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RESUMEN

El diagndstico molecular de la Enfermedad de Chagas (EC) mediante la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimersa (RCP) es util para la deteccion de casos en la
fase aguda, en la infeccibn congénita, en pacientes inmunodeprimidos, cuando los
resultados de la serologia no son concluyentes, en la deteccion de parasitos en sangre
de pacientes seronegativos y en el monitoreo de la deteccion temprana del fracaso al
tratamiento, siendo aun controversial para la deteccién de los casos en fase cronica.
Todo esto demuestra la necesidad de contar en el Laboratorio Nacional de Referencia
de Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri® (LNRP-IPK) con
herramientas moleculares que permitan, junto a las herramientas serologicas, contar
con un algoritmo que sea capaz de detectar con mayor validez y seguridad diagndstica
la Enfermedad de Chagas. En este estudio se introdujo y evalu6é en el LNRP-IPK la
técnica de la RCP que amplifica una region del ADNK utilizando los juegos de
cebadores S35-S36. Ademas se evalué la potencialidades de la técnica en la
diferenciacion de T. cruzi y T. rangeli. Se normaliz6 la técnica de la RCP ADNKk (S35-
S36) para el diagnostico de T. cruzi. La RCP mostro alta sensibilidad analitica para los
seis linajes del parasito, asi como una buena especificidad con resultados satisfactorios
de repetibilidad y reproducibilidad. La técnica permite diferenciar entre las cepas de T.
cruzi y T. rangeli, no obstante dado que la sensibilidad analitica para T. rangeli fue baja,
no se recomienda para su deteccion y diferenciacion a partir de muestras clinicas.
Finalmente, se concluye que la RCP ADNk (S35-S36) puede ser utilizada para la

deteccién de T. cruzi en el LNRP-IPK a partir de muestras clinicas.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (EC) o tripanosomiasis americana constituye uno de los
mas importantes problemas de salud publica en Centroamérica y Suramérica. Es
reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las 13
Enfermedades Tropicales Olvidadas. En comun con otras EC es un indicador de
pobreza y desventaja: afecta a poblaciones con poca visibilidad y poca voz politica,
causa estigma y discriminacion, es relativamente descuidada por los investigadores, y
tiene un impacto considerable en la morbilidad y la mortalidad, contituyen un azote a
la humanidad desde la antigliedad y continGa siendo un problema econémico y social
en muchos paises de América Latina (Hotez et al. , 2008; Moncayo et al. , 2009;
WHO, 2010). Alrededor de 6 millones de personas se encuentran infectadas en 21
paises endémicos de la region de América Latina, provoca, en promedio, alrededor
de 14.000 muertes al afio. Se presenta, una incidencia anual de 30.000 casos
vectoriales y 9.000 recién nacidos infectados durante el embarazo, asi como 70
millones de personas se encuentran en riesgo de adquirir la enfermedad (Bern et al. ,
2007; Rassi et al.,, 2010; Liu y Zhou, 2015; WHO, 2017). Hoy la situacion
epidemioldgica se complica con la entrada de inmigrantes procedentes de los paises
endémicos a paises de Europa, el Pacifico occidental, Estados Unidos y Canada,
donde esta entidad se ha convertido en un problema de salud importante, al
observarse un numero creciente de individuos infectados (Schmunis, 2007; Guerri-
Guttenberget et al., 2008; Bern y Montgomery, 2009; Gascon et al., 2010; Liu y Zhou,
2015).

Esta parasitosis es causada por el protozoo T. cruzi perteneciente al Orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae por presentar un flagelo y un organelo con
ADN muy condensado llamado kinetoplasto. Se encuentra dentro del subgénero
Schizotrypanum por tener un kinetoplasto voluminoso y multiplicarse intracelularmente
dentro de sus huéspedes vertebrados. Pertenece a la Seccién Stercoraria ya que la

forma infectante es transmitida por las heces del insecto vector (Paes y Rayol, 1996).

El andlisis genético poblacional de T. cruzi demuestra que el mismo presenta una
estructura clonal con diversidad genética y fenotipica (Tibayrenc et al., 1986). Esto se
refiere a un modelo con ausencia o limitada recombinacidén genética con persistencia

de asociaciones multilocus duradera y cualquier mecanismo citolégico de
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reproduccion (Tibayrenc, 2010). Se han descrito seis linajes genéticos distintivos
(DTU del inglés Discrete Typing Unit) (Tybairenc, 1998; Barnabé et al., 2000; Brisse et
al., 2000). Los que han sido validados por un comité de expertos y hombrados Tcl al
TcVI (Zingales et al., 2009). Recientemente se ha incluido un nuevo DTU denominado
Tchat (Lima et al., 2015; Zingales, 2017).

El ciclo de vida de T. cruzi requiere normalmente de dos hospederos: un insecto
capaz de producir formas metaciclicas (hospedero invertebrado) y un mamifero
(hospedero vertebrado). Los hospederos vertebrados lo constituyen los seres
humanos y mas de 150 especies de animales domésticos (perros, gatos y cobayos) y
animales silvestres (roedores, marsupiales y armadillos). El hospedero invertebrado lo
constituyen insectos hematofagos pertenecientes al orden Hemiptera, familia
Reduvidae, subfamilia Triatominae (Brener, 1985).

La principal forma de transmision de la enfermedad humana la constituye la forma
vectorial (80 % de las diferentes vias de transmision) (PAHO 2009; WHO, 2017).
Otras formas son a través de la transfusion de sangre y la via congénita, las que
constituyen causas principales de infeccibn en areas urbanas y en paises no
endémicos (Liu y Zhou, 2015). Mas recientemente, se ha descrito la que ocurren por
la via oral, debido a la ingestién de alimentos contaminados con las heces y orina del
vector, reportandose diferentes brotes agudos de la enfermedad en Brasil, Venezuela
y Colombia (Rueda et al., 2014; Liu y Zhou, 2015). Otros mecanismos, menos
comunes, involucran accidentes de laboratorio, manejo de animales infectados,
transplante de 6rganos y por la leche materna (Pereira y Navarro, 2013; Liu y Zhou,
2015). Una via te6ricamente posible, pero extremamente rara es la transmision sexual

(Moncayo y Ortiz Yanine 2006).

La infeccidbn humana por T. cruzi presenta un periodo de incubacién que varia en
dependencia de la forma de transmision. La forma vectorial entre 5 y 14 dias, la oral 5
dias, la transfusional entre 30 y 110 dias, la congénita entre 4 y 9 meses (Lescure et
al., 2010). Posteriormente, sobreviene la fase aguda que usualmente es asintomatica
0 puede presentarse como una enfermedad febril auto limitada donde la parasitemia
es relativamente alta. Seguidamente los pacientes pasan a una fase cronica
indeterminada de la enfermedad, la cual se caracteriza por la positividad de

anticuerpos contra el parasito y resultados normales de electrocardiogramas y
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examenes radiolégicos de térax, colon y eso6fago (Rassi et al., 2010). Entre el 30 al 40
% de pacientes finalmente desarrollan la forma determinante de la fase crénica
caracterizada por una forma cardiaca, digestiva (megaes6fago y megacolon) o
cardiodigestiva entre 10 a 30 afios después de iniciada la infeccion provocando la

muerte del paciente (Dias, 1995).

El diagnostico de la infeccidn por T. cruzi depende de la fase de la enfermedad y se
debe apoyar en la informacién tanto epidemiol6gica como clinica del paciente, asi
como en las pruebas de laboratorio (Lescure et al., 2010; Rassi et al., 2010). En la
fase aguda de EC el diagnostico de laboratorio se basa en pruebas parasitolégicas
directas como el examen de sangre fresca, frotis y gota gruesa donde se pueden
observar los parasitos. La prueba directa es mas sensible que el frotis coloreado y
debe ser el método de eleccion de la fase aguda. Si estas pruebas fueran negativas,
se deben usar métodos de concentracién microhematdcrito o Strout que presentan de
80 a 90% de positividad y son recomendadas en el caso de fuerte sospecha de EC

aguda y negatividad de la prueba directa con sangre fresca (Lescure et al., 2010).

En la fase crénica de la enfermedad, indeterminada o determinada, el diagnostico
parasitolégico directo resulta comprometido por la baja parasitemia (de Freitas et al.,
2011). Los métodos parasitologicos indirectos (xenodiagndstico o hemocultivo) que
pueden ser utilizados, presentan baja sensibilidad (de 20 a 50%). De esta forma, en la
fase crénica es esencialmente serologico siendo las técnicas mas comunes el ensayo
inmunoenzimético en fase soélida (ELISA), la inmunoflorecencia indirecta (IFI) y la
hemaglutinacion indirecta (HAI) (Gomes et al.,, 2009). Este diagnostico debe ser
realizado utilizando dos pruebas seroldgicas de principios metodoldgicos diferentes.
La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)/OMS recomienda considerar
positivos a aquellos individuos que tienen dos pruebas serologicas positivas (Bern et
al., 2007; Apt et al., 2008).

El diagndstico serolégico presenta algunas limitantes por ejemplo, no es util en los
casos sospechosos de recién nacidos con sospecha de Chagas congénito, ni en
individuos inmunocomprometidos en los cuales la produccion de anticuerpos es
escasa. Por otra parte, debido al mantenimiento de una respuesta de anticuerpos,
estos resultan de poca utilidad en la definicion del criterio de cura y de forma general

presentan baja especificidad debido a la posibilidad de reacciones cruzadas con otros
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parasitos fundamentalmente Leishmania spp. y T. rangeli (Chiaramonte et al., 1999;
Corredor Arjona et al., 1999).

Trypanosoma rangeli constituye otro parasito del género Trypanosoma no patdgeno
para el hospedero vertebrado (incluyendo humano) que infecta ademas de humanos
animales domeésticos y salvajes en América Central y del Sur (Vallejo et al., 2003).
Este parasito comparte con T. cruzi la distribucion geografica, asi como
caracteristicas biolégicas e inmunoldgicas tales como: reservorios animales, vectores
y determinantes antigénicos, de ahi que hoy constituye un serio problema en la
epidemiologia y el diagndstico de la enfermedad de Chagas, por tanto es de gran
importancia el desarrollo de metodologias que permitan el diagnostico diferencial de
las dos especies del parasito (Cuba Cuba, 1998; Gulh y Vallejo, 2003).

Las limitaciones en la sensibilidad y especificidad de las pruebas parasitolégicas y
seroldgicas de laboratorio, especialmente cuando se trata del diagnostico de la fase
cronica, la necesidad de establecer un criterio de cura (Sguassero et al., 2015), y de
detectar la existencia de pacientes seronegativos con EC (Batista et al., 2010; Blum-
Dominguez et al., 2011) explican el interés y la necesidad de implementacion de un
método directo mas sensible que permita monitorear la presencia del parasito y
confirmar la etiologia de la enfermedad (Gil et al., 2007; Schijman et al., 2011). En
este sentido, la principal técnica que ha sido probada en la investigacion de T. cruzi,
directamente en la sangre de pacientes cronicos, es el ensayo molecular por la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP), basado en el empleo de
oligonucledtidos sintéticos que amplifican secuencias de ADN especificas del
patégeno-blanco (Vallejo, 1998; Gulh et al., 2002).

Diferentes secuencias blanco se han utilizado para el diagnéstico molecular de la
enfermedad de Chagas, entre ellas se encuentran los minicirculos del kinetoplasto
(ADNK) (Sturm et al., 1989; Avila et al., 1991; 1993; Breniere et al., 1995), la regién
nuclear repetitiva de 195pb (Moser et al., 1989; Diaz et al., 1992; Kirchhoff et al.,
1996), los miniexones (Murthy et al., 1992; Souto et al., 1996), el ARNr 24S (Souto et
al., 1993); la proteina flagelar F29 (Souto et al., 1999), la region repetitiva de 1025pb
(Requena et al., 1992) y la histona H2A (Gil et al., 2007). Sin embargo, la secuencia
mas ampliamente usada en los ensayos de la RCP es la de los minicirculos del
kinetoplasto (Virreira et al., 2003; Schijman et al., 2011).
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El genoma mitocondrial de T. cruzi esta constituido por el ADN del kinetoplasto,
representa cerca de 20 % del ADN celular total. Esta organizado en una estructura en
red, en la cual millares de pequefias moléculas circulares, los minicirculos, se
encuentran concatenadas representando 95 % del contenido de ADNK de la célula.
Esas moléculas presentan caracteristicas que las tornan en blancos ideales para la
deteccion por la RCP, tomando que se encuentran presentes en un elevado nimero
de copias (entre 10 000 a 30 000 en dependencia del linaje) por red, mas all4 de que
cada minicirculo contiene cuatro regiones de secuencias altamente conservadas y
cuatro altamente variables presentes en todas las cepas y aislados representativos de
los diferentes linajes del T. cruzi. Dentro de esta region se han disefiado juegos de
cebadores para la regién constante y para la region variable, obteniéndose mejores
resultados de sensibilidad con los cebadores disefiados para la region variable entre
los que se encuentran los cebadores 121-122 (Degrave et al., 1988; Windker et al.,
1994; Britto et al., 1995) y S35-S36 (Sturm et al., 1988; Avila et al., 1991; 1994). Este
juego de cebadores ha sido utilizado en el diagndéstico de T. cruzi y T. rangeli y
adicionalmente permite la diferenciacion entre ambos parasitos presentandose
patrones de bandas de amplificacion que pueden ser distinguidos entre ambos
parasitos, lo que le confiere una importancia adicional a este método (Vargas et al.,
2000). Sin embargo, la capacidad de estos cebadores de detectar los diferentes
linajes de T. cruzi, asi como la sensibilidad analitica a T. rangeli no se ha verificado

hasta el momento.

De forma general, los procedimientos de la RCP han mostrado valores variables de
sensibilidad y especificidad dependiendo de un grupo de factores técnicos tales como:
volumen de la muestra colectada, las condiciones y conservacion de la muestra, el
meétodo utilizado para la extraccién del ADN, la secuencia del parasito y los cebadores
seleccionados, los reactivos usados asi como las condiciones en el termociclador. La
variabilidad de la sensibilidad de la RCP también se ha explicado en parte por la
presencia intermitente y cantidad de parasitos circulantes en el momento en que se

colecta la muestra de sangre (Schijman et al., 2011).

El amplio debate existente sobre el tema, hace necesario continuar los estudios de
evaluacion de técnicas de RCP asi como la comparacion de diferentes ensayos, con
vistas a determinar el método con mejor valor de sensibilidad y especificidad para el

diagndstico de EC, sobre todo en la fase crénica.
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En Cuba hasta el momento, no se reportan casos autoctonos de tripanosomiasis
americana. Sin embargo, existe el riesgo de transmision vectorial al encontrarse en la
isla 4 especies de Triatomineos: Triatoma flavida (Neiva, 1911), T. bruneri (Usinger,
1944), Bolbodera scabrosa (Valdés, 1990) y T. rubrofasciata (De Geer, 1973). La
Ultima especie es un reconocido vector cosmopolita y junto a T. flavida, probados
transmisores de T. cruzi en condiciones de laboratorio (Hernandez y Gonzales, 2006).
A este riesgo se une el constante flujo de personas procedentes de areas endémicas
de la enfermedad, la presencia en el pais de estudiantes latinoamericanos que
provienen de los 21 paises endémicos, la demostracion de la presencia de la
enfermedad en algunos estudiantes (Ruiz et al., 2010; Serra et al., 2012; Delgado et
al., 2016) y la estancia de cubanos por largos periodos de tiempo en estos paises
endémicos. De todo lo anterior se deduce la necesidad de contar en el Laboratorio
Nacional de Referencia de Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri® con herramientas moleculares que permitan, junto a las herramientas

seroldgicas, complementar el algoritmo establecido para el diagnéstico de EC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Introducir y evaluar la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa ADNk (S35-
S36) para el diagndstico de la Enfermedad de Chagas en el Laboratorio Nacional de

Referencia de Parasitologia del IPK.

2.2. Objetivos especificos

1. Normalizar la técnica de la RCP ADNKk (S35-S36) para el diagnéstico de T. cruzi.

2. Determinar la sensibilidad y especificidad analiticas de la técnica, asi como la
repetibilidad y reproducibilidad.

3. Evaluar la potencialidad de la técnica para la diferenciacion de T. cruzi y T.
rangeli.

4. Evaluar la utilidad de la RCP ADNK en la deteccion de T. cruzi a partir de sangre

periférica en un grupo de pacientes estudiados.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Clasificacién taxonémica de Trypanosoma cruzi.
El agente causal de la enfermedad de Chagas es Trypanosoma cruzi cuya ubicacion

sistematica es la siguiente (Levine et al., 1980):

Reino:Protista

Subreino:  Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora
Sub-phylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea

Orden: Kinetoplastida
Suborden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Subgénero: Schizotrypanum
Especie: cruzi (Chagas, 1909)

Dentro de la familia Trypanosomatidae, el género Trypanosoma es uno de los mas
importantes, por incluir una serie de especies que ocasionan enfermedades en
humanos, como T. cruzi, agente causal de EC, T. brucei gambiense y T. brucei
rhodesiense, agentes causales de la enfermedad del suefio en el hombre y T. brucei

brucei, T. equiperdum y T. equinum, que causan la enfermedad en animales.

