticos para la enfermedad de Chagas (Moncayo y Luquetti, 1990).
6.2.2-Diagnostico serologico no convencional

Las pruebas serologicas no convencionales se basan,
fundamentalmente, en técnicas ELISA que wutilizan como reactivos
proteinas recombinantes, antigenos purificados o péptidos sintéticos,
creados con el fin de aumentar la especificidad del diagnéstico serolégico y
evitar la reactividad cruzada con otras enfermedades parasitarias como la

leishmaniasis.

En estos métodos serologicos, se ha propuesto la utilizacion de
nuevos soportes para inmovilizar los antigenos, tales como tiras o cuentas
de colores, y de nuevas técnicas como la inmunoelectrotransferencia

(Western blot).

Las pruebas que se emplean con mas frecuencia son las que utilizan
antigenos recombinantes. Aunque la mayoria de las pruebas no
convencionales poseen gran especificidad, su sensibilidad puede ser

inferior a la de la serologia convencional.

Todos los trabajos publicados hasta la fecha coinciden en la gran
complejidad antigénica de T. cruzi, existiendo una gran heterogeneidad a
nivel de antigenos entre cepas, clones (Alves y col., 1987) e incluso entre
las distintas formas que adopta en su ciclo de vida (Rangel-Aldao y col.,
1986). La interaccion e internalizacion del parasito en la célula
hospedadora son fenémenos multifactoriales y no bien conocidos, en los
que resulta esencial el establecimiento de estrechas interacciones entre las

membranas de ambas células.

En diferentes protozoos patéogenos, se ha observado antigenos
proteicos que muestran con frecuencia secuencias inmunodominantes que

se repiten en tandem (Schofield, 1991). No es mucho lo que se conoce
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sobre el mecanismo molecular que se encuentra bajo la
inmunodominancia de estas secuencias repetidas, excepto por su
multivalencia, que puede hacerles activar directamente los linfocitos B y
comportarse como antigenos T independientes (Schofield, 1991). Sin
embargo, existen evidencias de que la conformacion del epitope puede ser

relevante en la union antigeno-anticuerpo.

En T. cruzi existe un numero importante de proteinas que contienen
dominios repetidos en tandem que han mostrado tener relevancia
inmunologica, dado que la mayoria de ellos son moléculas antigénicas
(Goto y col., 2008). Los antigenos que llevan estas secuencias repetidas
parecen poseer un importante grado de antigenicidad y son diana de la

respuesta de los linfocitos B.

El clonaje y secuenciacion de antigenos inmuno-dominantes de T.
cruzi en las infecciones en el hombre, ha abierto nuevas posibilidades para
la elaboracion de reactivos de diagnostico bien definidos en forma de
antigenos recombinantes o péptidos sintéticos. La evaluacion de algunas
proteinas recombinantes ha mostrado resultados prometedores para el
diagnoéstico de la infeccion por T. cruzi (Umezawa y col., 1999; da Silveira y

col., 2001).

La tendencia actual es emplear proteinas recombinantes como
elementos sensibilizantes, ya que se pueden obtener grandes cantidades de
ellas altamente purificadas, y ademas pueden ser sintetizadas a partir de
secuencias de ADN que codifican para fragmentos del péptido en el cual se
han eliminado las regiones responsables de las reacciones cruzadas (da
Silveira y col., 2001; Aguirre y col., 2006). Ademas, determinados péptidos
recombinantes se han usado en el diagnostico serolégico, basandose en su
capacidad de mejorar diferentes aspectos de los test, comparados con los
que emplean extracto total del parasito (Umezawa y col., 2004; Levin y col.,

1991).

Teniendo en cuenta la pérdida de sensibilidad que se produce al
usar un Unico péptido recombinante, varios autores que han evaluado la

utilizacion de antigenos recombinantes en ensayos separados, han
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sugerido que una mezcla de estos péptidos podria obtener una sensibilidad
similar a la suma de las individuales (Krieger y col., 1992; Levin y col.,
1991). Considerando esta cuestion, se han empleado diferentes péptidos,
mejorando de diferentes maneras la realizacion del ensayo (Ameida y col.,

1990).

Alternativamente, también se ha propuesto como estrategia para
aumentar la sensibilidad, el uso de proteinas con maultiples epitopes que
expresan diversos determinantes antigénicos no relacionados (Houghton y
col., 2000). Un argumento que afianza el uso de moléculas quiméricas en
lugar de diferentes epitopes expresados por separado, es que una Unica
molécula facilita la estandarizacion del proceso por una disminucion de la
purificacion de las moléculas, de los pasos de inmovilizacion y por
equilibrar el numero de epitopes en la superficie de la microplaca del

inmunoensayo (Anandarao y col., 2005).

La tecnologia del ADN recombinante para obtener moléculas
hibridas se ha usado ampliamente en la obtencion de inmunégenos para la
elaboracion de vacunas, pero solo un pequeno numero de autores han

aprovechado este enfoque para el diagnéstico de la infeccion por T. cruzi.

6.3- Procedimientos diagnosticos de la enfermedad de Chagas

En el diagnéstico serologico de la infeccion por T. cruzi, es necesario
distinguir diferentes contextos y segun estos adoptar diferentes

procedimientos (Tabla 7):

- Confirmacion de sospecha clinica: en este caso deberiamos
utilizar test con alta especificidad para evitar falsos positivos; se deberian
realizar dos test convencionales. Si el resultado entre ambas técnicas es

discordante, se realizara un tercer test, convencional o no convencional.

- Cribado en bancos de sangre: en estas muestras para
aumentar la seguridad de la donacién, se emplearian test con alta

sensibilidad; se recomienda realizar un ELISA.
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- Transmision congénita: se realizaria un test convencional a la
madre, y en caso de resultado positivo se confirmaria con otro test
convencional. En nifos de madres seropositivas, se deberia realizar un test
convencional (determinacién de IgG) a los 8 meses tras el nacimiento. Los

test parasitologicos son deseables siempre que sea posible realizarlos.

- Estudios epidemiologicos: en este caso necesitariamos un test
con alta sensibilidad; se empleara un Unico test convencional, pudiéndose

emplear suero, plasma o sangre recogida en papel de filtro.

- Seguimiento del tratamiento: es necesario comparar con las
muestras de suero tomadas antes de iniciar el tratamiento para observar la
disminucion del titulo de anticuerpos que nos indicara curaciéon; se
recomienda dos test serolégicos. En aquellos centros en los que esté
disponible, se puede realizar una PCR para verificar la eliminacién de la

parasitemia.

Tabla 7. Diagnostico de laboratorio de la enfermedad de Chagas.

Métodos serologicos y moleculares

Convencional No convencional
Ag
ELISA IFI HAI PCR
recombinantes

Evidencia seroldgica

X X X X
(2 tests recomendados)
Cribado banco de sangre X
(1 test recomendado)
Transmision congénita

X X X X
(2 tests recomendados)
Estudios epidemiolégicos X X
(1 test recomendado)
Seguimiento tratamiento

X X X X

(2 tests recomendados)

Fuente: OMS, 2002
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La tunica forma de garantizar que los resultados del diagnostico
serologico sean correctos es seguir las buenas practicas de laboratorio
(BPL), incluido la aplicacion de controles de calidad y la evaluacion
periodica del trabajo del laboratorio, junto con una legislacion que obligue

evaluar los reactivos antes de comercializarlos.
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II. Objetivos

Los recientes flujos migratorios han acaecido la llegada de un numero
importante de personas procedentes de zonas donde la enfermedad de
Chagas es endémica. En el ano 2007, se inici6 la actividad de la Unidad de
Medicina Tropical, lo que ha permitido diagnosticar a un gran numero de
pacientes con dicha enfermedad, siendo la region de Murcia uno de los

mayores focos de enfermedad de Chagas en zona no endémica.

El diagnostico de laboratorio de la enfermedad de Chagas reviste unas
caracteristicas especiales debido a que, segun la fase en la evolucion de la
enfermedad en la que se encuentre el paciente, se utilizaran distintas
técnicas de deteccion del parasito. Asi, la deteccion de anticuerpos frente a
Trypanosoma cruzi ha sido y es el principal método para el diagnostico de
la enfermedad de Chagas en fase cronica. No obstante, a pesar de los
continuos avances, ningun ensayo serologico alcanza el 100% de
sensibilidad y especificidad; ademas, es frecuente encontrar reacciones

cruzadas con anticuerpos producidos por otros patogenos.

El objetivo principal de esta tesis es evaluar, en el contexto
epidemiologico de la Region de Murcia, la eficacia de las herramientas
disponibles para el diagnostico de la infeccion por T. cruzi. Este objetivo

general se concreta en los siguientes objetivos especificos:

- Evaluar las diferentes técnicas de diagnostico parasitolégico y
serologico (convencionales y no convencionales) en el diagnostico de

la enfermedad de Chagas en fase cronica.

- Ensayar nuevas técnicas de diagnostico serologico para la deteccion

de anticuerpos frente a T. cruzi.

- Valorar la utilidad del péptido sintético 3973 como herramienta
diagnostica en la identificacion de pacientes con infeccion cronica
por T. cruzi, y analizar los cambios en la respuesta antigeno-

especifica tras el tratamiento con benznidazol.

- Determinar la prevalencia de infeccion por Helicobacter pylori en

pacientes con y sin enfermedad de Chagas procedentes de zona
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endémica de dicha enfermedad, y estudiar la prevalencia de co-
infeccion con otros parasitos endémicos y su posible influencia en el

diagnostico.
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III. Materiales y métodos

1- Pacientes y muestras clinicas

Todas las muestras empleadas en este trabajo han sido remitidas y
procesadas en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital

Universitario Virgen de la Arrixaca (HUVA).

El1 HUVA es un hospital de tercer nivel con 863 camas, que da servicio
al Area de Salud I (Murcia/Oeste) con una poblaciéon de mas de 500.000
habitantes. Ademas, constituye el hospital de referencia de la Region de

Murcia.

Las muestras fueron analizadas siguiendo las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2001) para el diagnoéstico de
enfermedad de Chagas, con 2 técnicas serologicas de principio antigénico
diferente. Como test de referencia utilizamos un ELISA (T. cruzi ELISA test
system; Ortho Clinical Diagnostic, USA) que emplea extracto total del
parasito como antigeno, e IFI (Inmunofluor CHAGAS kit; Biocientifica S.A.,

Buenos Aires) que usa formas epimastigotes de T. cruzi.

El paciente se consider6 que estaba infectado, cuando entre los
resultados obtenidos con la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA
convencional existia concordancia, asi como compatibilidad con la

informacion clinico-epidemiologica.

Se analizaron un total de 338 muestras de suero pertenecientes a
diferentes pacientes (Tabla 8). De estas, 165 muestras procedian de la
rutina asistencial y por tanto, el origen geografico de los pacientes fue
desconocido; 157 muestras provenian de pacientes procedentes de
Latinoameérica, 107 diagnosticados de infeccion en fase cronica por T. cruzi

y 50 pacientes con serologia negativa frente al parasito.

Estos 157 pacientes presentaban las siguientes caracteristicas
demograficas: el 96,8% de la poblacion estudiada eran de origen boliviano,
mientras que el 3,2% restante correspondia a pacientes procedentes de

Brasil (1 paciente), Ecuador (2 pacientes) y Paraguay (2 pacientes).

57



ECC. Evaluacion de diferentes métodos diagndsticos en una zona no endémica

El 67,8% de los pacientes naturales de Bolivia, procedian de la Zona
Subandina, principalmente de Cochabamba (89,8%), y en menor medida
de Sucre, Chuquisaca y Tavija; mientras que el 32,2% era proveniente de

la Zona de los Llanos, en concreto de Santa Cruz (Figura 10).

El 67% de los pacientes fueron mujeres, con una edad media de 32,5
anos (rango de edad: 9-75 anos). La mayoria de los pacientes fueron

adultos, soélo 5 pacientes fueron ninos (<14 anos).

4)

Figura 10. Origen geografico de los pacientes que participaron en el
estudio. A) Pais latinoamericano de origen B) Departamentos de la Republica

de Bolivia de procedencia.

Ademas, se estudiaron 16 muestras de sueros pertenecientes a
individuos no latinoamericanos, con evidencia serologica de estar o haber
sido infectados por Leishmania (n: 4), Plasmodium (n: 10), virus del dengue
(n: 1) o Schistosoma (n: 1). Ninguno de los pacientes tenia antecedentes de

viajes a Latinoamérica.

Todos los sueros estuvieron conservados a -20°C hasta su uso.
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Tabla 8. Resumen del numero y origen de los pacientes incluidos en cada uno de los estudios realizados en el

presente trabajo

Estudio realizado N=de Origen del paciente

pacientes

1. Valoracion/comparacion entre las técnicas de 107 Pacientes de origen Latinoamericano con infeccion
diagnostico parasitologico y serolégico cronica por T. cruzi
50 Pacientes de origen Latinoamericano sin infeccion

por T. cruzi

16 Pacientes no latinoamericanos con infeccion
diferente a T. cruzi

2. Evaluacion de un inmunoensayo 165 Desconocido
quimioluminiscente de microparticulas (CMIA)
3. Estudio del reconocimiento del péptido sintético 66 Cohorte de pacientes de origen Latinoamericano
3973 con infeccion cronica por 7. cruzi
20 Pacientes de origen Latinoamericano sin infeccion

por T. cruzi

14 Pacientes no latinoamericanos con infeccion
diferente a T. cruzi

4. Estudio de co-infeccion T. cruzi con otros 66 = pacientes Estudio 3

patogenos
20 = pacientes Estudio 3

sopojow A sa)wLIDH [T
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1.1-Muestras empleadas en el estudio de la
valoracion/comparacion entre las técnicas de diagnodstico

parasitologico y serologico

Un total de 173 muestras de suero se wutilizaron en la
valoracion/comparacion de  diferentes técnicas de  diagnostico

parasitologico y serolégico de la enfermedad de Chagas.

De estas, 107 muestras eran de pacientes latinoamericanos con
infeccion crénica por T. cruzi, 50 de pacientes sanos procedentes de
Latinoamérica y 16 muestras de individuos no latinoamericanos con

anticuerpos frente a diferentes enfermedades infecciosas (ver apartado 1).

Ademas, en 105 pacientes con infeccion cronica por T. cruzi, se
obtuvieron muestras de sangre total para las técnicas de diagnéstico

parasitologico descritas posteriormente (PCR y hemocultivo).

1.2- Muestras empleadas en la evaluacion de un inmunoensayo

quimioluminiscente de microparticulas (CMIA)

Para la evaluacion del inmunoensayo quimioluminiscente de
microparticulas (CMIA), se seleccionaron de forma aleatoria 165 muestras

de suero procedentes de la rutina asistencial.

Las muestras fueron consideradas positivas cuando las 2 pruebas de
referencia fueron positivas; negativas si los 2 test dieron un resultado
negativo, e indeterminadas cuando no cumplian ninguno de los criterios
anteriores. En este ultimo caso, las muestras discordantes fueron ademas
testadas con la técnica inmunocromatografica Onsite Chagas Ab Combo-
Cassete (CTK Biotech, Inc. USA) y mediante deteccion por PCR de la region
variable de 330 pares de bases (pb) del minicirculo del ADNk de T. cruzi. La
interpretacion final se realiz6 segun el resultado concordante de 2 de las 3

técnicas.
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1.3- Muestras empleadas en el estudio del reconocimiento del

péptido sintético 3973

Se seleccion6 una cohorte de 66 pacientes diagnosticados de
enfermedad de Chagas en fase cronica de las muestras empleadas en el
apartado 1.1. Se obtuvieron muestras de suero de los mismos antes y tras
dos anos de haber recibido tratamiento con benznidazol (5 mg/kg/dia

durante 60 dias).

Para determinar el estadio clinico de la enfermedad en estos pacientes,
se consideraron las siguientes manifestaciones clinicas: disnea de esfuerzo
o reposo, disnea paroxistica nocturna, ortopnea, edema de miembros

inferiores, disfagia, reflujo gastroesofagico y estrenimiento.

Para definir los grupos clinicos, a cada paciente se le realiz6 una
radiografia de torax, electrocardiograma (ECG) y ecocardiograma para el
estudio de la funcion cardiaca, y transito esofagogastroduodenal y enema
opaco para determinar la funcién digestiva. Los pacientes con
sintomatologia cardiaca se estratificaron en base a la clasificacion

propuesta por Kuschnir y colaboradores (1985).

En base a las pruebas clinicas y analiticas, los pacientes fueron

clasificados en 4 grupos:

- Chagas cronico asintomatico (IND, n: 36); cuando la serologia del
paciente fue positiva y no hubo evidencia de alteraciones cardiacas

ni digestivas, segun criterio clinico y analitico.

- Chagas cronico cardiaco (CCC, n: 20); cuando el paciente presentaba
Unicamente alteraciones cardiacas, segun criterios clinicos y

radiologicos.

- Chagas cronico cardiaco-digestivo (CCCDIG, n: 6); cuando el

paciente presentaba ambas manifestaciones.

- Chagas cronico digestivo (DIG, n: 4); cuando el paciente presentaba

Unicamente manifestaciones digestivas.
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Ademas, se incluyeron 20 muestras de sueros de individuos sanos
(pacientes con serologia negativa) y 14 muestras de sueros de pacientes
que habian sufrido alguna enfermedad infecciosas diferente a la
enfermedad de Chagas (Leishmania, n: 4; malaria, n: 8; dengue, n: 1;

Schistosoma, n: 1), previamente empleados en el estudio del apartado 1.1.

1.4- Muestras empleadas en el estudio de coinfeccion

Trypanosoma cruzi con otros patogenos

Para determinar la posible coinfeccion con otros patogenos (Helicobacter
pylori, Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercoralis, Schistosoma mansoni
y Trichinella spiralis), se emplearon las mismas muestras de suero que en
el estudio del reconocimiento del péptido sintético 3973 antes del inicio del

tratamiento con benznidazol (ver apartado 1.3).

2- Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de T. cruzi a partir de

muestras clinicas fue el medio LIT (liver infusion tryptose).

Tabla 9. Composicion del medio de cultivo LIT.

NaCl 4g
KCl 0,4¢g
Na>PO4 8¢g
Glucosa anhidra 2g
Triptosa Sg
Infusion de higado Sg
Hemina 25 mg
Suero Bovino Fetal (SBF) 100 ml
Agua bidestilada, c.s.p. 1000 ml
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El pH del medio se ajusto a 7,2 y se esterilizo por filtracion a través de
filtros de membrana de 0,22 um de diametro de poro (Millipore®). Al medio
esterilizado se le anadieron los antibioticos gentamicina y penicilina, a una

concentracion de 40 mg/1y 600.000 U/1, respectivamente.

3- Obtencion de formas tripomastigotes de T. cruzi

La obtencion de formas tripomastigotes in vitro se realizé infectando
lineas celulares epiteliales LLC-MK> (Andrews y Colli, 1982). Las células,
cultivadas en medio RPMI suplementado con un 10% de suero bovino fetal
inactivado, crecen en monocapa a 37°C y 5% de CO».. Una vez alcanzada la
semiconfluencia, los cultivos se infectaron con una proporcion de
tripomastigotes:célula de 3:1. A partir del cuarto dia de incubacion se
empezo a recoger del sobrenadante las formas tripomastigotes del parasito,

y se lavaron 3 veces con solucion salina PBS.

4- Extraccion de proteinas totales de formas tripomastigotes y

amastigotes de T. cruzi

La obtencion del lisado de antigenos solubles de T. cruzi, se realizo
utilizando formas tripomastigotes de la cepa Y obtenidas de ratones
infectados. Se inoculo una monocapa de fibroblastos LLC-MK2 a una
multiplicidad de infeccion de 5:1 durante 12 horas. Posteriormente, las
células se lavaron para retirar los parasitos que no habian infectado a los
fibroblastos y se incubaron a 37°C en una atmoésfera al 5% COaz. Se obtuvo
una mezcla de parasitos amastigotes:tripomastigotes (3:1) del
sobrenadante de las mismas, y se lavaron 2 veces con PBS centrifugando a
3.500 rpm durante 30 minutos. El pellet se resuspendié en solucion de
lisis (Tris-CIH 50 mM pH 7,4, PMSF 1 mM, NP-40 0,05%, NaCl 50 mM,
leupeptin 1ug/ml). A continuacion se sometio la muestra a 3 ciclos de
sonicacion de 5 segundos a una frecuencia de 50-62 KHz. El extracto
obtenido se centrifugé a 10.000 rpm durante 20 minutos a 4°C, y se
recogio el sobrenadante que se conservo en alicuotas a -80° C hasta su

uso.
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5- Sintesis del péptido 3973

El péptido fue sintetizado en el laboratorio del Dr M.E. Patarroyo
(Fundacion Instituto de Inmunologia Colombia, Bogota, Colombia) y del Dr.
O. Noya (Instituto de Medicina Tropical, Caracas, Venezuela) utilizando la
metodologia de fase solida (Woolley y Merrifield, 1963) con las variaciones
del sistema de sintesis multiple en fase solida (Hougten, 1985) y se purifico
con éter etilico. La pureza se analizo6 por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) en una columna semipreparativa C18 en fase reversa con
un gradiente de acetonitrilo de 10-40%. Para verificar el proceso de sintesis
se determino el tiempo de retencion del péptido mediante HPLC utilizando
como control un péptido de secuencia conocida. A continuacion, la
correcta sintesis del péptido se verifico mediante secuenciacion automatica

utilizando un secuenciador en fase liquida Beckman 890M.

Péptido de la proteina TcCA-2

3973 FGQAAAGDKPSL Pm 1053,4

6- Técnicas parasitologicas
6.1- Concentracion de Strout

La técnica consiste en concentrar los parasitos a partir de 3 ml de
sangre recogida sin anticoagulante, con incubacion a 37°C durante 1 hora
para que se retraiga el coagulo y los tripomastigotes queden suspendidos
en el sobrenadante (Strout, 1962). Tras varios ciclos de centrifugacion,
primero para eliminar los hematies residuales y luego para concentrar los

parasitos, se observa el sedimento con el microscopio optico a 400x.

6.2- Hemocultivo

Para su realizacion se siguio el protocolo descrito por Castro (2002).
30 ml de sangre venosa recogida con heparina de sodio como
anticoagulante, se centrifuga 10 minutos a 1.000 g y se separa el paquete

de hematies y el plasma que contiene las células blancas y las plaquetas.
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Los hematies después de un lavado con medio LIT (liver infusion tryptose)
se distribuyen en 6 tubos que contienen 3 ml de medio LIT. Por otro lado,
las células suspendidas en el plasma se concentran mediante un ciclo de
centrifugacion y después se cultivan con 3 ml de medio LIT. Todos los

tubos se mantienen a 27°C y se revisan semanalmente durante 3-6 meses.

6.3- Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)
6.3.1- Extraccion de ADN a partir de sangre total

Se extrajeron 10 ml de sangre total de pacientes infectados con T.
cruzi. Inmediatamente, se mezclo con igual volumen de tampon de lisis
conteniendo Guanidina-CIH 6 M (Sigma, USA) y etilendiamino tetraacético
(EDTA) 200 mM pH 8 (Avila y col., 1991) en tubos Falcon de 50 ml estériles
(Becton Dickinson). De esta manera se homogeniza el ADN del parasito, se
inhiben las ADNasas, y se conserva la muestra. Se hirvio durante 15
minutos para facilitar la rotura del ADN (Britto y col., 1993) y se conservo

a 4°C hasta su uso.

Para la extraccion del ADN se utilizo el kit Maxwell® 16 Blood DNA
Purification kit (Promega Corporation, Madison, USA) en el extractor
automatizado Maxwell 16 (Promega Corporation, Madison, USA),

empleando 400 microlitros de muestra segun indicaciones del fabricante.

El ADN extraido se cuantificé (ng/ulL) utilizando un espectrofotometro
UV /visible de mono haz (eppendorf BioPhotometer plus). Las mediciones se
realizaron directamente empleando 1-2 ul de la muestra. El instrumento
cuantifica la concentracion de acidos nucleicos de la muestra midiendo la
absorbancia de las mismas a 260 nm y tomando como coeficiente de
extincion 50 (ug/ml)-! cm-! para ADN. La calidad del ADN se determiné con
la relacion de valores de absorbancia Aseo/A2s0, considerando aceptables

los superiores a la unidad.
6.3.2- Amplificacion de ADN por PCR

La deteccion por PCR de la region variable de 330 pares de bases (pb)
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del ADN de minicirculo del kinetoplasto de T. cruzi se realiz6 como describe

Gomes (1998) con ligeras modificaciones.

Brevemente, 200 ng de cada muestra se anadieron a un volumen final
de 75 upl conteniendo 0,2 mM de mezcla de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Roche), 200 ng de cada uno de los cebadores (121 [5°-
AAATAATGTACGGGKGATGCATGA-37] y 122 [5°-
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3]), 2,5U de Taq DNA polimerasa
(Roche), 7,5 ul de 10x tampon Taq DNA polimerasa (Roche) y 2,5 mM de
MgCl, (Roche).

La amplificacion se realizo en un termociclador (2720 Thermal Cycler,
Applied Biosystem) con un programa de amplificacion que consta de un
primer paso de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, seguido de 40
ciclos de amplificacion (94°C durante 1 minuto, 64°C durante 1 minuto y
72°C durante 1 minuto) y un ciclo final de extension a 72°C durante 10

minutos.

Un protocolo similar se empled para la amplificacion del control interno
(ADN ribosomal) con los cebadores REV (5"-GACGGTATCTGATCGTCTTC-
37) y HUF (5'-GGACCGCCTGGATACCGC-37). Todos los pasos de extraccion
y amplificacion de las muestras fueron monitorizados y comparados con

controles negativos y positivos.

Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa (Pronadisa, Conda) a una concentracion del 2% y tampon
TBE 0,5x (Tris-clorhidrico [Tris-HCI] 44,5 mM, acido boérico 44,5 mM,
EDTA 1 mM pH 8,4) en cubetas de desarrollo horizontal. La solucion se
calenté en microondas hasta total disolucion y se dejo solidificar en la
cubeta de electroforesis. Las muestras se cargaron en los pocillos del gel
con ayuda del tampon de carga (6x) (Sigma, USA). Para determinar el
tamano del producto amplificado se utiliz6 un marcador de peso molecular
de 100 pares de bases (“DNA ladder 100pb”, Invitrogen). La electroforesis

se realiz6 con las siguientes condiciones: 120 voltios, 60 minutos.

Por ultimo los geles se tiheron con bromuro de etidio 0,5 ug/ml

66



III. Materiales y métodos

durante 10-15 minutos y se visualizaron y fotografiaron en
transiluminador de ultravioleta conectado a un equipo de captura de

imagenes (U: Genius, Syngene).

Para evitar cualquier problema de contaminacion, todos los pasos de la
reaccion se realizaron en habitaciones separadas, empleando material y

reactivos destinados exclusivamente para cada fase.

7- Técnicas serologicas
7.1- Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
7.1.1- Deteccion de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi

Para el analisis del titulo de anticuerpos anti-T. cruzi de las muestras
de suero, se realizo el test Inmunofluor CHAGAS (Biocientifica S.A.,
Buenos Aires, Argentina) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
muestras de suero se diluyeron en tampon fosfato (PBS) (1/80y 1/160), y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con el sustrato
antigénico. A continuacion, las inmunoglobulinas no absorbidas se
eliminaron tras dos lavados con PBS. Se incubo con anti-IgG, IgA, IgM
humana marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) durante 30
minutos a temperatura ambiente. De nuevo se realizaron dos lavados con
PBS para eliminar el conjugado no unido. Los portaobjetos se montaron
con tampoén glicerina pH 9,5, y se observaron con microscopio de
fluorescencia (Olympus U-RFLTS50). El valor de punto de corte establecido
fue un titulo >1/80.

En cada ensayo se incluyeron controles positivos y mnegativos
suministrados en el reactivo.
7.1.2- Deteccion de anticuerpos anti-Leishmania donovani

Para el analisis del titulo de anticuerpos anti-Leishmania de las
muestras de suero, se realizo el test IFI Leishmania-Spot IF (bioMérieux,

Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de suero
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se diluyeron en PBS (1/80 y 1/160), y se incubaron durante 30 minutos a
37°C con el sustrato antigénico. A continuacion, las inmunoglobulinas no
absorbidas se eliminaron tras dos lavados con PBS. Se incubd con anti-
IgG, IgM humana marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) durante
30 minutos a 37°C. De nuevo se realizaron dos lavados con PBS para
eliminar el conjugado no unido. Los portaobjetos se montaron con tampon
glicerina pH 9,5, y se observaron con microscopio de fluorescencia. El valor

de punto de corte establecido fue un titulo >1/80.

En cada ensayo se incluyeron controles positivos y mnegativos

suministrados en el reactivo.

7.2- Inmunocromatografia (ICT)

El ensayo inmunocromatografico (OnSite Chagas Ab Combo Rapid
Test, CTK Biotech, Inc., USA) se realiz6 segin indicaciones del fabricante,
anadiendo 20 ul de plasma seguido de 2 gotas (70-100 ul) de diluyente de
la muestra en el pocillo correspondiente. Tras 15 minutos se realizo la
lectura.

El test se considero positivo si se observaban dos lineas violetas en la
zona de control y test; se consider6 negativo si so6lo se observaba una linea
violeta en la zona control e invalido cuando no aparecio6 la linea en la zona

control.

7.3- Enzimoinmunoensayos (EIA)
7.3.1-ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbant Assay) in
house
7.3.1.1- Determinacion de anticuerpos frente al

lisado de antigenos solubles de T. cruzi

La determinacion del titulo de anticuerpos frente al lisado de antigenos
solubles de T. cruzi se realiz6 segun el protocolo descrito en Thomas y

colaboradores (2001).
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Brevemente, placas ELISA de tiras de 8 pocillos (Maxixorp, Nunc,
Roskilde, Dinamarca) se fijaron con 0,5 ug de proteina/pocillo disuelta en
100 ul de solucion NaHCO3/NaxCO3z 10 mM pH 9,6, y se almacenaron en
ambiente seco a -20°C hasta su uso. Posteriormente, los pocillos se lavaron
dos veces con 200 ul de PBS-Tween-20 (0,05%) (Sigma, USA) e incubaron
durante una hora con solucion de bloqueo (PBS con 5% de leche
desnatada). A continuacion, los pocillos con el antigeno unido se incubaron
con el suero del paciente a la dilucion 1/6400, durante 2 horas a 37°C. La
seleccion de la dilucion de los sueros se estableciéo empleando un “pool” de
sueros de 6 pacientes con enfermedad de Chagas procedentes de zona
endémica. La dilucion del antigeno empleada corresponde a la parte lineal
de la curva tras un analisis de titracion. Como anticuerpo secundario se
uso anticuerpos de cabra anti-IgG humana conjugado con peroxidasa
(Biosource, New York, USA) a la dilucion 1:2000. La reaccion se incubo
durante 1 hora a 37°C. Tras el lavado, se revel6 usando ortofenilendiamina
(OPD, Merck, Germany) durante 5 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente. La reaccion se pardé anadiendo acido sulfurico (H2SO4) 2 N

(Merck).

Las absorbancias se midieron en un lector de ELISA (Asys Jupiter,
Hitech GMBH, Austria) a 492 nm de longitud de onda. En cada placa se
incluyeron controles positivos y negativos. La linea de corte se defini6 como
el promedio de los valores de los controles negativos mas 3 desviaciones

estandar (cut-off [CO, “punto de corte”)).

7.3.1.2- Determinacion de anticuerpos frente al

péptido sintético 3973

La determinacion de anticuerpos frente al péptido sintético 3973 se
realiz6 siguiendo el método descrito en Thomas y colaboradores (2012).
Brevemente, placas de microtitulacion para ELISA (Maxixorp, Nunc,
Roskilde, Dinamarca) se sensibilizaron con 100 ul de péptido (10 ug/ml en

PBS) y almacenaron a -20°C hasta su uso.
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Posteriormente, las placas se lavaron dos veces con 200 ul de PBS-
Tween 20 (0,05%) (Sigma, USA) e incubaron durante media hora con
solucion de bloqueo (PBS con 2,5% de leche desnatada). La reaccion
inmunoenzimatica se realiz6 mediante incubacion de los sueros de los
pacientes, 100 ul/pocillo, diluidos a 1/400 y 1/1600 en tampon PBS-
Tween 20 (0,05%)-leche (2,5%), que se incubaron durante una hora a
37°C. Como anticuerpo secundario se emplearon anticuerpos de cabra
anti-IgG humanas conjugados con peroxidasa (Biosource, New York, USA)
a la dilucién 1:2000. Tras una incubaciéon de una hora a 37°C, se lavo y se
procedio al revelado usando 3, 37, 5, 5"'-tetrametilbenzidina (TMB, 0,4 g/1) y
peroxido de hidrogeno (0,02%) (1:1) (KPL, USA) durante diez minutos a

temperatura ambiente.

Las absorbancias se midieron en un lector de ELISA (Asys Jupiter,
Hitech GMBH, Austria) a 620 nm de longitud de onda, a los 5 y 7 minutos.
Las muestras de suero se analizaron por triplicado. En cada placa se
incluyeron controles positivos y negativos. La linea de corte se defini6 como
el promedio de los valores de los controles negativos mas 3 desviaciones

estandar (cut-off [CO, “punto de corte”]).

7.3.2-EIAs comerciales

7.3.2.1- Deteccion de anticuerpos anti- Trypanosoma

cruzi

Se utilizaron dos kits comerciales que emplean proteinas de fusion de
T. cruzi, compuestas por diferentes péptidos activos (BioELISA Chagas,
Biokit, Llica d’Amunt, Espana; Chagatest ELISA recombinante v.3.0,
Wiener lab., Rosario, Argentina) y un kit comercial que emplea antigeno
completo del parasito (ORTHO® T. cruzi ELISA test System, Ortho Clinical
Diagnostics, New Jersey, USA). El conjugado enzimatico incluido en los
kits esta constituido por anticuerpos de conejo anti-IgM y/o anti-IgG
humanas marcados con peroxidasa. Las técnicas se han realizado

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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De acuerdo con ellas, las muestras, controles y/o calibradores se
anadiran a los pocillos recubiertos de los antigenos correspondientes. Si en
una muestra existen anticuerpos especificos frente a T. cruzi, se formara
un complejo estable con el antigeno que recubre el pocillo. Después de
lavar para eliminar los anticuerpos no unidos, se anadiran anticuerpos
unidos a la peroxidasa, y si el complejo antigeno-anticuerpo esta presente,
el conjugado se fijara. Después de un lavado se anadira el sustrato
enzimatico y el cromogeno. Si la muestra es positiva desarrollara color. A
continuacion se anadira acido sulfurico para detener la reaccion. La
intensidad de color se determinara con un espectrofotometro que medira la
absorbancia a una longitud de onda de 490 nm con una longitud de onda

de referencia a 620 nm.

Los resultados se expresaron en forma de ratio, que es la relacion
existente entre la absorbancia del suero problema y el valor umbral, que se
calcula anadiendo 0.300 a la absorbancia media obtenida de tres réplicas
del suero control negativo (ELISA Biokit, ELISA Wiener), o multiplicando
por 0.460 la media de calibradores (ELISA Ortho).

En la Tabla 10 se describen las caracteristicas de las pruebas
utilizadas. La comparacion de la reactividad entre los diferentes ensayos
ELISA se realizo mediante el calculo del indice de densidad optica
(DO)/CO.
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Tabla 10. Caracteristicas e interpretacion de las pruebas de deteccion de anticuerpos anti- Trypanosoma cruzi.

Tiempo
Prueba Antigeno Conjugado (min) Positivo Negativo Dudoso
min
Anti-IgG humana
IFI Epimastigotes 90 1/80 >1/80 <1/40 1/40
(FITC)
ELISA Anti-IgG humana No existe esta
Extracto total 120 mCPx0.460 | DO/CO>1 DO/CO<1
Ortho (HRP) opcion
Anti-IgG humana
ELISA
- TcD, TcE, Pep2, TcLol.2 Anti-IgM humana 120 mCN+0.300 | DO/CO>1 | DO/C0<0.9 | DO/C0>0.9 a<1
ioki
(HRP)
ELISA | SAPA, Agl, Ag2, Agl13, Ag30, | Anti-IgG humana
90 mCN+0.300 | DO/CO>1 | DO/C0<0.9 | DO/C0>0.9 a<1
Wiener | Ag36 (HRP)
ELISA
Extracto soluble Anti-IgG humana DO>0.9CO
In 300 mCN+3DS DO>CO | DO<(0.9xCO)
(amastigotes/tripomastigotes) | (HRP) a<CO
house
Anti-IgG humana No Dos Banda No existe esta
ICT Antigenos recombinantes 15
(oro coloidal) establecido bandas control opcion

DONUIPUD OU DUOZ DUN UD SOISQUBLDID SOPOIQUWL SIIUDLIfIP 9P UMD DD
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7.3.2.2- Inmunoensayo quimioluminiscente de

microparticulas (CMIA)

El reactivo ARCHITECT Chagas (Abbott, Alemania) es un ensayo
cualitativo totalmente automatizado para la deteccion de anticuerpos IgG

frente a T. cruzi.