El género Trypanosoma se considera un grupo monofilético, compartiendo un
ancestro comun que data de hace unos 100 millones de afios (Barrett et al., 2003;
Stevens y Gibson, 1999). La clasificacién establecida por Hoare se basé en la
morfologia y el desarrollo en el vector (Hoare, 1972). Las especies de Trypanosoma
gue infestan mamiferos se separaron en dos secciones: Salivaria y Stercoraria. Los
tripanosomas de la seccién Salivaria se subdividieron en cuatro subgéneros:
Trypanozoon, Duttonella, Nannomonas y Pycnomonas. El subgenéro Stercoraria
comprendia tres subgéneros: Schizotrypanum, Megatrypanum Yy Herpetosoma
(Vickerman, 1976). Como algunos de estos grupos son polifiléticos y carecen de
relevancia evolutiva y taxondmica, algunos autores han sugerido, mas recientemente,

clasificar el género en clados filogenéticos basado en el anadlisis de la subunidad
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pequefia del ARN ribosomal (SSU-rRNA) y el gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa
glicosomal (QGAPDH) (Simpson et al., 2006; Stevens, 2008; Stevens y Gibson, 1999;
Stevens y Rambaut, 2001). A pesar de la informacién proporcionada por el analisis de
secuencia de ADN, la filogenia del género Trypanosoma y sus relaciones evolutivas
no han sido firmemente establecidas (Hughes y Piontkivska, 2003; Kelly et al., 2014,
Votypka et al., 2015). Recientemente, Fraga y colaboradores. (2016) realizaron el
analisis filogenético del género Trypanosoma basado en el analisis de las secuencias
del gen que codifica la proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70), el estudio
combinado con otros marcadores genéticos. Este estudio apoyo la clasificacion de las
especies de Trypanosoma en clados en lugar de en secciones y subgéneros. Se
reconocieron nueve clados: Trypanosoma carassi, Trypanosoma congolense,
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma grayi, Trypanosoma lewisi, T. rangeli, T. theileri,
Trypanosoma vivax Yy Trypanozoon (Figura 1). Estos resultados resultaron

consistentes con el conocimiento existente de la filogenia del género.
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Figura 1. Filogenia de unién al vecino de las secuencias de nucleétidos hsp70 que pertenecen a 11 especies de Trypanosoma. Las distancias se estimaron utilizando el modelo Kimura de 2 parametros. Bootstrap se infiri6 a partir de
2000 repeticiones, y se da en porcentajes en los entrenudos cuando excede el 70% (primer valor). Para comparacion, también los valores de arranque de los arboles de maxima parsimonia y maxima verosimilitud se muestran para
cada grupo respectivo (segundo y tercer valor, respectivamente). El &rbol se enraiz6 con las secuencias de Paratrypanosoma confusum y Leishmania spp. (L. aethiopica, L. major, L. tropica, L. donovani, L. infantum, L. amazonensis, L.
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3.2. Caracteristicas morfoldgicas de los estadios de Trypanosoma cruzi.
T. cruzi presenta tres estadios distinguibles facilmente por microscopia de campo claro
segun las caracteristicas del flagelo y la posicion relativa del kinetoplasto respecto al

nacleo celular (Brener, 1973). A continuacion los describimos brevemente.

3.2.1. Epimastigote.

Es la forma flagelada replicativa y no infectiva que se encuentra en el intestino medio
del insecto vector. Posee forma ahusada, un tamafio de 20 - 40 x 2 um y el nucleo es
redondeado. El flagelo emerge de la regién lateral anterior respecto a la direccion del
movimiento del organismo y el kinetoplasto es anterior al nacleo celular. Se divide por
fision binaria y a diferencia de los demas estadios, puede cultivarse en medio axénico
(Figura 2A).

3.2.2. Tripomastigote.

Es la forma flagelada no replicativa dentro de ambos hospederos (Figura 2B y D). Es
de forma elongada y mide aproximadamente 20 um de longitud. Posee una membrana
ondulante en uno de sus lados, el flagelo emerge del extremo apical posterior, su
nucleo es alargado y el kinetoplasto se encuentra ubicado posterior al mismo. Se
denominan tripomastigotes sanguineos a las formas circulantes en el mamifero, y
tripomastigotes metaciclicos a las formas diferenciadas en el insecto, que son las
formas infectivas. Los tripomastigotes sanguineos y los tripomastigotes metaciclicos
tienen forma similar, y comparten algunas propiedades biolégicas. Sin embargo, los
tripomastigotes sanguineos poseen la capacidad de transformarse en epimastigotes a
27 °C en sangre o medio axénico, propiedad que estd ausente en los metaciclicos.
Ademas, ambas formas del parasito poseen antigenos estadio especificos y presentan
diferentes modos de interaccionar con las células hospederas (Paba et al., 2004).

3.2.3. Amastigote.

Es la forma no flagelada, esférica u ovalada (2-4um), que se localiza intracelularmente
en vacuolas acidicas y que es replicativa en el citoplasma del mamifero hospedero
(Ley et al., 1990) (Figura 2C).
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Figura 2. Estadios del ciclo de vida de T. cruzi. A) Epimastigotes, B) Tripomastigote

metaciclico, C) Amastigotes en el interior de una célula muscular, D) Tripomastigote

sanguineo en sangre periférica.

3.3. Ciclo de vida.

El ciclo de vida de T. cruzi requiere normalmente de dos hospederos: un insecto capaz
de producir formas metaciclicas (hospedero invertebrado) y un mamifero (hospedero
vertebrado). Los hospederos vertebrados lo constituyen los seres humanos y mas de
150 especies de animales domésticos (perros, gatos y cobayos) y animales silvestres

(roedores, marsupiales y armadillos).

3.3.1. Vectores de la Enfermedad de Chagas.

El hospedero invertebrado lo constituyen insectos hematéfagos pertenecientes al orden
Hemiptera, familia Reduvidae, subfamilia Triatominae, los que se infectan a través de
la succion de sangre de mamiferos con tripomastigotes infectados dentro de tres ciclos
gue se solapan: doméstico, peridoméstico y silvestre y estos a su vez infectan al
hospedero vertebrado a través de las heces eliminadas por el vector infectado en el
momento de alimentarse (Brener, 1985). La subfamilia Triatominae se compone
actualmente de 151 especies descritas (149 existentes y dos fosiles), asignadas a
cinco tribus (Anexo 1) (Justi y Galvao, 2017).

Las dos tribus de Triatominaes mas estudiadas, Triatomini y Rhodniini, son
comprensiblemente las mas abundantes ("mas faciles de encontrar”) y también las mas
diversas ("especies mas descritas"). Se ha demostrado que ambas tribus son
monofiléticas construido en base a la morfologia, antes que los datos de secuencia de
ADN estuvieran disponibles, sin embargo, los nuevos datos filogenéticos basados en
ADN muestran que los géneros dentro de cada grupo no lo son (Justi y Galvéo, 2017).
Aunque las especies de triatomas se han identificado y se consideran potencialmente

capaces de transmitir el parasito, solo un grupo de ellas se ha demostrado como
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vectores de la enfermedad. La capacidad vectorial de una especie dada de Triatoma
depende de su grado de asociacion con los humanos. La mayoria de los triatomineos
presentan héabitat silvestres, transmitiendo el parésito a los huéspedes asociados con
el habitat silvestre. Sin embargo, al menos 10 especies son consideradas poblaciones
estrictamente domeésticas principalmente en América Latina, mientras que al menos 20
especies son consideradas vectores secundarios al invadir las casas de los habitats
peridomésticos (Vallejo et al., 2009). Los principales vectores domeésticos en los paises
endémicos son: Triatoma infestans, Rhodnious prolixus, T. dimidiata, R. ecuadoriensis,
T. maculata, T. brasiliensis, Pastrongylus megistus, P. geniculatus, R. neglectus, R.
stali, T. nasutus y T. sordida (Aguilar et al., 2007; Dias et al., 2007; Gulh et al., 2007,
Ponce et al., 2007; Zeleddn et al., 2007) (Figura 3). La mayoria de las especies
asociadas a la transmisioén de T. cruzi, varian segun sus caracteristicas propias y su
localizacion en diferentes regiones. Asi, T. infestans predomina en los paises del cono
sur, mientras R. prolixus se encuentra estrechamente ligado a areas de Centroamérica
con alta presencia de flora aut6ctona como el arbol de la Palma, por lo que se
conserva en el ciclo enzootico. Este insecto presenta los dos sexos y tiene cinco
estadios ninfales, los que participan en su totalidad en la transmisién de T. cruzi.

Triatoma infestans Rhodnius prolixus Pastrongylus megistus

-

Argentina, Bolivia,Brasil, Chile, Paraguay, Peru Venezuela, Colombia, Centroamérica Argentina, Bolivia, Brasil,
y Uruguay (Honduras, Guatemala, El Salvador) Paraguay y Uruguay.

Triatoma brasiliensis Triatoma dimidiata Triatoma sordida
AN

/'
o
/

Centroamérica Colombia, Ecuador, Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay y
Norte de Perl Uruguay.

Brasil

Figura 3. Principales vectores de la Enfermedad de Chagas y su distribucién en los

paises de la Region de las Américas.
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3.3.2. Ciclo de vida.

Este ciclo comienza cuando el insecto vector se alimenta con la sangre del hospedero
mamifero y luego defeca sobre la zona afectada. Los tripomastigotes metaciclicos
contenidos en las heces del triatomineo penetran a través de la piel lesionada, pasan al
torrente sanguineo e invaden un amplio rango de células nucleadas (Tyler y Engman,
2001). Una vez en el citoplasma de la célula, el tripomastigote comienza a sufrir el
proceso de diferenciacion a amastigote: su flagelo se acorta y se hace casi inexistente
y el cuerpo y el ndcleo vuelven a tomar forma redondeada. Unas 24 a 35 horas
después de su entrada al citosol, el amastigote comienza a dividirse activamente por
fision binaria y llega a formar pseudo-quistes dentro de la célula. Cuando ya existe una
alta densidad de parasitos intracelulares, los amastigotes se diferencian a
tripomastigotes sanguineos que salen de la célula infectada, pasan a la sangre o a la
linfa del mamifero y pueden invadir nuevas células (Tyler y Engman, 2001; Burleigh y
Woolsey, 2002). El ciclo de vida del parasito se cierra cuando el insecto vector se
alimenta con la sangre de un mamifero infectado. Dicha sangre contiene
tripomastigotes sanguineos que, al llegar al intestino del triatomineo se diferencian a
epimastigotes. Los tripomastigotes metaciclicos por su parte, provienen de la
diferenciacion de epimastigotes. Cuando estos llegan al recto del insecto vector, se
adhieren a través de su flagelo mediante interacciones hidrofobicas a la cuticula de la
pared intestinal. Finalmente se despegan de la pared intestinal y son eliminados en las
heces del vector (Brener, 1971; Tyler y Engman, 2001; Rassi et al., 2009) (Figura 4).
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Los tripomastigotes se
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Caracteristicas clinicas cronicas
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Ataque fulminante

Megaesofago

Epimastigotes se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos

Los tripomastigotes pueden infectar
otrascélulas y comienzanun nuevo
ciclo de replicacidn

Los amastigotesintracelulares se
multiplican por fusién binaria dentro
de las células

Tripomastigotes metaciclicos se
excretados en lasheces
penetran a través de la picadura
o membrana mucosal como la
conjuntiva

Signo de Romaria

Tripomastigote metaciclico
penetraa lascélulas porelsitio
dela picada; dentro de la célula

setransforma en amastigotes

Figura 4. Ciclo de vida de T. cruzi. Tomado de Pérez-Molina y Molina, 2018.
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3.3.3. Caracteristicas de las poblaciones parasitarias.

Trypanosoma cruzi se compone de una amplia variedad de poblaciones circulantes en
insectos vectores, animales vertebrados que actian como reservorios del parasito y en
el hombre. Esta amplia diversidad podria implicar caracteristicas biologicas distintivas
entre las poblaciones estudiadas, las cuales incluirian efectos patologicos,
inmunoldgicos, vulnerabilidad a farmacos y otras caracteristicas de importancia médica
(Dvorak, 1984; Ayala, 1993). Esto ha motivado la generacion de diversas lineas de
investigacion sobre sus propiedades bioldgicas, que incluye curvas de parasitemia,
respuesta inmune, sensibilidad a farmacos y virulencia en modelos experimentales,
etc. (Brener et al., 2000).

El analisis genético poblacional de T. cruzi demuestra que el mismo presenta una
estructura clonal con diversidad genética y fenotipica (Tibayrenc et al., 1986). Esto se
refiere a un modelo con ausencia o limitada recombinacion genética con persistencia
de asociaciones multilocus duradera y cualquier mecanismo citolégico de reproduccion
(Tibayrenc, 2010). Se han descrito al menos seis linajes genéticos distintivos (DTU del
inglés Discrete Typing Unit) (Tybairenc, 1998; Barnabé et al., 2000; Brisse et al., 2000).
Los que han sido recientemente validados por un comité de expertos y nombrados Tcl
al TcVI (Zingales et al., 2009). Tcl es prevalente en diferentes ciclos selvaticos, es el
responsable de las infecciones humanas en la regibn amazoénica asi como en algunos
paises del Cono Sur. Exhibe una diversidad genética considerable (Tibayrenc et al.,
1986; Lewicka et al., 1995; Llewellyn et al., 2009) con posibilidad de la existencia de
subgrupos (Herrera et al., 2009; Cura et al., 2010). Por su parte Tcll, TcV y TcVI se
encuentran principalmente asociados con el ciclo doméstico y son prevalentes en
infecciones humanas de paises del Cono Sur. TcV y TcVI son genotipos hibridos
siendo sus ancestros Tcll y Tclll (Westenberg et al., 2005; Broutin et al., 2006).
Finalmente Tclll y IV son aislamientos menos frecuentes que se encuentran a lo largo
de las areas endémicas y parecen estar mas asociados a ciclos selvaticos con algunos
reportes de infeccion humana. Otros dos genotipos se han descrito relacionados a

murciélagos: Tc-bat y T. cruzi marinkellei (Marcili et al., 2009; Lima et al., 2012).

Recientemente, Zingales (2017) presentd una revision sobre algunos aspectos de la
diversidad genética de T. cruzi y su estructura poblacional. El enfoque central de esta

revision estd dedicado a discutir el impacto de la diversidad del parasito en las
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manifestaciones de EC, el diagnéstico serolégico y la susceptibilidad a los

medicamentos.

La distribucién general de aproximadamente 6400 DTU, en relacion con su origen
geografico y asociacion con huéspedes humanos, reservorios silvestres y vectores ya
esta disponible. La evidencia actual indica que todos los DTU pueden causar EC en
humanos y que las cepas encontradas en los pacientes agudos y crénicos reflejan el
linaje principal que circula en los ciclos de transmision nacionales en esas areas
geograficas. A diferencia de varios brotes transmitidos por via oral, las cepas selvaticas

han sido las més implicadas (Breniere et al., 2016).

Una gran laguna de conocimiento es que no ha sido posible determinar una asociacion
entre el genotipo del parasito y la manifestacion de EC en la fase cronica. Se ha
atribuido a un progreso limitado por la escasez de parasitos en la sangre y la dificultad
de muestreo de parasitos tisulares. Como factor de complicacién adicional se ha
considerado la precision en la definicibn del estado clinico de la enfermedad del
paciente. Sin embargo, dado que la evidencia experimental indica que la presentacion
de la tripanosomiasis americana esta influenciada tanto por los factores del huésped
como por el parasito, solo se obtendra una respuesta a este tema si las caracteristicas
de la genética y la respuesta inmune del huésped se analizan junto con el genotipo de
la cepa infectante. La identificacién de los determinantes de la patogénesis puede tener
un valor pronéstico de la evoluciéon de la enfermedad, dictando posibles intervenciones
para prevenir el desarrollo de enfermedades o mejorar las opciones de tratamiento
(Zingales, 2017).

La respuesta inmune especifica del huésped, con respecto a la especificidad y los
titulos de anticuerpos anti-T. cruzi, también deben considerarse en la propuesta de una
regla de oro para el diagndstico seroldgico de EC. Actualmente, varios ensayos estan
siendo estandarizados. Sin embargo, solo seran aceptados si su sensibilidad se evalta
frente a un panel de sueros que represente pacientes de todos los paises endémicos

para T. cruzi (Zingales, 2017).

No hay duda que se necesitan con urgencia medicamentos nuevos, efectivos, seguros
y asequibles para combatir esta entidad. En vista de la diversidad genética de T. cruzi

hay cepas que muestran sensibilidades variables a las drogas disponibles, de ahi que
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la deteccion debe hacerse con un panel de parasitos que representen diferentes DTU y
parasitos considerados naturalmente resistentes a los medicamentos. Los esfuerzos
para obtener nuevos medicamentos deben acompafarse con el desarrollo de pruebas
para controlar el curso de tratamiento y certificar la cura (Zingales, 2017). De ahi que
es importante tener en cuenta este elemento a la hora de disefar y evaluar métodos de

diagnostico directo e indirecto.

3.3.4. Formas de transmision.

Ademas de la principal via de transmision de T. cruzi que es la propagacion vectorial,
este parasito puede transmitirse a través de otras rutas. Estas tienen un papel
importante en los paises no endémicos y una importancia creciente en las &reas
endémicas.

Se estima que la tasa de transmisiéon de madre a hijo es del 4,7% (rango 3,9-5,6%) y
gue esta tasa podria ser mayor en paises endémicos que en paises no endémicos (5%
vs 2,7 %) (Bern et al., 2009; Murcia et al., 2013; Howard et al., 2014; Luquetti et al.,
2015). El principal determinante biolégico para la transmisibn congénita es la
parasitemia, que podria ser tan alta como 31% cuando T. cruzi es detectable por la
RCP, aunque la transmisién también es posible cuando la RCP es negativa (Bua et al.,
2012; Murcia et al., 2013).

Trypanosoma cruzi también puede ser transmitido a través de sangre y productos
sanguineos; la tasa de transmision estimada por unidad de sangre infectada es del 10-
25% (Bern et al., 2008; Cancino-Faure et al., 2015). Su riesgo radica en que puede
extenderse mas alla de las é&reas endémicas, debido a la migracién de
latinoamericanos hacia paises de Norteamérica, Europa, Asia y Oceania. Aunque se
desconocen las cifras concretas, en los paises europeos se estima que alrededor del 2
% de los inmigrantes latinos estan infectados con T. cruzi y que podrian actuar como
donadores de sangre (Gascén et al., 2010). En Estados Unidos, se han documentado
cinco casos de infeccion por T. cruzi asociados a transfusiones de sangre desde la
década de los ochenta, y entre 2006 y 2011 se reportaron 1.459 donaciones
seropositivas para T. cruzi. Con la tamizacion en bancos de sangre en Latinoamérica
desde 1993, se ha disminuido la prevalencia de la infeccion por transfusiones
(Schmunis y Yadon, 2010).

% ‘ Revisién Bibliogrdfica



Las tasas de infeccion después del trasplante de érganos solidos de un donante
infectado parecen ser mas bajas para los receptores de rifién (0-19%) (Riarte et al.,
1999; Huprikar et al., 2013; Cicora et al., 2014) que para los receptores de higado (0-
29%) (Chin-Hong et al., 2011; Huprikar et al., 2013) y los receptores de corazon (75-
100%) (Kun et al., 2009; Huprikar et al., 2013).