Sucintamente, se trata de un procedimiento que en un primer paso
combina la muestra y el diluyente de la misma. Tras esto, se mezcla con 4
antigenos recombinantes de T. cruzi (FP3, FP6, FP10 y TcF) (Chang y col.,
2006; Cheng y col., 2007; Hoft y col., 1989; Houghton y col., 2000) unidos
a microparticulas magnéticas. Los antigenos recombinantes empleados se

detallan en la Tabla 11.

Después de un lavado, se anaden anticuerpos murinos anti-IgG
humana marcados con acridinio. Tras otro ciclo de lavado, se anaden las

soluciones “pre-trigger” y “trigger”.

El resultado de la reacciéon quimioluminiscente se mide como
unidades relativas de luz (RLUs). Existe una relacion directa entre la
cantidad de anticuerpos frente a T. cruzi en la muestra y las RLUs
detectadas. Los resultados son calculados automaticamente basandose en
la comparacion con el Index Calibrator. Los resultados se representan
como un ratio de la senal de la muestra (en RLUs) y el valor del punto de
corte (S/CO), donde valores de S/CO> 1 son considerados como positivos,
valores de S/CO > 0.8 a 0.99 son considerados zona gris, y valores S/CO<

0.8 son considerados negativos.

El inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas (CMIA)
(ARCHITECT Chagas®, Abbott) se realiz6 empleando el sistema ARCHITECT
12000sr (Abbott).
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Tabla 11. Antigenos recombinantes usados en el ensayo ARCHITECT Chagas
(Praast y col., 2011).

Antigeno recombinante

y dominio antigénico Descripcion
TcF
PEP-2 GDKPSPFQA AA GDKPSPFGQA
TcD AEPKS AEPKP AEPKS
TcE KAATIAPA KAAAAPA KAATAPA
TcLol.2 SSMP S GTSEEGSRGGSSMPA
FP3
TcR27 Proteina citoplasmatica
FCaBP Proteina flagelar
FP6
TcR39 Proteina membrana-citoesqueleto
FRA Proteina flagelar repetitiva
FP10
SAPA Antigeno de fase aguda
MAP Proteina asociada al microtibulo

7.3.2.3- Deteccion de anticuerpos anti-Helicobacter pylori

La presencia de anticuerpos especificos frente a H. pylori se
determiné mediante el ELISA comercial DRG Helicobacter pylori IgG
(Recombinant) (DRG Diagnostics, Alemania). El antigeno empleado en este

test es una proteina recombinante del gen Cag A de H. pylori.

El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
muestras de los pacientes previamente diluidas 1/100 y los controles se
dispensaron en los pocillos correspondientes y se incub6 a 37°C durante 1
hora. Durante este tiempo, los anticuerpos especificos frente a H. pylori de
las muestras y controles positivos se uniran al antigeno. Tras varios
lavados para eliminar el material no unido al antigeno, se anadi6 el
conjugado enzimatico constituido por anticuerpos anti-IgG humanas

marcados con peroxidasa. Durante una segunda incubacion se formara el
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complejo anticuerpo-conjugado que es detectado mediante el sustrato
TMB. La intensidad del color desarrollado sera proporcional a la cantidad

de anticuerpos IgG anti-H. pylori que haya en la muestra del paciente.

La lectura de la absorbancia se realiz6 en un lector de placas a una

longitud de onda de 450/620 nm.

Los pacientes con serologia positiva fueron considerados infectados
con H. pylori, ya que la eliminacion espontanea de la bacteria sin
tratamiento es rara. La concentracion de anticuerpos IgG en las muestras
de suero se calculé por interpolacion, a partir de una curva estandar
construida con los valores de absorbancia obtenidos de 4 calibradores
frente a las correspondientes concentraciones (calibrador 0: O U/mlL,

calibrador 1: 15 U/mL, calibrador 2: 75 U/mL, calibrador 3: 150 U/mL).

El valor del punto de corte establecido por la técnica fue 15 U/mlL,
donde valores > 18 U/mL fueron considerados como positivo, valores entre
15-18 U/mL como zona gris, y valores < 15 U/mL fueron considerados

negativos.

7.3.2.4- Deteccion de anticuerpos frente a helmintos
(Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercoralis, Schistosoma

mansoni, Trichinella spiralis)

La presencia de anticuerpos especificos frente a las diferentes
especies de helmintos se determiné mediante ELISAs comerciales (Ascaris
lumbricoides 1gG ELISA; Strongyloides 1gG ELISA; Schistosoma mansoni IgG
ELISA; Trichinella spiralis 1gG ELISA, DRG Diagnostics, Alemania). Cada

test contiene antigenos especificos frente al parasito en cuestion.

Los ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las muestras de los pacientes, previamente diluidas, y los controles se
dispensaron en los pocillos correspondientes y se incubaron a 37°C con el
antigeno. Durante este tiempo los anticuerpos especificos de las muestras
y controles positivos se uniran al antigeno correspondiente. Tras varios

lavados para eliminar el material no unido al antigeno, se anadio el
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conjugado enzimatico constituido por Proteina A marcada con peroxidasa.
Durante una segunda incubacion se formara el complejo anticuerpo-

conjugado que se detecté mediante el sustrato TMB.

Finalmente se anadio acido sulftrico para detener la reaccion,
causando un cambio de coloracion de azul a amarillo. La lectura de la
absorbancia se realizo en un lector de placas a una longitud de onda de

450/620 nm.

El valor del punto de corte (CO) establecido por la técnica para A.
lumbricoides y S. mansoni fué la media de los valores de absorbancia de los
dos “cut-off” control. Se consideré como positivo valores superiores al 10%
del CO, valores de +/- 10% de la absorbancia se consideraron zona gris, y

valores < 10% se consideraron negativos.

En el caso de S. stercoralis y T. spiralis se considero un resultado

positivo cualquier absorbancia > 0,2 DO.

8- Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo con los programas estadisticos
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 17.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago IL) y GraphPad Prism version 5.0 para

Windows.

El estudio de la relacion entre las variables cualitativas se realizd

empleando el test chi-cuadrado.

Se compararon los resultados obtenidos con las pruebas serologicas
y parasitologicas en las diferentes muestras de los grupos de individuos.
Los resultados se ordenaron en una tabla de contingencia 2x2 y se
calcularon los indices diagnosticos: sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN). Se determino el

indice de kappa para evaluar la concordancia entre los resultados.

Para determinar diferencias significativas entre los diferentes grupos

de pacientes se empleo la prueba no parameétrica U de Mann Withney. Para
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el estudio comparativo antes y tras dos anos de tratamiento dentro del

mismo grupo de pacientes se utilizo el test de Wilcoxon.

Se considero estadisticamente significativo un valor de p inferior a

0,05.

9- Consideraciones éticas

Para la realizacion del trabajo se emplearon muestras de pacientes
incluidos en un estudio mas amplio, cuyos algoritmos de diagnoéstico,
esquemas de tratamiento y protocolos de seguimiento fueron aprobados
por el Comité Etico del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
(Murcia). Los pacientes fueron informados con todo detalle acerca del
estudio y bajo consentimiento informado aceptaron formar parte del

mismo.
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1IV. Resultados

1- Diagnéstico de la enfermedad de Chagas en fase cronica mediante

técnicas parasitologicas
1.1- Microscopia 6ptica

Se realizo6 el estudio microscopico mediante la técnica de Strout a 107
muestras de sangre, pertenecientes a pacientes con enfermedad de Chagas

en estadio cronico, diagnosticados previamente mediante serologia.
El resultado en todas ellas fue negativo.
1.2- Hemocultivo

Se procedié al cultivo de sangre en 15 pacientes diagnosticados
previamente mediante serologia de enfermedad de Chagas en fase cronica,

en todos ellos el resultado fue negativo.

1.3- Utilizacion de la PCR como herramienta diagnéstica en la

enfermedad de Chagas

Para la valoracion de la técnica PCR como herramienta diagnostica en
la enfermedad de Chagas, se emplearon 105 muestras de sangre

procedente de pacientes con infeccion cronica por 7. cruzi.

Observamos el producto amplificado de 330 pares de bases (pb)
correspondiente a la region kADN de T. cruzi en 69 de los 105 pacientes

(Figura 11).

La técnica de PCR alcanz6 una sensibilidad diagnostica del 65,7% (IC
95%: 55,7-74,7).

Los resultados fueron validados mediante la deteccion de una banda de
200pb, producto de amplificacion del ADN de la region ribosomal, que nos
asegura que la ausencia de amplificacion no es debida a inhibidores de la

PCR.
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A)

<— 330pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9

B)

<— 200pb

Figura 11. A. Resultados representativos de la deteccion de la region kDNA de
T. cruzi en pacientes con enfermedad de Chagas cronica mediante
amplificacion por PCR. B. Resultados representativos de la deteccion del
control interno mediante amplificacion por PCR. Calle 1: marcador de peso
molecular 100pb; calles 3, 4, 5, 7: muestras de pacientes con resultado
positivo; calles 2, 6: muestras de pacientes con resultado negativo; calle 8:
Control positivo T. cruzi cepa Y; calle 9: Control negativo (sangre de donante
seronegativo). Las flechas indican los productos de amplificacion de 330pb de

T. cruziy 200pb del control interno.

82



1V. Resultados

Al analizar los resultados obtenidos en funciéon de diferentes variables,
observamos que la PCR con resultado positivo fue significativamente mas
frecuente en pacientes entre 2-19 anos, que en pacientes en los rangos de
edad 20-39 y mayores de 40 anos (p=0,01) (100%, 69,2% y 47,8%,
respectivamente). En cuanto al tiempo de estancia en Espana, la PCR
positiva fue significativamente superior en aquellos pacientes que llevaban
menos de 3 anos residiendo en nuestro pais (76%) (p=0,03). Sin embargo,
no observamos diferencias significativas entre pacientes asintomaticos

(66%) y con sintomatologia (65,5%) (p=0,95) (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de la técnica diagnéstica PCR segun la variable

estudiada.
Variable n/fﬁﬁﬂ%) n/tl:fifl (%)
Edad
2-19 afnos 4/4 (100) 0/4 (0)
20-39 anos 54/78 (69,2) 24/78 (30,8)
> 40 afios 11/23 (47,8) 12/23 (52,2)
Anos de residencia en Espaia
< 3 anos 38/50 (76) 12/50 (24)
> 3 afios 31/55 (56,4) 24/55 (43,6)
Sintomatologia
Asintomatico 33/50 (66) 17/50 (34)
Sintomatico 36/55 (65,5) 19/55 (34,5)

2- Diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase cronica mediante

técnicas serologicas

El diagnostico de la enfermedad de Chagas se ha convertido en una
practica frecuente en Espana, consecuencia del elevado numero de
inmigrantes procedentes de América Central y del Sur que en la actualidad

residen en nuestro pais.
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Durante el periodo 2008-2011, en nuestro Servicio se ha realizado el
analisis serolégico de 4.739 muestras de suero, pertenecientes a pacientes
procedentes de zonas endémicas, atendidos en diversas consultas de la
region, con una media anual de 1.185 determinaciones (2008: 1.194
determinaciones, 2009: 1.478 determinaciones, 2010: 1.066
determinaciones, 2011: 1.001 determinaciones). Para ello se emplearon dos
pruebas serologicas con diferentes principio antigénico de forma
simultanea. Las dos técnicas proporcionaron resultados similares, y las
pocas discrepancias observadas lo fueron siempre a partir de valores

proximos al umbral de positividad establecido para ambas técnicas.

Observamos que el numero de peticiones a lo largo del periodo de
estudio se mantiene constante, a excepcion del ano 2009, donde se

produjo un aumento del 27,8% en el numero de determinaciones.

En estos cuatro anos, 2.193 muestras fueron serorreactivas (46,3%)
para T. cruziy un 2,9% tuvieron un resultado indeterminado o discordante

(Tabla 13).

Tabla 13. Resultados discordantes en las pruebas serologicas empleadas para

el diagnostico de la enfermedad de Chagas durante el periodo 2008-2011.

2008 2009 2010 2011
ELISA+/IFI - 31 26 24 40
ELISA -/IFI + §) 2 - S
ELISA ID/ IFI + 2 1 = =

La evolucion en el numero de determinaciones mensuales realizadas,
asi como el desglose de los resultados obtenidos en funcion del ano,

quedan reflejados en las Figuras 12 y 13.
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Figura 11. Evolucion en el nimero de determinaciones mensuales realizadas

durante los anos 2008-2011.

La mayor parte de las determinaciones fueron solicitadas por el
hospital y centros de salud pertenecientes al Area de Salud I

(Murcia/Oeste) (66,1%) (Figura 14) (Tabla 14).

Figura 14. La zona en color representa la
Gerencia del Area de Salud I de la Region de

Murcia.

Fuente: Consejeria de Sanidad y Consumo. Direccion General de Planificacion, Ordenacion

Sanitaria y Farmacéutica e Investigacion.
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2008
(n:1.194)

3%

H Positivo

B Negativo

Indeterminado

2010
(n:1.066)

2%

B Positivo

m Negativo

Indeterminado

2009

(n:1.478)

2%

B Positivo
E Negativo

Indeterminado

2011
(n:1.001)

4%

\ B Positivo
E Negativo
Indeterminado

Figura 13. Resultados de serologia de Chagas obtenidos en las muestras

analizadas en el Servicio de Microbiologia durante los afios 2008-2011.
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El 59,3% (2.814/4.739) de las muestras a las que se realizo las
determinaciones fueron mujeres. Se dispuso del dato de la edad en 4.156

muestras de pacientes, con una mediana de 32 anos (rango: 0-94 anos).

El 80,3% (1.990/2.476) de las mujeres con edad conocida eran mujeres
en edad fértil (15-49 anos), y de estas el 51,2% (1019/1990) presentaban

una serologia positiva para T. cruzi.

Tabla 14. Determinaciones solicitadas para el diagnostico serologico de
enfermedad de Chagas por los diferentes hospitales y centros de salud de la

Region de Murcia.

‘ N° de determinaciones solicitadas
Areas de Salud

2008 2009 2010 2011  Total (%)

| Area de Salud I (Murcia/Oeste) 3.135 (66,1) |

HU Virgen de la Arrixaca 520 919 628 663
Centros de Salud 130 123 83 69

Area de Salud II (Cartagena) 41 (0,8)
HGU Santa Lucia 4 8 19 10

Area de Salud III (Lorca) 319 (8,5)
H. Rafael Méndez 198 138 92 89

Area de Salud IV (Noroeste) 109 (2,3)
H. Comarcal de Noroeste 31 32 13 33

Area de Salud V (Altiplano) 442 (9,3)
H. Virgen del Castillo 213 126 73 30

Area de Salud VI (Vega Media del Segura) 390 (8,2)
HGU Morales Meseguer 74 118 118 80

Area de Salud VII (Murcia/Este) 22 (0,5)
HGU Reina Sofia 3 2 7 10

Area de Salud VIII (Mar Menor) 64 (1,3)
HGU Los Arcos del Mar Menor 16 7 28 13

Area de Salud IX (Vega Alta del Segura) 19 (0,4)
H. de la Vega Lorenzo Guirao S S S 4
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2.1- Pruebas convencionales y no convencionales

2.1.1-Comparacion de la reactividad de diferentes técnicas de

diagnostico serologico

Para la comparacion de la reactividad de diferentes técnicas de

diagnoéstico serologico se han utilizado un total de 173 muestras de suero.

De estas 173 muestras de suero, 107 pertenecian a pacientes
diagnosticados de enfermedad de Chagas en estadio crénico, S0 muestras
a pacientes control sanos y 16 muestras a pacientes con diferentes

enfermedades infecciosas.

De las 107 muestras de suero de pacientes seropositivos, 101 (94,4%)

fueron positivas con todas las pruebas serolégicas empleadas (Tabla 15).

Tabla 15. Sueros reactivos en las diferentes pruebas de deteccion de

anticuerpos anti-T.cruzi.

ST G N° de sueros IFI Ortho B Biokit Wiener ICT
de los sueros house

Enf de Chagas 107 107 107 107 107 107 101

Sanos 50 0 0 0 2 1 4

Por otra parte, el 92% (46/50) de los sueros de los controles sanos
presentaron resultados negativos en todas las pruebas. So6lo las pruebas
no convencionales (ELISA Biokit, ELISA Wiener e ICT) mostraron
resultados falsamente positivos, y estos resultados fueron concordantes

entre sien el caso de las técnicas ELISA (Tabla 16).
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Tabla 16. Comparacion de las muestras con resultados discrepantes.

EC Codigo IFI Ortho In house Biokit Wiener ICT
Enf de Mu-4 >1/160 8.2 1.4 7.1 8.4 Negativo
Chagas Mu-43 >1/160 5.9 3.4 7.2 8.0 Negativo

Mu-63 1/80 1.9 1.3 8.5 6.7 Negativo

Mu-70 1/160 1 1.5 7.3 3.2 Negativo

Mu-75 1/80 1.2 1.1 >13 8.3 Negativo

Mu-100 >1/160 8.0 1.8 6.4 7.2 Negativo

Sanos 3.1l Negativo 0.04 0.94 6.3 0.00 Negativo
50.1 Negativo 0.24 0.92 3.4 1.63 Negativo

18.1 Negativo 0.02 0.88 0.25 0.00 Positivo

27.1 Negativo 0.16 0.78 0.13 0.00 Positivo

33.1 Negativo 0.07 0.84 0.32 0.00 Positivo

42.1 Negativo 0.02 0.84 0.04 0.00 Positivo

Los titulos de anticuerpos obtenidos al realizar la técnica de IFI se
muestran en la Figura 15. El 83,2% de las muestras de pacientes
seropositivos tuvo un titulo de IFI superior a 1/160 (2 diluciones por
encima del punto de corte establecido de 1/80), mientras que los titulos
obtenidos en el grupo control fueron negativos. En el grupo de pacientes
con diferentes enfermedades infecciosas, en 3 de ellas (18,7%) se
detectaron titulos iguales o superiores a 1/80 (2 muestras con anticuerpos

frente a Leishmaniay 1 frente a Plasmodium).

En cuanto a los resultados de DO/CO de las diferentes técnicas ELISA
(Figura 16), si observamos la media de DO/CO de las técnicas
convencionales, en el ELISA Ortho los pacientes seropositivos tienen un
valor de 6.6; sin embargo, la media esta cercana a cero en el grupo control
seronegativo (0.17). Esta discriminacion entre pacientes seropositivos y
seronegativos, en cambio, no fue tan clara para el ELISA in house, con una
media de DO/CO de las muestras seropositivas (2.4) y seronegativas (0.87)

cercana al valor del punto de corte.
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IFI
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Figura 15. Titulos de anticuerpos obtenidos mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta segin el grupo de muestras considerado. Linea

horizontal discontinua a 1/80: CO.