La infeccion oral después de un periodo de latencia de 3 a 22 dias después de la
ingestion, se caracteriza por manifestaciones mas graves que las asociadas con la
transmision vectorial: fiebre prolongada, miocarditis aguda con insuficiencia cardiaca v,
en algunos casos, meningoencefalitis. La mortalidad puede alcanzar hasta el 33% de
los infectados (Filigheddu et al., 2017). Otro modo de transmision menos frecuente

incluye accidentes de laboratorio (Hewaldt et al., 2001).

3.4. Epidemiologia

La tripanosomiasis americana es endémica en 21 paises continentales de América
Latina, desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina y Chile (Figura
5). Segun las ultimas estimaciones realizadas por la OMS, basadas en datos del 2010,
casi 6 millones de personas estan infectadas por T. cruzi en los paises endémicos de
América Latina, de los cuales dos terceras partes son paises pertenecientes al Cono
Sur (WHO, 2015). De manera global, el 13% de toda la poblacion latinoamericana esta
en condiciones de riesgo de adquirir la enfermedad. Tradicionalmente, esta confinado a
las zonas rurales pobres de América Central y del Sur, donde la transmisién vectorial
es la principal via de contagio. Los residentes en casas infestadas estan
continuamente expuestos a picaduras de vectores, y la incidencia de infeccion por T.
cruzi es inferior al 0,1% y puede llegar hasta el 4% anual en regiones hiperendémicas
como el Chaco boliviano (Samuels et al., 2013). Las mayores tasas de prevalencia se
han reportado en Bolivia (6,75-15,4 %), seguida de Paraguay (0,69-9,3 %) y Panama
(0,01-9,02 %). Sin embargo, el numero total de casos en Brasil (0,8-1,30 %), México
(0,5-6,8 %), y Argentina (4,13-8,2 %), en conjunto representan el 60 % de todas las
personas infectadas con T. cruzi en América Latina (Liu y Zhou, 2015).
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Figura 5. Transmision de la enfermedad de Chagas por el vector principal, triatominae
(septiembre de 2014). Adaptado del programa de control de la enfermedad de Chagas

de la Organizacion Panamericana de la Salud Mundial.

Desde comienzos de la década de 1990, las medidas mas eficaces para el control de
la enfermedad de Chagas en América Latina son los programas de control de vectores
y las pruebas obligatorias en bancos de sangre (Yamagata y Nakagawa, 2006). Por
consiguiente, la prevalencia ha disminuido sustancialmente y la trasmision vectorial fue
interrumpida en Uruguay en el afio 1997, en Chile en el afio 1999, y en la mayor parte
de Brasil en 2000 (Salvatella et al., 2014). Sin embargo, la frecuencia de transmision
ha aumentado en regiones como la cuenca amazoénica (transmision oral) (Shikanai-
Yasuda y Carvalho, 2012) y algunas areas del Gran Chaco Boliviano (debido a la

resistencia del vector a los piretroides) (Gurevitz et al., 2013).
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Hoy, la situacion epidemiologica se complica con la entrada de inmigrantes
procedentes de regiones endémicas a muchos paises de Europa, el Pacifico
occidental, Estados Unidos y Canada, donde esta enfermedad se ha vuelto un
problema de salud importante, al observarse un ndmero creciente de individuos
infectados (Schmunis, 2007; Guerri-Guttenberget et al., 2008; Bern y Montgomery,
2009; Gascon et al., 2010; Martinez et al, 2013; Pinto et al., 2014). EC ha cruzado las
fronteras internacionales y ahora es una epidemia global, en la medida en que puede
transmitirse a regiones no endémicas. La prevalencia combinada de la infeccion en los
migrantes latinoamericanos que viven en Europa se estima en un 4,2% (IC del 95%
2,2-6,7), con la mayor prevalencia entre migrantes de Bolivia (18,1%) y Paraguay
(5,5%) (Requena-Mendez et al., 2015). En los Estados Unidos se estima que unos 300
000 inmigrantes estan infectados con T cruzi (Bern et al., 2008). Sin embargo, el indice
estimado de sub-diagnostico es de alrededor del 95% (Basile et al., 2011), y la
experiencia de los profesionales de la salud en esta area es claramente insuficiente
(Stimpert et al., 2010)

3.5. Fases, formas y evolucion clinica.

La infeccion humana por T. cruzi presenta un periodo de incubacion que varia en
dependencia de la forma de transmisién. La forma vectorial entre 5 y 14 dias, la oral 5
dias, la transfusional entre 30 y 110 dias, la congénita entre 4 y 9 meses (Lescure et
al., 2010). Posteriormente, sobreviene la fase aguda que usualmente es asintomatica o
puede presentarse como una enfermedad febril auto limitada donde la parasitemia es
relativamente alta. En esta fase puede presentarse la aparicion de una pequefia lesion
en el sitio de la picadura denominada chagoma de inoculacién, que si esta a nivel de la
conjuntiva, puede producir un edema duro bipalpebral unilateral, con dacrioadenitis e
inflamacion del ganglio preauricular denominado signo de Romafa. Las
manifestaciones de la enfermedad aguda se resuelven de manera espontanea en el 90
% de los individuos infectados, aun cuando la infeccion no sea tratada. La fase aguda
dura 4-8 semanas, y la parasitemia disminuye sustancialmente de 90 dias en adelante.
Aun asi, la enfermedad aguda grave ocurre en menos de 1-5% de los pacientes e
incluye manifestaciones tales como miocarditis aguda, derrame pericardico y
meningoencefalitis. En esta fase las muertes ocurren ocasionalmente, como resultado
de miocarditis severa, meningoencefalitis 0 ambas (<5- 10% de los casos sintomaticos;
0,2-0,5%) (Rassi et al., 2010). La mayoria de los recién nacidos con infeccion

congénita son asintomaticos o tienen sintomas leves, pero una minoria tiene una
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enfermedad grave que amenaza la vida (Bittencourt et al., 1975). La transmision oral a
través de alimentos o bebida contaminada con heces de triatomineos parece causar
una enfermedad mas grave, con una mayor mortalidad que las enfermedades
transmitidas por vectores (Shikanai-Yasuda et al., 2013). El tratamiento con la droga
antiparasitaria puede usualmente curar la infeccion aguda y prevenir las

manifestaciones cronicas (50-80 % de los casos) (Pinto et al., 2009; Rassi et al., 2010).

Seguidamente los pacientes pasan a una forma cronica indeterminada de la
enfermedad, la cual se caracteriza por la positividad de anticuerpos contra el parasito y
resultados normales de electrocardiogramas y examenes radiologicos de térax, colon y
es6fago. En esta fase el tratamiento con drogas antiparasitarias puede usualmente
curar la infeccion entre un 20 a un 60 % de los casos (Rassi et al., 2010). Alrededor del
60 al 70 % de los pacientes en esta fase nunca desarrollan clinicamente la enfermedad
y por lo tanto son el grupo mas grande de pacientes afectado. El resto de los pacientes
(30- 40 %) desarrollan la forma determinada de la fase crénica caracterizada por una
forma cardiaca, digestiva (megaesdéfago y megacolon) o cardiodigestiva entre 10 a 30
afios después de iniciada la infeccion provocando la muerte del paciente (Dias, 1995).
Los resultados de estudios recientes han demostrado una progresion a la afectacion
cardiaca de alrededor de 1,4-5,0% por afio (Machado-de-Assis et al., 2013). La
afectacion cardiaca es el tipo mas frecuente y grave de afectacién de érganos, ocurre
en el 14-45% de los pacientes infectados cronicamente (Salvador et al., 2014) y afecta
principalmente el sistema de conduccién del impulso nervioso y el miocardio. La
afectacion gastrointestinal es menos frecuente (10-21%) y ocurre con mayor
periodicidad en el Cono Sur de Sudamérica (Salvador et al., 2014). En esta fase el
tratamiento con drogas antiparasitarias (benzonidazol) tiene resultados de cura mucho
menores que en el caso de la forma indeterminada (Rassi et al., 2010) (Figura 6). Las
manifestaciones clinicas relacionadas con cada una de las vias de transmision y las

fases de la enfermedad se muestran en el Anexo 2.
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Figura 6. Historia natural de la Enfermedad de Chagas en el humano. Tomado de

Rassi et al., 2010

3.6. Diagnéstico

El diagnéstico de la infeccién por T. cruzi depende de la fase de la enfermedad y se
debe apoyar en la informacion tanto epidemiol6gica como clinica del paciente, asi
como en las pruebas de laboratorio (Lescure et al., 2010; Rassi et al., 2010). En la fase
aguda y en la enfermedad congénita de EC el diagnéstico de laboratorio se basa en la
observacion del parasito presente en la sangre de los individuos infectados dada su

presencia constante en esa etapa.

En la fase cronica de la enfermedad, indeterminada o determinada, el diagnostico
parasitolégico directo resulta comprometido por la baja e intermitente parasitemia. Los
métodos parasitolégicos indirectos (xenodiagnostico o hemocultivo) que pueden ser
utilizados, presentan baja sensibilidad (de 20 a 50%). De esta forma, el diagnéstico en

la fase cronica es esencialmente seroldgico.
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3.6.1. Examen microscopico

Las pruebas parasitoldgicas directas utilizadas son el examen de sangre fresca, frotis y
gota gruesa. Los parasitos se pueden observar a través de un examen de sangre
fresco simple o en frotis de sangre delgados y gruesos coloreado con Giemsa
(sensibilidad 34-85%). Si estas pruebas fueran negativas, deben ser usados métodos
de concentracion. Las pruebas de concentracion (microhematocrito o Strout) presentan
de 80 a 90% de positividad y son recomendados en el caso de fuerte sospecha de EC
aguda y negatividad de la prueba directa con sangre fresca (Lescure et al., 2010). T.
cruzi se puede encontrar en el corazén, en las células del muasculo liso o de los
musculos esqueléticos y en las células gliales del sistema nervioso, a veces también
en los chagomas. En los pacientes inmunodeprimidos, los parasitos también se pueden
detectar en zonas atipicas como el liquido pericardico, médula 6sea, cerebro, piel y los
ganglios linfaticos. Es mucho mas probable que la parasitemia activa se manifieste
durante la fase aguda que durante la fase cronica. Se pueden examinar frotis de
sangre gruesos o finos, pero la morfologia del parasito es mas clara en los frotis finos
(Molina et al., 2016; Pérez-Molina y Molina, 2018).

3.6.2. Aislamiento del agente

Trypanosoma cruzi se puede cultivar a partir de tejidos o muestras de sangre
heparinizadas. Se pueden utilizar diversos medios especializados que incluyen medio
de infusién de higado y triptosa o medio de Novy-MacNeal-Nicolle, ademéas de las
lineas celulares Vero. El cultivo puede demorar entre 1 y 6 meses. El agente también
se puede aislar al inocular la sangre en un cobayo, ratbn o0 una rata; este
procedimiento es con frecuencia exitoso en casos crénicos. El xenodiagnéstico se
considera la prueba de oro cuando esta disponible. En este procedimiento, se permite
que los insectos triatbminos de laboratorio libres de T. cruzi se alimenten de una
persona infectada; los parasitos se pueden encontrar en el contenido intestinal del
insecto entre 1 y 2 meses mas tarde. Debido a que estos métodos de diagnostico son
lentos, exigen un trabajo intensivo y requieren personal altamente capacitado, por lo
general se utilizan Unicamente para confirmar un diagnéstico, si otras pruebas quedan
inconclusas, en investigacion, o para aislar cepas de parasitos (Molina et al., 2016;
Pérez-Molina y Molina, 2018).
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3.6.3. Métodos seroldgicos

Las técnicas seroldgicas se basan en el uso de antigenos obtenidos de parasitos
enteros y extractos purificados (pruebas convencionales) y en antigenos
recombinantes y péptidos sintéticos (pruebas no convencionales). Las técnicas mas
comunes utilizadas son la inmunoflorecencia indirecta (IFl), la hemaglutinacion
indirecta (HAI) y el ensayo inmunoenzimético en fase sdlida (ELISA (Gomes et al.,
2009). La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)/OMS recomienda considerar
positivos a EC a aquellos individuos que tienen dos pruebas seroldgicas positivas. Este
diagnostico debe ser realizado utilizando dos pruebas serologicas de principios
metodologicos diferentes y antigenos diferentes (Bern et al., 2007; Apt et al., 2008).
Los resultados serolégicos pueden ser discordantes y las muestras pueden dar
resultados persistentes y no concluyentes (3% en un laboratorio clinico general). A
continuacion, se indica un tercer ensayo para aclarar el estado de la infeccion.
Técnicas como la transferencia de Western Blot pueden resultar uUtiles en estas
circunstancias, especialmente en paises donde las especies de Leishmania son
endémicas (Riera et al., 2012). Dada la alta sensibilidad y la especificidad del ELISA,
una sola prueba puede ser suficiente para el cribado, por lo que la confirmacion
serologica soélo es necesaria en el caso de un resultado positivo (Brasil et al., 2010).
Las pruebas diagndsticas rapidas (por ejemplo, ensayos inmunocromatograficos que
utilizan proteinas recombinantes) no son lo suficientemente sensibles para ser
utilizadas como primera prueba, sin embargo, estas pruebas y el uso de muestras de
sangre seca son una buena opcion para los pacientes que tienen dificultades para
acceder a los centros de salud o cuando se necesita tamizaje a gran escala (Sanchez-

Camargo et al., 2014)

El diagnéstico serolégico presenta algunas limitantes por ejemplo, no es util en los
casos sospechosos de Chagas congénito en recién nacidos durante el periodo
neonatal, ni en individuos inmunocomprometidos en los cuales la produccion de
anticuerpos es escasa. Por otra parte, debido al mantenimiento de una respuesta de
anticuerpos, estos resultan de poca utilidad en la definicion del criterio de cura y de
forma general presentan baja especificidad debido a la posibilidad de reacciones
cruzadas con otros parasitos fundamentalmente Leishmania spp. y T. rangeli
(Chiaramonte et al., 1999; Corredor Arjona et al., 1999).
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Trypanosoma rangeli constituye el segundo paréasito del género Trypanosoma que
infecta humanos al igual que animales domeésticos y salvajes en América Central y del
Sur, se considera no patdégeno para el hospedero vertebrado (incluyendo humano)
(Vallejo et al., 2003). Este parasito comparte con T. cruzi la distribucion geografica, asi
como caracteristicas biolégicas e inmunoldgicas tales como: reservorios animales,
vectores y determinantes antigénicos, de ahi que hoy constituye un serio problema en
la epidemiologia y el diagndstico de EC, por tanto es de gran importancia el desarrollo
de metodologias que permitan el diagndstico diferencial de las dos especies del
parasito (Cuba Cuba, 1998; Gulh y Vallejo, 2003).

3.6.4. Diagndéstico molecular

Las limitaciones en la sensibilidad y especificidad de las pruebas parasitolégicas y
seroldgicas de laboratorio, especialmente cuando se trata del diagnéstico de la fase
cronica, explican el interés y la necesidad de contar con un método directo mas
sensible que permita monitorear la presencia del parasito y confirmar la etiologia de la
enfermedad (Gil et al., 2007; Schijman et al., 2011). En este sentido, la principal técnica
que ha sido utilizada en la investigacion de T. cruzi, directamente en la sangre de
pacientes cronicos, es el ensayo molecular por la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (RCP), basado en el empleo de oligonucleétidos sintéticos que amplifican

secuencias de ADN especificas del patégeno-blanco (Vallejo, 1998; Gulh et al., 2002).

Diferentes secuencias blanco se han utilizado para el diagnéstico molecular de EC,
entre ellas se encuentran los minicirculos del kinetoplasto (ADNK) (Sturm et al., 1989;
Avila et al., 1991; 1993; Breniere et al., 1995), la regidén nuclear repetitiva de 195pb
(Moser et al., 1989; Diaz et al., 1992; Kirchhoff et al., 1996), los miniexones (Murthy et
al., 1992; Souto et al., 1996), el ARNr 24S (Souto et al., 1993); la proteina flagelar F29
(Souto et al., 1999), la region repetitiva de 1025pb (Requena et al., 1992) y la histona
H2A (Gil et al., 2007). Sin embargo, la secuencia mas ampliamente usada en los

ensayos de RCP son los minicirculos del kinetoplasto (Virreira et al., 2003).

El genoma mitocondrial de T. cruzi estad constituido por el ADN del kinetoplasto y
representa cerca de 20% del ADN celular total. Esta organizado en una estructura en
red, en la cual millares de pequefias moléculas circulares, los minicirculos, se
encuentran concatenadas representando 95% del contenido de ADNk de la célula.

Esas moléculas presentan caracteristicas que las hacen blancos ideales de deteccion
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por la RCP, tomando en consideracion que se encuentran presentes en un elevado
numero de copias (entre 10 000 a 30 000 en dependencia del linaje) por red, mas alla
de que cada minicirculo contiene cuatro regiones de secuencias altamente
conservadas y cuatro altamente variables presentes en todas las cepas y aislados
representativos de los diferentes linajes de T. cruzi. Dentro de esta region se han
disefiado juegos de cebadores para la regidn constante y para la region variable,
obteniéndose mejores resultados de sensibilidad con los cebadores disefiados para la
region variable entre los que se encuentran los cebadores 121-122 (Degrave et al.,
1988; Windker et al., 1994; Britto et al., 1995) y S35-S36 (Sturm et al., 1988; Avila et
al.,, 1991; 1994). Este juego de cebadores ha sido ampliamente usado para el
diagnostico de T. cruzi ya que al amplificar ademas el ADNk de T. rangeli,
presentdndose patrones de bandas deamplificacion que pueden ser distinguidos entre
ambos parésitos, le confiere una importancia adicional a este método (Sturm et al.,
1989; Avila et al., 1993; Kirchhoff et al., 1996; Vallejo et al., 1999; Vargas et al., 2000;
Ramirez et al., 2002; Virreira et al., 2003; Chipman Trejo et al., 2006; Gil et al., 2007,
Pavia et al., 2007; Fernandes et al., 2009; Reisenman et al., 2010; Cominetti et al.,
2011; Pavia et al., 2011; Fernandes et al., 2013; Mubiro et al., 2014; Pinto et al., 2015).
Sin embargo, la capacidad de estos cebadores de detectar los diferentes linajes de T.
cruzi, asi como la sensibilidad analitica a T. rangeli no han sido verificadas hasta el

momento.