Por lo que respecta a las técnicas no convencionales, cuando tenemos
en cuenta la media de DO/CO de los pacientes con enfermedad de Chagas
en el ELISA Wiener (7.6) y ELISA Biokit (8.9) y pacientes controles sanos
con media de DO/CO de 0.04 y 0.34, respectivamente, la discriminacion

entre ambos grupos es clara.

En el grupo de otras enfermedades infecciosas, el ELISA Wiener seria el
que obtendria valores de media de DO/CO mas bajos, y por tanto mas
alejados del punto de corte. Destacan las elevadas medias de DO/CO de
las muestras con anticuerpos frentes a Plasmodium (1.03), Leishmania
(0.97), virus del dengue (0.86) y Schistosoma (0.86) del ELISA in house,

todas ellas proximas al punto de corte.

En cuanto a las muestras negativas con resultado discrepante en la
técnica ELISA, la media de DO/CO de las muestras de los pacientes sanos
en el ELISA Biokit fue de 0.15 (rango, 0.04 a 0.7) y de 0.01 (rango, 0.0 a
0.28) en el ELISA Wiener; sin embargo, la media de DO/CO de las 2
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muestras con resultado positivo en el ELISA Biokit fue 4.85, y 1.63 en el

ELISA Wiener.

ELISA Biokit
154

104 e®

DO/CO
2 S
u

51 8%
°
L] ..o [ ]
(LX)
®o0 A
____________________ Yo
o-—u—m—’EWi——.——
& & g > @
\é (?A &‘{" &‘?b .‘.G) QO&'
& & > < N x°
& & o ¥
e“ &° F eé"
ELISA In house
104
o
3]
2
o
a

By T e

o ? T T T T T

o@ oé g (.4 (2 &0

g,c‘ &"5 & K 0&3’ S
o & O
& G & ° &
° & F b
) 90" &

ELISA Ortho
15

104 &

DO/CO

ELISA Wiener
10+

[ X3

Do/co
a
1

Figura 16. Comparacion de los niveles de anticuerpos anti-T. cruzi observados

en los diferentes ensayos de enzimoinmunoanalisis segin el grupo de

pacientes. La linea horizontal dentro de cada grupo indica la media aritmética.

Linea horizontal discontinua a 1: CO.
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2.1.2- Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor

predictivo negativo

Todas las pruebas serologicas empleadas en la comparaciéon mostraron
una sensibilidad elevada (Tabla 17). Las pruebas convencionales (IFI,
ELISA Ortho, ELISA in house) presentaron una sensibilidad del 100%, y las
no convencionales (ELISA Biokit, ELISA Wiener, ICT) tuvieron valores que
variaron desde el 94 al 100%. La especificidad en general fue elevada en

todos los ensayos, y los valores calculados oscilaron entre el 92 y el 100%.

Todas las pruebas convencionales mostraron una especificidad del
100%, mientras que las no convencionales no superaron el 98%. La técnica
que presentd una menor sensibilidad y especificidad (94,4% y 92%,

respectivamente) fue la inmunocromatografia.

En cuanto a los valores predictivos de las diferentes técnicas, IFI, ELISA
Ortho y ELISA in house tuvieron un valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN) del 100%; el resto de pruebas ELISA tuvieron VPP

cercanos al 100%.

Tabla 17. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo de

las técnicas empleadas para la deteccion de anticuerpos anti-T.cruzi.

E::f ::;;'g:f:s Sensibilidad ne ii:i(::vos Especificidad VPP VPN
(n:107) (IC 95%) (n:50) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
IF1 107 100 (95,7-100) 0 100 (91,1-100) 100 (95,7-100) 100 (91,1-100)
Ortho 107 100 (95,7-100) 0 100 (91,1-100) 100 (95,7-100) 100 (91,1-100)
Z;use 107 100 (95,7-100) 0 100 (91,1-100) 100 (95,7-100) 100 (91,1-100)
Biokit 107 100 (95,7-100) 2 96 (85,1-99,3) 98 (92,8-99,7) 100 (90,7-100)
Wiener 107 100 (95,7-100) 1 98 (87,9-99,9) 99 (94,2-99,9)  100(90,9-100)
ICT 101 94,4 (87,7-97,7) 4 92 (79,9-97,4) 96,2 (89,9-98,7) 88,5(75,9-95,2)
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2.1.3-Estudio de la reactividad cruzada

Tanto los test convencionales (IFI, ELISA Ortho, ELISA in house) como
los no convencionales (ELISA Biokit), mostraron reacciones cruzadas con
sueros positivos con anticuerpos dirigidos frente a otros parasitos o
agentes infecciosos (Tabla 18). No se observaron reacciones cruzadas con
ninguno de los test (IFI, ELISA o ICT) para los sueros con anticuerpos

frente a virus del dengue (n:1) y Schistosoma (n:1).

Dos sueros con anticuerpos frente a Leishmania fueron positivos por la
técnica de IFI; esas mismas muestras fueron también positivas con los test

ELISA Ortho, ELISA Biokit o ELISA in house.

De los 10 sueros de pacientes con anticuerpos frente a Plasmodium,

uno de ellos fue positivo con IFI y otro de ellos con ELISA in house.

Tabla 18. Resultados positivos en el grupo de sueros con anticuerpos frente a

otros parasitos o agentes infecciosos.

N;::::i:: IFI  Ortho ::se Biokit Wiener ICT
Sesiesrng 1 00) 00) 00  00)  00)  0()
Leishmania 4 2(50)  1(25) 1(25) 125  0(0)  0(0)
Wit dlel e 1 00) 00) 00  00)  00)  0()
Plasmodium 10 1100 0(0)  1(10) 00)  0(0)  0(0)

2.1.4-Impacto de 1la reactividad cruzada en la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo

negativo

Todos los ensayos convencionales (IFI, ELISA Ortho, ELISA in house)
tuvieron reacciones cruzadas con los sueros de Leishmania. Estas
reacciones variaron entre el 25 y 50%, y fue considerablemente menor en
los ensayos no convencionales, siendo ELISA Biokit el Ginico que presento

una reaccion cruzada (Tabla 18). El grado de reactividad fue bastante
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amplio, en especial en las muestras de los individuos con Leishmania, con

valores de densidad optica elevados (Figura 15).

Al calcular de nuevo los indices diagnoésticos incluyendo los datos
obtenidos con los sueros de pacientes con diferentes enfermedades
infecciosas, las pruebas convencionales (IFI, ELISA Ortho y ELISA in
house) presentaron menor especificidad, con un rango entre 95,5 y el 97%
(Tabla 19). En cambio las pruebas no convencionales mostraron valores
proximos a los obtenidos en el anterior analisis (94 al 98,5%) y similares a

las convencionales.

La técnica de ICT continu6 teniendo valores de sensibilidad (94,4%) y

especificidad (93,9%) inferiores al resto de las pruebas.

Los VPP de todas las técnicas convencionales disminuyeron, no
alcanzando ninguna el 100%; mientras que en las no convencionales se

mantuvieron valores similares.

En cuanto al VPN, todas las pruebas (convencionales y no

convencionales) permanecieron en valores del 100%, excepto la ICT cuyo

valor aumento6 del 88,5% al 91,2%.

Tabla 19. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo de

las técnicas empleadas para la deteccion de anticuerpos anti-T.cruzi.

Enf de
Chagss

Sanos +otras
enfermedades
n° positivos
(n:66)

Sensibilidad
(IC 95%)

VPP
(IC 95%)

VPN
(IC 95%)

Especificidad
(IC 95%)

n° positivos
(n:107)

IFT 107 100 (95,7-100) & 95,5 (86,4-98,8) 97,3 (91,6-99,3) 100 (92,8-100)
Ortho 107 100 (95,7-100) 1 98,5 (90,7-99,9) 99 (94,2-99,9) 100 (92,8-100)
In house 107 100 (95,7-100) 2 96,9 (88,5-99,5) 098,1(92,8-99,7) 100 (92,8-100)
Biokit 107 100 (95,7-100) 2 95,4 (86,4-98,8) 97,3 (91,6-99,3) 100 (92,8-100)
Wiener 107 100 (95,7-100) 3 98,5 (90,7-99,9) 99 (94,2-99,9) 100 (92,8-100)
ICT 101 94,4 (87,7-97,7) 4 93,9 (84,4-98) 96,2 (89,9-98,7) 91,2 (81,1-96,3)
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2.1.5-Analisis de concordancia de 1las diferentes técnicas

serologicas

El analisis de concordancia entre los ensayos convencionales y no
convencionales se realizo6 mediante el parametro estadistico kappa (k). La
concordancia fue elevada cuando se analizd6 el conjunto de resultados
obtenidos con los sueros correspondientes a pacientes con enfermedad de
Chagas y controles sanos. Los indices k de las diferentes técnicas variaron
entre 0,85 y 1 (Tabla 20). La mayor concordancia se observo al emplear
test convencionales, mientras que la menor se observo al combinar
técnicas como IFI o ELISA (tanto convencional como no convencional) e
ICT.

Tabla 20. Evaluacion de la concordancia entre las diferentes técnicas

serologicas mediante el indice estadistico kappa.

Ortho IFI In house Biokit Wiener
IFI 1
In house 1 1
Biokit 0,97 0,97 0,97
Wiener 0,98 0,98 0,98 0,98
ICT 0,90 0,85 0,85 0,88 0,86

Cuando se incluyeron los resultados obtenidos con los sueros de
pacientes con diferentes enfermedades infecciosas, los indices k se
situaron entre 0,89 y 0,98 (Tabla 21). En este caso se observo una mayor
concordancia cuando se combinaron ELISA in house con IFI o ELISA Ortho

o ELISA Wiener con las técnicas de ELISA convencionales.
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Tabla 21. Evaluacion de la concordancia entre las diferentes técnicas
serologicas mediante el indice estadistico kappa considerando las muestras de

pacientes con diferentes enfermedades infecciosas.

Ortho IFI In house Biokit Wiener
IFI 0,97
In house 0,98 0,98
Biokit 0,97 0,95 0,96
Wiener 0,98 0,97 0,98 0,97
ICT 0,92 0,91 0,90 0,90 0,89

2.1.6-Deteccion de anticuerpos anti-Leishmania en los sueros de

pacientes diagnosticados de enfermedad de Chagas

Dado que el principal problema de todos los ensayos convencionales
de deteccion de anticuerpos anti-T.cruzi es la reactividad cruzada con los
antigenos de Leishmania, se decidiéo valorar la utilidad del ensayo IFI
Leishmania-Spot IF (Biomerieux) en el diagnéstico diferencial con esta

enfermedad.

Con este ensayo fueron positivos 34 (37,4%) de los 91 sueros de
pacientes infectados por T. cruzi a los que se les realizo el test (Figura 17).
Mas del 50% de los sueros (24/34) presentaron titulos de anticuerpos anti-

Leishmania en el limite de la positividad (1/80).

20 - 62,6

60 - 374 m Negativo
* 40 - M Positivo

20 A

0

Figura 17. Deteccion de anticuerpos anti-Leishmania en sueros de pacientes

infectados por T. cruzi.
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2.2. Diagnoéstico mediante ELISA empleando el péptido sintético
3973

2.2.1-Reconocimiento del péptido sintético 3973 en sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas en fase croénica sin

tratamiento previo

El estudio del reconocimiento del péptido sintético 3973 se realizo en
66 muestras de suero de pacientes adultos con enfermedad de Chagas, y
20 muestras de suero de individuos seronegativos. Todos los pacientes con
enfermedad de Chagas se encontraban en fase cronica, y se clasificaron
segun la forma clinica de la enfermedad en: Chagas cronico asintomatico
(IND, n: 36), Chagas cronico cardiaco (CCC, n: 20), Chagas cronico
cardiaco-digestivo (CCCDIG, n: 6) y Chagas créonico digestivo (DIG, n: 4).
Ademas se incluyeron muestras de suero con enfermedades infecciosas
diferentes a Chagas (Leishmania n: 4, Plasmodium n: 8, virus del dengue

n: 1, Schistosoma n: 1).

Se escogio el péptido 3973 de T. cruzi por observar en cribados
preliminares la presencia de antigenos inmunodominantes que son

reconocidos en muestras de suero de pacientes con infeccion por T. cruzi.

Como se muestra en la Figura 18, el péptido 3973 es reconocido con
significado estadistico (p<0,001) por los sueros de pacientes con
enfermedad de Chagas, frente a sueros de individuos seronegativos a
diferentes diluciones y tiempos de lectura de la absorbancia. En el caso de
los sueros de pacientes con otras enfermedades infecciosas, también
obtenemos significacion estadistica al compararlos con los sueros de los

pacientes seropositivos.

La sensibilidad del péptido, independientemente de la dilucion
empleada y del tiempo en el que se realizo la lectura de absorbancia, fue
de 98,5% (IC 95%: 90,7-99,9) (Tabla 22). No ocurre lo mismo en el caso de
la especificidad, esta varia del 70,5 al 97% en funcion de la dilucion y
tiempo empleado en la lectura. La alta especificidad (97%) del péptido 3973

en los sueros de los pacientes cronicos a diluciones de 1/1600 se debe
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fundamentalmente a que s6lo uno de los sueros de pacientes con

Leishmania reconocio6 este péptido (Figura 18).

Tabla 22. Sensibilidad y especificidad del péptido sintético 3973 en funcién de
la dilucion de la muestra y tiempo en el que se realiza la lectura de la

absorbancia.

1/400 1/1600 |

5min 98,5 (90,7-99,9) 88,2 (71,6-96,1) 98,5 (90,7-99,9) 97 (82,9-99,8)
7min 98,5 (90,7-99,9) 70,5 (52,3-84,3) 98,5 (90,7-99,9) 97 (82,9-99,8)

Para saber si la reactividad frente al péptido 3973 podria
correlacionarse con las distintas fases de la enfermedad, determinamos la
presencia de anticuerpos en pacientes que presentaban diferentes formas

clinicas de la infeccion.

Al analizar los datos de reactividad en funcion del estadio clinico de la
enfermedad de Chagas, se observo que los sueros de los pacientes
pertenecientes a los grupos IND, CCC, CCCDIG y DIG, reconocian con
significado estadistico (p<0,001) el péptido 3973 al compararlo con los
sueros de los pacientes seronegativos (Figura 19). Sin embargo, no
observamos diferencias estadisticamente significativas al comparar los

diferentes estadios de la enfermedad entre si.

Este péptido es reconocido por los sueros de los pacientes con

enfermedad de Chagas independientemente del estadio de la enfermedad.
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Figura 18. Especificidad de los anticuerpos IgG frente al péptido 3973 a
distintas diluciones y tiempos en diferentes grupos de pacientes. Los valores
de D.O. correspondientes al porcentaje de pacientes comprendidos entre el
25% y 75% son representados como rectangulos verticales y su mediana como
una linea horizontal dentro de los mismos. Las barras de error representan

intervalos de 10% y 90%.
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Figura 19. Especificidad de los anticuerpos IgG frente al péptido 3973 a
diferentes diluciones y tiempos en pacientes diagnosticados de Chagas en
distintos estadios de la enfermedad. Los valores de D.O. correspondientes al
porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y 75% son representados

como rectangulos verticales y su mediana como una linea horizontal dentro de

los mismos. Las barras de error representan intervalos de 10% y 90%.
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Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)

El analisis de la curva ROC realizado con los valores de ELISA
obtenidos en los sueros de los 66 pacientes con enfermedad de Chagas y
los 34 muestras de pacientes sanos y con enfermedad diferente a Chagas,
senala la alta capacidad discriminante de la técnica desarrollada, con un
area comprendida bajo la curva (ABC) proxima a la unidad en todos los

casos (Figura 20).

En la figura la linea de puntos expresa la nula capacidad de
discriminacion. Cuanto mas se acerque la curva al extremo superior
izquierdo del cuadro, la prueba diagnostica tendra mayor capacidad de

discriminacion (Zweig y Campbell, 1993).
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Figura 20. Area Bajo la Curva (ABC) ROC obtenida para el péptido 3973 a

distintas diluciones de las muestras y tiempos de lectura de la absorbancia. Se

considera como valor aceptable de discriminacion ABC>0,7.
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2.2.2-Reconocimiento del péptido sintético 3973 en sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas en fase crénica con

tratamiento previo con benznidazol

Tras dos anos de haber recibido tratamiento con benznidazol (S
mg/kg/dia durante 60 dias), se volvio a estudiar el reconocimiento del
péptido 3973 en muestras de suero de los mismos 66 pacientes, para
evaluar el posible efecto del tratamiento en el diagnéstico serolégico de la

enfermedad de Chagas.

Como se muestra en la Figura 21, el péptido 3973 es reconocido con
significado estadistico (p<0,001) por los sueros de los pacientes tratados,
frente a sueros de individuos seronegativos a diferentes diluciones y

tiempos de lectura.

La sensibilidad y especificidad del péptido tras haber recibido
tratamiento el paciente, sigue siendo la misma que la obtenida en las

muestras previas al inicio del tratamiento con benznidazol (Tabla 22).

En cuanto a la reactividad en funcion del estadio clinico de la
enfermedad de Chagas, el péptido 3973 continua siendo reconocido con
significado estadistico (p<0,001) por los sueros de los pacientes tratados
frente a sueros de individuos seronegativos (Figura 22), excepto en el caso
de los pacientes con Chagas cronico digestivo (p=0,13) a la dilucién 1/1600

y tiempo de lectura de la absorbancia 5 minutos.
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Figura 21. Especificidad de los anticuerpos IgG frente al péptido 3973 a
distintas diluciones y tiempos en pacientes seropositivos tratados
previamente. Los valores de D.O. correspondientes al porcentaje de pacientes
comprendidos entre el 25% y 75% son representados como rectangulos
verticales y su mediana como una linea horizontal dentro de los mismos. Las

barras de error representan intervalos de 10% y 90%.
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Figura 22. Especificidad de los anticuerpos IgG frente al péptido 3973 a
diferentes diluciones y tiempos en pacientes diagnosticados de Chagas
previamente tratados en distintos estadios de la enfermedad. Los valores de
D.O. correspondientes al porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y
75% son representados como rectangulos verticales y su mediana como una
linea horizontal dentro de los mismos. Las barras de error representan

intervalos de 10% y 90%.
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2.2.2.1- Cambios en la respuesta antigeno especifica frente al
péptido sintético 3973 tras el tratamiento con

benznidazol

Para comprobar el posible efecto que un tratamiento previo puede
producir en el patron de reconocimiento del péptido 3973, comparamos los
resultados obtenidos en los 66 pacientes, antes del inicio del tratamiento

con benznidazol y 2 anos después de haberlo finalizado.