Para el caso de la infecciébn aguda la RCP es mas sensible que el hemocultivo y el
xenodiagnéstico y ha demostrado ser muy util en el diagnostico de la transmisién de
madre a hijo, siendo mas sensibles que las técnicas de concentracion (Bua et al.,
2013). Para el diagnostico de infeccion cronica por T. cruzi, la RCP tiene sensibilidad
baja y variada que oscila entre el 50% y el 90% (Brasil et al., 2010). De forma general
los procedimientos de la RCP han mostrado valores variables de sensibilidad y
especificidad dependiendo de un grupo de factores técnicos tales como: volumen de la
muestra colectada, las condiciones y conservacion de la muestra, el método utilizado
para la extraccion del ADN, la secuencia del parasito y los cebadores seleccionados,
los reactivos usados asi como las condiciones en el termociclador. La variabilidad de la
sensibilidad de la RCP también se ha explicado en parte por la presencia intermitente y
cantidad de parasito circulante en el momento en que se colecta la muestra de sangre,
fase de infeccion, presencia de inmunosupresion, pais de origen del paciente y

diversidad genética de T. cruzi (Schijman et al., 2011). Sin embargo, la RCP puede ser
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atil cuando los resultados de serologia no son concluyentes, para monitorear la
deteccion temprana del fracaso del tratamiento y en el manejo de pacientes
inmunosuprimidos (Ministério da Saude 2005; Batista et al., 2010; Blum-Dominguez et
al., 2011; Molina et al., 2014; Morillo et al., 2015; Pérez-Molina y Molina, 2018).

Existe un amplio debate sobre el tema, de ahi la necesidad de continuar los estudios
de evaluacién de técnicas de RCP asi como la comparacion de diferentes ensayos con
vistas a determinar el método con mejor valor de sensibilidad y especificidad para el

diagnostico de EC, sobre todo en la fase crénica.

De forma general los métodos de diagndstico recomedados en dependencia de las

formas clinicas y las vias de transmision se presentan en el Anexo.

3.7. Tratamiento

Solo dos farmacos, el benznidazol y el nifurtimox, estéan licenciados para el tratamiento
de EC. Ambos han sido el pilar del tratamiento parasiticida por casi 50 afios, aunque su
perfil de seguridad y eficacia no es el ideal. Ademas, dado que la eficacia del
tratamiento parece disminuir con el tiempo desde la infeccién primaria, la deteccion

temprana e intervencion son cruciales.

El tratamiento con farmacos anti-Tripanosémicos siempre se recomienda para EC
aguda y congénita, las infecciones reactivadas y las enfermedades cronicas en nifios
menores de 18 afios. Dado que la persistencia de la parasitosis y la inflamacién cronica
concomitante subyacen a la cardiomiopatia chagasica crénica, el tratamiento
parasiticida se ofrece generalmente a los pacientes con EC crénica en la fase
indeterminada y a los pacientes con enfermedad leve a moderada (Andrade et al.,
2011). Sin embargo, las opiniones difieren sobre el impacto del tratamiento etioldgico
en esta fase cronica. Los resultados de una revision sistematica y meta-analisis (Pérez-
Molina et al., 2009) mostraron que el tratamiento con benznidazol tenia poco beneficio
y que el efecto observado podria ser marginal comparado con placebo o sin
tratamiento en la fase cronica. En el estudio BENEFIT, el tratamiento con benznidazol
reduce significativamente el deterioro clinico cardiaco en pacientes con cardiomiopatia
de moderada a severa (Morillo et al., 2015). Por otro lado, el tratamiento de las mujeres

en edad fértil ha demostrado ser eficaz para interrumpir la transmision vertical (Fabbro
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et al., 2014). El tratamiento debe ser individualizado para pacientes mayores de 50

afios y para pacientes con comorbilidades.

Nifurtimox fue el primer farmaco utilizado y se administra por via oral en tres o cuatro
dosis durante 60-90 dias. Las tasas de cura en la fase cronica indeterminada oscilan
de 86% en nifios menores de 14 afios a 7-8% en adultos (Streiger et al., 2004). La
frecuencia de los efectos adversos por nifurtimox es 43,0-97,5%; los mas comunes son
anorexia, pérdida de peso, trastornos neurolégicos (irritabilidad, insomnio,
desorientacion, cambios de humor, parestesias y neuropatia periférica),
manifestaciones digestivas, tales como nauseas y vomitos, y, ocasionalmente, fiebre y
erupcion cutanea. El tratamiento se interrumpe en 14,5-75,0% de los casos (Jackson et
al., 2010).

Benznidazol es generalmente preferido sobre Nifurtimox debido a su mejor perfil de
tolerabilidad, penetracion de tejido, y posiblemente, la eficacia. Se administra
oralmente en dos o tres dosis por lo general durante 60 dias. Dosis mas altas se
recomiendan hasta 15 mg/kg en casos de meningoencefalitis. De acuerdo con algunos
resultados, 30 dias de tratamiento puede ser util para los adultos infectados
cronicamente (Viotti et al., 2006). El benznidazol tiene una actividad considerable
durante las fases tempranas de la infeccion por T. cruzi: la curacién seroldgica es
alcanzado en hasta el 100% de los pacientes con enfermedad congénita tratados
durante el primer afio de vida y en 76% de los pacientes con enfermedad aguda
(Cancado, 1999; Schijman et al., 2003). En la fase croénica, las tasas de curacién son
mucho mas bajas: 60-93% en nifios de hasta 13 afios y 2-40% en adultos con
enfermedad crénica tardia, aunque estos valores mejoran con un mejor seguimiento
(Cancado, 1999; Fabbro et al., 2007). Los efectos adversos mas comunes implican
hipersensibilidad, principalmente en forma de erupcion cutanea (29-50%), intolerancia
digestiva (5-15%) y sintomas como anorexia, astenia, dolor de cabeza y trastornos del
suefo (40%), la neuropatia y la depresion de la médula 6sea se consideran raras. El
tratamiento es Interrumpido en el 9-29% de los casos, aungque estas reacciones son
reversibles y severas en menos del 1% de casos (Molina et al., 2015). Ni los niveles
séricos elevados de farmacos ni dosis diarias (> 300 mg) se han asociado con un

aumento de la frecuencia de eventos adversos (Pinazo et al., 2012).
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Las recomendaciones de tratamiento para cada una de las formas clinicas y vias de

transmision se presentan en en el Anexo 3.

Desde la introduccion de benznidazol y nifurtimox, sélo el alopurinol y los triazoles
(biosintesis de ergosterol Inhibidores) se han estudiado en ensayos clinicos, estudios
observacionales y reportes de casos. La monoterapia con ravuconazol o posaconazol
ha demostrado ser eficaz para la tratamiento de la infeccion cronica por T. cruzi (Molina
et al.,, 2014) y la combinacion de posaconazol y benznidazol no proporciona mas
ventajas sobre la eficacia o la seguridad de monoterapia con benznidazol. La evidencia
reciente sugiere que los actuales regimenes de benznidazol pueden ser optimizados
con esquemas de dosis intermitentes, esquemas de reduccion de dosis o terapias

combinadas (Bustamante et al., 2013).

Un obstaculo importante para el desarrollo de farmacos es la mala traduccion de los
datos “in vivo™ a la enfermedad humana. Los modelos animales disponibles tienen un
valor predictivo limitado para la evaluacion preclinica de terapias novedosas, y en parte
explican los fracasos clinicos observados con nuevos triazoles (Francisco et al., 2015).
Los modelos animales tienen que predecir mas confianza en la eficacia de los nuevos

farmacos y los ensayos clinicos deben ser estandarizados (Chatelain et al., 2015)

3.8. Control de la Enfermedad de Chagas.

La prevencion de la infeccion requiere el control de transmision vectorial y el
“screening” de sangre y organos para donacion. Los viajeros deben evitar dormir en
chozas o viviendas de barro potencialmente infestadas con triatomineos, usar
repelente de insectos y mosquiteros, y evitar tomar jugos de frutas o de cafias
contaminados, tales como los proporcionados por los vendedores ambulantes. En el
laboratorio, el personal debe utilizar equipos de proteccion adecuado para los
organismos de riesgo 2. No hay vacuna disponible para la prevencion de la transmision
de T cruzi. Para evitar las graves consecuencias de la infeccién crénica, el diagnéstico
precoz es crucial tanto en los zonas endémicas como no endémicas en las que se
deberia ofrecer un screening a todos los migrantes latinoamericanos (excluyendo a los
del Caribe), especialmente a mujeres en edad fértii que podrian haber estado
expuestas al vector o productos sanguineos contaminados. La deteccion también
deberia ser ofrecida a nifios cuyas madres nacieron en zonas endémicas y a todos los

miembros de la familia de un caso indice (Zulantay et al., 2013). Especialmente para
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las poblaciones altamente prevalentes, el “screening” de la enfermedad de Chagas
resulta beneficioso (Imaz-Iglesia et al., 2015).

3.9. Situacion de la Enfermedad de Chagas en Cuba.

En Cuba hasta el momento no se reportan casos autéctonos con EC, sin embargo,
existe el riesgo de la transmision vectorial al encontrarse en la isla 4 especies de
Triatomineos: Triatoma flavida (Neiva, 1911), T. bruneri (Usinger, 1944), Bolbodera
scabrosa (Valdés, 1990) y T. rubrofasciata (De Geer, 1973). La ultima especie es un
reconocido vector cosmopolita y junto a T. flavida, probados transmisores de T. cruzi
en condiciones de laboratorio (Hernandez y Gonzales, 2006). A este riesgo se une el
constante flujo de personas procedentes de areas endémicas de la enfermedad, la
presencia en el pais de estudiantes latinoamericanos que provienen de los 21 paises
endémicos de la enfermedad y donde se ha demostrado la presencia de estudiantes
con la enfermedad en nuestro pais (Ruiz et al., 2010; Serra et al., 2012; Delgado et al.,
2016) y la presencia de cubanos por largos periodos de tiempo en estos paises
endémicos. Todo esto deduce la necesidad de contar en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri® con
herramientas moleculares que permitan junto a las herramientas seroldgicas
complementar el algoritmo establecido para el diagndstico de EC. Todo esto con el
objetivo de cumplir con las necesidades y desafios actuales para el manejo de esta
entidad en paises no endémicos de esta enfermedad y en especifico para Cuba que se
encuentran: aumentar la conciencia entre los profesionales sanitarios de la necesidad
de buscar la enfermedad en las personas procedentes de zonas endémicas y conocer
la prevalencia en estos grupos de personas, mejorar el conocimiento de EC entre los
profesionales de la salud y la necesidad de contar con pruebas de diagnéstico rapido
con una mayor sensibilidad que puedan usarse facilmente, la necesidad de

normalizacion de las técnicas de la RCP (Pérez-Molina, 2012).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de estudio
Se realizdé un estudio de validacion de pruebas diagnosticas en el periodo de tiempo
comprendido entre los afios 2015 y 2016, en el laboratorio de Biologia Molecular del

Departamento de Parasitologia del IPK.

4.2 Universo de trabajo

El universo de trabajo estuvd integrado por ADN procedente de cepas de T. cruzi y
otros trypanosomatideos caracterizadas como referencia, muestras de ADN de otros
microorganismos infecciosos y ADN procedente de muestras clinicas de individuos;

todos los cuales se detallan a continuacion.

4.2.1 Cepas de referencia de Trypanosoma spp.

Se utilizaron como cepas de referencia muestras de ADN de 11 cepas de T. cruzi
correspondientes a los diferentes linajes del parésito procedentes de diferentes
origenes geograficos, 1 cepa de T. cruzi marinkellei, 16 cepas de T. rangeli, una cepa
de referencia de cada una de las siguientes especies: T. brucei brucei, T. brucei
rhodesience, T. brucei gambiense, T. vivax, T. equiperdum, T. congolenses, T. vivax y
T. theileri provenientes de la Unidad de Parasitologia Molecular del Instituto de
Medicina Tropical de Amberes (IMT-A) (Tabla 1). La clasificacién de especies y los
linajes de T. cruzi se realizo de acuerdo a los métodos de analisis multiple de enzimas
mediante electroforesis (MLEE, siglas del inglés Multilocus enzyme electrophoresis), la
técnica de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD, siglas del inglés Random
Amplified Polymorphic DNA), asi como la RCP-miniexon determinados en los
laboratorios de los paises de origen (Bosseno et al., 1996; Breniere et al., 1997; 1998;
Bernabé et al., 2000).
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Tabla 1. Cepas de referencia de Trypanosoma spp. utilizadas en el estudio.

Especie Nombre de la cepa Genotipo Pais de procedencia
Trypanosoma cruzi SP104 I Bolivia
OPS21 I Venezuela
MAS Il Brasil
Esm I Brasil
M5631 1] Brasil
Canlll \Y Brasil
S03 Vv Bolivia
SC43 Vv Bolivia
MN \Y, Chile
P63 VI Paraguay
Tula VI Chile
Trypanosoma rangel RPLA4 nd Venezuela
CAN AC nd -
CAS3 nd -
LEM2946 nd Guyana Francesa
LEM2963 nd Guyana Francesa
B28V1A06P2C3 nd -
B28V1A06P1C1 nd -
LEM2947 nd Guyana Francesa
R1271 nd -
Sjm30 nd -
TET2408cl1 nd Ecuador
TET2408cl4 nd Ecuador
TET2414 nd Ecuador
TET2417 nd Ecuador
TPY2422 nd Ecuador
TCI2307 nd Ecuador
T. cruzi marinkellei M1009 nd Venezuela
T. brucei brucei AnTatl7.1 Tipo 1 Congo
T. brucei gambiense AnTat9.1 nd Camerum
T. brucei rhodesiense AnTat 25.1 nd Ruanda
T. congolense SER/71/STIB212 Savannah Tanzania
T. equiperdum 940M nd -
T. theileri T. thei nd -
T. evansi Rotat 1.2 nd Indonesia
T.vivax Y486 Oeste de Nigeria
Africa

nd: no determinado su genotipo.

& ‘ Materiales y Métodos



4.2.2 Muestras de ADN de otros agentes infecciosos

Se utilizaron muestras de ADN de distintos agentes infecciosos provenientes del Banco
de ADN del Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Parasitologia, IPK:
Toxoplasma gondii; del Laboratorio de Parasitologia Molecular del Instituto de Medicina
Tropical de Amberes (IMT-A): Plasmodium falciparum, Schistosoma mansoni,
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/06/ICA), L. peruviana (MHOM/PE/90/LCAQ08_cl.2),
L. naiffi (MDAS /BR/78/M5210), L. guyanensis (MHOM/PE/02/LH2372), L.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. donovani (MHOM/SD/--/1-S), L. infantum
(MHOM/FR/78/LEM75), L. chagasi (MHOM/BR/07/WC), L. major (MHOM/IL/67/LRC-
L137), L. tropica (MHOM/PS/01/ISL590), L. aethiopica (--/KE/--/161B), del
Departamento de Bacteriologia del IPK: Escherichia coli, Candida albicans, Candida
parasilopsis, Cryptoccocus neoformans, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium habana, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Neisseria meningitidis y del Departamento de Virologia del IPK: Herpes zoster,

Cytomegalovirus y Herpes simplex.

4.2.3 Muestras clinicas humanas

Se utilizaron 88 muestras de ADN extraidas a partir de muestras clinicas humanas
(sangre total) recibidas en los servicios de diagnédstico molecular del Laboratorio
Nacional de Referencia de Parasitologia, en el periodo comprendido entre los afios
2015 y 2016. En el caso de los individuos procedentes de areas endemicas de la
Enfermedad de Chagas son resultado de la pesquisa de rutina realizada a su ingreso al

pais, establecida por el Programa de Control Sanitario Internacional del MINSAP.

La extraccion de ADN a partir de la muestra de sangre se obtuvo utilizando el estuche
de extraccion QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante y se resuspendid en un volumen final de 50 pL,

conservandose a 4°C hasta la realizacion del ensayo molecular.

Se realizaron estudios serolégicos previos para el diagnéstico de la enfermedad de
Chagas incluidas dentro del Proyecto asociado a Programa "Desarrollo de capacidades
para el diagnostico molecular de la Tripanosomiasis Americana y Africana en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical

“Pedro Kouri", que se encuentra en curso.
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Los pacientes o individuos que se utilizaron en este estudio se encuentran clasificados
en cinco grupos teniendo en cuenta las variables epidemioldgicas y el resultado de las
pruebas seroldgicas obtenidas por los métodos de UMELISA® CHAGAS (Centro de
Inmunoensayo, Cuba), SmartTest ELISA Ab (SmartTest, Diagnostics, Iran) y la tira
rapida SD Chagas Ab Rapid (Standar Diagnostic, INC, Korea), los métodos serolégicos
a cada individuo se realizaron en el Laboratorio Nacional de Referencia de
Parasitologia del IPK a partir de suero humano. Se consideraron ademas los criterios
de la OPS/OMS que determina que un paciente es confirmado como positivo a la EC
cuando tiene dos pruebas serologicas positivas realizados por métodos de principios
diferentes:
e Grupo A, Chagas confirmado area endémica. Conformado por 22 pacientes
procedentes de Bolivia y tres pruebas seroldgicas positivas a EC
e Grupo B, Chagas no confirmado area endémica. Conformado por 20 individuos
sanos procedentes de Bolivia y tres pruebas serolégicas negativas a EC
e Grupo C, Chagas no confirmado cubanos. Conformado por 15 pacientes
cubanos con toxoplasmosis confirmada y tres pruebas seroldgicas negativas a
EC.
e Grupo D, Chagas no confirmado cubanos en areas endémicas. Conformado por
13 individuos cubanos procedentes de areas endémicas de Chagas (Bolivia,
Venezuela) y tres pruebas seroldgicas negativas a EC
e Grupo E, Chagas dudoso cubanos en areas endémicas. Conformado por 18
individuos cubanos procedentes de areas endémicas (Bolivia y Venezuela) con
una prueba serologica positiva a EC (UMELISA® CHAGAS) y dos pruebas

seroldgicas negativas.

4.3 Normalizacion de la RCP ADNk (S35-S36)

Se normalizaron los componentes de la reaccion de amplificacion utilizando los
cebadores sintéticos especificos S35 y S36 (Tabla 2; Figura 7), que amplifican una
region de 330 pb del ADNk de Trypanosoma spp. (Sturm et al. 1989).