Observamos que la reactividad frente al péptido se mantiene en los
mismos niveles en las muestras a la dilucion 1/1600 y lectura de
absorbancia 7 minutos (p=0,13), mientras que en el resto de diluciones y
lecturas de absorbancias, aumenta con significado estadistico al cabo de 2

anos de haber finalizado el tratamiento (Figura 23).
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Figura 23. Efecto del tratamiento con benznidazol en el reconocimiento del

péptido 3973 a distintas diluciones y tiempos.
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Al analizar la respuesta antigeno-especifica en funcion del estadio de la
enfermedad, observamos diferencias en funcion de la dilucién de muestra

empleada y el tiempo de lectura de la absorbancia (Figura 24).

Asi, con una diluciéon de 1/400 y lectura de absorbancia a los S
minutos, vemos un aumento de la reactividad estadisticamente
significativa en todos los grupos excepto en el digestivo (DIG). Si
aumentamos el tiempo de lectura a 7 minutos, no encontramos diferencias

significativas en los grupos cardiaco digestivo (CCCDIG) y digestivo (DIG).

Al utilizar la dilucion de la muestra 1/1600, independientemente del
tiempo de lectura de la absorbancia (5 o 7 minutos), s6lo encontramos
diferencias estadisticamente significativas en el grupo de pacientes en

estadio indeterminado (IND).
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Figura 24. Efecto del tratamiento con benznidazol en el reconocimiento del
péptido 3973 a diferentes diluciones y tiempos en pacientes con enfermedad

de Chagas en distintos estadios de la enfermedad.
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2.3. Evaluacion de wun inmunoensayo quimioluminiscente de
microparticulas (CMIA) para el diagnostico de la enfermedad de

Chagas

Realizamos un estudio aleatorio con 165 muestras procedentes de la
rutina asistencial. Del total de las 165 muestras analizadas, siguiendo los
criterios establecidos en este estudio, 89 (54%) fueron negativas y 76 (46%)
positivas. 4 muestras tuvieron un resultado discordante entre ELISA e IFIL.
A estas muestras se les realizo la PCR siendo en todos ellos el resultado
negativo, y una técnica inmunocromatografica siendo en todas el resultado
positivo. Con ninguna de las técnicas obtuvimos resultados

indeterminados.

El ensayo CMIA fue capaz de detectar 76 de 76 muestras con
anticuerpos anti-T. cruzi, mostrando una sensibilidad del 100% (Tabla 23).
En el caso de las muestras con resultado negativo, detecto 86 de las 89
muestras, presentando una especificidad de 96,6%. 3 muestras negativas
fueron débilmente positivas por esta técnica, con valores de S/CO de 1.39,

1.65 y 1.7 respectivamente.

Tabla 23. Reactividad de los sueros, sensibilidad y especificidad de las

pruebas empleadas para la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi.

Método seroldogico Negativo Positivo Sensibilidad Especificidad
Ortho 89 76 100 (94-100) 100 (94-100)
IFI 93 72 94 (86-98) 100 (94-100)

CMIA 86 79 100 (94-100) 96 (89-99)

La distribucion de los valores de S/CO en las muestras con
anticuerpos anti-T. cruzi en el ensayo CMIA, indica que incluso las
muestras menos reactivas estan por encima del punto de corte establecido

(Figura 25).
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La media de S/CO de las muestras negativas fue 0.083 para el ensayo
CMIA frente a 0.100 en el ELISA, ambas similares y muy por debajo del

punto de corte.

El indice de concordancia del ensayo CMIA con las técnicas ELISA e IFI

fue de 0,96 (IC 95%: 0,92-1) y 0,91 (IC 95%: 0,85-0,97), respectivamente
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Figura 25. Comparacion de los niveles de anticuerpos en las técnicas ELISA y
CMIA. La linea horizontal dentro de cada grupo indica la media aritmética. La
linea horizontal discontinua a 1: CO. (SP: pacientes seropositivos; SN:

pacientes seronegativos; CO: cut-off “punto de corte”; DO: densidad 6ptica).
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3- Prevalencia de infeccion por Helicobacter pylori en pacientes con

enfermedad de Chagas

Se incluyeron un total de 86 pacientes en el presente estudio. De estos
pacientes, 66 (75,8%) eran pacientes con enfermedad de Chagas en fase
cronica (24 hombres y 42 mujeres, media de edad 36 anos, rango 9- 74) y
20 (23,2%) eran pacientes sin enfermedad de Chagas (4 hombres y 16

mujeres, media de edad 26 anos, rango 1-54).

El 93,9% (62/66) de los pacientes con enfermedad de Chagas eran de
nacionalidad boliviana, y el 84,8% (56/66) residia en zona rural en su pais

de origen.

El total de la prevalencia de la infeccion por H. pylori no fue
significativamente mayor (p=0,25) en los pacientes con enfermedad de
Chagas (78,8%, 52/66) que en los pacientes sanos (70%, 14/20). Tampoco
observamos diferencias (p>0,05) al comparar la prevalencia de la infeccion

en funcioén del grupo de edad (Tabla 24).

Tabla 24. Seroprevalencia de H. pylori en pacientes con enfermedad de

Chagas y pacientes sanos en funcion del grupo de edad.

Grupo de Chagas + Chagas -
LET n/total (%) n/total (%)
<19 1/1 (100%) 3/6 (50%) p=1
20-29 12/17 (70,6%) 3/3(100%)  p=0,53
30-49 35/41 (85,4%) 5/8 (62,5%)  p=1
>50 47 (57,2%) 3/3 (100%)  p=0,47

Cuando comparamos la seroprevalencia de H. pylori en los pacientes
con enfermedad de Chagas que residian en zona rural frente a los que

residian en zona urbana, no encontramos diferencias estadisticamente
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significativas (p=0,2), y lo mismo ocurre cuando los comparamos por

grupos de edad (Tabla 25).

Tabla 25. Seroprevalencia de H. pylori en pacientes con enfermedad de
Chagas segin la zona habitual de residencia en su pais de origen en funcion

del grupo de edad.

Grupo de Zona rural Zona urbana
edad n/total (%) n/total (%)
<19 0 1/1 (100%) -
20-29 11/16 (68,7%) 1/1 (100%) p=1
30-49 31/34 (91,2%) 4/7 (57,1%) p=0,051
>50 4/6 (66,7%) 0/1 (0%) p=0,42

Entre los 66 pacientes con enfermedad de Chagas, 36 (54,5%) se
encontraban en la fase indeterminada de la enfermedad, 20 (30,3%) tenian
cardiopatia cronica chagasica, 6 (9%) la forma cardiodigestiva y 4 (6%) la

forma digestiva.

La prevalencia de infeccion de H. pylori en funcion de la forma clinica
de la enfermedad de Chagas cronica (Figura 26) fue de 83,3% (30/36) en el
grupo de pacientes con la forma indeterminada de la enfermedad, 70%
(14/20) en aquellos que presentaban la forma cardiaca, 83,3% (5/6) en los
que tenian la forma cardiodigestiva, y 75% (3/4) en los pacientes con forma
digestiva. No se pudo establecer una asociacion estadisticamente
significativa entre H. pylori y la forma clinica de la enfermedad de Chagas

(p>0,05).
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Figura 26. Prevalencia de infeccion por Helicobacter pylori segin la forma

clinica de la enfermedad de Chagas cronica.

No hubo diferencias significativas (p=0,20) en las concentraciones de
anticuerpos IgG anti-H. pylori entre los pacientes con enfermedad de
Chagas (media, 129,2 U/mL) y los pacientes sanos (media, 107,8 U/mlL).
La media de concentracion de anti-H. pylori fue similar (p=0,39) entre los
grupos de pacientes con forma clinica indeterminada (137 U/mL), cardiaca

(129 U/ml), digestiva (132 U/mL) y cardiodigestiva (82 U/mlL).

3.1- Especificidad del péptido sintético 3973 en pacientes con

enfermedad de Chagas cronica y coinfeccion con Helicobacter pylori

Dada la elevada prevalencia de infeccion por H. pylori en el grupo de
pacientes con enfermedad de Chagas (78,8%), estudiamos el posible efecto
que la infeccion por H. pylori pudiera tener en la respuesta antigeno
especifica frente al péptido sintético 3973 empleado para el diagnostico de

infeccion por T. cruzi.
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No encontramos diferencias significativas (p=0,5) entre los grupos de
pacientes con enfermedad de Chagas e infeccion por H. pylori y pacientes

con enfermedad de Chagas sin infeccion por H. pylort (Figura 27).
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Figura 27. Especificidad de los anticuerpos IgG frente al péptido 3973 en
pacientes con enfermedad de Chagas e infeccion por Helicobacter pylori. Los
valores de D.O. correspondientes al porcentaje de pacientes comprendidos
entre el 25% y 75% son representados como rectangulos verticales y su
mediana como una linea horizontal dentro de los mismos. Las barras de error

representan intervalos de 10% y 90%.
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4- Seroprevalencia de helmintiasis en pacientes con enfermedad de

Chagas en fase crénica
4.1- Geohelmintos y Schistosoma

Para el estudio de seroprevalencia de Ascaris Iumbricoides,
Strongyloides stercoralis y Schistosoma mansoni se emplearon 86 muestras
de suero (66 pacientes con enfermedad de Chagas en fase cronica y 20
pacientes sin enfermedad de Chagas) de la cohorte de pacientes del estudio

de seroprevalencia de H. pylori.

En los pacientes con enfermedad de Chagas, el 77,3% (51/66)
presentaba anticuerpos frente a uno o mas parasitos de los estudiados; el
100% (51/51) tenia anticuerpos frente A. lumbricoides, en el 27,4% (14/51)
se detectaron anticuerpos frente a S. stercoralis y en el 5,8% (3/51)
anticuerpos frente a S. mansoni (Figura 28). El 70% (36/51) mostraba
anticuerpos solo frente A. lumbricoides, mientras que el resto manifestaba
asociaciones de diferentes parasitos, siendo la mas frecuente A.

lumbricoides y S. stercoralis (23,5%, 12/51).
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Figura 28. Distribuciéon de los distintos helmintos (A. lumbricoides, S.
stercoralis, S. mansoni en pacientes con enfermedad de Chagas en fase

cronica y pacientes sanos.
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Entre los pacientes seronegativos para T. cruzi, la prevalencia total fue
del 80% (16/20); el 75% de estos pacientes (12/16) tenia anticuerpos
frente A. lumbricoides, el 18,7% (3/16) anticuerpos frente a S. stercoralis y
el 12,5% (2/16) anticuerpos frente a S. mansoni. El 56,3% (9/16) mostraba
anticuerpos solo frente A. lumbricoides, mientras que el resto manifestaba
asociaciones de diferentes parasitos, siendo la mas frecuente A.

lumbricoides y S. stercoralis (18,8%, 3/16).

No hubo diferencias significativas en las prevalencias de las infecciones
de los diferentes helmintos en los pacientes con enfermedad de Chagas y

en los pacientes sanos (p=0,75) (Tabla 26).

Tabla 26. Prevalencia de las infecciones de los diferentes helmintos en los

pacientes con enfermedad de Chagas y en los pacientes sanos.

Pacientes con
enfermedad de Chagas

Pacientes sanos

166 (n:20)
A. lumbricoides 51 (77,3%) 11 (55,1%)
S. stercoralis 14 (21,2%) 3 (14,3%)
S. mansoni 3 (4,5%) 2 (9,5%)

Asi mismo, tampoco se establecieron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) entre los pacientes con enfermedad de Chagas que
procedian de zonas rurales (76,7%, 43/56), y aquellos que procedian de

zonas urbanas (80%, 8/10).

Las seroprevalencias de infeccion por los diferentes parasitos en
funcion de la forma clinica de la enfermedad de Chagas cronica fue de 83%
(A. lumbricoides), 22,2% (S. stercoralis) y 5,5% (S. mansoni) en el grupo de
pacientes con la forma indeterminada de la enfermedad; 70% (A.
lumbricoides), 30% (S. stercoralis) y 0% (S. mansoni) en aquellos que
presentaban la forma cardiaca; 66,6% (A. lumbricoides), 0% (S. stercoralis)

y 16,6% (S. mansoni) en los que tenian la forma cardiodigestiva, y 75% (A.
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lumbricoides), 0% (S. stercoralis) y 0% (S. mansoni en las formas digestivas
(Figura 29). No se pudo establecer una asociacion estadisticamente
significativa entre los diferentes helmintos (A. lumbricoides, S. stercoralis,

S. mansoni) y la forma clinica de la enfermedad de Chagas (p>0,05).
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Figura 29. Seroprevalencias de las diferentes helmintosis en funciéon de la

forma clinica de la enfermedad de Chagas.

4.1.1- Especificidad del péptido sintético 3973 en pacientes con

enfermedad de Chagas cronica y coinfeccion con helmintos

Dada la elevada prevalencia de infeccion por geohelmintos en el grupo
de pacientes con enfermedad de Chagas, estudiamos el posible efecto que
pudiera tener la coinfeccion con helmintos, en el empleo del péptido

sintético 3973 para el diagnostico serologico de dicha enfermedad.
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No encontramos diferencias significativas (p=0,57) entre los grupos de
pacientes con enfermedad de Chagas e infeccion con algin helminto (A.
lumbricoides, S. stercoralis y S. mansoni y pacientes con enfermedad de

Chagas sin infeccion por estos (Figura 30).
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Figura 30. Especificidad de los anticuerpos IgG frente al péptido 3973 en
pacientes con enfermedad de Chagas e infeccion por uno o mas helmintos
(Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercoralis y Schistosoma mansoni). Los
valores de D.O. correspondientes al porcentaje de pacientes comprendidos
entre el 25% y 75% son representados como rectangulos verticales y su
mediana como una linea horizontal dentro de los mismos. Las barras de error

representan intervalos de 10% y 90%.

4.2- Trichinella spiralis

En el estudio de deteccion de anticuerpos frente a Trichinella spiralis,
se incluyeron 86 muestras de suero (66 pacientes con enfermedad de
Chagas en fase cronica y 20 pacientes sin enfermedad de Chagas) de la

cohorte de pacientes del estudio de seroprevalencia de H. pylori.
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En ningun paciente (con o sin enfermedad de Chagas), se detecto la

presencia de anticuerpos frente T. spiralis.
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V. Discusion

El aumento de los movimientos migratorios fuera de América Latina ha
hecho que una enfermedad endémica del continente americano como es la
tripanosomiasis americana, pueda diagnosticarse en cualquier parte del
mundo, incluso en paises donde no hay transmision vectorial como EEUU,
Canada o Europa. En estas zonas, ademas de observarse un aumento
progresivo en el nimero de casos de infeccion cronica, se puede perpetuar
la transmision de la enfermedad por vias distintas a la vectorial (Schmunis

y col., 2005).

Espana ha sido tradicionalmente, un destino atractivo para la
poblacion latinoamericana debido a los vinculos culturales y linglisticos
existentes. En los ultimos anos se ha producido un aumento exponencial
de esta poblacion en nuestro pais, lo cual tiene implicaciones de salud
publica debido a la posibilidad de transmision de esta enfermedad por via

sanguinea, por trasplantes de 6rganos y mediante transmision vertical.

En 2008, mas de 38 millones de inmigrantes residian en Europa, de
los cuales el 11% procedia de Ameérica Latina (Vasileva, 2009), la mayoria
de ellos de Ecuador, Brasil, Colombia y Bolivia. Estos datos no incluyen
inmigrantes sin permiso de residencia, gente nacida fuera de Europa que
adquiere la nacionalidad de un pais europeo, o ninos extranjeros
adoptados por familias europeas. Esto sugiere, que el numero de
inmigrantes procedentes de zonas endémicas esta infraestimado, y en

consecuencia, el numero de personas infectadas con T. cruzi.

Actualmente, sé6lo un pequefio numero de personas infectadas con T.
cruzi han sido detectadas en Europa (OMS, 2010). Los principales motivos
de este bajo numero de detecciones son, la escasa o nula experiencia del
personal sanitario en la deteccion y manejo de la enfermedad de Chagas, el
limitado acceso a programas de cribado para las comunidades con alto
riesgo, y el retraso en el diagnéstico, ya que en la fase cronica los pacientes

pueden permanecer asintomaticos durante anos (Rassiy col., 2010).
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Existen pocos datos sobre la prevalencia de la enfermedad de Chagas
en Europa, en Espana se estima que en el ano 2009, entre 40.000 y
65.000 residentes estaban infectados por T. cruzi (OMS, 2010y), mientras
que en otros paises europeos el rango estimado oscilaba entre 12.000 y

15.000 (Guerri-Gutemberg y col., 2008).

Espana es sin duda uno de los paises europeos que recibe mas
inmigrantes procedentes de América Latina, con una desigual distribucion
en las diferentes comunidades autéonomas. Las comunidades con una
mayor proporcion de inmigrantes latinoamericanos son la Comunidad de
Madrid (24,1%), Cataluna (21%) y Comunidad Valenciana (11,4%); por el
contrario, las que tienen menor proporcion de inmigrantes
latinoamericanos son Extremadura (0,5%), La Rioja (0,75%) y Cantabria
(0,8%). En la Region de Murcia los datos del avance del Padron a 1 de
enero de 2012 registraron unas cifras de 71.702 personas de este origen
(6%), de las cuales 3.708 procedian de América Central, 67.994 de América

del Sur, y de estas el 51,2% eran mujeres.

En nuestro trabajo el numero de muestras con anticuerpos frente a T.
cruzi es elevado (46,3%), lo que podria ser un reflejo de la tendencia de que
los inmigrantes bolivianos que llegan a Murcia proceden
predominantemente de los valles medios de Cochabamba, Chuquisaca y
Santa Cruz, donde la prevalencia de infeccion por T. cruzi en poblacion
general es >20%. Los datos que obtenemos son superiores a los reflejados
en un estudio realizado en Barcelona, donde encuentran una
seroprevalencia en inmigrantes latinoamericanos proxima al 37% (Munoz y
col., 2007), y en otro estudio llevado a cabo en Valencia en el que la

prevalencia de la enfermedad es del 20,8% (Parada y col., 2007).

No obstante, hay que ser cauteloso a la hora de valorar este dato, ya
que estamos hablando de muestras positivas y no de pacientes, y habria
que considerar la posibilidad de duplicidad en algunos estudios

serologicos.

De la misma manera que existe una distribucion desigual de

inmigrantes en las Comunidades, dentro de la Region de Murcia también
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encontramos zonas con mayores densidades de poblacion inmigrante. Esto
queda reflejado en el mayor nimero de peticiones de estudio de serologico
de la enfermedad de Chagas que se produce en el Area de Salud III (Lorca),
Area de Salud V (Altiplano) y Area de Salud VI (Vega Media del Segura), con
el 8,5%, 9,3% y 8,2% respectivamente, consecuencia probable de una
mayor oferta de trabajo en estas zonas. Logicamente, el Area de Salud I
(Murcia/Oeste) es la que con diferencia engloba un mayor numero de
determinaciones, ya que es donde se encuentra la Unidad de Medicina

Tropical.

Un modo importante de infeccion en nuestro medio, es la transmision
vertical de una madre seropositiva a su hijo durante el embarazo o el
nacimiento. Ademas, el elevado numero de mujeres entre los inmigrantes
de América Latina (mas del 60% son mujeres) hace pensar que la
transmision vertical pueda convertirse en una causa importante de
preocupacion (Soriano y col., 2009). En un estudio realizado en 1.350
mujeres embarazadas en Barcelona, la seroprevalencia total fue del 3,4%,
pero esta aumentaba al 27,7% en el caso de mujeres de origen boliviano,
estimandose que el porcentaje de transmision madre-hijo en esta poblacion
es del 7,3% (Munoz y col., 2009). En otro estudio realizado en Murcia, la
tasa de transmision vertical estimada fue superior, alcanzando el 13,8%

(Murcia y col., 2013).

En nuestro caso, casi un 60% de las muestras corresponden a
mujeres, de las que un 80,3% estan en edad fértil (15-45 anos), y mas de la

mitad (51,2%) tienen anticuerpos frente a T. cruzi.

La mayoria de las infecciones congénitas por T. cruzi en paises no
endémicos no son reconocidas, ya que un alto porcentaje de estos nifios no
desarrollan ninguna sintomatologia. Si estos nifios no se diagnostican, la
enfermedad progresara a cronica, con las implicaciones economicas y
sociales que ello conlleva. En el caso de la infancia, el tratamiento
farmacologico tiene tasas de curacion proximas al 100%, lo que pone de

manifiesto la importancia de un diagnéstico temprano.
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Actualmente, en Espana no existe una politica nacional que establezca
monitorizar la enfermedad de Chagas en embarazadas y recién nacidos.
Solo la Comunidad Valenciana y Cataluna, tienen regulaciones al respecto
y realizan sistematicamente cribados desde noviembre del 2007 y febrero
del 2009, respectivamente (Generalitat Valenciana, 2009; Generalitat de
Catalunya, 2010). Hasta la fecha, se han descrito casos de infeccion
congénita en la Comunidad Valenciana, Cataluna, Region de Murcia,

Aragon, Pais Vasco y Andalucia (OMS, 2010).

En estos momentos, la Ginica manera de controlar la enfermedad de
Chagas en embarazadas es determinando la presencia de anticuerpos
frente a T. cruzi en aquellas mujeres procedentes de zonas donde la
infeccion es endémica; ademas, la deteccion de anticuerpos facilita el
realizar un diagnostico y administrar tratamiento precozmente en los casos
de infeccion congénita, asi como tratar a la madre después del parto, para

reducir el riesgo de transmision en futuros embarazos.

En Espana, tanto las mujeres embarazadas como el resto de la
poblacion latinoamericana procedente de paises endémicos se encuentran
en la etapa cronica. El diagnéstico, el manejo y el tratamiento de esta
poblacion permitiran controlar y reducir la transmision por transfusion

sanguinea y congénita.
Diagnéstico parasitologico de la enfermedad de Chagas en fase cronica

Desde el punto de vista del diagnoéstico de laboratorio, la infeccion por
T. cruzi es una entidad compleja, en la que su evolucion natural marca la
eficacia del diagnostico parasitologico y serologico. Para realizar un
diagnostico de laboratorio apropiado es recomendable conocer la
informacion sobre la fase de la infeccion que se sospecha (Luquetti y Rassi,
2000). Es decir, si se trata de una infeccion aguda o reciente, es
conveniente emplear todas las herramientas que permitan detectar al
parasito. Sin embargo, el 98% de los afectados se diagnostica en la fase
cronica. En esta fase, la herramienta que permite demostrar la infeccion
por este protozoo es, principalmente, la determinacion de anticuerpos IgG

anti-T. cruzi especificos. El conjunto de los resultados de ambas
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aproximaciones permitira valorar con mayor precision la evolucion del

individuo.

En la infeccion cronica, ninguna muestra es totalmente idonea para la
deteccion directa del parasito. Si bien T. cruzi en esta etapa se localiza
preferentemente en tejidos, una biopsia no asegura ni mejora la
sensibilidad de las técnicas parasitologicas. Por ello, la sangre es la
muestra menos invasiva. Hay que tener en cuenta, que algunos enfermos
en fase cronica tienen parasitemias persistentes, pero en la mayoria es
posible que se alternen resultados positivos con negativos. Mientras un
resultado parasitologico positivo confirma la infeccion, un resultado
parasitologico negativo con serologia positiva no necesariamente indica

ausencia de parasitos.

Las técnicas parasitologicas se emplean de forma excepcional en la fase
cronica de la enfermedad de Chagas debido a la habitual baja parasitemia.
Es de resaltar, que se obtienen resultados parasitologicos positivos en
menos de la mitad de los infectados, dependiendo de la edad y de la region
geografica considerada. En los extremos de la vida (ninos y ancianos) la

parasitemia suele ser mas elevada (Luquetti y Rassi, 2000).

Con el objetivo de visualizar parasitos en numero muy bajo, se emplean
métodos de concentracion (técnica de Strout). Esta técnica es capaz de
detectar mas del 95% de los casos en fase aguda, mientras que resulta
practicamente imposible detectarlos en la fase cronica de la enfermedad,
tal y como comprobamos en nuestro estudio donde no obtuvimos
resultados positivos en ninguna de las 107 muestras a las que realizamos

la técnica.

Entre la diferentes técnicas parasitoléogicas empleadas en el diagnostico
de la enfermedad de Chagas, el hemocultivo se presenta como un método
de baja rentabilidad, sobre todo en pacientes en fase cronica, y cuando no
se realiza en condiciones optimas (cultivo de 30 ml de sangre procesada
inmediatamente después de la extraccion). Aunque este método es muy
especifico, tiene una baja sensibilidad (50-74%), es una técnica laboriosa y

consume mucho tiempo (Junqueira y col., 1996). A diferencia de un
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estudio realizado por Castro y colaboradores (2002) donde describen una
sensibilidad del hemocultivo en pacientes con enfermedad de Chagas en
fase cronica del 65% (siempre y cuando se analicen dos muestras del
mismo paciente), nuestros resultados reflejan esa baja rentabilidad
anteriormente comentada, ya que en ninguno de los 15 pacientes en los
que se realizo dicha técnica se pudo aislar el parasito. Estos datos podrian
ser debidos por el bajo nimero de muestras cultivadas, y por el hecho de

procesar una unica muestra por paciente.

Por lo que respecta a las técnicas de PCR, estas ofrecen muchas
ventajas en los casos en los que la parasitemia es baja, bien por estar en
fase cronica o por infecciones que cursan con bajas parasitemias. Ademas,
proporciona la herramienta mas sensible para el diagnéstico congénito y en
fase aguda de la enfermedad de Chagas, y para el diagnostico de la
enfermedad en pacientes inmunodeprimidos en los cuales la produccion de
anticuerpos es deficiente; también permite el seguimiento de los pacientes
con tratamiento. Sin embargo, como todas las técnicas diagnoésticas, tiene
sus limitaciones, y entre ellas el ser menos sensible en la fase cronica de la

enfermedad.

Los trabajos publicados aluden a wuna sensibilidad de la PCR
comparada con los métodos serologicos para el diagnoéstico de la
enfermedad de Chagas que puede variar entre el 59% y el 100% (Wincker y
col., 1994). En nuestro caso obtenemos una sensibilidad de la PCR del
65,7%, dato bastante elevado que podria estar relacionado con el hecho de
que los pacientes proceden principalmente de Bolivia (96,8% de los
pacientes), donde la técnica de PCR tiene una mayor sensibilidad (Wincker
y col., 1994). Si tenemos en cuenta el rango de edad, observamos
diferentes sensibilidades. La mayor sensibilidad (100%), la obtenemos en
los pacientes jovenes (2-19 anos), seguida de los pacientes adultos (69,2%)
(20-39 anos) y la menor (47,8%) corresponde a los pacientes mayores (>40
anos). Al fijarnos en el tiempo de residencia en Espana, aquellos pacientes
que llevan menos tiempo, tienen una mayor porcentaje de PCR positivas
(76%), probablemente debido a que ha trascurrido menos tiempo entre la

infeccion y el diagnostico con la técnica de PCR.
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En la infeccion cronica por T. cruzi, la PCR generalmente no es util
como test diagnostico. Aunque los resultados de la PCR sean positivos en
una determinada proporcion de pacientes, la sensibilidad es variable
dependiendo de las caracteristicas de la poblacion testada (area geografica
y edad del paciente), asi como de una serie de factores técnicos
relacionados con el procedimiento (volumen de sangre empleado,
condiciones de conservacion, método de extraccion de ADN, secuencia del
parasito y cebadores seleccionados, y condiciones del termociclador)
(Schijman y col., 2011). Estas variaciones en cuanto a la sensibilidad,
también podrian ser explicadas, en parte, por la presencia intermitente y
cantidad de parasito circulante en el momento de la toma de muestra.
Ademas, las dianas moleculares de las cepas pertenecientes a las seis
Unidades Discretas de Tipificacion (DTUs) de T. cruzi, poseen diferentes
contenidos de ADN, con polimorfismos de secuencias en los fragmentos
amplificados que pueden influir en la eficiencia de la amplificacion (Vargas
y col., 2004; Ienne y col., 2010). Debido a esto, un resultado negativo por

PCR no constituye una evidencia de ausencia de infeccion.
Diagnoéstico serologico de la enfermedad de Chagas en fase créonica

En el diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase cronica, los
métodos serologicos contintlan siendo las técnicas de referencia.
Actualmente, el nimero de técnicas comerciales que existen en el mercado
para la determinacion de anticuerpos frente a T. cruzi es amplio, por lo que
a la hora de elegir una u otra técnica es importante determinar el objetivo

del estudio y la infraestructura disponible.

Aunque se han realizado numerosos estudios para evaluar las distintas
pruebas de deteccion de anticuerpos especificos anti-T. cruzi, no existe

consenso en la eleccion de una técnica de referencia.

En numerosos trabajos se sugiere que el uso de antigenos
recombinantes es la mejor eleccion para el diagnéstico serologico de la
enfermedad de Chagas (da Silveira y col., 2001; Umezawa y da Silveira,
1999). El origen de la proteina recombinante es el principal tema de

controversia, dado que la mayoria de estos péptidos se obtienen del

129



ECC. Evaluacién de diferentes métodos diagndésticos en una zona no endémica

genotipo T. cruzi II, y las cepas que circulan en Bolivia y otras zonas del
norte de Sudamérica son predominantemente del genotipo T. cruzi I. Los
estudios realizados en el Cono Sur de Sudameérica reportan una eficacia
elevada de los kits comerciales fabricados en esta region (Caballero y col.,
2007; Gomes y col., 2001). En cambio, los trabajos llevados a cabo en el
norte de Sudamérica y Centroamérica muestran que la utilizacion de
antigenos preparados a partir de las cepas de T. cruzi que se aislan en
estas zonas incrementan la sensibilidad de los ensayos de deteccion de
anticuerpos (Enciso y col., 2004; Sanchez y col., 2001). Este hecho se basa
en el predominio del genotipo T. cruzi I en estas regiones (Triana y col.,
2006; Bosseno y col., 2002) y la amplia extension del genotipo T. cruzi Il en

los paises del Cono Sur (Mieles y col., 2003).

También se ha descrito la existencia de una diferencia en el perfil de
inmunoglobulinas entre los diferentes genotipos de T. cruzi, factor que
podria explicar la menor sensibilidad de algunos de los test disponibles

(dos Santos y col., 2009).

Ademas de la procedencia de las cepas empleadas para la obtencion de
los extractos, otras posibles causas de discordancia en los resultados
obtenidos con las pruebas serologicas son el estadio del parasito utilizado
como antigeno (es bien conocido como el parasito exhibe antigenos estadio-
especificos, muchos de los cuales han sido reconocidos como participantes
en los mecanismos de infeccion y en la respuesta del sistema inmune ante
ella), y la preparacion del antigeno. Los estudios realizados por Mendes y
colaboradores (1997) indican como el proceso de obtencion de extractos
solubles del parasito, asi como las condiciones de centrifugacion, afectan

profundamente el perfil de antigenos o epitopos reconocidos por los sueros.

En las técnicas de diagnostico convencional, el antigeno empleado con
mayor frecuencia son las formas epimastigotes de T. cruzi, asi pues estas
formas representan el 84% en relacion con el uso de las formas
tripomastigotes (9%) y las formas amastigotes (7%) (Primavera y col.,
1990). Sin embargo, seria mas conveniente el empleo de los antigenos
tripomastigotes y amastigotes, dado que estos son los estadios que vamos

a encontrar en el hospedador vertebrado, es decir, en el enfermo.
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Algunos autores que han utilizado como antigenos las formas
amastigotes (procedentes del sobrenadantes de cultivos tisulares
infectados) en ensayos serologicos, han visto que los anticuerpos
especificos muestran una mayor reactividad que con los antigenos

procedentes de epimastigotes (Araujo y Guptill, 1984).

De la misma manera, el empleo como antigeno del extracto de la forma
tripomastigote, ha demostrado una gran utilidad en regiones donde la

enfermedad de Chagas no es endémica (Aznar y col., 1997).

Asi pues, en el ELISA in house que utilizamos para el diagnostico de
enfermedad de Chaga, empleamos una mezcla de extracto antigénico de las
formas tripomastigote y amastigote, obteniendo wunos valores de
sensibilidad (100%) y especificidad (96,9%) similares a los del resto de los

test empleados (convencionales y no convencionales).

Aunque es discutido, también se ha descrito la eliminacion espontanea
del parasito, curacion espontanea (Francolino y col., 2003), en algunos

pacientes que no recibieron tratamiento especifico.

La complejidad de la interaccion de T. cruzi con su hospedador, hace
que ningun antigeno recombinante por si solo haya alcanzado la eficacia
de los extractos totales en el inmunodiagnoéstico de este protozoo.
Generalmente, la composicion antigénica de los ensayos basados en
antigenos recombinantes incluye una combinacion de varios epitopos, que

incluso suelen ser los mismos (da Silveira y col., 2001).

Debido a los problemas comunes de sensibilidad y especificidad de los
ensayos serologicos, ante casos de discrepancia se recomienda el uso de
una tercera técnica (Prata, 2001; OMS, 2010b) que pueda considerarse
como prueba de referencia. Algunos investigadores plantearon la
posibilidad de que las pruebas de antigenos de excrecion secrecion de
tripomastigotes (TESA, trypomastigotes excreted-secreted antigen)-blot
(Umezawa y col., 1996) o pruebas de radioinmunoprecipitacion (RIPA,
radioimmuno-precipitation assay) (Winkler y col., 1995) se consideraran

como tales. Sin embargo, otros autores han demostrado que estas técnicas
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también presentan resultados mnegativos y problemas de reactividad
cruzada (Amato-Neto y col., 2005; Chang y col., 2006). Ademas, debido a
las limitaciones técnicas para su comercializacion, la utilizacion de estas

herramientas queda restringida a los centros en los que se desarrollaron.

En nuestro estudio incluimos test de ELISA, tanto convencionales
(ELISA in house, ELISA Ortho) como no convencionales (ELISA Biokit,
ELISA Wiener), todos ellos con una sensibilidad del 100%. No encontramos
diferencias entre los test que emplean extractos del parasito y los que usan

antigenos recombinantes.

Por lo que respecta a la especificidad, todas las pruebas convencionales
(ELISA in house, ELISA Ortho) obtuvieron valores del 100%, y solo las
pruebas no convencionales presentaron resultados discordantes, con una
especificidad del 96% para el ELISA Biokit y del 98% para el ELISA Wiener.
En el caso de ELISA Biokit, una posible explicacion técnica de la presencia
de resultados falsamente positivos, podria deberse a la composicion del
conjugado, éste contiene anti-IgM ademas de anti-IgG humana. Si bien
algunos autores defienden la utilidad diagnodstica de la evaluacion de los
anticuerpos IgM (Corral y col., 1998), estos pueden generar resultados
discordantes por su amplia reactividad (Boes, 2000). Aunque no podemos
descartar una posible infeccion aguda o reciente (periodo ventana), el
numero de individuos en este periodo es reducido con respecto a lo que

ocurre en zonas endémicas.

Uno de los principales inconvenientes de los ensayos de deteccion de
anticuerpos es la reactividad cruzada. Muchos autores han descrito este
problema con los sueros de pacientes con leishmaniosis, malaria y
enfermedades autoinmunes entre otras. Por esto, para el estudio de los
indices diagnosticos, se recomienda la inclusion de muestras con evidencia
serologica de otras enfermedades (Caballero y col., 2007). Segun estas
recomendaciones, en nuestro trabajo incluimos sueros de individuos con
anticuerpos frente a Leishmania, Plasmodium, Schistosoma y virus del

dengue.
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Observamos como todas las técnicas convencionales (IFI, ELISA Ortho,
ELISA in house) tienen una disminucion considerable en la especificidad
con respecto a las no convencionales (Tabla 19). Sin el analisis de la
informacion clinico-epidemiolégica muchos pacientes con leishmaniosis
podrian diagnosticarse erroneamente como infectados por T. cruzi, o se
incluirian en la poblacion de individuos con serologia discordante (Tabla
16). Por esto, es necesario que ademas de la valoracion de los datos clinico-
epidemiologicos, se realice un estudio parasitologico y el seguimiento del

individuo a largo plazo.

Las reacciones cruzadas de los pacientes con enfermedad de Chagas y
otros microorganismos se conocen bien, y suelen ocurrir principalmente
con miembros de la familia Trypanosomatidae. Los ensayos que emplean
extractos crudos del parasito como antigeno, reaccionan frecuentemente
con sueros de individuos infectados con diferentes especies de Leishmania

o con Trypanosoma rangeli (Saldana y Sousa, 1996).

La discriminacion entre enfermedad de Chagas y leishmaniosis es un
problema importante en muchas partes de Latinoamérica, ya que ambos
patogenos suelen coexistir. Las cepas de Leishmania en el Nuevo Mundo (L.
braziliensis, L. chagasi, L. mexicana) difieren de las del Viejo Mundo (L.
infantum y L. major). Sin embargo, con excepcion de L. braziliensis, la
informacion disponible de las secuencias genomicas de las especies del
Nuevo Mundo es escasa. A pesar de ello, al comparar la secuencia de T.
cruzi con L. braziliensis (responsable de mas del 85% de las leishmaniosis
en Bolivia [Garcia y col., 2009]), se encuentran elevadas similitudes en
antigenos como MAP y FRA (Hernandez y col., 2010). Probablemente, la
reactividad cruzada podria evitarse seleccionando antigenos recombinantes
adecuados (por ejemplo B13, CRA, TCD o TcE), que hayan demostrado
experimentalmente la ausencia de reacciones cruzadas con sueros de
individuos infectados con Leishmania o T. rangeli (Umezawa y col., 2004;

Villa y col., 2007).