Tabla 2. Cebadores utilizados para amplificar la region especifica del ADNk de T. cruzi.

Cebador Secuencia (5'- 3')
S35 AAATAATGTACGGGT/GGAGATGCATGA
S36 GTTCGATTGGGG TTGGTGTAATATA
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Figura 7. Representacion esquemética de los minicirculos del ADNk de T. cruzi. Los
rectdngulos en negro representan las 4 regiones conservadas de 120 pb. Las flechas
indican el sitio relativo de hibridacion de los cebadores S35 y S36 que amplifican un
producto de 330 pb.

Para ello se realizaron distintos experimentos. La reaccion de amplificacion se realizo
en un volumen final de 25 pL, conformado por 2,5 pL solucién amortiguadora coloreado
de la RCP 1 x (CoralLoad PCR buffer, en inglés), 1,5 mM de MgCl, (Qiagen, Hilden,
Alemania), 5 puL de solucion amortiguadora Q 1 x (Qiagen, Hilden, Alemania), 200 uM
de cada desoxinucleétido trifosfato (ANTPs) (Eurogentec, Bélgica) y 10fg de ADN
molde a amplificar (Cepa: MHOM/VE/77/0PS21). El resto de los componentes de la
mezcla de reaccion fueron evaluados a diferentes concentraciones: cebadores (0,2;
0,4; 0,6; 0,8, 1uM) (Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Cuba), enzima
HotStarTagPlus ADN polimerasa (Qiagen, Hilden, Alemania) (0,5; 1; 1,5; 2U); MgCl,
(a,5; 2; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 mM) (Qiagen, Hilden, Alemania), cada uno de manera
individual y manteniendo el resto de los parametros constantes. Se incluyé un control
negativo en cada experimento, que contuvo H,O destilada estéril en lugar de ADN

molde de T. cruzi.

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (MJ Research, EUA) con el siguiente
programa de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min seguido de 35
ciclos de: desnaturalizacion a 94 °C por 40 seg, hibridacién; donde se evalu6 un
gradiente de temperaturas (52,2; 52,6; 53,6; 57,3; 59,7; 62; 67,4; 68,8; 70 °C) por 1
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min y extension a 72 °C por 1 min, con una extension final después del ultimo ciclo a
72 °C por 10 min.

Para la deteccion del producto de amplificacion se analizaron 15 pL de cada mezcla
resultante en electroforesis en gel de agarosa 2%, preparado en tampon tris-borato-
EDTA: tris-borato (0,045 mol/L), EDTA (0,001 mol/L) (TBE 0,5x) con bromuro de etidio
0,5 pg/mL. La visualizacion de los productos de amplificacion se realizé6 mediante luz
ultravioleta y se utilizé un sistema compacto de imagenes de geles U:Genius (Syngene,

Reino Unido).

4.4 Analisis de parametros analiticos de la RCP ADNk (S35-S36)

4.4.1Sensibilidad analitica de la RCP ADNk (S35-S36)

Este experimento permitio conocer el nivel de deteccion de parasito en la RCP. Se
realizaron diluciones seriadas (1/10) en agua destilada estéril desde 1 ng hasta 10 fg,
utilizando ADN de cepas representativas de cada uno de los linajes de T. cruzi de | al
VI, asi como de T. rangeli. Posteriormente, se realiz6 la RCP siguiendo las condiciones
previamente normalizadas, en el mismo volumen final, y los productos de amplificacion
de todas las diluciones realizadas se observaron en una corrida electroforética en las

condiciones descritas en el acapite 4.3.

4.4.2 Especificidad analitica de la RCP ADNk (S35-S36)

Para estudiar la especificidad analitica de la RCP, se utilizé como molde 10 ng de ADN
de distintos trypanosomas: T. brucei brucei, T. brucei gambiense, T. brucei
rhodesiense, T.vivax, T. evansi, T. equiperdum y T.cruzi marinkellei, asi como otros
microorganismos previamente mencionados en el acapite 4.2.2 (Tabla 1).Se realizé la
reaccion de amplificacion de la RCP ADNk en las condiciones previamente
normalizadas. Se preparé un tubo control positivo con 1ng de ADN de T. cruzi de la
cepa MHOM/VE/77/0PS21 y un control negativo con agua bidestilada estéril en vez de
ADN molde. El resultado se observo mediante una corrida electroforética en gel de

agarosa (acéapite 4.3).

4.4.3 Repetibilidad de la RCP ADNKk (S35-S36)
Se comprobd la variabilidad intrinseca de la reaccién o repetibilidad, realizando la RCP

en tres dias diferentes, utilizando los mismos reactivos, equipos, procedimientos y
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condiciones generales y ADN de seis cepas de T. cruzi (Tipo :MHOM/VE/77/0PS21,
Tipo Il: MHOM/BR/--IMAS; Tipo Ill: MDAS/BR/81/M5631; Tipo IV: MHOM/BR/78/Canlll;
Tipo V: ITRI/BO/86/S03; Tipo VI: MHOM/CL/00/Tula). Los resultados se comprobaran
mediante electroforesis segun se describio en el acapite 4.3.

4.4.4 Reproducibilidad de la RCP ADNk (S35-S36)

Se prepararon mezclas de reaccion con las cantidades previamente normalizadas,
utilizando como molde ADN gendmico de cepas correspondientes a 6 linajes de T.
cruzi (Tipo ©:IMHOM/VE/77/0PS21, Tipo II: MHOM/BR/--/IMAS; Tipo Il
MDAS/BR/81/M5631; Tipo IV: MHOM/BR/78/Canlll; Tipo V: ITRI/BO/86/S03cl5; Tipo
VI: MHOM/CL/00/Tula), para la amplificacion del ADNk en distintas condiciones, tanto
en el IPK, Cuba; como en el laboratorio de Parasitologia Molecular del Instituto de
Medicina Tropical de Amberes, Bélgica. Las mezclas se amplificaron en los
correspondientes termocicladores de cada laboratorio y se verificaron los resultados en
corridas electroforéticas realizadas segun las condiciones pre-establecidas en cada
uno (acépite 4.3).

4.5 Evaluacion de la utilidad de la RCP ADNk (S35-S36)
Se realizé la RCP-ADNk (S35-S36) en las condiciones previamente normalizadas
utilizando como molde el ADN obtenido de un grupo de cepas y aislamientos de T.

cruzi y T. rangeli con una variada representacion geografica (Tabla 1).

De igual forma se realizd el mismo procedimiento descrito en el acapite 4.2.3 utilizando
como molde ADN obtenido de muestras de sangre periférica de individuos, y se
comprobd el valor diagnéstico que pudiera tener este método.

4.5.1 Validez diagnéstica de la RCP ADNk (S35-S36)

La validez de la RCP ADNKk se evalud a partir de la determinacion de la sensibilidad y
especificidad diagnoéstica (Altman y Bland, 1994a,b). Para determinar la validez
diagndstica se utilizé el programa EPIDAT 3.1 (2006). Para este analisis, se utilizé una
tabla de contingencia de 2x2. En la misma se enfrento el resultado de la RCP-ADNk
(en filas), con el resultado de la prueba de referencia (en columnas). La prueba de
referencia se baso en la positividad de las muestras a dos técnicas serologicas. A partir
de este resultado se agruparon las muestras de individuos en dos grupos: |) casos

confirmados con Chagas (muestras con serologia positiva por tres ensayos; Grupo A) y
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II) casos sin Chagas (muestras con serologia negativa por dos o tres ensayos Grupos
B, C, D).

4.6. Consideraciones éticas

Esta investigacion constituye una de las tareas del Proyecto "Desarrollo de
capacidades para el diagnostico molecular de la Tripanosomiasis americana y
africana en el Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia del Instituto
de Medicina Tropical "Pedro Kouri". El proyecto fue evaluado y aprobado para su
ejecucion por el Comité de Etica Institucional del IPK (Proyecto de Investigacion CEl-
IPK-03-13).

En este proyecto estan descritas las consideraciones éticas que se tuvieron en cuenta:
Los individuos participantes en la investigacion solo sintieron una leve incomodidad
durante la toma de la muestra de sangre periférica, sin embargo, en términos de
beneficios, los individuos obtuvieron un diagnéstico sobre EC, seguido de asistencia

médica y tratamiento adecuado, para aquellos que resultaron enfermos.

El protocolo de estudio incluyé un grupo control que es imprescindible para la
evaluacion de la validez y seguridad diagndstica de las técnicas a evaluar. El mismo lo
constituyeron las muestras que resultaron resultaron negativas a las pruebas

serologicas para EC.

En la investigacion participaron todos los estudiantes de medicina procedentes de
paises endémicos de la enfermedad que comenzaron sus estudios en la ELAM y
colaboradores cubanos en areas endémicas que regresaron a Cuba, que ofrecieron su
consentimiento informado para participar, ambos durante los afios 2014 y 2016. Los

criterios de exclusion fueron aquellos que no desearan participar en la investigacion.

Todo el personal involucrado en la investigacion contdo con la preparacion y

conocimientos necesarios para llevar a cabo todas sus funciones.

Para ninguno de los individuos involucrados en el estudio se procedidé a retirar o
aplazar terapias estandares por el proposito de la investigacion. No estar de acuerdo

en participar en esta investigacion, no privé a los participantes de contar con el
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resultado a través del algoritmo diagnostico que hoy se tiene establecido por el

Programa de Control Sanitario Internacional del MINSAP.

Los pacientes confirmados de tener EC mediante los métodos serologicos y
moleculares fueron tratados siguiendo los criterios establecidos por la OMS vy las
politicas del MINSAP, Cuba. Se utiliz6 benzonidazol 8mg/kg/dia, 3 veces al dia,
durante 60 dias, indicado por médicos especialistas del IPK con supervision del

personal médico de atencion de la ELAM.

Asi mismo, se aseguré la confidencialidad y seguridad de la informacién y los
resultados. Solo tuvieron acceso a los datos personales de los participantes de la
investigacion, el personal previamente autorizado por el DrC. Jorge Fraga, jefe del
proyecto y tutor de la tesis tomandose todas las medidas para asegurar la
confidencialidad y seguridad de la informacién personal de cada paciente:
» Cada individuo tuvo un codigo y de esta manera fue manipulado en toda la
investigacion.
» El personal encargado del procesamiento de los datos no revel6 en caso alguno
directa, ni indirectamente los hechos, datos o informaciones que se obtuvieron.
* Los sistemas de informatizacién tuvieron incorporadas las medidas de seguridad
necesarias que evitaron la pérdida de los datos, la alteracién de los mismos y
gue otras personas, no autorizadas, accedieran a los datos de los individuos.

Para tomar el consentimiento informado de cada individuo participante, en la ELAM e
IPK segun el grupo de individuos se le ofrecié participar en el estudio por parte del
médico de asistencia en ambas instituciones a partir del documento de consentimiento
informado preparado (Anexo 4). Una vez firmado el mismo se procedio a la toma de la

muestra para los efectos de la investigacion.
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5. RESULTADOS

5.1. Normalizacion de la técnica de RCP ADNk (S35-S36) para el diagndstico de T.
cruzi.

Se normalizé la técnica de la RCP ADNKk utilizando el juego de cebadores S35-S36 que
amplifica una region especifica de 330 pb dentro de la secuencia de los minicirculos
del kinetoplasto de T. cruzi. Fueron determinadas las condiciones oOptimas de los
componentes de la reaccion de la RCP, probandose diferentes concentraciones de
MgCl,, cebadores y Tag ADN polimerasa. En todos estos casos se mantuvo constante
en la mezcla de reaccion la cantidad de dNTPs, tampon de amplificacion y las
condiciones en el termociclador (Figura 8 A, B y C). De igual forma se probaron
diferentes temperaturas de hibridacion manteniendo constantes los componentes de la

mezcla de reaccion (Figura 8D).

A: MgCl, B: Cebadores C:Taq ADN pol

MM 1,5 2 25 3 35 4mM MM 02 04 06 08 1uM MM 05 1 15 2
pb

l pb S

00 B a8
-~ BB "wmBBAal =S

pb

D: Temperatura de hibridacion
pb MM 52,2 526 536 573 59,7 62 67,4 688 70°C

Figura 8. Patron de amplificacion obtenido al variar la concentracibn de los
componentes de la RCP ADNk y la temperatura de hibridacion en las condiciones en el
termociclador. A) MgCl,, B) Cebadores, C) Taq ADN polimerasa, D) Gradiente de
temperatura de hibridacién. Las concentraciones de los componentes de la reaccion y
la temperatura evaluadas aparecen especificadas en cada carril. MM: Marcador de
Peso Molecular, Molecular GeneTM Ruler 100bp DNA ladder plus (MBI Fermentas, St.
Leon-Rot, Alemania). La flecha indica las condiciones 6ptimas en cada caso.
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En la Figura 8A se aprecia que la banda amplificada aumenta su intensidad desde
1,5mM hasta 2,5mM de MgCl, y que al incrementar la concentracion hasta 4mM la
intensidad de la banda se mantuvo constante. De ahi que consideramos 2,5mM como

la concentracion 6ptima del MgCl..

En la Figura 8B se aprecian los patrones de amplificacion al variar las concentraciones
de cebador desde 0,2uM hasta 1pM. Al utilizar 0,2uM la banda esperada aparece de
forma muy tenue. A partir de 0,6uM aumenta la intensidad de la banda con respecto a
las dos primeras concentraciones, y se mantiene aumentando en la medida que lo
hace la concentracion del cebador. Asumimos como concentracion optima 0,6uM, al

observarse mayor intensidad con la menor cantidad de cebador a utilizar.

En la Figura 8C se observa como a partir de 0,5U y hasta 2.0U de la enzima Tag ADN
polimerasa ocurre un aumento en la intensidad de la banda amplificada. Se considero
como concentracion éptima 1,0U en 25 pL de reaccion donde se obtiene una banda

con intensidad adecuada para la reaccién de la RCP.

Una vez optimizados los componentes de la mezcla de reaccion de la RCP, se
modificaron las condiciones en el termociclador, probandose diferentes temperaturas
de hibridacion (Figura 8D). Se consider6é como temperatura 6ptima 62°C, con la cual

aparece una banda de amplificacion con mayor intensidad.

En la Tabla 3 y 4 se resumen las condic’ones éptimas de los componentes de la

mezcla de reaccion de la RCP-ADNK y las condiciones Optimas en el termociclador.
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Tabla 3. Condiciones Optimas de los componentes de la mezcla de la RCP-ADNK,
utilizando la cepa MHOM/VE/77/0PS21 de T. cruziy el juego de cebadores S35-S36.

Componentes Concentracion final
MgCl, 2.5mM
Cebadores 0.6 uM
Taq ADN pol 1U
Buffer Taq 1x
Q buffer 1x
dNTP 200 UM

Tabla 4. Condiciones Optimas de las condiciones de la reaccién de la RCP-ADNK,
utilizando la cepa MHOM/VE/77/0PS21 de T. cruzi y el juego de cebadores S35-S36.

Etapas Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 °C 5 min 1 ciclo
Inicial

Desnaturalizacion 94 °C 40 seg 35 ciclos
Hibridacion 62 °C 1 min

Extension 72 °C 1 min

Extension final 72 °C 8 min 1 ciclo

5.2. Determinacion de la sensibilidad y especificidad analiticas de la técnica, asi
como larepetibilidad y reproducibilidad

La sensibilidad analitica de la RCP-ADNk se evalué en un panel constituido por seis
asilamientos de T. cruzi correspondientes a los seis linajes de este parasito, en todos
los casos se utilizaron diluciones del ADN extraido de los cepas de referencia. Para los
seis linajes del parasito fue posible detectar hasta 0,01pg (10fg), ultima concentracion
en la que se observd la banda esperada, de 330pb, en cada caso (Figura 9). Esta
deteccidén representa aproximadamente 1 parasito, considerando que el molde de

330pb del ADNk en un pardsito es aproximadamente 15fg (Centurion-Lara et al., 1994).

N
o ‘ Resultados



S04 Canlll

M5631

Tclll 1 01 001 1pg 0.1 0.0lpg

l

Figura 9. Sensibilidad analitica de la RCP-ADNKk. Electroforesis en gel de agarosa al 2
% que muestra los resultados de la amplificacién del ADN. Se especifica la cepa de T.
cruzi utilizada y el linaje al que corresponde en la parte superior izquierda de cada gel
presentado. MM: Marcador de Peso Molecular, Molecular GeneTM Ruler 100bp DNA
ladder plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania). Las cantidades de ADN de T.

cruzi se indican en cada carril. La flecha indica las condiciones 6pticas en cada caso.

En la evaluacion de la especificidad analitica se utiliz6 un panel de muestras de ADN
de distintos agentes infecciosos agrupados en parasitos, bacterias, hongos y virus.
Para el caso de las bacterias, virus y hongos evaluados no se obtuvo el patron de
amplificacion correspondiente a la banda especifica de 330 pb ADNK de T. cruzi. Para
el caso de los parasitos evaluados no hubo amplificacion para Toxoplasma gondii,
Plasmodium falciparum, Schistosoma mansoni, ni para ninguna de las especies de
Leishmania estudiadas (Figura. 10A). Al evaluar otras especies de Trypanosoma, se
obtuvo la banda de amplificaciéon de alrededor de 330pb al evaluar las subespecies de
T. brucei (T. brucei brucei, T. brucei gambiense, T. brucei rhodesiense), T. congolense,

T. vivax, T. equiperdum, T. evansi, asi como T. cruzi marinkellei (Figura. 10B).
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Figura 10. Resultado de la especificidad analitica de la RCP ADNK. Electroforesis en
gel de agarosa al 2 % que muestra los resultados de la amplificacién del ADN mediante
RCP ADNk utilizando diferentes especies de parasitos. A: Toxoplasma gondii,
Plasmodium falciparum, Schistosoma mansoni y especies de Leishmania; B: especies
y subespecies de Trypanosoma. En cada carril se presenta las especies y subespecies
de parasitos estudiados. (A) Tgo: Toxoplasma gondii Cepa RH; Pfa: Plasmodium
falciparum, Sma: Schistosoma mansoni, Lbra: Leishmania braziliensis
(MHOM/BR/06/ICA), Lgu: L. guyanensis (MHOM/PE/02/LH2372), Lpe: L. peruviana
(MHOM/PE/90/LCAO08_cl.2), Lam: L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Ldo: L. donovani
(MHOM/SD/--/1-S), Lch: L. chagasi (MHOM/BR/0O7/WC), Lma: L. major
(MHOM/IL/67/LRC-L137), Ltr: L. tropica (MHOM/PS/01/ISL590), Lin: L. infantum
(MHOM/FR/78/LEM75), Lae: L. aethiopica (--/KE/--/161B), Lna: L. naiffi (MDAS
/IBR/78/M5210), Tcr: T. cruzi MHOM/VE/77/0PS21. (B) Tbb: T. brucei brucei
AnTatl7.1, Tbg: T. brucei gambiense AnTat9.1, Tbr: T. brucei rhodesiense AnTat 25.1,
Tco: T. congolense SER/71/STIB212, Tvi: T. vivax Y486, Teq: T. equiperdum 940M,
Tev: T. evansi, Rotat 1.2, Tth: T. theileri T. thei; Tcm: T. cruzi marinkellei M1009. En
todos los casos se presenta la amplificacion con 10ng de ADN. MM: Marcador de Peso
Molecular, Molecular GeneTM Ruler 100bp DNA ladder plus (MBI Fermentas, St. Leon-

Rot, Alemania).

La repetibilidad se confirmé realizando la RCP segun las condiciones normalizadas, en
tres dias diferentes, utilizando los mismos reactivos, equipos, procedimientos y ADN de
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seis cepas de T. cruzi correspondiente a los linajes del parasito. No se encontraron

diferencias entre los patrones de amplificacion (Figura 11).

Dia 3

MM |OPS21 MAS M5631 Canlll S03 Tula |OPS21 MAS M5631 Canlll S03 Tula |OPS21 MAS M5631 Canlll S03 Tula

Dtu 1 1m v vve 1onmovovvE LI iveovovI

Figura 11. Resultados de la repetibilidad de la RCP ADNK. Electroforesis en gel de
agarosa 2 % que muestra los resultados de la amplificacion del ADN mediante RCP
ADNK utilizando diferentes cepas con diferentes linajes. En la parte superior de cada
carril se presenta las cepas de T. cruzi estudiadas, en la parte inferior se presenta el
linaje a que corresponde (DTU). MM: Marcador de Peso Molecular, Molecular GeneTM
Ruler 100bp DNA ladder plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania).

Con relacion a la reproducibilidad se prepararon mezclas de reaccién con las
cantidades previamente normalizadas, utilizando como molde ADN gendmico de cepas
correspondientes a seis linajes de T. cruzi, para la amplificaciéon del ADNk en distintas
condiciones, tanto en el IPK, Cuba; como en el laboratorio de Parasitologia Molecular
del Instituto de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica. Las mezclas se amplificaron en
los correspondientes termocicladores de cada laboratorio. No se obtuvieron diferencias
en los patrones de amplificacién obtenidos entre ambos laboratorios como se presenta

en la Figura 12.
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Figura 12. Resultados de la reproducibilidad de la RCP ADNKk.Electroforesis en gel de
agarosa 2 % que muestra los resultados de la amplificacién del ADN mediante la RCP
ADNEk utilizando diferentes especies de parasitos realizadas en IPK, Cuba (A) y en el
laboratorio de Parasitologia Molecular del Instituto de Medicina Tropical de Amberes,
Bélgica (B). En la parte superior de cada carril se presenta las cepas de T. cruzi
estudiadas y en la parte inferior al linaje a que corresponden. MM: Marcador de Peso
Molecular, Molecular GeneTM Ruler 100bp DNA ladder plus (MBI Fermentas, St. Leon-

Rot, Alemania).

5.3. Evaluar la potencialidad de la técnica para la diferenciacién de T. cruziy T.
rangeli.

La RCP ADNKk utilizando el juego de cebadores S35-S36 fue evaluada en un panel de
cepas de T. cruzi y T. rangeli con vistas a determinar la potencialidad de la técnica para
diferenciar ambas especies de Trypanosoma. Como se observa en la Figura 13 se
obtiene un patrén que es capaz de diferenciar ambas especies. Para T. cruzi se
obtiene una banda bien definida de 330pb y para el caso de T. rangeli se obtiene un
patron de bandas desde 300 hasta 450pb.

T. cruzi T. rangeli

MM oPs21 Esm M5631 Canlll SC43 Tula 2307 2408cl1 2408cl4 2414 2417 TYP2422

400
300

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 2 % que muestra los resultados de la
amplificacion del ADN mediante la RCP ADNKk utilizando diferentes cepas de T. cruzi y
T. rangeli. En la parte superior de cada carril se presenta las cepas de T. cruzi y T.
rangeli estudiadas. MM: Marcador de Peso Molecular, Molecular GeneTM Ruler 100bp

DNA ladder plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania).
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Sin embargo, al analizar la sensibilidad analitica de la técnica utilizando dos cepas de
referencia de T. rangeli podemos observar que solo es capaz de detectar entre 1y 0,1
ng de ADN, lo que equivale entre 6 666 a 66 666 parasitos. Esto representa una muy
baja sensibilidad analitica, para ser utilizado en el diagnéstico y diferenciacion de estos

parasitos (Figura 14).
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Figura 14. Sensibilidad analitica de la RCP ADNk para T. rangeli. Electroforesis en gel
de agarosa al 2% que muestra los resultados de la amplificacion del ADN mediante
RCP ADNK utilizando diferentes cepas de T. cruzi y T. rangeli. En la parte superior de
cada carril se presenta las cepas de T. cruzi y T. rangeli estudiadas. MM: Marcador de
Peso Molecular, Molecular GeneTM Ruler 100bp DNA ladder plus (MBI Fermentas, St.

Leon-Rot, Alemania).

5.4. Evaluar la utilidad de la RCP ADNk en la deteccion de T. cruzi a partir de
sangre periférica en un grupo de pacientes estudiados

Para evaluar la utilidad de la RCP ADNk se utilizaron 88 muestras de ADN extraidas a
partir de sangre total. Las muestras clinicas que se utilizaron en este estudio se
clasificaron en cinco grupos teniendo en cuenta las variables epidemiolégicas y el
resultado de las pruebas serolégicas obtenidas por los métodos de UMELISA®
CHAGAS (Centro de Inmunoensayo, Cuba), SmartTest ELISA Ab (SmartTest,
Diagnostics, Iran) y la tira rdpida SD Chagas Ab Rapid (Standar Diagnostic, INC,
Korea. Los resultados de la RCP en cada uno de estos grupos se presentan en la
Tabla 5. De los pacientes con Enfermedad de Chagas confirmada teniendo en cuenta
la positividad a las tres pruebas seroldgicas correspondientes al Grupo A, 19 resultaron
positivos y 3 resultaron negativas. Los pacientes de los grupos B, C, D (48 pacientes)
cuyos resultados fueron negativos por los tres métodos serolégicos utilizados, solo en

un caso la RCP resultd positiva. En los pacientes estudiados en el grupo E, que tienen
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un resultado seroldgico positivo por UMELISA® CHAGAS vy los otros dos métodos

seroldgicos negativos, la RCP resulté negativa para todos los casos.

Tabla 5. Resultados de la RCP ADNK en los grupos de pacientes estudiados.

Grupo Clasificacion general n RCP ADNk
Positivos  Negativos

Grupo A Chagas confirmado area 22 19 3
endémica

Grupo B Chagas no confirmado area 20 0 20
endémica

Grupo C Chagas no confirmado cubanos 15 0 15

Grupo D Chagas no confirmado cubanos 13 1 12

en area endémica

Grupo E Chagas dudoso cubanos en area 18 0 18

endémica

Teniendo en cuenta como ‘regla de oro” los criterios de la OMS/OPS que determinan
gue un paciente es confirmado cuando tiene dos pruebas serolégicas positivas
realizadas por dos métodos seroldgicos de principios diferentes (Bern et al., 2007; Apt
et al., 2008) se determind la validez de la RCP ADNk a partir del célculo de la
sensibilidad y especificidad diagnéstica. La sensibilidad resultd ser de 86,36% (IC 95%
69,75-100) y la especificidad de 97,92% (IC 95% 97,83 -100) (Tabla 6).
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Tabla 6. Relacion entre los resultados de la RCP-ADNk normalizada y la presencia o

ausencia de EC, considerando como regla de oro los resultados a dos pruebas

serolégicas.
Pacientes
Total de
RCP-ADNk Con Enfermedad de Sin Enfermedad de )
Pacientes
Chagas Chagas
Positivo 19 (86,4%°%) 1 20
Negativo 3 47(97,9%") 50
Total de
. 22 48 70
pacientes

% Sensibilidad diagndstica de la RCP-ADNK
P Especificidad diagndstica de la RCP-ADNK
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6. DISCUSION

En las dltimas décadas, la deteccion de ADN de T. cruzi en sangre periférica mediante
la RCP se ha utilizado cada vez mas (Molina et al., 2016). Las dianas mas utilizadas
son la region variable del ADN del minicirculo del kinetoplasto, secuencias repetidas en
el ADN satélite o genes del ARN ribosomal (Schijman et al., 2011). La fase aguda de la
enfermedad o en la reactivacion durante la fase cronica ha resultado ser de gran
utilidad la deteccion molecular, ya que tiene una sensibilidad mayor que las técnicas
parasitoldgicas clasicas. El papel de la RCP en la fase crénica de EC mas discutido, ya
gue resulta positiva en 40-70% de los pacientes, dependiendo de los estudios, con una
gran variabilidad dependiendo de diferentes factores: el grado de parasitemia del
paciente, el volumen procesado de la muestra, la diana genética de la técnica en
cuestion, las caracteristicas de la poblacion en la que se realiza y por las variaciones
inter-DTU en la dosificacion y/o secuencia de los blancos de amplificacion (Lewis et al.,
2009). Por otro lado, un resultado negativo no excluye la infeccion (Brasil et al., 2010).
Sin embargo, se ha demostrado la utilidad de esta técnica en casos cronicos de la
enfermedad donde los resultados de serologia no son concluyentes, en la deteccion de
pacientes seronegativos con EC (Ministério da Saude 2005; Batista et al., 2010; Blum-
Dominguez et al., 2011) y cada vez esta siendo mas utilizada para monitorizar la
eficacia del tratamiento y para la evaluacion de nuevos tratamientos en ensayos
clinicos, ya que la positividad de la técnica tras la finalizacion del tratamiento indicaria
un fracaso terapéutico (Molina et al., 2014; Morillo et al., 2015).

El Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia (LNRP) ha deducido la
necesidad de contar con herramientas moleculares que permitan, junto con las
herramientas seroldgicas, complementar el algoritmo diagnostico establecido para el
diagndstico de la tripanosomiasis americana. A tales efectos ha tenido como objetivo
introducir los métodos moleculares mas utilizados para su diagnostico y futura
comparacion, asi como la evaluacion del algoritmo diagnostico establecido para el
diagndstico. El blanco genético mas utilizado es la regién variable del ADN del
minicirculo del kinetoplasto, secuencia que tiene un alto nimero de copias en el
genoma de T. cruzi (5.000 a 10.000 copias de ADNK) (Avila et al., 1991). Dentro de
esta region se han diseflado juegos de cebadores para la regién constante y para la
region variable, obteniéndose mejores resultados de sensibilidad con los cebadores

disefiados para la region variable entre los que se encuentran los cebadores 121-122
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(Degrave et al., 1988; Wincker et al., 1994; Britto et al., 1995) y S35-S36 (Sturm et al.,
1988; Avila et al., 1991; 1994). Una vez introducido en el LNRP la RCP que amplifica la
region de 330 pb del ADN del kinetoplasto utilizando los cebadores 121 y 122, nos
propusimos en este trabajo introducir el método basado en el juego de cebadores S35
y S36 con el objetivo final de introducir diferentes métodos de la RCP basado en
diferentes secuencias dianasque permitan su futura comparacion en un panel de
muestras que se ira creando con el fin de determinar el método molecular con el que

se obtengan los mejores valores de validez y seguridad diagnostica.

El juego de cebadores S35-S36 se ha utilizado en el diagnostico de T. cruzi en
pacientes, vectores y reservorios (animales domésticos y salvajes) (Sturm et al., 1989;
Avila et al., 1993; Kirchhoff et al., 1996; Vallejo et al., 1999; Vargas et al., 2000;
Ramirez et al., 2002; Virreira et al., 2003; Chipman Trejo et al., 2006; Gil et al., 2007;
Pavia et al., 2007; Fernandes et al., 2009; Reisenman et al., 2010; Cominetti et al.,
2011; Pavia et al., 2011; Fernandes et al., 2013; Mubiro et al., 2014; Pinto et al., 2015),
con la utilidad adicional de amplificar ademas el ADNk de T. rangeli, presentandose
patrones de bandas que pueden distinguir entre ambos paréasitos (Avila et al., 1993;
Vallejo et al., 1999; Vargas et al., 2000; Ramirez et al., 2002; Virreira et al., 2003; Pavia
et al.,, 2011; Pinto et al., 2015). Sin embargo, la capacidad de estos cebadores de
detectar los diferentes linajes de T. cruzi, asi como la sensibilidad analitica a T. rangeli
no ha sido verificada hasta el momento, de ahi que también fueron objeto de estudio

en este trabajo.

La RCP permite la amplificacién exponencial de secuencias especificas de ADN que
pueden encontrarse en la muestra en minimas cantidades, haciendo de esta técnica
una herramienta util para el diagndstico, siempre y cuando se logre la normalizacién de
los componentes de la reaccién. Dicha normalizacién, constituye un elemento
indispensable cuando esta herramienta se introduce por primera vez en un laboratorio
con fines diagndsticos. Se normalizaron los parametros de la reaccion con ADN
purificado, seleccionandose la concentracion 6ptima de los principales componentes de
la reaccion: cebadores, cloruro de magnesio y Tag ADN polimerasa, elementos que

influyen en la sensibilidad y especificidad de la prueba (Weiss, 1995).

La eleccién de los cebadores debe realizarse de forma cuidadosa y habitualmente, es

el factor mas critico durante la amplificacion. En este trabajo, los cebadores utilizados
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presentan las caracteristicas generales necesarias, como son su longitud (18 — 25
nucleotidos) y el contenido de Guanina y Citosina entre 40 al 60 %, distribuido de forma
regular a lo largo de la secuencia. Su concentracion es otro aspecto importante en la
mezcla de reaccidn, pues bajas concentraciones disminuyen el rendimiento y
aumentan la especificidad, mientras, concentraciones elevadas provocan lo contrario
(Steffen et al., 1999, Lorenz, 2012). En nuestro caso, se determiné como condicion
Optima 0,6uM.

La concentracion de MgCl, es un aspecto importante en la mezcla de reaccion y debe
ser optimizado cuidadosamente pues diferentes concentraciones pueden conllevar a
diferencias significativas en la eficiencia de las reacciones y el rendimiento de los
productos de la RCP. Las ADN polimerasas termoestables requieren la presencia de
magnesio para actuar como un cofactor durante el proceso de reaccion. En ausencia
de una adecuada cantidad de Mg?®* la enzima se inactiva, y no hay amplificacién o hay
un bajo rendimiento. Por otra parte, el exceso del mismo reduce la fidelidad de la
enzima, e incrementa el nimero de amplificaciones inespecificas, lo cual disminuye la
fildelidad de la copia (Williams et al., 1989; Eckert y Kundell, 1990; Ellsword et al.,
1993; Lorenz, 2012). La concentracibn de magnesio es uno de los reactivos mas
faciles de manipular con el mayor impacto en la rigurosidad de la RCP. El rango de
concentracion recomendado debe estar entre 1- 4 mM, bajo las condiciones normales
de reaccion, y la concentracion habitual, para 200 uM de dNTPs, en un rango de 2 +
0,5 mM (Steffen, 1999, Lorenz, 2012). En este trabajo, la concentracion éptima fue de
2,5 mM de MgCl,.

La concentracién de enzima (Tag ADN Polimerasa) es un factor importante a tener en
cuenta en la RCP, debido a que tanto altas como bajas concentraciones respecto a la
optima, afectan la eficiencia de la reaccion (Steffen et al., 1999; Lorez, 2012). Para
muchos ensayos la cantidad Optima se encuentra entre 0,5y 2,5 U en 50 uL de
volumen final de reaccién. Concentraciones superiores disminuyen la especificidad, y
se pueden generar artefactos relacionados con la actividad exonucleasa 5’- 3’ (Longley
et al., 1990; Bell y De Marini, 1991). En nuestro caso, la concentracion de 1 U para

25uL de reaccion fue suficiente.

El resto de los componentes de la reaccion, dNTPs y tampon de amplificacion, se

utilizaron a las concentraciones recomendadas. La concentracién habitual para los

m . s
w ‘ Discusion



dNTPs es 200 uM, y es fundamental tener una concentracion equimolar de los cuatro
dNTPs, ya que el desequilibrio, disminuye el rendimiento y favorece la tasa de error de
copia. La concentracion del tampon de amplificacion que se utilizd, fue la que

recomiendan los fabricantes (Steffen, 1999; Lorez, 2012).

La eficacia de la unién de los cebadores es un factor muy importante para el éxito y la
rigurosidad de la RCP y puede modificarse mediante factores como la constitucion
guimica del tampon (potenciadores de la RCP, codisolventes), concentracion de
cebadores, concentracion de Mg," y temperatura de hibridacién (Markoulatos et al.,
2002). La amplificacion por la RCP debe optimizarse para alcanzar la temperatura
hibridacion mas baja, donde la reaccion sigue siendo especifica y no se observan
productos inespecificos. Si la temperatura de hibridacion es muy baja se amplifican
fragmentos no especificos, si la temperatura de hibridacién es muy alta, el rendimiento
del producto deseado y, a veces, la pureza se reduce debido a la deficiencia de la
unién de los cebadores (Lorenz, 2012). Como resultado del gradiente de temperaturas

realizado en este estudio se definio 62°C como la temperatura 6ptima.