También es importante matizar que en zonas endémicas donde

predomina T. cruzil, suele circular T. rangeli que, aunque no es patogeno,
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es responsable de muchas reacciones cruzadas, como hemos comentado

anteriormente.

Otro aspecto a considerar es que como el resto de la poblacion
espanola, la poblacion extranjera residente en Espana esta expuesta a las
infecciones autoctonas. Una de estas es la leishmaniosis causada por L.
infantum, tripanosomatido que genera una respuesta humoral con una
importante activacion policlonal, origen de la reactividad cruzada en
numerosas técnicas de deteccion de anticuerpos de enfermedades
relacionadas e incluso no relacionadas con esta parasitosis (Salinas y col.,
2007). En este caso, es importante tener en cuenta que la fiebre es un
marcador clinico que caracteriza la infeccion por L. infantum, signo que en
los enfermos de Chagas en fase cronica no suele aparecer. Por tanto, el
diagnostico serologico y diferencial debera establecerse mediante el empleo
de técnicas que tengan una mayor especificidad, como por ejemplo las que
emplean el antigeno recombinante rK39, ya que como hemos visto, la
prueba de IFI-Leishmania presenta reactividad cruzada con los sueros de
los individuos con enfermedad de Chagas (Figura 17). En situaciones de

inmunodepresion, la deteccion del parasito sera siempre la mejor eleccion.

A este hecho se suma el aumento de los viajes a zonas tropicales y, por
lo tanto, el riesgo de infeccion por otros agentes que pueden provocar
activacion policlonal. Este fenomeno podria interferir con el
inmunodiagnostico de T. cruzi, en especial en aquellas técnicas en las que

intervienen anticuerpos IgM (ELISA Biokit).

En general, nuestros resultados confirman los datos obtenidos por
otros autores. Todos los ELISA analizados (convencionales y no
convencionales), obtienen buenos resultados de sensibilidad (100%) y
especificidad (95,4%-98,5%) para el diagnostico de infeccion por T. cruzi.
No obstante, ninguna prueba convencional o no convencional por si sola
puede establecer el diagnostico o confirmacion de la sospecha clinica, ni
descarta el problema de la reactividad cruzada con otras infecciones. Por
tanto, sigue siendo necesaria la combinacion de dos técnicas, siendo una
buena opcion para el diagnostico de rutina el empleo de un ELISA

convencional con un ELISA no convencional. La combinaciéon de pruebas
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siempre generara resultados discrepantes, por lo general, en un numero
reducido de casos. Por esto la estrategia mas adecuada para definir el
significado de estas discrepancias seria el seguimiento serologico, apoyado

de un buen diagnostico diferencial en centros especializados.

En el trabajo también incluimos una prueba comercial de IFI con alta
sensibilidad (100%) y buena especificidad (95,5%). Sin embargo, una de las
limitaciones de las pruebas de IFI a la hora de aplicarse como ensayos de
rutina, es que dependen de la experiencia técnica del operador en la
lectura de la senal. Ademas, con frecuencia suelen producirse reacciones
cruzadas con otras enfermedades, especialmente con Leishmania, cuando
los titulos de anticuerpos oscilan entre 1/40-1/80. Sin embargo, puede ser
un excelente test para el diagnostico de infeccion por T. cruzi cuando los
titulos son iguales o superiores a 1/320 (Coura y Borges-Pereira, 2012). En
nuestro estudio, el punto de corte establecido es la dilucion 1/80; con este
titulo, observamos reacciones cruzadas con muestras con anticuerpos
frente a Leishmania a 1/80 y 1/160, y frente a Plasmodium a titulos de
1/160, pero con titulos iguales o superiores a 1/320 no observamos

ninguna.

Dada la falta de una técnica de referencia ampliamente aceptada y
accesible para el diagnéstico serologico, resulta dificil validar nuevos
ensayos serolégicos, ya que no existe un método facil para resolver el

verdadero estatus de muestras no concluyentes o débilmente positivas.

Por tanto, a la hora de escoger una técnica diagnostica hemos de tener
en cuenta las ventajas e inconvenientes de cada una de ellas. Asi, la IFI es
una técnica muy sensible, con la que podemos obtener resultados
cualitativos y cuantitativos (titulo). Por el contrario, es necesario disponer
de un microscopio de fluorescencia, la interpretacion de los resultados es
subjetiva, y se requiere de personal experto. Por lo que respecta a las
técnicas ELISA, son muy sensibles y especificas, con capacidad para
procesar un elevado numero de muestras, y la lectura de los resultados es
objetiva. Como desventajas, es necesario una cadena de frio tanto para las
muestras (-20°C) como para los reactivos (2-8°C), requiere personal

entrenado, y el equipamiento y el material es caro.
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Una realidad que hay que tener en cuenta, es el hecho de que el
diagnoéstico de la enfermedad de Chagas con ensayos tipo ELISA,
habitualmente es realizado en laboratorios de referencia. Sin embargo, la
mayoria de los pacientes con enfermedad de Chagas en paises endémicos,
viven en zonas rurales y periurbanas, donde los laboratorios no estan
equipados o no disponen de personal cualificado para realizar estas
técnicas. Estas restricciones suponen un retraso en el diagnostico, pérdida
de los pacientes en seguimiento y un aumento en los costes sanitarios.
Ademas, cuando estos ensayos convencionales son empleados en estas
areas, pueden perder parte de la sensibilidad y especificidad alcanzada en

los laboratorios de referencia.

Recientemente, se han desarrollado test de diagnoéstico rapido, cuyo
fundamento es el empleo de proteinas recombinantes en un ensayo
inmunocromatografico. Las principales ventajas de estos test diagnosticos
son: dispositivos de uso individual, permiten procesar un numero elevado
de muestras rapidamente, almacenamiento a temperatura ambiente, no
requieren reactivos o equipamiento especial, y no necesitan personal

especializado.

Desde un punto de vista epidemiologico, el empleo de estos test permite
la implantacion de estrategias de intervencion “in situ”, como estudios de
vigilancia serologica, ensayos clinicos o de vacunas, y la administracion
rapida de tratamiento en los brotes de Chagas agudo. Aunque
comparativamente estos test resultan mas caros, si tenemos en cuenta sus
ventajas y considerando una buena sensibilidad y especificidad del mismo,

podria considerarse coste-efectivo en determinadas circunstancias.

Actualmente, existen multiples ensayos en este formato, y de todos
ellos, Chagas Stat-Pack (Chembio Diagnostic Systems, Medford, NY), es el
mas empleado, y hasta el momento el unico validado para utilizarse como
herramienta de cribado serologico en bancos de sangre (Ponce y col.,
2005), con una sensibilidad del 98,5-100% y especificidad estimada del
94,8-99,9%, en un estudio multicéntrico realizado en Sur y Centroamérica.

Otras evaluaciones de la técnica en el terreno (Bolivia) mostraron una
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sensibilidad y especificidad estimada de 93,4-94,7% y 97,3-99%,
respectivamente (Chippaux y col., 2009).

Nuestra técnica muestra wuna buena sensibilidad (94,4%) y
especificidad (92%). La concordancia entre los resultados de los test
serologicos habituales y la técnica rapida fueron buenas (indice kappa:
0,89-0,92). Estos resultados son similares a los obtenidos en otros
estudios con la misma técnica, o con test rapidos de otras casas
comerciales (Chagas Stat-Pack, Chembio Diagnostics; SD Bioline Chagas
Ab rapid test (Standard Diagnostics) (Chippaux y col., 2009; Ji y col.,
2009; Ponce y col., 2005; Sosa-Estani y col., 2005).

En términos de especificidad, es importante remarcar que nuestra
técnica rapida no tiene reacciones cruzadas con los sueros de los pacientes
con anticuerpos frente a Leishmania, Plasmodium, Schistosoma y virus del
dengue. Estos pacientes suelen mostrar un elevado grado de activacion
policlonal, que produce fuertes reacciones cruzadas en los test de
diagnostico serologico convencional. En cuanto a la sensibilidad, en los
test rapidos también existen variaciones tal y como previamente ha sido
descrito para Chagas Stat-Pak (Chippaux y col., 2009), asociadas a la
variabilidad genética de los aislados de T. cruzi en diferentes areas
geograficas. Como ocurre con los test diagnésticos convencionales, cuya
idoneidad viene condicionada por la preparacion del antigeno de diferentes
cepas circulantes en distintas regiones endémicas, se piensa que los test
basados en proteinas recombinantes también tendran diferente

sensibilidad segun el area geografica del estudio (Verani y col., 2009).

No obstante, a pesar de las ventajas descritas anteriormente, también
existen otros factores (limitantes) que pueden influir en la realizacion de la
técnica. El empleo de sangre como muestra en lugar de suero o plasma,
puede hacer que la sensibilidad de la técnica disminuya en gran medida
(Roddy y col., 2008; Flores-Chaves y col., 2012). Otro punto importante a
tener en cuenta es el caracter subjetivo de la lectura de los resultados,

especialmente grave cuando se trata de sueros débilmente positivos.
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Teniendo en cuenta los datos obtenidos, la  prueba
inmunocromatografica incluida en este estudio, no alcanzaria indices
diagnosticos que avalasen su incorporacion en bancos de sangre como
técnica de cribado. Sin embargo, la facilidad de su uso en la rutina diaria
es indiscutible, puesto que estas técnicas no requieren infraestructura
sofisticada, ni personal especializado. No obstante, todos los resultados
(tanto positivos como negativos) deberian confirmarse con una segunda

prueba (Luquetti y col., 2003).

Reconocimiento del péptido sintético 3973 en sueros de pacientes

con enfermedad de Chagas en fase cronica

A pesar de la cantidad de ensayos disponibles en el mercado con un
elevado grado de precision, el diagnoéstico serologico de la enfermedad de
Chagas continia siendo un problema. Como hemos comentado
anteriormente, las diferencias en el estadio del ciclo vital del parasito y en
el proceso de extraccion y purificacion de los componentes antigénicos, asi
como el protocolo del ensayo, constituye una permanente fuente de
variacion del producto final. Con el fin de mejorar esto en 1982, la OMS,
recomendo el empleo de dos técnicas basadas en diferentes principios
antigénicos. Esta estrategia mejoré la precision de los resultados y
minimiz6 el problema de sensibilidad y especificidad asociado a los test
disponibles (Schmunis, 1991). Normalmente, al usar un unico test la
sensibilidad y especificidad estaban alrededor de 98,9% y 98,5%,
respectivamente. Al usar dos o tres ensayos, la sensibilidad aumentaba
hasta el 100%. Sin embargo, la especificidad permanecia o disminuia,
ademas de aparecer un porcentaje significativo de resultados discordantes
(Schmunis, 1991). Visto esto, varios grupos de investigacion, intentaron
identificar regiones inmunodominantes y fracciones antigénicas de T. cruzi,
que fueran altamente sensibles y especificas en los ensayos. Con el
desarrollo de las técnicas de biologia molecular, se han aislado y
secuenciado diferentes proteinas, se han clonado sus genes
correspondientes, y posteriormente se han usado para producir proteinas

recombinantes.
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Para que estos antigenos puedan ser utiles en el diagnostico de
infeccion por T. cruzi, deberan cumplir varios criterios: estar presentes en
los aislados del parasito de diferentes areas endémicas, y ausente en otros
agentes infecciosos; ser altamente inmunégenos en poblaciones con
diferentes antecedentes genéticos, independientemente de la fase de la
enfermedad, y deberan ser estables y facilmente susceptibles de realizar
controles de calidad que garanticen su reproducibilidad (Zingales y col.,
1990).

El péptido sintético 3973 que nosotros evaluamos en este trabajo, se
encuentra localizado en la proteina TcCA-2, proteina de superficie de
membrana que contiene repetidos diferentes epitopos de 12-mer de
longitud. Esta proteina también contiene el epitope TcMe que esta
implicado en la internalizacion del parasito en la célula hospedadora
(Martin y col., 1997). Ademas se ha descrito que las secuencias repetidas
en tandem homologas en el antigeno B13 de T. cruzi pueden ser
presentadas en asociacion con al menos 3 moléculas distintas HLA de

clase II a linfocitos T CD4 (Abel y col., 2005).

Nuestros resultados muestran como el péptido 3973 es detectado con
alta sensibilidad (98,5%) por los sueros de los pacientes con enfermedad de
Chagas en fase cronica, independientemente del estadio en que se

encuentren.

En cuanto a la especificidad, esta es superior al 97% cuando
empleamos los sueros a una dilucion del 1/1600. Sélo observamos
reacciones cruzadas con una muestra suero de un paciente con
anticuerpos frente a Leishmania, pero no frente a Plasmodium u otras

enfermedades infecciosas.

Por tanto, el péptido sintético 3973 (empleando las muestras a la
dilucion 1/1600 y realizando la lectura de la absorbancia a los 5-7
minutos), nos permite disponer de un nuevo test diagnoéstico de la
enfermedad de Chagas con una buena sensibilidad (98,5%) y especificidad

(97%).
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Por lo que se refiere al efecto que pudiera tener la administracion de
tratamiento con benznidazol en el diagnoéstico de la enfermedad de Chagas
empleando el péptido 3973, no observamos cambios en la respuesta
antigeno-especifica. Esto difiere de lo sugerido recientemente por algunos
autores, segun los cuales, el tratamiento con benznidazol, ademas de
reducir la carga parasitaria, también disminuiria la cantidad de antigeno
necesario para activar la respuesta de anticuerpos (Laucella y col., 2009).
Asi, en un estudio en el que se realiz6 un seguimiento a corto plazo de
pacientes con enfermedad de Chagas en fase cronica tratados con
benznidazol, observaron como el patron de respuesta humoral frente a
determinados antigenos especificos se alteraba disminuyendo (Fernandez-

Villegas y col., 2011).

En cuanto al efecto que las posibles co-infecciones con otros patégenos
(H. pylori y helmintos) pudieran tener en la respuesta antigeno-especifica

frente al péptido 3973, no observamos nada significativo.

Evaluacion de un inmunoensayo quimioluminiscente de
microparticulas (CMIA) para el diagnostico de la enfermedad de

Chagas

Nuestro Servicio es centro de referencia para el diagnostico de la
enfermedad de Chagas con un alto numero de determinaciones anuales
(1.478 muestras en el ano 2009; 1.013 muestras en el ano 2010; 1.001
muestras en el ano 2011). Esto supone un elevado volumen de trabajo, por
lo que buscar nuevas técnicas que ademas de poseer buena sensibilidad y

especificidad, sean rapidas y faciles de realizar, es una prioridad.

La deteccion de anticuerpos frente a T. cruzi continua siendo el
principal procedimiento para el diagnéstico y cribado en bancos de sangre.
El inconveniente fundamental de estos test es el amplio rango de
sensibilidad y especificidad que presentan dependiendo del método y
antigeno usado. El ensayo CMIA emplea 4 antigenos recombinantes (TcF,
FP3, FP6 y FP10) (Chang y col., 2006; Cheng y col., 2007) que contienen
14 regiones antigénicas diferentes; estas regiones representan las 3

morfologias del parasito en su ciclo biolégico que son las formas
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encontradas tanto en el insecto vector como en el hospedador, lo que
permite su empleo en el diagnostico de enfermedad de Chagas tanto en
fase aguda como cronica (da Silveira y col., 2001). La diversidad antigénica

de estas proteinas constituye la base de su elevada sensibilidad (100%).

A pesar de tener menor especificidad (96,6%) que el resto de pruebas,
el ensayo CMIA muestra una clara discriminacion entre muestras positivas
y negativas, lo que la convierte en una técnica adecuada para el
diagnostico. En el caso de las muestras positivas con resultados cercanos
al punto de corte, seria recomendable realizar una segunda prueba, repetir
el ensayo con una nueva muestra, o descartar posibles reacciones
cruzadas. Asi mismo, estudios previos han demostrado la buena precision
de este test con un coeficiente de variacion inferior al 5%, reflejando su

buena reproducibilidad (Praast y col., 2011).

Al mismo tiempo, la total automatizacion del proceso permite eliminar
algunos de los inconvenientes de las técnicas empleadas habitualmente,
como la interpretacion subjetiva de los resultados que debe realizarse por
personal con experiencia en el caso de la IFI, o procedimientos laboriosos y

que requieren varias horas como en las técnicas ELISA.

Prevalencia de infeccion por Helicobacter pylori en pacientes con

enfermedad de Chagas en fase cronica

En paises en vias de desarrollo, los individuos son mas susceptibles de
adquirir infecciones cronicas concurrentes con otros patogenos; sin
embargo, la prevalencia de las coinfecciones es desconocida, asi como el

efecto que cada patdgeno ejerce sobre la historia natural del otro.

H. pylori es un microorganismo ampliamente distribuido por todo el
mundo, con elevada prevalencia en los paises en vias de desarrollo, siendo
la infancia el periodo mas importante a la hora de adquirir la infeccion,

afectando principalmente a nifios con bajo nivel socioeconoémico.

Tras el descubrimiento de H. pylori en 1982, Barbosa y colaboradores
(1993) fueron los primeros en investigar la presencia de la bacteria en la

mucosa gastrica de los pacientes con enfermedad de Chagas; tras ellos,
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Oliveira y colaboradores (1998) evaluaron a los pacientes con enfermedad
de Chagas en fase digestiva e indeterminada. En aquellos estudios la
prevalencia de infeccion por H. pylori fue muy alta (aproximadamente
95%). No obstante, hay que tener en cuenta que ambos realizaron estudios

no controlados con un numero pequeno de pacientes.

Posteriormente, Nascimento y colaboradores (2002) encontraron una
prevalencia de H. pylori significativamente superior en pacientes con
enfermedad de Chagas con edades comprendidas entre 21-50 anos,
comparado con pacientes sin enfermedad de Chagas viviendo en la misma
area rural o urbana. En otro estudio, Pinazo y colaboradores (2010p)
evaluaron una serie corta de inmigrantes latinoamericanos de alto riesgo
residentes en Barcelona, confirmando la frecuente coexistencia de las
infecciones de H. pyloriy T. cruzi. Recientemente, Fonseca y colaboradores
(2012) hallaron una prevalencia de H. pylori significativamente superior en

pacientes con enfermedad de Chagas comparado con pacientes sanos.

Se han especulado diferentes causas que justificarian las diferencias
entre ambos grupos de pacientes. H. pylori cuando alcanza la entrada del
estomago de los pacientes con enfermedad de Chagas, encontraria una
serie de condiciones favorables para su establecimiento tales como la
hipoclorhidria, hipomotilidad, malnutriciéon y la existencia de deficiencias

inmunoloégicas.