Luego de la seleccibn del la secuencia blanco y cebadores a evaluar, fue
imprescindible  detectar la menor cantidad posible de parasitos que pudieran
encontrarse en las muestras clinicas a ser analizadas. Una vez normalizados los
parametros de la RCP, se determiné la sensibilidad y especificidad analitica. Se ha
reportado en la literatura que la RCP S35-S36 permite amplificar y detectar entre 0,01
— 10 fg de ADN de T. cruzi (Sturm et al., 1989; Fernandes et al., 2009; Mubiru et al.,
2014) en un exceso de ADN humano (Sturm et al., 1989; Fernandes et al., 2009). Al
evaluar la sensibilidad analitica de la RCP utilizando ADN puro de los seis linajes de T.
cruzi se obtuvo que la misma es capaz de detectar hasta 0,01pg de ADN (10fg)
independiente del linaje, que es equivalente al ADN de un solo parasito considerando
gue el molde de 330pb del ADNk es aproximadamente 15fg (Centurion-Lara et al.,
1994). Demostrandose que los cebadores de ADNk puden amplificar igualmente todos
los linajes con muy alta sensibilidad analitica, aunque observamos como resultado
amplicones de diferentes intensidades. Este constituye el primer estudio que evalua la
sensibilidad analitica de este juego de cebadores utilizando ADN procedente de cepas
de los seis linajes del parasito, estudios anteriores se habian realizado con uno
(Fernandes et al., 2009; Mubiru et al.,, 2014) y tres linajes (Sturm et al., 1989)

obteniéndose los valores de sensibilidad analitica reportados.
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De forma simultanea, la evaluacibn de la especificidad analitica mostro el
reconocimiento y amplificacion de la banda esperada para el ADN de T. cruzi, no asi
para los parasitos, bacterias, virus y hongos evaluados. Sin embargo, al estudiar otras
especies de Trypanosomas se obtuvo la banda de amplificacién de alrededor de 330pb
en las subespecies de T. brucei, T. congolense, T. vivax, T. equiperdum, T. evansi, asi
como T. cruzi marinkellei y T. rangeli. Es importante destacar que la figura muestra una
banda de amplificacion a 10ng de ADN del parésito y de forma general las bandas de
amplificacion obtenidas son tenues a esta cantidad de ADN, de ahi que a nuestro
criterio no constituye un problema de especificidad de la técnica al ser utilizada en
muestras clinicas, reservorios y vectores. La especificidad analitica de esta RCP habia
sido estudiada previamente por Sturm y colaboradores (1989) quien solo encontro la
amplificacion a T. rangeli al estudiar ademas de este parasito Blastocrithidia culicis,
Endotrypanum spp, Leishmania tarantolae y Leptomonas allosoma. Sin embargo,
Chipman Trejo y colaboradores (2006) amplificaron L. braziliensis utilizando este
mismo juego de cebadores. No existen reportes anteriores de la evaluacion analitica de
esta RCP en otras especies de parasitos de la misma familia u otras familias hasta el
descrito en este trabajo. Estudios futuros podrian conducir a demostrar quizas la
capacidad de deteccién de otras especies de Trypanosoma (Ej: T. vivax), que aqui
amplifican a una concentracién de 10 ng con el fin de verificar su posible uso en el

diagndstico de estos parasitos.

Una vez normalizada la técnica y demostrado ademas su repetibilidad vy
reproducibilidad se paso a demostrar la potencialidad de la misma para diferenciar T.
cruzi y T. rangeli basado en el resultado de amplificacion, previamente descrito por
Vallejo y colaboradores (1999) y que ha sido utilizado por varios autores para detectar
y diferenciar T. cruzi y T. rangeli a partir de muestras de pacientes, vectores y
reservorios (murciélagos) (Vallejo et al., 1999; Vargas et al., 2000; Ramirez et al., 2002;
Gil et al., 2007; Pavia et al., 2007; 2011; Pinto et al., 2015). Sin embargo, se ha
descrito que T. rangeli es enmascarado en el perfil de amplificacion de T. cruzi en el
caso de infecciones mixtas en vectores (Vargas et al., 2000). Ramirez y colaboradores
(2002) detectaron T. cruzi y T. rangeli en un area endémica de Brasil, el uso de los
cebadores S35-S36 en parasitos aislados en cultivo mostré que en 11% de las
muestras, los perfiles de T. rangeli enmascararon a T. cruzi y en igual porciento a la

inversa. En nuestro estudio al evaluar un grupo de aislamientos de cada una de las
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especies se obtuvieron patrones diferentes entre ambas especies, como habia sido
descrito anteriormente por Vallejo y colaboradores (1999). Sin embargo, al determinar
la sensibilidad analitica en dos de las cepas de T. rangeli se demostro que la técnica es
capaz de detectar entre 1 y 0,1ng de parasito lo que representa muy poca sensibilidad
analitica lo que dificulta la deteccion de T. rangeli en muestras de pacientes, vectores o

reservorios y de infecciones mixtas en vectores naturalmente infectados.

Hoy continta la necesidad de contar con un diagnéstico diferencial preciso para T.
cruzi y T. rangeli (Thekisoe et al. 2010), de ahi de que en futuras investigaciones
disefiemos y evaluemos métodos que nos permitan detectar y diferenciar estas
especies de parasitos con el fin de incluirlas en los algoritmos diagnosticos. Teniendo
en cuenta que las infecciones con cada una de estas especies e infecciones mixtas
con T. cruziy T. rangeli se han reportado en humanos, vectores y reservorios animales
(Guhl et al., 1987; Coura et al., 1996; Vargas et al., 2000; Ramirez et al. 2002; Chiurillo
et al. 2003; Dias et al. 2007; Pavia et al. 2007; Thekisoe et al. 2010; Saldafia et al.
2012, Grijalva et al., 2012; Xavier et al., 2014).

Varios investigadores han demostrado que los cebadores S35-S36 tienen gran utilidad
para la deteccién de T. cruzi en humanos, vectores y reservorios (Sturm et al., 1989;
Avila et al., 1993; Kirchhoff et al., 1996; Vallejo et al., 1999; Vargas et al., 2000;
Ramirez et al., 2002; Virreira et al., 2003; Chipman Trejo et al., 2006; Gil et al., 2007,
Pavia et al., 2007; Fernandes et al., 2009; Reisenman et al., 2010; Cominetti et al.,
2011; Pavia et al., 2011; Fernandes et al., 2013; Mubiro et al., 2014; Pinto et al., 2015).
En el caso especifico de los humanos, se ha utilizado para detectar la presencia del
parasito en pacientes en fase cronica o para la evaluacion del tratamiento con
benznidazole o nifurtimox (Avila et al., 1993; Britto et al., 1995; Wincker et al., 1994;
Fernandes et al., 2009).

Es asi como la RCP S35-S36 en nuestro estudio fue capaz de detectar 86,40% de los
individuos seroldgicamente positivos en fase cronica indeterminada, porcentaje similar
(86,70%) al descrito por Fernandes y colaboradores (2009) en un estudio llevado a
cabo en 240 individuos seropositivos en Rio Grande do Sul (Brasil) utilizando este
juego de cebadores. Sin embargo, porcentajes superiores de positividad por la RCP
(100% sensibilidad diagndstica) en pacientes cronicos han sido descritos con un

namero menor de pacientes (114), en este trabajo los productos de amplificacién son
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sometidos a un paso posterior de hibridacidbn con un cebador interno dentro de la

secuencia amplificada (Avila et al., 1993).

En este estudio, el 13,6% de los individuos seropositivos (3 pacientes) no fue
detectado a pesar de que se descartd la presencia de inhibiciéon de la RCP. Estos
resultados pueden deberse a alguna de las siguientes razones o0 a una combinacion de
las mismas: (i) niveles escasos de parasitemia, de forma que en 200uL de la muestra
no estuviera presente ningldn parasito; (i) intermitencia en la parasitemia, o (iii)
presencia de falsos positivos en las pruebas seroldgicas posiblemente por reaccion
cruzada con otros tripanosoméatidos como Leishmania spp. y T. rangeli (Junqueira et
al., 1996; Castro et al., 2002; Marcon et al., 2002).

Dentro del grupo de personas serolégicamente negativos (48 personas), se detectd en
un caso la presencia de T. cruzi por la técnica de la RCP. Este paciente cubano tenia
como antecedentes haber permanecido en areas endémicas y presentaba sintomas
cardiacos. Estos resultados fueron corroborados mediante otros métodos moleculares
utilizando otra region del ADNK (juego de cebadores 121/122; Gomes et al., 1998) y
ademas de otros dos métodos moleculares basados en el gen que codifica la proteina
de choque térmico de 70 kDa (hsp70) (RCP hsp70 TcTr y la RCP-RFLP hsp70 T,
Fraga et al., 2014), manteniendo las condiciones estrictas para evitar las
contaminaciones en el laboratorio. Este paciente resultdé serolégicamente negativo por
los tres métodos utilizados en este estudio (UMELISA® CHAGAS (Centro de
Inmunoensayo, Cuba); SmartTest ELISA Ab (SmartTest, Diagnostics, Iran) y la tira
rapida SD Chagas Ab Rapid (Standar Diagnostic, INC, Korea)).

Previamente se ha reportado pacientes chagasicos sintoméaticos y asintomaticos con
pruebas de la RCP positivas y serologias negativas (Avila et al., 1993; Gomes et al.,
1999; Castro et al., 2002; Salomone et al., 2003; Gutierrez et al., 2004; Hecht et al.,
2010; Schitman et al., 2011), inclusive se ha demostrado la presencia de pacientes que

se mantienen seroldégicamente negativos durante toda la vida (Camargo et al., 1992).

Este problema ha sido ignorado en gran medida en el entorno clinico (Salomone et al.,
2003). Se han propuesto varios argumentos para explicar esta controvertida situacion.
La infeccion reciente de personas altamente expuestas a transmision vectorial que aun

no ha sido reconocida por el sistema inmune es una posible explicacion. Sin embargo,
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la infeccion aguda no es un evento frecuente en nuestra poblacion de estudio debido a
la edad y porque la poblacion urbana rara vez esta expuesta a la reinfeccidon vectorial.
Alternativamente, se podria especular que las muestras positivas podrian haberse
contaminado con ADN, pero esta teoria ha sido desatendida por muchos autores al
demostrar la validez de los procederes. Finalmente, T. cruzi puede infectar
cronicamente a algunos pacientes, pero una respuesta humoral puede no desarrollarse
o ser detectada mediante pruebas seroldgicas convencionales. Al abordar este punto,
Castro y colaboradores (2002) observaron que 80% de los pacientes con la RCP
positivos pero seronegativos tenian anticuerpos liticos contra T. cruzi mediante una
prueba de lisis mediada por complemento. Del mismo modo, LeguizamoOn vy
colaboradores (1997) informaron pacientes que eran seropositivos para EC solo por
ensayo de inhibicién de la transamidasa, pero negativos con las pruebas seroldgicas
convencionales. De lo contrario, independientemente de su causa, es necesario
considerar las consecuencias clinicas y diagnésticas de este fenbmeno (Salomone et
al., 2003). Este hallazgo desafia las recomendaciones actuales para el diagndstico de
la enfermedad de Chagas, la terapia y las politicas de transfusion sanguinea y avala la
necesidad de contar con métodos molecuares en los algoritmos diagndsticos

establecidos en los paises.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que el LNRP del
IPK cuenta con un método de la RCP que permite amplificar una region de 330pb del

ADNK que permite la deteccion de T. cruzi en muestras de pacientes.

Finalmente, se considera necesario encausar nuevos estudios que permitan proponer
métodos moleculares con alta sensibilidad y especificidad que permitan a su vez
diferenciar T. cruzi y T. rangeli en muestras de pacientes en las diferentes fases
clinicas de la enfermedad, asi como en vectores y reservorios con el propésito de

actualizar y proponer un algoritmo diagnostico mas efectivo.
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CONCLUSIONES

. Se logré normalizar la técnica de la RCP ADNK (S35-S36) para el diagnostico de
T. cruzi.

. La técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa ADNK (S35-S36) mostro
alta sensibilidad analitica para los seis linajes de T. cruzi, asi como una buena
especificidad con resultados satisfactorios de repetibilidad y reproducibilidad.

. La técnica permite diferenciar entre las cepas de T. cruzi y T. rangeli, no
obstante debido a la baja sensibilidad analitica encontrada para T. rangeli, no se
recomienda su uso en la deteccidn y diferenciacion a partir de muestras clinicas.
. La técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa ADNk (S35-S36) puede
ser utilizada para la deteccion de T. cruzi en el Laboratorio Nacional de

Referencia de Parasitologia del IPK a partir de muestras clinicas.

m -
o ‘ Conclusiones



RECOMENDACIONES

. Comparar los métodos de la RCP introducidos y disefiados por el LNRP-IPK con
el objetivo de determinar con cual de ellos se obtienen los mejores valores de
sensibilidad y especificidad diagnostica para la Enfermedad de Chagas.

. Disefar y evaluar nuevos métodos moleculares que permitan la deteccion y
diferenciacion de T. cruzi y T. rangeli en muestras clinicas, vectores y

reservorios.
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Anexos

Anexo 1. Lista de especies validas de Triatominae y su respectiva clasificacion en grupos y complejos

Tribus Género Grupo Complejo Subcomplejo Especies
Alberproseniini | Alberprosenia goyovargasi, malheiroi®
Bolboderini Belminus corredori®, costaricencis, ferroae”®, herreri®®,
laportei, peruvianus®, pittieri, rugulosus
Bolbodera scabrosa
Microtriatoma borbai®, trinidadensis®
Parabelminus carioca®, yurupucu
Cavernicolini Cavernicola lenti, pilosa®
Rhodniini Pasmmolestes arthuri, coreodes®, tertius
Rhodnius prolixus barretti, dalessandroi, domesticus®, milesi,
marabaensis,
montenegrensis, nasutus™®, neglectus”®, neivai®®,
prolixus®®, robustus™®
pictipes amazonicus, brethesi, paraensis, pictipes®, stali®,
zeledoni
pallescens colombiensis®, ecuadoriensis”®, pallescens”*
Triatomini Dipetalogaster maxima®

Eratyrus

cuspidatus™®, mucronatus®

Hermanlentia

matsunoi

Linshcosteus

carnifex, chota, confumus, costalis, kali, karupus

Panstrongylus

chinai®®, diasi, geniculatus™®, guentheri®®,

hispaniolae®, howardi®®, humeralis™®, lenti,
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lignarius®®, lutzi®, megistus®®, mitarakaensis,

rufotuberculatus®®, sherlocki, tupynambai®

ParaTriatoma hirsuta®
Triatoma dominicana®
rubrofasciata phyllosoma dimidiata dimidiata®®, hegneri®, brailovskyi, gomeznunezi
(Meccus) phyllosoma bassolsae™®, bolivari®®, longipennis®, mazzottii®*,
mexicana, pallidipennis®®, phyllosoma®s,
picturata®®, ryckmani,
flavida flavida®, bruneri, obscura
(NesoTriatoma
)
rubrofasciata amicitiae, bouvieri, cavernicola, leopoldi, migrans,
pugasi, rubrofasciata™®, sinica
protracta barberi®®, incrassata, neotomae®, nitida”®,
peninsularis®, protracta”®, sinaloensis®
lecticularia gerstaeckeri®, indictiva, lecticularia®®, recurva®,
rubida®, sanguisuga®*
dispar dispar bolviana®, carrioni®, dispar®, nigromaculata®®,
venosa“
infestans infestans brasiliensis bahiensis, brasiliensis®, juazeirensis®, melanica,

melanocephala®®, petrochiae, lenti¢, sherlocki

(tibiamaculata?°) (vitticeps?°)
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infestans

delpontei®, infestans®®, platensis”*

maculata

arthurneivai, maculata®®, pseudomaculata®®,

wygodzinskyi

matogrossensis

baratai, costalimai®®, deaneorum®, guazu, jatai,

jurbergi®, matogrossensis®, vandae”®, williami®*

spinolai

(Mepraia)

rubrovaria carcavalloi®, circummaculata®, klugi, limai, oliveirai,
pintodiasi, rubrovaria®®,
sordida garciabesi®, guasayana®*, patagonica™®, sordida”*®

breyeri, eratyrusiformis, gajardoi®, parapatrica,

spinolai®®

a Especies fosiles.

b Especies que se han encontrado en ambientes domésticos o peridomésticos.

¢ Especies que se han encontrado infectadas con T. cruzi.
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Anexo 2. Manifestaciones clinicas y diagnéstico de la Enfermedad de Chagas.

Anexos

Distribucion

geografica

Signos y sintomas clinicos

Diagnostico

Formas agudas, incluida la reactivacion en pacientes inmunosuprimidos

Vectorial Paises Periodo de incubacion de 1-2 semanas. Métodos parasitologicos directos:
endémicos [Signos de puerta de entrada: lesidn cutanea indurada |parasitemia patente hasta 90 dias.

(chagoma) o edema palpebral (signo de Romafa). La [Examen microscopico de sangre fresca,
mayoria de los casos son enfermedades leves (95-99%) |peliculas sanguineas delgadas y gruesas
Yy NO se reconocen. tefiidas con Giemsa o leucocitos.
Fiebre persistente, fatiga, linfadenopatia, [Métodos de concentracion:
hepatomegalia, esplenomegalia, erupcion morbiliforme, |Microhematocrito y método Strout
edema. Técnicas de RCP
En casos raros, miocarditis 0 meningoencefalitis. Serologia no es util
Anemia, linfocitosis, concentraciones elevadas de AST y
ALT. Riesgo de mortalidad 0,2-0,5 %.

Congénita Paises Periodo de incubacién: desde el nacimiento hasta varias |Métodos parasitologicos directos.
endémicosy |semanas. La mayoria son asintomaticos o tienen una [Métodos de concentracion:
no-endémicos [enfermedad leve. Prematuridad, bajo peso al nacer, microhematocrito, método Strout. La

aborto, muerte neonatal. Fiebre, ictericia, edema, |microscopia directa también es util.
hepatomegalia, esplenomegalia, sindrome de dificultad |RCP: técnica mas sensible
respiratoria, miocarditis, meningoencefalitis. Anemia y |Serologia: después de 9 meses o0 mas
trombocitopenia. Riesgo de mortalidad <2%. tarde

Oral Restringido a |Periodo de incubacion 3-22 dias. Fiebre, vomitos, (lgual que la vectorial
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areas de
paises
endémicos y

brotes locales

edema periocular, disnea, fiebre, mialgia, postracion,
tos, esplenomegalia, hepatomegalia, dolor en el pecho,
abdominal,
mortalidad 1-35%.

dolor hemorragia digestiva. Riesgo de

Transfusion y

Trasplantes

Paises
endémicos y

no-endémicos

Periodo de incubacion 8-160 dias. Fiebre persistente
Caracteristicas clinicas similares a las de casos
vectoriales (excluyendo el portal de signos de entrada).
El riesgo de mortalidad es variable y depende de la

gravedad de la enfermedad inicial.