En los pacientes con enfermedad de Chagas, la hipoclorhidria (Morris y
Nicholson, 1987) se ha descrito como un posible factor que facilita la
infeccion por H. pylori ya que, incluso con sus multiples mecanismos para
adaptarse al acido, es susceptible a éste, y s6lo puede sobrevivir durante
unos minutos al pH acido del estomago. La disminuciéon de la sensibilidad
de las células parietales, consecuencia de la destruccion de la inervacion
intramural que se produce en estos pacientes, es la responsable de la
aparicion de la hipoclorhidria (Padovan y col., 1977). La destruccion
neuronal del plexo gastrico intramural en pacientes con enfermedad
cronica puede producir estasis gastrica (Padovan y col., 1977),
predisponiendo el sobrecrecimiento bacteriano en el estomago y

probablemente a la infeccion por H. pylori.
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La malnutricion, a menudo encontrada en pacientes con la forma
digestiva de la enfermedad de Chagas, es la causa mas frecuente de
inmunodeficiencia secundaria, comprometiendo la respuesta inmune
especifica y no especifica (Voltarelli y Falcao, 1995). En pacientes con
Chagas cronico, se han descrito multiples cambios inmunolégicos como
leucopenia, disminucion de la actividad quimiotactica de los neutrofilos y
linfopenia, que podrian incrementar la susceptibilidad de infeccion por H.
pylori en estos individuos. Ademas, al menos en los ninos, la malnutricion
también puede producir hipoclorhidria, y por tanto favorecer la infeccion

por H. pylori.

Considerando que la transmision de T. cruziy H. pylori esta asociada a
condiciones socioeconomicas pobres, la elevada prevalencia encontrada de
co-infeccion con estos patogenos (78,8%) no es sorprendente, y es similar a
la encontrada en otros paises (Fonseca y col., 2012). En paises como
Bolivia, la prevalencia total es elevada al compararla con paises
desarrollados, aunque los valores probablemente varien segun el area
geografica estudiada. En el caso de Bolivia, no existen estudios de
prevalencia de infeccion por H. pylori en adultos. Los unicos estudios
realizados son en ninos entre 5 y 8 anos donde la seroprevalencia era del
74% (Santos y col., 2009.), mientras que otro realizado en una zona rural

en ninos de 6 anos la seroprevalencia fue del 60% (Glynn y col., 2002).

No resulta extraordinario el hecho de no encontrar una mayor
prevalencia de infeccion por H. pylori en pacientes con la forma digestiva
(75%) de la enfermedad de Chagas en comparacion con las formas
indeterminadas (83,3%) y cardiacas (70%), ya que un paciente con
enfermedad de Chagas con una u otra forma clinica, puede presentar
lesiones en otras localizaciones segun los criterios habitualmente
empleados en la clasificacion de las mismas. Segin esto, en algunos
estudios han observado importantes descensos de la poblacion pancreatica
neuronal en pacientes con la forma cardiaca de la enfermedad (Rocha y
col., 1998), o una hiposecrecion de insulina tras estimulo con glucosa en
pacientes con forma indeterminada, cardiaca o digestiva de la enfermedad

de Chagas (Oliveira y col., 1993). También, se ha descrito una disminucion
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de la respuesta inmune celular, incluso en los pacientes con formas
indeterminadas. Ademas, un numero variable de pacientes con enfermedad
de Chagas cronica en fase indeterminada, tienen alteraciones estructurales
o funcionales del corazéon o tracto digestivo que se descubren cuando se

realizan test diagnosticos mas sensibles.

Por otro lado, dado que la infeccion por H. pylori produce diversos
efectos sobre la secrecion acida del estomago, podria considerarse la
posibilidad de que algunas alteraciones fisiologicas del estomago, como la
hipergastrinemia o hipoclorhidria, que originalmente fueron atribuidas a la
enfermedad de Chagas (Rocha y col., 2009), puedan estar exacerbadas por

la infeccion concurrente de H. pylori.

En nuestro estudio, no observamos una prevalencia de infeccion por H.
pylort significativamente mayor en el grupo de pacientes con enfermedad
de Chagas comparado con el grupo de pacientes sanos, ni entre las
diferentes formas clinicas de la enfermedad. Posiblemente debido, a que el
numero de pacientes evaluados con enfermedad de Chagas en fase cronica

no es elevado.

Diferentes estudios epidemiolégicos han mostrado que la prevalencia
de H. pylorit se incrementa con la edad, datos que coinciden con los
encontrados en este estudio, ya que la prevalencia de infeccion por H.
pylori se incrementa entre los pacientes con enfermedad de Chagas
menores de 50 anos. Nuestros datos indican que los pacientes con
enfermedad de Chagas, tiene un riesgo alto de adquirir la infeccion por H.
pylori tanto en la infancia como en la vida adulta. Ademas, como se
muestra en otros estudios, observamos una disminucion de la prevalencia
de la infeccion entre los pacientes de mas edad, lo que podria explicarse
por el fallo de la respuesta serologica especifica debido a la disminucion

general de la inmunidad (Rodriguez y col., 2005).

El origen rural de los pacientes con enfermedad de Chagas, donde
factores como el bajo nivel socioeconémico, condiciones de vida precarias,
y la ingestiéon de agua no tratada, especialmente durante la infancia, son

considerados como importantes factores para la infeccion por H. pylori
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(Klein y col., 1991), no parecen ser responsables de la elevada prevalencia
de esta infeccion en los pacientes con enfermedad de Chagas, comparado
con el grupo de pacientes sanos procedentes de zonas rurales, en los

mismos rangos de edades.

Seroprevalencia de helmintiasis en pacientes con enfermedad de
Chagas en fase cronica

La Organizacion mundial de la Salud estima que mas de 2 billones de
personas en el mundo viven con enfermedades producidas por parasitos
intestinales, especialmente en paises en vias de desarrollo (OMS, 2005). La
OPS/OMS calcula que el 20-30% de la poblacion de los paises
latinoamericanos estan infectados por helmintos intestinales (parasitos
intestinales), mientras que las cifras en las zonas mas pobres alcanzan con
frecuencia el 50%, y hasta el 95% en algunas poblaciones indigenas
(PAHO, 2007). Estas enfermedades son conocidas como desatendidas, por
la poca importancia que dan los gobiernos y por ser consideradas como
baja prioridad de salud publica internacional. La mayor frecuencia de estas
enfermedades enteroparasitarias se observa en los sectores rurales,

fundamentalmente por las condiciones de vida para el individuo.

En Bolivia, existen aproximadamente 17 especies de parasitos como
productores potenciales de infeccion intestinal humana, entre los que
encontramos 5 protozoos y 12 helmintos. Aproximadamente, el 65% de la
poblacion boliviana esta multiparasitada, y por lo menos una cuarta parte
de estas personas tiene cargas parasitarias de niveles moderado a intenso
(Mollinedo y Prieto, 2006). En Bolivia no existe informacion actual de la

prevalencia de las parasitosis intestinales.

Estos niveles tan altos de parasitacion hacen que la co-infeccion con
otros parasitos endémicos como es el caso de T. cruzi sea muy frecuente.
En nuestro estudio encontramos unas elevadas prevalencias de co-
parasitacion con Ascaris lumbricoides (77,3%) y algo menores con

Strongyloides stercoralis (21,2%) y Schistosoma mansoni (4,5%).

Las infecciones por helmintos son con frecuencia masivas, cronicas y

fuertemente inductoras de citocinas Th2. Esto implica que infecciones por
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estos parasitos, puedan alterar la susceptibilidad a posteriores infecciones
por otros patéogenos, especialmente intracelulares. La natural coexistencia
de dos o mas patogenos infectando un individuo, implica que la presencia
de uno de ellos podria alterar la susceptibilidad a posteriores infecciones.
La respuesta protectora frente algunos patogenos, principalmente virus y
parasitos intracelulares, esta mediada por una respuesta tipo Th1 (Clerici y
Shearer, 1994; Reiner y Locksley, 1995). En contraste la respuesta Th2
dependiente, puede proteger contra algunos parasitos extracelulares
(Pearce y Reiner, 1995). La mayoria de los helmintos inducen una
respuesta Th2 (Pearce y Reiner, 1995), lo que podria explicar el incremento
en la susceptibilidad a otro patéogeno frente a los que es necesaria una
respuesta Thl, o al contrario explicaria cualquier disminucion en la
susceptibilidad frente a aquellos microorganismos contra los que se

necesita una respuesta Th2.

Debido al establecimiento de las infecciones cronicas y, probablemente
por la fuerte induccion de la respuesta tipo Th2 (Kullberg y col., 1992;
Kullberg y col., 1996), los helmintos podrian tener una influencia
significativa sobre la naturaleza de la respuesta inmune de los individuos
infectados, y por lo tanto, modificar su susceptibilidad a infecciones
posteriores con otros patogenos importantes, al menos en aquellas frente
las cuales se requiere una respuesta de tipo Thl (M. tuberculosis, L. major,
Plasmodium sp.) (Martin y col., 1995; Reiner y Locksley, 1995; Stevenson y
Tam, 1993). Esto es relevante cuando se considera la persistencia a largo
plazo de los parasitos, tales como helmintos, que estan ampliamente
distribuidos en muchos paises en vias de desarrollo, donde coexisten con
otros agentes patogenos que tienen un mayor impacto en las tasas de
mortalidad. El riesgo potencial de que toda la poblacion pudiera tener una
mayor susceptibilidad a otros patégenos, como microorganismos
intracelulares, debe hacer pensar en la posible importancia epidemiologica
de las infecciones por helmintos, y los efectos de su control sobre la

incidencia o la patogénesis de otras enfermedades asociadas.

Se han realizado diferentes estudios sobre las posibles interacciones

que se producirian entre diversos helmintos y protozoos. Asi pues, en el
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estudio realizado por Kloetzel y colaboradores (1973), detectaron un
incremento de la parasitemia de T. cruzi en ratones con esquistosomosis,
cuando la infeccion por S. mansoni precedia a la inoculacion de T. cruzi
Estos hallazgos sugerian que el proceso de inmunodepresion que se
establece durante la infeccion por Schistosoma, podria producir cambios en

la respuesta del hospedador frente al protozoo.

En otro estudio realizado por Chieffi en 1992, se analiz6 el efecto que
tenian infecciones previas con protozoos como Toxoplasma gondii, T. cruzi,
T. brucei y Plasmodium en ratones con esquistosomosis; observo la
tendencia a reducir el area de reaccion granulomatosa alrededor de los
huevos de S. mansoni retenidos en los tejidos, sugiriendo una disminucion
de la actividad de los mecanismos protectores debido a la inmunodepresion
celular. En estos casos, sin embargo, se observaron manifestaciones
clinicas menos marcadas que en los controles infestados sé6lo con S.

mansoni.

Posteriormente, Marshall y colaboradores (1999) estudiaron la
influencia de la respuesta Th2 inducida por el helminto, en una infeccion
con una respuesta Thl inducida por el protozoo T. gondii. La respuesta
Th2 polarizada por la co-infeccion con S. mansoni, disminuye la patologia
intestinal asociada a la infeccion por T. gondii, por una disminucion de la
regulacion de IFN-y y oxido nitroso tipicamente asociado a la respuesta
Thl.

De todos los protozoos, Plasmodium es el parasito mas estudiado en las
co-infecciones con helmintos. Dependiendo del estudio, no esta claro si la
interaccion entre ambos es beneficiosa (Nacher y col., 2000), indiferente
(Shapiro y col., 2005) o perjudicial (Drulihe y Sokhna, 2005). A pesar de
ello, los helmintos parecen estar asociados con proteccion frente a
complicaciones severas de la malaria, especialmente A. lumbricoides, y con

aumento de la incidencia o prevalencia de la misma (Nacher, 2011).

En el caso de T. cruzilos estudios de co-parasitacion con helmintos son
escasos. Rodriguez y colaboradores (1999) realizaron un estudio en el que

se observo que la presencia del cisticerco de Taenia crassiceps en ratones,
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modificaba la susceptibilidad y la respuesta inmune frente a T. cruzi,

dependiendo del tiempo de evoluciéon de la infeccion inicial.

Sin embargo, a pesar de que la inmunidad de T. cruzi se ha estudiado
ampliamente, en estos momentos sigue sin comprenderse totalmente. Por
tanto, la modulacion cronica de los helmintos hacia una respuesta Th2,
podria modificar algunos de los aspectos de la inmunidad frente a la

enfermedad de Chagas, tal y como ocurre en la malaria (Nacher, 2011).

No obstante, se necesitan mas investigaciones para desentranar los
mecanismos inmunologicos subyacentes y las diferencias que existen entre

los distintos helmintos.

Por lo que respecta a Trichinella spirallis, produce enfermedad en un
porcentaje pequeno de los casos en humanos, y se relaciona con la
ingestion de una gran cantidad de larvas y con la patogenicidad de la cepa.
La invasion de la pared intestinal, fundamentalmente del duodeno y el
yeyuno, por los parasitos hembras origina una inflamacion transitoria que
puede producir diarrea y dolor abdominal semejantes a los asociados con
muchas otras infecciones intestinales. La letalidad por triquinosis es
menor del 1% y obedece a complicaciones secundarias graves ocasionadas
por la localizacion encefalica, cardiaca o diafragmatica de las larvas (Capo

y Despommier, 1996).

Aunque se han realizado pocas investigaciones para confirmar su
presencia en los paises de América Latina, Asia y Africa, es probable que
Trichinella esté diseminada en todo el mundo. En paises como Chile y
Argentina, donde ocurren periodicamente brotes epidémicos de triquinosis
(Venturiello y col., 1993), la enfermedad tiene una prevalencia del 2-5% y
constituye un importante problema de salud publica (Lopez y col., 1992).
Por lo que se refiere a Bolivia, hasta 1993 se consideraba que la infeccion
no existia en el pais. En esta fecha, Bjorland y colaboradores (1993)
demostraron por primera vez una seroprevalencia de anticuerpos contra T.
spiralis del 11,2% en cerdos de 10 comunidades rurales del Altiplano.
Posteriormente, otros investigadores repitieron el estudio en cerdos

pertenecientes a mataderos de tres centros urbanos de los departamentos
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de Monteagudo, Vallegrande y Santa Cruz, encontrando seroprevalencias

del 12,4%, 17,1% y 10,2%, respectivamente (Brown y col., 1996).

En nuestro caso no se detectaron anticuerpos contra 7T. spiralis en
ninguna de las 86 muestras de suero examinadas, en contraste con el 3%
de seroprevalencia encontrada en el estudio de Bartolini (Bartolini y col.,
1999). A pesar de la diferencia, no resulta nada extrano nuestro resultado;
en el estudio de Bartolini se empleé un tamano de muestra casi tres veces
superior (234 pacientes frente a los 87 pacientes nuestros) y todos ellos
procedian de una zona rural del Departamento de Santa Cruz, cuya
principal fuente de economia es la agricultura y crianza de animales,
sobretodo ganado porcino y bovino, que habitualmente viven en libertad
alrededor de la vivienda y se sacrifican de forma clandestina o domiciliaria.
Nuestros pacientes, aunque aproximadamente el 84% procedia de zona
rural, poco mas del 30% era del Departamento de Santa Cruz, lo que

puede influir en los resultados obtenidos en nuestro estudio.

Los datos obtenidos por Bartolini documentan por primera vez la
existencia de la infeccion en la poblacion humana de Bolivia. Estos
resultados coinciden con las tasas de prevalencia observadas en otros

paises de Ameérica del Sur (Venturiello y col., 1993; Lopez y col., 1992).

Aunque se desconoce si se dispone de informacion actual sobre casos
de triquinosis humana en Bolivia, debe tenerse en cuenta que la mayoria
de las infecciones humanas son subclinicas y que la intensidad del cuadro
clinico esta relacionada directamente con la cantidad de larvas ingeridas.
La prevalencia relativamente baja de anticuerpos contra T. spiralis
encontrada en la poblacion humana estudiada, puede explicarse por la
costumbre de comer la carne bien cocida, ya que la coccién a una
temperatura superior a 77°C destruye las larvas y es la medida mas eficaz

para prevenir la triquinosis humana (McAukey y col., 1991).
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VI. Conclusiones

Los resultados de este trabajo conducen a las siguientes

conclusiones:

1. En la fase cronica de la enfermedad de Chagas, las técnicas
parasitologicas clasicas empleadas para el diagnostico (técnica de Strout y
hemocultivo) no son de utilidad. Por lo que respecta a la técnica de PCR,
debido a su limitada sensibilidad (65%) y falta de estandarizacion, no es
una herramienta diagnostica adecuada para la deteccion de Trypanosoma

Ccruzi.

2. Todas las técnicas de diagnostico serologico (convencionales y no
convencionales) tienen buenos valores de sensibilidad (100%) vy
especificidad (95,4%-98,5%) para el diagnostico de infeccion por
Trypanosoma cruzi. No obstante, ninguna prueba convencional o no
convencional, por si sola puede establecer el diagnoéstico o confirmacion de
la sospecha clinica, siendo necesaria la combinacion de dos técnicas con

diferentes antigenos.

3. Al no existir una técnica de referencia o “patron de oro” para realizar
un diagnostico adecuado, lo mas recomendable es combinar el uso de las
técnicas parasitologicas, serologicas y moleculares de acuerdo con la fase

de la enfermedad que se sospecha.

4. A pesar de las numerosas ventajas de las nuevas técnicas
inmunocromatograficas, para poder emplearse como técnicas efectivas de

cribado deberia mejorarse su sensibilidad (94,4%).

5. El ensayo “ARCHITECT Chagas®’, en nuestro estudio presentdé una
sensibilidad del 100% y especificidad del 96,6%. Ademas, la total
automatizacion del test permite procesar un mayor numero de muestras,
de manera mas rapida, con una mayor estandarizacion y reproducibilidad
de los resultados, asi como una interpretacion totalmente objetiva de los

mismos.
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6. El péptido sintético 3973 muestra una buena sensibilidad y
especificidad para su empleo en el diagnostico de enfermedad de Chagas

en fase cronica.

7. Los pacientes con enfermedad de Chagas en fase cronica no tienen una
prevalencia de infeccion por H. pylori superior a los pacientes sanos.
Ademas, no encontramos asociacion entre H. pylori y la forma clinica de la

enfermedad o la procedencia (zona rural o urbana) del individuo.

8. Los pacientes con enfermedad de Chagas en fase cronica tienen una
alta prevalencia de co-infeccion con helmintos, pero esta fue similar a la
encontrada en los pacientes sanos. Ademas, no encontramos asociacion
con la forma clinica de la enfermedad o la procedencia (zona rural o

urbana) del individuo.
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