Igual que vectorial Las técnicas de RCP
generalmente arrojan resultados positivos
de dias a semanas antes de que los
tripomastigotes se detecten en la sangre.
Se necesitan muestras de tejido en

algunas circunstancias.

Reactivacion en
pacientes
infectados por VIH

Paises
endémicos y

no-endémicas

Se comporta como otras infecciones oportunistas.
<200 CD4 por L
(principalmente con <100). Afecta al SNC (75-90%)

como lesiones individuales o multiples que ocupan

Reactivacion con células

espacio o0 como meningoencefalitis necrohemorragica
grave. Complicacion cardiaca (10-55%): miocarditis,
de

miocardiopatia previa. Riesgo de mortalidad 20%.

derrame pericardico 0 empeoramiento una

Métodos parasitolégicos directos, como
en casos vectoriales. El parasito se puede
CSF,

corporales y muestras de tejido RCP: no

encontrar en otros fluidos

es util para el diagnostico de reactivacion
Serologia: indicativo de infeccion crénica
en casos de

y  util sospecha de

enfermedad

Reactivacion en
otros pacientes

inmunosuprimidos

Paises
endémicos y

no-endémicos

Reactivacion después del trasplante o en pacientes con

neoplasias hematoldgicas. Caracteristicas clinicas

similares a las de los pacientes sometidos a transfusion

y aquellos con paniculitis y otros trastornos de la piel. El

riesgo de mortalidad es variable y depende de la

Métodos parasitolégicos directos, como
en casos vectoriales. El parasito se puede
encontrar en muestras de tejido de RCP:

el aumento de la carga del parésito

detectado con RCP en tiempo real en

84
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gravedad de la enfermedad inicial y el diagnéstico

precoz.

muestras en serie podria ser indicativo de

un alto riesgo de reactivacion

Forma crénica

Forma

indeterminada

Paises
endémicos y

no-endémicos

Asintomatico. Radiografia de torax normal y ECG de 12

derivaciones

Serologia: deteccion de I1gG
RCP: baja sensibilidad

Forma cardiaca y

gastrointestinal

Paises
endémicos y

no-endémicos

Manifestaciones cardiacas: fatiga, sincope,
palpitaciones, mareos, accidente cerebrovascular.
Manifestaciones tardias: dolor de pecho (atipico),
disnea, edema, disfuncibn ventricular izquierda,
insuficiencia cardiaca congestiva. Alteraciones en ECG
de 12 derivaciones, ecocardiografia u otras pruebas de
funcién cardiaca. Gastrointestinal: disfagia,
regurgitacion, estreflimiento severo (eso6fago dilatado o
colon). Alteraciones en la manometria esofagica, el

trago de bario o el enema de bario.

Serologia: deteccion de IgG
RCP: baja sensibilidad
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Anexo 3. Tratamiento de la Enfermedad de Chagas en dependencia de la fase clinica de la enfermedad

Tratamiento

Infeccion aguda

Vectorial y oral

Comience el tratamiento antiparasitario tan pronto como sea posible. Benznidazol 5-10 mg / kg por
dia durante 60 dias o nifurtimox 10-15 mg / kg por dia durante 60-90 dias. En nifios menores de 12

afos, benznidazol 10 mg / kg por dia durante 60 dias o nifurtimox 15 mg / kg por dia durante 60

dias.

Congénita Benznidazol 10 mg / kg por dia durante 60 dias, o nifurtimox 15-20 mg / kg por dia durante 60
dias.

Embarazo En mujeres embarazadas, considere la relacion riesgo-beneficio como con otros medicamentos

potencialmente teratogénicos. La experiencia limitada con benznidazol no ha demostrado

anormalidades neonatales.

Accidentes de laboratorio

Benznidazol 5-7 « 5 mg / kg por dia o nifurtimox 8-10 mg / kg por dia durante 10-14 dias.

Post-trasfusional o transplante de

donador infectado.

Benznidazol 5-7 « 5 mg / kg por dia o nifurtimox 8-10 mg / kg por dia durante 10-14 dias.

Vectorial y oral

Comience el tratamiento antiparasitario tan pronto como sea posible. Benznidazol 5-10 mg / kg por
dia durante 60 dias o nifurtimox 10-15 mg / kg por dia durante 60-90 dias. En nifios menores de 12
afos, benznidazol 10 mg / kg por dia durante 60 dias o nifurtimox 15 mg / kg por dia durante 60

dias.

Infeccidon crdnica

Nifios

Benznidazol 5-7 « 5 mg / kg por dia durante 60 dias o nifurtimox 8-10 mg / kg por dia durante 60-
90 dias.
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Adultos

Benznidazol 5-7 « 5 mg / kg por dia durante 60 dias o nifurtimox 8-10 mg / kg por dia durante 60-
90 dias. Especialmente indicado en mujeres en edad fértil. Contraindicado en mujeres
embarazadas. Ningun beneficio esperado si la infeccion es de larga duracion o es una enfermedad

visceral moderada avanzada.

Individuos infectados con VIH.

Recomiende el tratamiento antiparasitario combinado con cART a todos los pacientes, como en
los pacientes no infectados por el VIH, especialmente cuando el recuento de CD4 <200 células por
ML.

Receptores de transplante

La profilaxis antitrypanosomal a los receptores infectados con Trypanosoma cruzi antes del
trasplante generalmente no se recomienda; considere el tratamiento previo al trasplante en
posibles receptores de trasplante de corazon o en donantes vivos infectados con T cruzi. Se
prefiere benznidazol 5 mg / kg por dia a nifurtimox 8-10 mg / kg por dia durante 60 dias, con una
estrecha vigilancia de la toxicidad del farmaco. Se necesita una monitorizacion parasitolégica
cuidadosa posterior al trasplante para excluir una posible infeccion derivada del donante (donante

Seropositivo y receptor seronegativo) o reactivacion (receptor seropositivo).

Pacientes que reciben

medicamentos inmunosupresores

Trate a todos los pacientes considerando el beneficio adicional de prevenir futuras reactivaciones.
Se recomienda la monitorizacion parasitolégica y debe ser particularmente estrecha en pacientes

sin tratamiento tripanocida previo.

Reactivacion

Infectados con VIH

Comience el tratamiento antiparasitario tan pronto como sea posible. Benznidazol 5-7 « 5 mg / kg
por dia o nifurtimox 8-10 mg / kg por dia durante 60 dias. Considere dosis mas altas para la
afectacion del SNC (benznidazol 15 mg / kg por dia). Inicio temprano de cART (sin informes de T
cruzi IRIS). Profilaxis secundaria con benznidazol 5 mg / kg por dia tres veces por semana o 200
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mg diarios hasta recuento de CD4> 200-250 células por uyL durante 6 meses y carga viral
indetectable del VIH.

Receptores de transplante

Benznidazol 5-7 - 5 mg / kg por dia durante 60 dias o nifurtimox 8-10 mg / kg por dia
durante 90 dias, aunque se han recomendado cursos mas largos. Monitoreo cercano

por toxicidad.

Fracaso del tratamiento

Inmunocompetente

El fracaso del tratamiento generalmente se considera cuando un resultado de la RCP es positivo.

Considere el retratamiento si las indicaciones para el tratamiento original permanecen sin cambios
0 monitoree de cerca. El tratamiento antiparasitario podria incluir el mismo medicamento o uno
diferente durante 60-90 dias. Se pueden considerar terapias combinadas y cursos de

medicamentos mas largos.

Inmunosuprimidos

Inicie el retratamiento con el mismo medicamento o uno diferente durante 60-90 dias. Podrian

considerarse terapias combinadas y cursos de medicamentos mas largos.

CART = terapia antirretroviral combinada. IRIS = sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune.
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Anexo 4

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Informacién parala persona

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" y la Escuela Latinoamericana de Medicina (ELAM) estan realizando
una investigacion titulada "Desarrollo de capacidades para el diagndstico molecular de la Tripanosomiasis
Americana y Africana en el Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri". Para poder realizar esta investigacion se necesita de su participacion, pero antes de
aceptar a participar usted debe entender sobre los objetivos de la misma. Para esto se le sugiere tomar su tiempo y
leer detenidamente la informacién que se ofrece a continuacién, para estar seguros de que usted tiene todos los
elementos acerca del estudio (objetivos, examenes de laboratorio, ventajas, desventajas, riesgos e inconvenientes).
Usted puede discutir cualquier duda acerca de cualquier seccién de este documento con los miembros a cargo del
proyecto. Sugerimos tomarse su tiempo para tomar la desicion de participar en el mismo.

Si usted esté de acuerdo en participar en el estudio, usted recibira una copia de este documento y se le solicitara
que firme la planilla de consentimiento informado.

Informacién acerca de la enfermedad

La Enfermedad de Chagas, es una enfermedad parasitaria y constituye un problema de salud en diferentes paises
de America Latina. La enfermedad es trasmitida al humano fundamentalmente a través de las heces eliminadas por
el vector infectado, del género Triatominae (Nombrado de diferentes formas en los paises endémicos: chinche,
chipo, chinchorro, chirimacha, vinchuca, pito, barbeiro), en el momento de alimentarse. La enfermedad humana
tiene dos fases: una aguda, en la que los sintomas aparecen poco después de la infeccién, y otra crénica, en la que
los sintomas aparecen tras un periodo silente que puede durar varios afios. En un 40% de las personas infectadas,
durante la fase crénica las lesiones afectan a érganos internos tales como el corazon, el esofago o el colon, y al
sistema nervioso autbnomo. Tras varios afios de infecciéon asintomatica, del 20% al 30% de los casos infectados
presentan manifestaciones cardiacas (que pueden producir muerte subita), del 5% al 10% lesiones del aparato
digestivo (fundamentalmente megavisceras), y los pacientes inmunodeprimidos presentan afectacién del sistema
nervioso central. En Cuba hasta el momento no se reportan casos autdctonos con Enfermedad de Chagas, sin
embargo existe el riesgo de la transmision vectorial al encontrarse en la isla especies de Triatomineos. A este riesgo
se une el constante flujo de personas procedentes de area endémicas de la enfermedad, la presencia en el pais de
estudiantes latinoamericanos que provienen de los 21 paises endémicos de la enfermedad donde se ha demostrado
la presencia de estudiantes con la enfermedad y la presencia de cubanos por largos periodos de tiempo en estos
paises endémicos. Todo esto hace la necesidad de contar con herramientas de diagnostico para esta enfermedad.

Informacién sobre el estudio

La investigacién tiene como objetivo introducir, disefiar y evaluar métodos de diagndstico molecular para el
diagnostico de la Enfermedad de Chagas, para de esta manera, desarrollar las capacidades del Laboratorio
Nacional de Referencia de Parasitologia del IPK con vistas a contar con herramientas de diagnéstico mas sensibles
y especificas para dar un diagnostico confirmatorio de certeza relacionado con esta Enfermedad, asi como evaluar
el algoritmo de confirmacién diagnéstico que se sigue en nuestro pais para esta enfermedad.

En este estudio estamos invitando a participar a todos los estudiantes de medicina procedentes de los 18 paises
endémicos de la Enfermedad de Chagas, que comenzaran sus estudios en la ELAM y que producto del pesquisaje
de rutina que se le hace a su ingreso al pais, establecido por el Programa de Control Sanitario Internacional del
MINSAP, se le realizan estudios serolégicos para el diagnostico de la enfermedad de Chagas. Asi mismo estamos
invitando a todos los colaboradores cubanos, procedentes igualmente de los paises endémicos de la enfermedad,
gue como resultado del pesquisaje que se realiza en cada pais previo a su regreso a Cuba, resulten positivos al
método serologico de UMELISA® CHAGAS (Centro de Inmunoensayo, Cuba).

El estudio esta previsto para realizarse en tres afios a partir del 2014 y a los participantes se les indicaran la toma de
muestra de sangre periférica total, una sola vez. Las muestras seran tomadas por personal calificado. En la ELAM
se realizard en el laboratorio de Microbiologia del Hospital de la ELAM y en el IPK en el laboratorio clinico del
Hospital. La toma de la muestra se realizara bajo condiciones de asepsia, por el personal mas indicado y autorizado
por la ELAM y el IPK y bajo las condiciones de seguridad establecidas, para evitar la infeccion del personal de la
salud con cualquier enfermedad transmisible que pueda presentar el paciente. Se realizara la extraccion de 10 mL
de sangre. De los cuales 5mL se utilizaran para obtener la muestra de suero y los restantes 5 mL de sangre se
afiadiran en tubos con un tampén especifico. Las muestras de suero y sangre se conservaran en las condiciones
optimas. Una de las alicuotas de suero seran enviadas, segun las condiciones establecidas por el Sistema Nacional
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de Envi6 de Muestras, al Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de La Habana para estudios
serolégicos (UMELISA® CHAGAS) y la otra alicuota y la muestras de sangre seran enviadas al laboratorio de
Biologia Molecular del Departamento de Parasitologia del IPK para los estudios serol6gicos y moleculares. La
muestra de sangre no sera utilizada en otros propésitos que no sean para los cuales fueron tomadas.
Adicionalmente a la toma de muestra, a cada persona que acepte participar en el estudio, se le realizara una
entrevista. En dicha entrevista se recogeran datos demograficos, clinicos y epidemioldgicos.

Los individuos involucrados en el estudio conformaran dos grupos, un grupo con enfermedad de Chagas y otro
grupo control sin enfermedad de Chagas, pudiendo ser asignados a uno u otro en dependencia de los resultados
seroldgicos. Estos grupos seran imprescindibles para la evaluacién de la validez y seguridad diagnéstica de las
técnicas a evaluar. Este ultimo grupo lo constituiran todos los estudiantes que resulten negativos a las pruebas
serolégicas para la Enfermedad de Chagas. Los resultados seran informados por los médicos de asistencia de la
ELAM vy del IPK segun donde sean atendidos los individuos involucrados. Los pacientes confirmados de tener la
Enfermedad de Chagas mediante los métodos seroldgicos y moleculares seran tratados siguiendo los criterios
establecidos por la OMS y las politicas del MINSAP, Cuba. Se utilizara benzonidazol 8mg/kg/dia, 3 veces al dia,
durante 60 dias, indicado por médicos especialistas del IPK con supervisiéon del personal médico de atencién de la
ELAM.

Este estudio es financiado por el Ministerio de Salud Publica de Cuba.

Derechos de la persona

Usted tiene derecho a participar de manera voluntaria en esta investigacién asi como retirase del mismo en el
momento que asi lo desee, sin dar explicaciones y sin afectar los resultados sobre la confirmacion de tener o no la
enfermedad resultado de la pesquisa que se realiza de forma rutinaria. No participar en el mismo, tampoco afectara
la ulterior atencion médica o tratamiento si se requiriera para esta enfermedad.

No existen restricciones ni limitaciones de los individuos involucrados en el estudio.

En términos de beneficios, usted tendrda un diagndstico sobre la Enfermedad de Chagas, seguido de asistenta
médica y tratamiento adecuado. Usted conocera si tiene la enfermedad de Chagas y usted contribuird a la mejora
del diagnostico de esta enfermedad en Cuba. Las técnicas moleculares con los que se obtengan los mejores
resultados de sensibilidad y especificidad diagnéstica formaran parte del diagnostico y la confirmacién de los
individuos con sospecha de la Enfermedad de Chagas.

Usted puede sentir una leve incomodidad durante la toma de la muestra de sangre periférica.

Durante el curso y una vez culminada la investigacion los resultados seran informados a todo el personal
involucrado en el proyecto (mediante actividades cientificas anuales) donde podran participar ademas todos los
estudiantes y colaboradores que formaron parte de dicha investigacion.

Su identidad y su participacion en este estudio serd estrictamente confidencial. Se asegurara la confidencialidad y
seguridad de la informacion y los resultados. Para ellos cada individuo tendra un codigo y de esta manera sera
manipulado en toda la investigacion. El personal encargado del procesamiento de los datos no podra en caso
alguno, revelar directa, ni indirectamente los hechos, datos o informaciones que se hayan obtenido. Los sistemas de
informatizacion tendran incorporadas las medidas de seguridad necesarias que eviten la perdida de los datos, la
alteracion de los mismos y que otras personas, no autorizadas, accedan a los datos de los individuos. Usted no sera
identificado por su nombre o de ninguna otra manera en ficheros, resultados o publicacién concerniente a este
estudio.

Contactos y personas a guien acudir en caso de preguntas o insatisfacciones:

Dr. Jorge Fraga

Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri”
Departamento de Parasitologia

e-mail: fraga@ipk.sld.cu

Tel: 7255-3660

Lic. Daisy Montoto Concepcién
Escuela Latinoamericana de Medicina
e-mail: daisy@elacm.sld.cu

Tel: 7201-4345


mailto:fraga@ipk.sld.cu
mailto:daisy@elacm.sld.cu
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Consentimiento paralafirma

El (la) que suscribe:

He sido informado(a) de que:

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" y la Escuela Latinoamericana de Medicina
(ELAM) estan realizando una investigacion sobre la introduccion, disefio y evaluacion de
métodos moleculares para el diagnostico de la Enfermedad de Chagas. Esta enfermedad

constituye un problema de salud en diferentes paises de America Latina.

Declaro que he sido informado(a) del objetivo del estudio, asi como la importancia de los
resultados de la investigacion para contar con métodos de diagndstico altamente sensibles y

especificos para esta enfermedad.

He sido informado que la muestra de sangre obtenida para el estudio no se empleara para
realizar otras pruebas fuera de las concebidas dentro del proyecto actual de estudio.

Durante el curso y una vez culminada la investigacion los resultados seran informados a todos
los individuos que formaron parte de dicha investigacion a través del médico de atencion

responsable en la ELAM o el IPK.

De este modo y por este medio hago constar mi disposicién y consentimiento informado para
participar en el estudio: “Desarrollo de capacidades para el diagnéstico molecular de la
Tripanosomiasis Americana y Africanaen el Laboratorio Nacional de Referencia de

Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri™.

Para constancia de lo expuesto con anterioridad firmo este documento a los dias del

mes de

del afio 201 .

Firma del individuo:

Testigo:




