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RESUMEN

Objetivos: Determinar la correlacion entre la carga parasitaria de Trypanosoma
cruzi y niveles de isotipos de anticuerpos 1gG (IgGl, 1gG2, 1gG3), en pacientes
seropositivas a Chagas.

Métodos: Se analizaron los datos de un estudio previo, realizado a mujeres de
un hospital de Santa Cruz, Bolivia. La carga parasitaria se midido mediante la
técnica de g-PCR vy los niveles de isotipos de anticuerpos 1gG fueron medidos
por la técnica de ELISA. El analisis de datos se realizé utilizando la prueba de
correlacién de Spearman, t-student y ANOVA y regresion multivariada.
Resultados: 463 personas fueron incluidas en el analisis. La carga parasitaria no
tiene correlacion con los isotipos 1gG2 e 1gG3, pero con el isotipo IgG1 se
evidencia una correlacion negativa (Rho: -0.54, p=0.04). Luego de ajustar por
estado socioecondmico y nivel educativo, entre las mujeres seropositivas,
aquellas que tuvieron pardsitos en sangre presentaron mayores niveles
anticuerpos 1gG1 comparado con las que no tuvieron paréasitos en sangre (Coef.:
0.49, 1C95%: 0.16 a 0.82, p<0.01).

Conclusién: No se evidencia un correlacion directamente proporcional los
niveles de isotipos IgG con la carga parasitaria por Trypanosoma cruzi. Sin
embargo, la presencia de parésitos en la sangre, estad asociada con mayores

niveles de isotipos de anticuerpos IgG en personas seropositivas para Chagas.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Anticuerpos, Trypanosoma.




ABSTRACT

Objectives: Determine the correlation between the parasitic load of Trypanosoma
cruzi and levels of 1gG antibodies isotypes (1gG1, 19G2, 19G3), in Chagas

seropositive patients.

Methods: Data from a previous study, conducted on women from a Hospital of
Santa Cruz, Bolivia, were analyzed. The parasitic load was measured by the q-
PCR test and the isotype levels of 1gG antibodies were measured by the ELISA
test. Data analysis was performed using the Spearman correlation test, student-t

test, ANOVA and multivariate regression.

Results: 463 people were included in the analysis. The parasitic load has no
correlation with the isotypes 1gG2 and 1gG3, but with the IgGl isotype a
negative correlation is shown (Rho: -0.54, p = 0.04). After adjusting for
socioeconomic status and educational level, among seropositive women, those
who had presence of blood parasites had higher levels of 1gG1 antibodies
isotypes compared to those who did not have blood parasites (Coef .: 0.49, CI

95%: 0.16 a 0.82, p <0.01).

Conclusion: There is no evidence of a proportional correlation between IgG
isotype levels and the parasitic load by Trypanosoma cruzi. However, the
presence of parasites in the blood per se is associated with higher levels of IgG

antibody isotypes in Chagas-seropositive patients.

Keywords: Chagas disease, Antibodies, Trypanosoma.




1. INTRODUCCION

En el mundo, entre 6 — 7 millones de personas estan infectadas con el paréasito
Trypanosoma cruzi (agente causal de la enfermedad de Chagas), encontrandose
la mayoria de los casos en latinoamérica. La enfermedad de Chagas se transmite
principalmente mediante uninsecto triatomino (vector), el cual se encuentra en
regiones rurales, suburbanas o urbanas insalubres. Se estima que hay
aproximadamente 100.000 personas por region endémica que estan en riesgo de
contraer esta enfermedad.! La enfermedad de Chagas representa una importante
causa de muerte prematura. Se ha logrado importantes avances en el tratamiento
y control de la enfermedad en los Gltimos 5 afios, sin embargo, la enfermedad
contintia siendo endémica en muchas regiones.? Ademas de la transmision por
via vectorial, existen otros modos de transmision de la enfermedad de Chagas,
entre ellos: la infeccion por via vertical (de madres a hijos), mediante
transfusiones de sangre contaminada, por via oral e incluso la transmision por
via sexual ha sido reportada.>’ Se ha demostrado que entre el 20-30% de los
enfermos con Chagas, sufririn de una enfermedad cardiaca conocida como
Miocardiopatia Chagasica.®

En Bolivia la enfermedad de Chagas representa un serio problema para la salud
publica. Actualmente, ciertas areas rurales de Bolivia presentan las prevalencias
mas altas a nivel mundial de infeccion por T.cruzi. Se estima que alrededor del
70% de los casos de miocardiopatia en Bolivia son atribuibles a la enfermedad
de Chagas.® Las prevalencias de Chagas en mujeres embarazadas de distintas

poblaciones son desde 1% hasta 54% segun la poblacion estudiada. En areas




rurales de Bolivia se ha reportado un 42% de seroprevalencia y en areas urbanas
se ha encontrado un 29%.° Entre 6-7% de las mujeres embarazadas infectadas
con T. cruzi, transmiten la enfermedad de Chagas a sus hijos.!* Ademas, estudios
reportan que mayores niveles de parasitemia en mujeres embarazadas estan
asociados a mayor probabilidad de transmision de la enfermedad de Chagas por
via congénita.!? La infeccion congénita por T. cruzi (vertical), puede llevar
consigo serias complicaciones para el feto y para el recién nacido, estas
complicaciones pueden colocarse en tres categorias clinicas: enfermedad severa
con gran probabilidad de muerte neonatal, nacimiento aparentemente sano con
progresion sintomatica en las primeras semanas a meses de nacido y enfermedad
asintomatica con riesgos de paso a fase crénica de Chagas afios mas tarde.*34

Los farmacos utilizados contra la enfermedad de Chagas son reducidos, costosos
y producen muchos efectos adversos.’>!® Estos farmacos son especialmente
eficaces en la fase aguda de la enfermedad obteniendo una reduccién de la
parasitemia de hasta un 90%,'’ estos tratamientos son mucho menos efectivos en
la fase crénica de la enfermedad, por este motivo es importante el control de la
enfermedad cuando aln esta en fase aguda, es decir, recién nacidos que han
adquirido la enfermedad por via congénita.'® Se han descrito diversas pruebas de
diagndstico para la enfermedad de Chagas, entre ellas estan las pruebas que nos
permiten detectar parasitemia, como el micro-hematocrito y las pruebas de
biologia molecular. Las pruebas con mayor sensibilidad para evidenciar los
niveles de parasitemia de una mujer embarazada, son las pruebas de biologia
molecular, siendo su uso restringido para muchas zonas endémicas de paises en
vias de desarrollo, debido a que son pruebas de alto costo que necesitan una

infraestructura compleja y personal altamente capacitado.’®? La enfermedad de




Chagas esta asociado a pobreza, siendo las zonas rurales de clima tropical las
mas afectadas por esta enfermedad.?* Entonces es necesario desarrollar nuevas
pruebas para lograr predecir la enfermedad de Chagas congénito, que requieran
de menor infraestructura, capacitacion de personal para realizarlas, por ende, que
sean de menor costo en comparacion con las pruebas de biologia molecular, para
gue de esta manera se logre mejorar el diagnéstico en las poblaciones mas
afectadas y también sea posible dar un tratamiento temprano a las personas
enfermas, evitando complicaciones futuras.

En el presente estudio se utiliz datos de carga parasitaria de T. cruzi medido a
través de la técnica de q-PCR (prueba de biologia molecular), y también datos de
isotipos de anticuerpos IgG medidos por ELISA para lograr determinar la
correlacién entre la carga parasitaria y los isotipos de anticuerpos 1gG, de esta
manera se analiza un grupo de pruebas de ELISA para establecer una prueba
alternativa que nos permita predecir la transmision congénita de Chagas con la

misma eficacia de las pruebas moleculares.

2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema

Estudios han determinado los niveles de parasitemia 0 carga parasitaria en
mujeres embarazadas mediante la técnica molecular de reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa (q-PCR), en dichos estudios se ha demostrado que la
mayor carga parasitaria esta asociada a la transmision congénita de Chagas.??
Esto nos da a conocer que la parasitemia juega un rol fundamental al tratar de

entender mas acerca de la enfermedad de Chagas y sus modos de transmision.




Las técnicas moleculares no son accesibles en las areas rurales de paises en vias
de desarrollo y pueden no ser realizadas de manera Optima.?® Si bien, los
métodos moleculares como el g-PCR tienen una mayor sensibilidad que los
métodos de observacion microscopica (micro-hematocrito), sin embargo, el
acceso a la prueba de g-PCR esta limitado por el costo de la prueba, el
equipamiento que se necesita para ser realizada y la alta capacitacién que el
personal técnico debe tener. Ademas, existe una reducida cantidad de pruebas
que pueden ser utilizadas para predecir la transmision congénita de enfermedad
de Chagas.

La asociacion que existe entre la enfermedad de Chagas y la pobreza (siendo las
zonas empobrecidas, las mas afectadas por Chagas), nos sugiere que en muchos
lugares con alta prevalencia de Chagas, las personas no pueden acceder a los
métodos de diagnostico moleculares de la enfermedad de Chagas, por ende, las
mujeres no pueden realizarse la prueba (q-PCR) para estimar probabilidad de
transmitir o no transmitir la enfermedad de Chagas por via congénita hacia sus
nifios. Esto puede provocar un sub-diagnéstico de la enfermedad de Chagas en
los nifios, ya que en los paises en vias de desarrollo no es rutinario realizar
pruebas especificas (g-PCR) sin evidencia clinica que sustente dicho gasto (solo
se realizan pruebas con baja sensibilidad), para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas en los nifios.

Esto hace que haya nifios con la enfermedad de Chagas transmitidos por via
congénita, que no han sido diagnosticados con dicha enfermedad, y solo algunos
son alertados de la enfermedad de Chagas cuando empiezan los sintomas, es
decir, cuando se presentan las complicaciones de la misma enfermedad.

2.2. Justificacion




Los métodos de diagnostico molecular (PCR cuantitativo), nos permiten
cuantificar la carga parasitaria y con esto aproximarnos a predecir una
transmision congénita de Chagas.!! La desventaja de estos métodos es que no
son aplicables en zonas endémicas, dado que tienen elevados costos y es
necesario capacitacion explicita para desarrollar estas técnicas.?*?® Por este
motivo, se plantea desarrollar una prueba de bajo costo que nos permita predecir
la transmision congénita de Chagas con la misma eficacia que la prueba de g-
PCR. De esta manera, se pretende ampliar la cantidad de pruebas que pueden ser
utilizadas para predecir la transmision congenita de Chagas.

En muchos estudios se ha analizado los niveles de parasitemia y la progresion de
la enfermedad mediante modelos experimentales. Aunque nombran a los
anticuerpos que intervienen en la respuesta inmune, no muestran un panorama
claro acerca del comportamiento de los isotipos de anticuerpos (isoformas o
subclases). Esto es debido a que los modelos experimentales usados pueden no
reflejar con exactitud la situacion de isotipos en humanos.?®

Otros estudios han intentado mostrar la relacion que existe entre el nivel de los
isotipos de anticuerpos IgG y la infeccidn por Trypanosoma cruzi, mostrando un
predominio de IgG3, pero en este contexto no se ha explorado la posibilidad de
que el nivel de parasitemia esté correlacionado directamente con el nivel de
isotipos encontrado.?’

La existencia de correlacion entre el nivel de un determinado isotipo de
anticuerpo y la parasitemia por T. cruzi nos ayudaria a estimar el nivel de
parasitemia a través de una simple prueba de ELISA para isotipos anticuerpos,

esto reduciria los costos de deteccion de carga parasitaria y seria igualmente




efectivo para determinar el riesgo de transmisidon congénita de Chagas mediado
por niveles altos carga parasitaria.

El presente estudio fue realizado para determinar la correlacion entre la carga
parasitaria por Trypanosoma cruzi y los niveles de isotipos de anticuerpos IgG
en una poblacion de mujeres que asistieron a un hospital pediatrico a cuidar a

sus nifios enfermos, en la ciudad de Santa Cruz-Bolivia, 2017.

3. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es causada por el parésito protozoario Trypanosoma
cruzi, esta enfermedad fue descrita por primera vez en el afio 1909 por un
investigador de Brasil llamado Carlos Chagas.?® La enfermedad de Chagas ha
cambiado de ser una enfermedad enzootia, es decir, reducida a un determinado
territorio, ahora es una zoonosis parasitaria bien conocida que ha podido
extenderse en muchos territorios, debido a que las personas han expandido
geograficamente su hébitat, tomando parte de las zonas selvaticas donde
naturalmente se encontraba.?® El parasito es transmitido al humano
principalmente por via vectorial, en la cual se produce cuando las heces del
vector (Triatomino), entran en contacto con el sitio de alimentacion del insecto.
Sin embargo, ademas de la transmision vectorial, también la transmision puede
darse por transfusiones de sangre, trasplantes de drganos y via congénita.
Ademas, existe la transmision por via oral y modelos experimentales citan una
posible transmision sexual 303

3.2. Ciclo Bioldgico de Trypanosoma cruzi




El vector de la enfermedad de Chagas es un insecto de la subfamilia
Triatominae. Este es un insecto hemat6fago, inicia el complejo ciclo bioldgico
alimentandose de un animal o humano que contiene parasitos circulantes en la
sangre, los parasitos que el vector absorbe estdn en la forma de trypomastigote,
al ingresar los parasitos en el vector, se transforman en epimastigotes, esta forma
estd Unicamente asociada a los estadios dentro del vector (dado que no hay
evidencia suficiente para creer que existe esta forma en los humanos), los
epimastigotes atraviesan el intestino medio del triatomino, en la forma de
epimastigote el parasito es capaz de reproducirse al formar conglomerados
Ilamados rosetas y en amastigotes. Luego el parésito migra hacia la porcién
intestinal posterior donde se transforma en trypomastigote metaciclico, en este
punto ya se encuentran grandes cantidades del parasito (en su forma infectante),
en las heces del vector. De esta manera finalizan las transformaciones en el
vector.3233

Los estadios en el humano tienen su inicio cuando el vector infectado se
alimenta de la sangre del humano, al alimentarse, el vector defeca, este proceso
produce un ligero prurito en el humano, por ende, el humano tiende a frotar
rapidamente ésa area y de esa manera contamina el sitio donde el vector se
alimento, con las deposiciones del mismo, esto hace que los trypomastigotes
logren ingresar al torrente sanguineo humano.®* Cuando los trypomastigotes se
encuentran en la circulacion sanguinea humana, son capaces de ingresar en todas
las células nucleadas (todas las células del sistema inmune que intentan fagocitar
a los parasitos), al ingresar en las células los trypomastigotes se transforman en
amastigotes, para evitar que los mecanismos fagociticos celulares logren

destruirlo. La forma de amastigote es la principal forma de reproduccion,




entonces dentro de la célula los amastigotes se reproducen de manera
exponencial y al mismo tiempo evitan que la célula los destruya, luego de
haberse reproducido, los amastigotes se transforman nuevamente en
trypomastigotes, en este punto los trypomastigotes segregan sustancias que
producen un debilitamiento de la membrana celular, entonces de esta manera, los
trypomastigotes son capaces de lisar la célula y ser liberados al torrente
sanguineo, donde nuevamente podran ingresar en otras células, reproducirse
como amastigotes, lisar la célula como trypomastigotes y volver al torrente
sanguineo. El vector se alimenta de la sangre la sangre humana con
trypomastigotes y los absorbe, de este modo se cumple el ciclo bioldgico.®

(Figura 1)

3.3. Fase aguda y Fase crénica de la enfermedad de Chagas

En la enfermedad de Chagas se pueden observar dos fases de la enfermedad, la
fase aguda y la fase cronica. La fase aguda comienza de 1-2 semanas después de
la infeccidn inicial con el paréasito, es una fase caracterizada por la presencia de
parésitos en sangre con facil identificacion a través de observacién microscopica
de la sangre, pruebas serologicas o moleculares, esta fase es definida por la
presencia de anticuerpos de tipo IgM en la sangre de las personas infectadas, el
95% de los casos de Chagas en fase aguda son asintomaticos, pero en el 5% de
los casos puede presentar uno 0 mas de los siguientes sintomas: fiebre, malestar,
somnolencia, dolor muscular y articular, miocarditis, meningoencefalitis,
hepatomegalia, signo de Romafia y el nddulo Chagoma.*® Usualmente la fase

aguda de Chagas cede de manera espontanea y las complicaciones en esta fase,




no son comunes, tiene una mortalidad estimada de 1:2500 a 1:5000 que se da en
pacientes con miocarditis o meningoencefalitis.3’ La fase cronica de la
enfermedad de Chagas comienza mucho tiempo después de la infeccion inicial,
en esta fase los parasitos pueden estar circulando en sangre de las personas
infectadas en bajas cantidades o pueden estar localizados en algin 6rgano
especifico, comprende afecciones cardiacas como la miocardiopatia, vy
afecciones digestivas como megacolon, estas son consideradas como
complicaciones de la enfermedad de Chagas. La miocardiopatia chagasica esta
presente en alrededor de 30% de los individuos que son seropositivos para
Chagas. ElI megacolon esta presente en aproximadamente el 10% de los
individuos seropositivos para Chagas siendo los sintomas principales:
constipacion  y disfagia.®®3® Cuando el individuo seropositivo permanece
asintomatico después de la fase aguda, se le puede considerar como un paciente

en fase indeterminada.?

3.4. Diagndstico

El diagnostico para la enfermedad de Chagas se realiza mediante diversas
pruebas, entre ellas estan las pruebas serolégicas, pruebas de biologia molecular
y pruebas microscopicas.’? Las pruebas utilizadas como estandar de oro para
diagnosticar la enfermedad de Chagas en nifios (transmitida por via congénita),
es la prueba de micro-hematocrito y también el PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) ya que la enfermedad se encuentra en fase aguda y por este motivo
los parésitos son facilmente detectados en la sangre de los individuos infectados,

sin embargo para diagnosticar la enfermedad de Chagas en adultos el estandar de




oro son las pruebas seroldgicas, debido a que la deteccion de parasitos en sangre
no es muy efectiva, esto se debe a que el parasito ya no es encontrado en grandes
cantidades en la sangre (ver 3.3. Fase aguda y Fase cronica), entonces la prueba
de PCR no es la opcion con mayor sensibilidad.*® Las pruebas seroldgicas miden
los anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi presentes en el suero de los individuos
infectados, las norma internacionales estipulan que es necesario al menos 2 de 3
pruebas seroldgicas positivas para dar un diagnéstico positivo de Chagas. Entre
las pruebas seroldgicas podemos citar: Prueba répida para Chagas,

Hemaglutinacion indirecta (HAI), ELISA, IFI, TESA-Blot, RIA.4

3.4.1. Prueba rapida para Chagas

Es una prueba inmunocromatografica rapida realizada en tiras de nitrocelulosa,
que nos permite llevar a cabo la deteccion cualitativa de anticuerpos 1gG
humanos anti-Trypanosoma cruzi. Esta prueba puede realizarse en sangre total o
también en suero obteniendo resultados similares. La prueba desarrollada con
sangre o suero, solo utiliza 5 ul de muestra, después se afiade 1 gota de buffer de
proteina A “Gold solution”, se espera 5 minutos y finalmente se coloca el Chase
buffer que nos revelara la reaccion pasados los 15 minutos de interaccion. Esta
metodologia de trabajo ha sido estandarizada, el kit utilizado ha sido evaluado en
estudios anteriores y se ha demostrado que es uno de los mejores Kits de prueba
rapida para Chagas existentes en el mercado con una sensibilidad y especificidad

de 99.3% y 96.9% respectivamente.*>43

3.4.2.  ELISA recombinante para deteccion de T. cruzi
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Es una prueba cuantitativa para deteccion de anticuerpos anti-T.cruzi humanos,
primeramente se realiza una dilucion 1/200 de la muestra de cada individuo en el
soporte de 96 pocillos donde se encuentran inmovilizados los antigenos
recombinantes, estos han sido obtenidos mediante recombinacion de proteinas
especificas de epimastigotes y trypomastigotes. Si la muestra contiene
anticuerpos especificos anti-T. cruzi, entonces se formard un complejo con los
antigenos y se quedara unidos al soporte, de otra manera, todos los anticuerpos
no especificos serdn removidos por los lavados con buffer de lavado. Si hubiese
reaccion en la primer etapa, entonces el conjugado (un anticuerpo especifico
contra los anticuerpos anti-T.cruzi humano) podré unirse, y al entrar en contacto
con el sustrato enzimatico, desarrollard una reaccion de color celeste, esta
reaccion cambiara a color amarillo al ser detenida con &cido sulfdrico 2M. Esta

prueba tiene una sensibilidad de 99.3% y especificidad de 98.7%.%*

3.4.3.  Inmunoblot para T. cruzi (TESA-BIlot)

Es una técnica confirmatoria de la infeccion por T. cruzi, que utiliza el antigeno
excretorio/secretorio de trypomastigotes (TESA), para lograr capturar
anticuerpos especificos anti-T. cruzi que estan presentes en las personas
infectadas por el mencionado paréasito. Estas proteinas antigénicas son colocadas
en un gel de poliacrilamida mediante la técnica de electroforesis de proteinas,
para luego ser transferidas a una membrana de nitrocelulosa por inmuno-electro-
transferencia de proteinas. Se recorta la membrana de nitrocelulosa en forma de

tiras y luego se pone en contacto con el suero del paciente sospechoso de la
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enfermedad de Chagas. Se afiade un conjugado anti-lgG humana La reaccién
con DAB es detenida con abundante agua destilada. El diagnéstico se interpreta
como positivo al observarse una banda de peso molecular aproximado de 150-

160 K.D., correspondiente a la banda TESA.*

3.4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa para T. cruzi

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (q-PCR) es una prueba de
biologia molecular en la cual se extrae el material genético del parasito que se
encuentra en la sangre de los individuos con Chagas, se amplifica el ADN del
parasito utilizando enzimas de replicacion ademéas de otros componentes
necesarios como nucledtidos y moléculas cebadores, obteniendo mudltiples
copias del ADN y haciendo posible la deteccidn de la enfermedad de Chagas al
comparar con una curva estandar que nos dira el namero de parasitos por ml de
muestra dado el ADN encontrado, este procedimiento se realiza en un equipo
llamado termociclador.*® Se han desarrollado muchas pruebas de g-PCR para
lograr mejorar el diagnostico de la enfermedad de Chagas, también se han
realizado comparaciones entre las pruebas de diagnostico de uso habitual y el g-
PCR, obteniendo mejores resultados del g-PCR en la fase aguda de la

enfermedad.*’

3.5. Tratamiento
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Existe una gran variedad de tratamientos antiparasitarios, pero solo unos pocos
farmacos son efectivos contra el parasito T. cruzi. Los farmacos utilizados en el
tratamiento para la enfermedad de Chagas, son el benznidazol y el nifurtimox,
ambos tratamientos son muy efectivos en la fase aguda de la enfermedad, pero
poco efectivos en la fase cronica de la enfermedad, ademas, son considerados
altamente toxicos.*®“® En diversos estudios se ha demostrado que el tratamiento
con benznidazol no reduce el riesgo de muerte en personas con miocardiopatia

Chagésica.®

3.6. Inmunidad frente a Trypanosoma cruzi

La respuesta del organismo ante la infeccion por T. cruzi, es innata y adaptativa.
Esta respuesta es desencadenada en etapas tempranas de la infeccion e incluye
un gran ndmero de células, tales como: macréfagos, monocitos, células
dendriticas, células natural Killer, linfocitos T y B.%® Si bien la respuesta innata
es la primera en actuar frente a la infeccidn, esta respuesta parece no ser
suficiente para lograr eliminar al paréasito, por este motivo es que los pacientes
pueden llegar a la fase cronica de Chagas.®® La respuesta adaptativa del
organismo es mediada por los linfocitos T y B principalmente, se ha demostrado
que la respuesta mediada por linfocitos T es inhibida por accion de T. cruzi, esto
puede deberse a una baja expresion de IL-2 inducida por el parasito.>? La
respuesta mediada por linfocitos B incluye la produccién de diversos tipos de
anticuerpos, con diferentes funciones y tiempos de aparicion en las
enfermedades infecciosas. Entre los anticuerpos producidos se encuentran, IgM

apareciendo en la fase aguda de la enfermedad, IgG que se encuentra en la fase
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crénica de la enfermedad, IgA asociada a la enfermedad digestiva de Chagas, y
aunque también se producen la IgE e IgD, no se ha demostrado la importancia de
estos anticuerpos en la enfermedad de Chagas.*

Los anticuerpos de tipo 1gG son de mucha utilidad en el diagndstico de la
enfermedad de Chagas, siendo su deteccidn, la mas importante en las pruebas de
diagndstico actuales para la enfermedad crénica de Chagas (ver 3.4.
Diagnostico). Existe diferentes isotipos o subclases de anticuerpos 1gG, entre
ellos podemos citar: 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, 1gG4; estos isotipos de
anticuerpos son encontrados en diferentes proporciones segin la fases o etapas
de las enfermedades, se han realizado diferentes estudios intentado definir cuéles
son las proporciones de isotipos de anticuerpos presentes en la enfermedad de
Chagas, sin embargo, los resultados de dichos estudios son diversos y no

concluyentes.>3

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la correlacion entre la carga parasitaria de Trypanosoma cruzi y los

niveles de isotipos de anticuerpos IgG (1gG1, 1gG2, 1gG3) en mujeres que

asistieron al Hospital de nifios de Santa Cruz-Bolivia en el 2017.

4.2. Objetivos especificos

- Determinar la correlacion entre la carga parasitaria y los niveles de isotipos de

anticuerpos.

14



- Determinar la asociacion entre variables demograficas y los niveles de
anticuerpos.

- Establecer la relacion de los isotipos de anticuerpos en el diagnéstico de

Chagas.
5. METODOLOGIA
5.1. Disefio del estudio

El presente, es un estudio de base de datos secundaria que tiene un disefio
transversal, en el cual se comparé los datos de niveles de isotipos de anticuerpos
IgG evaluados por ELISA,los niveles de parasitemia evaluados por g-PCR y

factores demogréficos de las personas enroladas en un estudio previo.

5.2. Poblacion

La poblacién de estudio es un grupo de madres que acudieron al Hospital nifios
“Mario Ortiz Suarez” de Santa Cruz, Bolivia en el afio 2017, a visitar a sus nifios
enfermos e internados (por cualquier patologia diferente de Chagas). Estas
personas se encontraron en la fase indeterminada de Chagas debido a que son
personas adultas sin ningun sintoma asociado a la etapa cronica de Chagas.

5.3. Muestra

Se seleccion6 una muestra de 463 madres enroladas en un estudio previo. Las
participantes son madres que asistieron al hospital de nifios de Santa Cruz,

Bolivia entre el mes de diciembre del afio 2016 y el mes de octubre del afio
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2017. Estos datos fueron otorgados por los investigadores del estudio previo,

para desarrollar el presente estudio.

5.4. Operacionalizacién de variables

Las variables utilizadas para realizar los analisis del presente estudio
corresponden a datos de la encuesta epidemioldgica y analisis de laboratorio
realizados a los sujetos durante su participacion en un estudio previo, del cual
fueron extraidos los datos para ser utilizados en el presente estudio. (\Ver anexo

1)

5.5. Procedimientos y técnicas efectuadas en el estudio previo

Las muestras de sangre fueron tomadas mediante puncion venosa por un
personal entrenado en el procedimiento. Y dichas muestras fueron separadas en
suero-coagulo mediante centrifugacion a 2500 rpm. Durante 10 minutos,
almacenadas a temperatura de -20 grados centigrados y enviadas a UPCH
manteniendo la cadena de frio correspondiente.

Las pruebas bioldgicas fueron procesadas en el Laboratorio de Investigacion de
Enfermedad Infecciosas (LID-UPCH) siguiendo con los protocolos para pruebas
de diagnédstico de Chagas; Inbios Chagas Detect Plus, TESA-Blot, y ELISA
recombinante V3.0 Wiener, estas pruebas ya han sido anteriormente validadas y
utilizadas en diversos estudios.”® Al momento de procesar las muestras, se
consider6 como Chagas Positivo, aquellas muestras que tuvieron 2 de 3 pruebas

positivas (criterio internacionalmente aceptado).*°
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Las pruebas de ELISA para isotipos de anticuerpos IgG fueron estandarizadas en
el laboratorio de investigacion de enfermedades infecciosas, por el equipo de
investigacion del area de inmunologia, utilizando diferentes concentraciones de
antigeno  TESA obtenido mediante cultivos celulares de trypomastigotes,
también se utilizaron diversas diluciones de pools de sueros positivos Yy
negativos para la enfermedad de Chagas obtenidos de un bio-repositorio de
muestras, finalmente se probaron diferentes diluciones de anticuerpos
secundarios especificos para cada isotipo de anticuerpo (Mouse anti-human
IgG1l Fc, Secondary antibody, HRP-Thermofisher; Mouse anti-human 1gG2,
HRP-Conjugate, Invitrogen; Mouse anti-human IgG3 Heavy chain Secondary
antibody, HRP-Thermofisher).

Para validar las pruebas de ELISA se procesaron un total de 45 muestras de
manera independiente por dos investigadores especializados obteniendo un
promedio de coeficiente de variacion de 8%. Los procedimientos de cada ELISA
para isotipos de anticuerpos 1gG fueron realizados en el estudio primario, pero al

no estar publicados, se describira a detalle estos procedimientos.

5.5.1. ELISA para deteccion de anticuerpos 1gG1

El procedimiento para la deteccion de anticuerpos IgG1 fue realizado en placas
de ELISA de tipo Immulon 1B, se colocd 100ul de antigeno TESA con dilucién
de 0.5ug/ml en buffer bicarbonato para cada pocillo de la placa y se dejo en
movimiento rotatorio durante toda la noche (13-15 horas), luego se realizaron 5
lavados de toda la placa con 200ul/pocillo de buffer fosfato salino con 0.05% de

Tween 20 (solucion de lavado), al terminar estos lavados se procedio a bloquear
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las proteinas inespecificas colocando 200ul/pocillo de solucion de lavado
suplementada con 5% de leche descremada (solucion de bloqueo), esto fue
incubado 1 hora a 37 grados centigrados, luego se realizaron 5 lavados de toda la
placa con 200ul de solucién de lavado para luego proceder a colocar 100ul de la
muestra de cada individuo por pocillo, en una dilucion 1/100 con solucién de
lavado suplementada con 1% de leche descremada (solucién diluyente), para
este procedimiento se incubd la muestra durante 1 hora y 30 minutos a 37 grados
centigrados, después se procedi6 a lavar la placa 5 veces con 200ul/pocillo de
solucién de lavado, luego se afiadid 100ul/pocillo de dilucion 1/1000 de
conjugado anti-lgG1 humana en solucién diluyente, se dejé incubando por 1
hora a 37 grados centigrados, luego se realizaron por Ultima vez 5 lavados de
toda la placa con 200ul/pocillo de solucion de lavado, finalmente se procedi6 a
revelar la reaccién con 100ul/pocillo de TMB-peréxido y después de 20 minutos
se detuvo la reaccion con 50ul/pocillo de acido sulfarico 2M.

Los resultados fueron evidenciados en un lector de ELISA a 450nm de longitud

de onda y 22-24 grados centigrados de temperatura.

5.5.2. ELISA para deteccion de anticuerpos 1gG2

El procedimiento para la deteccion de anticuerpos 1gG2 fue realizado en placas
de ELISA de tipo Immulon 1B, se colocé 100ul de antigeno TESA con dilucién
de 1.0ug/ml en buffer bicarbonato para cada pocillo de la placa y se dejo en
movimiento rotatorio durante toda la noche (13-15 horas), luego se realizaron 5
lavados de toda la placa con 200ul/pocillo de solucion de lavado, al terminar

estos lavados se procedidé a bloquear las proteinas inespecificas colocando
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200ul/pocillo de solucion de bloqueo, esto fue incubado 1 hora a 37 grados
centigrados, luego se realizaron 5 lavados de toda la placa con 200ul de solucion
de lavado para luego proceder a colocar 100ul de la muestra de cada individuo
por pocillo, en una dilucion 1/100 con solucion diluyente, para este
procedimiento se incubd la muestra durante 1 hora a 37 grados centigrados,
después se procedié a lavar la placa 5 veces con 200ul/pocillo de solucién de
lavado, luego se afiadid 100ul/pocillo de dilucion 1/1000 de anticuerpo
secundario, anti-lgG2 humana en solucion diluyente, se dejo incubando por 1
hora a 37 grados centigrados, después se realizaron 5 lavados de toda la placa
con 200ul/pocillo de solucién de lavado, finalmente se procedié a revelar la
reaccion con 100ul/pocillo de TMB-perdxido y después de 20 minutos se detuvo
la reaccion con 50ul/pocillo de &cido sulfarico 2M.

Los resultados fueron evidenciados en un lector de placas de ELISA a 450nm de

longitud de onda y 22-24 grados centigrados de temperatura.

5.5.3. ELISA para deteccion de anticuerpos 1gG3

El procedimiento para la deteccion de anticuerpos 1gG3 fue realizado en placas
de ELISA de tipo Immulon 1B, se coloc6 100ul de antigeno TESA con dilucion
de 2.0ug/ml en buffer bicarbonato para cada pocillo de la placa y se dejo en
movimiento rotatorio durante toda la noche (13-15 horas), luego se realizaron 5
lavados de toda la placa con 200ul/pocillo de solucion de lavado, al terminar
estos lavados se procedidé a bloquear las proteinas inespecificas colocando
200ul/pocillo de solucion de blogueo, esto fue incubado 1 hora a 37 grados

centigrados, luego se realizaron 5 lavados de toda la placa con 200ul de solucion

19



de lavado para luego proceder a colocar 100ul de la muestra de cada individuo
por pocillo, en una dilucion 1/100 con solucion diluyente, para este
procedimiento se incubd la muestra durante 1 hora y 30 minutos a 37 grados
centigrados, después se procedid a lavar la placa 5 veces con 200ul/pocillo de
solucion de lavado, luego se afiadid 100ul/pocillo de dilucién 1/1000 de
anticuerpo secundario conjugado anti-lgG3 humana con biotina en solucién
diluyente, se dejo incubando por 1 hora a 37 grados centigrados, después se
realizaron 5 lavados de toda la placa con 200ul/pocillo de solucién de lavado, se
procedié a colocar un conjugado de estrepto-avidina con dilucion 1/500 en
solucién diluyente y se dejo incubando 1 hora a 37 grados centigrados, luego se
procedio a realizar 5 lavados de toda la placa con 200ul/pocillo de solucion de
lavado, finalmente se procedio a revelar la reaccion con 100ul/pocillo de TMB-
peroxido y después de 5 minutos se detuvo la reaccion con 50ul/pocillo de acido
sulfarico 2M.

Los resultados fueron evidenciados en un lector de placas de ELISA a 450nm de

longitud de onda y 22-24 grados centigrados de temperatura.

5.6. Consideraciones éticas

El presente estudio es un andlisis secundario de datos, por lo que no se tuvo
contacto alguno con sujetos humanos. En tal sentido, los posibles riesgos para
los sujetos del andlisis son minimos, y estan relacionados principalmente a una
brecha en la confidencialidad.

Este protocolo se registro en el Sistema Descentralizado de Informacion y

Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) - Direccion Universitaria de
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Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT), fue evaluado y aprobado por el
Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH) previamente a su ejecucion. Durante
la implementacion del estudio se respetd los principios éticos delineados en la
Declaracion de Helsinki, y se siguié estrictamente las recomendaciones
realizadas por el CIE-UPCH.

5.7. Plan de analisis

Previo al analisis estadistico se procedié a normalizar los datos de todos los
isotipos de anticuerpos, llevando los datos de densidad Optica (O.D.), hasta un
ratio normalizado de absorbancia (N.A.R.), esto se realizé dividiendo el O.D. de
cada individuo con el respectivo O.D. de la muestra utilizada como control
negativo en cada placa, de esta manera se pretende reducir la variabilidad entre
placas de ELISA realizadas. Este procedimiento, ya ha sido utilizado con éxito
en estudios anteriores.>®

En el anlisis de datos, se procedid con la descripcion de las variables en estudio
para explicar la posible asociacion entre las mismas. Antes de empezar a evaluar
la asociacion de las variables en un analisis bivariado, se decidi6 colapsar
categorias de la variable de nivel de educacién, determinando que la mejor
forma de representar las diferencias entre la educacion de los participantes es
tomando en cuenta si completaron o no, la educacion secundaria. Ademas fue
necesario agrupar las categorias de las variables de nivel socioecondémico en
numero de articulos que posee cada participante, para que de esta manera la
variable que represente mejor el estado socioeconomico de los participantes. La
edad de las participantes, fue dividida en tres categorias utilizadas en estudios

anteriores para mostrar el efecto de la edad sobre las variables en estudio.*?
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En el andlisis bivariado se evalu6 la asociacion de las variables mediante
pruebas estadisticas como correlacion de Spearman entre las variables
numéricas, un analisis estratificado, prueba t-Student y ANOVA de una via,
también se procedié a evaluar la posible significancia de las variables que
funcionan como confusores pero finalmente se decidid ajustar por las variables
con asociacion tedrica a las variables principales, se utiliz6 un analisis de
regresion multivariada para numerosos desenlaces correlacionados y de esta
manera lograr cuantificar la diferencia del nivel de los isotipos de anticuerpos
entre los grupos de resultado de g-PCR, ademas se realiz6 un anélisis ROC para
observar cuél de los ELISA para isotipos de anticuerpos es el que mas se
aproxima a poder diagnosticar la enfermedad de Chagas de la misma manera que
lo hacen 2 de 3 pruebas de diagndstico (prueba estandar), estas pruebas
estadisticas fueron realizadas usando el programa estadistico Stata V.14.0.

(College Station, TX)

6. RESULTADOS

Dentro de las caracteristicas principales de la poblacion en estudio (ver tabla 1),
se puede observar que a pesar de que el 69.96% de las madres responden que
han tenido contacto con el vector de la enfermedad de Chagas en algin momento
de su vida, sin embargo, se puede evidenciar que solo el 14.25% son
seropositivas a Chagas. Al analizar las variables de laboratorio se encuentra que
el gPCR para Chagas tuvo Unicamente 3.46% de positividad en los individuos
analizados, estos son valores muy inferiores a los encontrados en las pruebas

serologicas. Se utilizé una transformacion logaritmica de la carga parasitaria
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para lograr compactar la distribucién de los datos, ya que los valores se
encontraban muy dispersos, esta transformacion de la carga parasitaria ya ha
sido utilizada con éxito en estudios anteriores.*°

Al explorar asociacion en el anélisis bivariado, solo se selecciond a las personas
que tuvieron diagnostico seroldgico positivo (ver tabla 2), en el analisis se
encontré6 que existe una diferencia estadisticamente significativa entre los
niveles de 1gG1, entre las personas que tuvieron g-PCR positivo respecto a las
personas que tuvieron g-PCR negativo (p<0.01), también se logra evidenciar
una asociacion significativa de los isotipos 19G2, 1gG3 de anticuerpos en las
personas que reportan haber sido diagnosticadas con Chagas en el pasado
comparado con las que personas que reportan no haber sido diagnosticadas en el
pasado (p<0.05), ademas estos mismos isotipos (IgG2, 1gG3) se encuentran
asociados a las personas que reportan tener un familiar que padece la
enfermedad de Chagas (p<0.05).

También se realiz6 un andlisis de datos para comprobar posibles efectos de
factores confusores mediante una regresiébn multivariada para desenlaces
correlacionados (ver tabla 3) en la cual se observa que la diferencia de los
isotipos IgG1 en personas con g-PCR positivo y los isotipos IgG1 en personas
con g-PCR negativo es 0.52 unidades N.A.R., esta diferencia es estadisticamente
significativa (p<0.01), en los isotipos 1gG2, 1gG3 no se encuentra diferencia
entre los valores encontrados en las personas g-PCR positivo respecto a las
personas q-PCR negativo (p>0.05). Estos resultados muestran las diferencias que
existen entre los isotipos de anticuerpos de personas seropositivas pero con

diferentes resultados de q-PCR (ver Figura 2).
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Se analiz6 mediante el area bajo la curva (AUC) del anélisis ROC (Receiver
Operating Charasteristic), para estimar cual de los isotipos de anticuerpos IgG,
es que mejor representa el diagnostico de Chagas realizado por 2 de 3 pruebas
seroldgicas, en este sentido, se obtuvo los siguientes resultados: i) para el isotipo
IgG1, AUC: 0.98 (1C95%: 0.95 — 1.00), ii) para el isotipo 1gG2, AUC: 0.88
(1C95%: 0.83 — 0.94), iii) para el isotipo 1gG3, AUC: 0.78 (1C95%: 0.70 — 0.86);
se comprobd que todos los isotipos de anticuerpos analizados tuvieron areas bajo
la curva estadisticamente diferentes entre si (p<0.05), ademas los resultados
sugieren que el isotipo IgG1 es el que mejor se relaciona con el diagndstico
seroldgico de Chagas entre los isotipos 1gG analizados (ver Figura 3).

En los resultados de correlacion de la carga parasitaria con los isotipos de
anticuerpos 1gG, se obtuvieron los siguientes resultados: i) en los niveles de
IgG1, se evidencia correlacion monotonica negativa con el logaritmo de la carga
parasitaria (rho= -0.54, p=0.04). ii) con los niveles de 1gG2, no se encontrd
correlacion monotdnica estadisticamente significativa con el logaritmo de la
carga parasitaria (rho= -0.21, p=0.45), iii) con respecto al isotipo 1gG3, no se
observa correlacion monotonica estadisticamente significativa (rho= 0.14,

p=0.63).

7. DISCUSION

Al analizar a las personas que reportan haber tenido contacto con el vector, se
observo que unicamente el 18.71% de las mismas resultaron seropositivas a
Chagas, en este sentido, la alta proporcion de personas que reporta haber tenido

contacto con el vector, podria deberse a que los individuos en estudio confunden
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al vector de la enfermedad de Chagas con otro insecto de caracteristicas
similares, esto pudo ocasionar que el auto-reporte de contacto con el vector se
haya visto sobrestimado. Se sugiere esta falla en el auto-reporte debido a que en
estudios previos se ha observado poblaciones similares que reportan haber
estado expuestos al vector de Chagas, mas de 50% de las personas resultaron
seropositivas.®’

Este estudio demuestra que la respuesta inmune mediada por los isotipos de
anticuerpos, se incrementa de manera significativa al tener parésitos en la
sangre, pero no es directamente proporcional los niveles de anticuerpos con la
cantidad de parésitos en sangre. Sin embargo, el isotipo IgG1 presentd una débil
correlacién negativa con la carga parasitaria del participante, eso sugiere que las
mujeres que tienen respuesta inmune reducida debido tratamientos
farmacoldgicos, exposicion a radiacién o embarazo, podrian tener un aumento de
parasitos en la sangre, lo cual a su vez aumentaria la probabilidad de transmision
congénita de Chagas. No obstante, es necesario realizar nuevos estudios
observando mujeres con la respuesta inmune reducida para entender mejor la
relacion entre la carga parasitaria y los isotipos de anticuerpos 1gG. Debe
entenderse que los datos obtenidos en el estudio son pocos (n=463), también
esos datos son fuertemente reducidos por la baja prevalencia de Chagas
(14.25%) comparado con estudios anteriores realizados en poblaciones
similares, y los datos fueron atin mas reducidos por la sensibilidad que ha tenido
la prueba utilizada para medir carga parasitaria (g-PCR, S=24.28% con respecto
a Serologia para Chagas), esto hace que el calculos de correlacion de Spearman

no hayan sido efectuados con alta potencia estadistica. En estudios anteriores ha
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sido realizado el andlisis de correlacion con baja potencia estadistica, sin afectar
en gran manera a los resultados observados.>®

Se observa que la diferencia entre los valores de 1gG2 de personas que reportan
tener un familiar con Chagas menos los valores de 1gG2 en las personas que
reportan no tenerlo, es 0.57 unidades N.A.R. (p=0.03), vy para el isotipo IgG3
esta diferencia es de 1.08 (p=0.03). Empero, al realizar un ajuste por nivel de
educacion y estatus socioecondémico (considerados como factores confusores)
esta asociacion desaparece (p>0.05), esto nos dice que la asociacion entre tener
un familiar con Chagas y los niveles de 1gG2 se debia a un efecto confusor
mediado por otras variables. En estudios anteriores también se ha observado el
efecto confusor que pueden producir las variables de educacion y estatus
socioecondmico.>®

Después de realizar el ajuste por confusores en la regresion multivariada, se
observa que desaparece la asociacion existente entre el nivel de 1IgG3 y el reporte
de diagndstico anterior de Chagas, sin embargo, la asociacion entre el nivel de
1gG2 y el reporte de diagndstico anterior de Chagas, se mantiene incluso después
del ajuste, entonces es posible afirmar que la diferencia real entre los valores de
IgG2 en personas que fueron anteriormente diagnosticadas con Chagas menos
los valores de 1gG2 en personas que no recibieron diagnostico de Chagas, es
0.79 unidades N.A.R. (p<0.05), esto nos sugiere que las personas que han tenido
la enfermedad por un largo periodo de tiempo, tienen valores incrementados de
anticuerpos de tipos 1gG2 en comparacion con las personas que han tenido una
infeccion reciente, esto podria sugerir que la respuesta inmune frente a una
infeccion antigua por T. cruzi, puede estar siendo mediada principalmente por

anticuerpos de tipo 1gG2. No obstante, es necesario realizar estudios
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longitudinales que evallen la progresion de los isotipos de anticuerpos en
personas infectadas con Chagas.

El andlisis de curvas ROC que se utiliz6 para medir el area bajo la curva de las
distintos isotipos de anticuerpos (valores de ratio de absorbancia normalizado),
fue realizado tomando la Serologia para Chagas como “Estandar de oro”, se
decidi6 trabajar con curvas ROC debido a que nos permite comparar la relacién
de cada isotipo de anticuerpo IgG con la serologia de Chagas, que en este caso
nos representa la totalidad de los anticuerpos IgG, esto permitio estimar cuél
isotipo de anticuerpo es el que tiene una mayor participacion en el diagnéstico
seroldgico de la enfermedad de Chagas. Estos resultados sugieren que el isotipo
lgG1 es el que guarda mayor relacién con el diagnostico seroldgico de la
enfermedad de Chagas. Entonces es necesario realizar mas estudios para
explorar el ELISA para isotipos IgG1 como una alternativa a las 2 de 3 pruebas
de diagnostico utilizadas como prueba de oro. Estudios anteriores realizados en
patologias diferentes, demuestran que los isotipos de anticuerpos IgG tienen
diferente participacion en el diagnostico serolégico de una determinada
enfermedad.®

Limitaciones

El presente estudio esta limitado por el uso Unicamente de mujeres como
poblacion de estudio, esta limitacion no afecta en gran manera a los resultados,
debido a que estudios anteriores no encuentran diferencia estadisticamente
significativa entre hombres y mujeres con Chagas.®® También el estudio se
encuentra limitado por haber sido realizado Unicamente dentro de un hospital,
esto reducird la generalizacion de los resultados hasta que los mismos solo

representen la realidad de la poblacion que asiste a dicho hospital. Ademas el
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estudio esta limitado por el tamafio de muestra y también por la prevalencia de
Chagas ya que esta fue menor de la esperada, en otros estudios realizados en la
misma region pero en afios anteriores, se observa mayores prevalencias de la
enfermedad de Chagas,?® entonces es necesario pensar en un sesgo de
participacion, pero también es necesario considerar que la prevalencia de Chagas
en la region mencionada, ha decrecido a través de los afios debido a las
campafias de prevencion y control del programa nacional de Chagas de
Bolivia.%?

Ademas, el estudio se ve afectado por la limitacion de recuerdo, debido a que se
les pidi6 a los participantes que recuerden si alguna vez en su vida han visto al
vector de Chagas, esto implica que muchos participantes no hayan podido
recordar el suceso aun habiéndolo vivido o que hayan confundido el suceso con
otro parecido. También es necesario considerar un sesgo de medicion no
diferencial de todas las variables de auto-reporte, debido a que las personas
pueden mentir o elegir no responder, esto solo afecta a la magnitud de la
asociacion encontrada en dichas variables, pero no afecta a la direccion de la

asociacion.

8. CONCLUSIONES

El presente estudio pone en evidencia que en las personas seropositivas a Chagas
que se encuentran en fase indeterminada, la presencia de paréasitos en sangre esta
asociada con mayores niveles de anticuerpos de tipo IgG1. Sin embargo, en las
personas que presentan parasitos en la sangre, la cantidad de parasitos es

inversamente proporcional a los niveles de anticuerpos IgG1l, no obstante, se
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necesitan estudios con mayor tamafio de muestra y que realicen ajustes por nivel

nutricional de las personas, para lograr aclarar la asociacién encontrada.

Se observO que las personas que han recibido diagnostico de Chagas en el
pasado, tienen mayores niveles de 1gG2, esto sugiere que la infeccion por T.
cruzi, con el paso del tiempo, puede estar siendo mediada en mayor proporcion
por anticuerpos de tipo 1gG2. Ademas se ha logrado evidenciar que el isotipo
IgG1 es el que guarda mayor relacion con el diagndstico seroldgico de Chagas.
De esta manera se concluye que realizando un ELISA para deteccion de
anticuerpos 1gG1 es posible obtener un resultado igual de bueno al que se
obtiene mediante las 2 de 3 pruebas de diagndstico (prueba de oro).

La prueba de g-PCR utilizada para predecir una transmision congénita de
Chagas, no puede ser reemplazada por un ELISA para deteccidn de isotipos de
anticuerpos, debido a que no se evidencia correlacion significativa y en algunos

casos por su negativa correlacion.

9. RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar estudios con un muestreo por conveniencia en personas
seropositivas para Chagas para evaluar la carga parasitaria y medir diferentes
pruebas de diagndstico serologico que incluyan los isotipos de anticuerpos que
estimen con mayor potencia estadistica la correlacion entre los mismos.
También seria conveniente comparar la sensibilidad y especificidad de las
mismas pruebas, de manera individual y conjunta, con el diagnostico

serologico para la enfermedad de Chagas en adultos (estandar de oro actual),

29



esto podria ayudar a establecer un nuevo estandar de oro para el diagnostico de
Chagas en personas adultos, incrementando la eficiencia del mismo.

También se recomienda desarrollar estudios longitudinales que midan el
tiempo de infeccion de las personas, estimen los niveles de isotipos de
anticuerpos a través del tiempo y determinen si los niveles de anticuerpos

pueden servir para estimar el tiempo de infeccion de una persona.
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Anexo 1. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Valores posibles Criterios de medicidn Escala de Tipo de
Conceptual Operacional medicion variable

Nivel de isotipo de Es el resultado de las pruebas El nivel del isotipo 1gG1 es Los valores son desde Variable La variable es

anticuerpo IgG1 de laboratorio realizadas para el resultado de la prueba de 0.00 a 5.00 OD. numérica dependiente.
estimar el nivel de los ELISA en Densidad Optica continua
anticuerpos en estudio (OD).

Nivel de isotipo de Es el resultado de las pruebas El nivel del isotipo 1gG2 es Los valores son desde Variable La variable es

anticuerpo 1gG2 de laboratorio realizadas para el resultado de la prueba de 0.00 a 5.00 OD. numerica dependiente.
estimar el nivel de los ELISA en Densidad Optica continua
anticuerpos en estudio (OD).

Nivel de isotipo de Es el resultado de las pruebas El nivel del isotipo 1gG3 es Los valores son desde Variable La variable es

anticuerpo 1gG3 de laboratorio realizadas para el resultado de la prueba de 0.00 a 5.00 OD. numérica dependiente.
estimar el nivel de los ELISA en Densidad Optica continua
anticuerpos en estudio (OD).

Parasitemia por Es el resultado de las pruebas La parasitemia (carga Los valores podréan ser Variable La variable es

Trypanosoma cruzi de laboratorio realizadas para parasitaria) por T. cruzi es 0 — 108 parasitos/ml de numérica independiente
estimar el nivel de parasitemia determinada por el muestra continua
por T. cruzi resultado de la prueba de

g-PCR.

Edad Es la edad que tiene el Se pregunta al individuo su 13-46 afios de edad Variable La variable es
participante al momento de fecha de nacimiento y numérica independiente
ingresar en el estudio. desde ahi se calcula la continua

edad.

Estatus econémico Es el grado de pobreza del Se realiza unas preguntas Los resultados podran Variable La variable es

individuo. al individuo y se obtendra ser: Tiene los 5/4/3/2/1 cateogorica independiente
como respuesta articulos articulos en su hogar. nominal
que posee/o no posee el (Electricidad, Tv.,
individuo. refrigerador, carro, pc.)

Contacto con el Es el hecho de haber visto Se realiza la pregunta si Los resultados podran Variable La variable es

vector alguna vez en su vida al vector alguna vez en su vida ha ser: Si/No categorica independiente
de Chagas. visto en persona al vector nominal




de Chagas.

Nivel de educacién

Es el grado académico o de
educacion del individuo.

Se realiza una pregunta al
individuo y se obtendra
como respuesta hasta qué
nivel de instruccién
académica ha recibido el
individuo.

Los resultados podran
ser: primario
completo/incompleto,
secundario
completo/incompleto,
universidad, escuela
técnica, ninguno.

Variable
categorica
nominal

La variable es
independiente

Miembro de su
familia con Chagas

Es el hecho de saber si un
familiar suyo ha sido
diagnosticado con Chagas.

Se realiza una pregunta al
individuo y se obtendra
como respuesta si el
participante del estudio
tiene algun familiar con la
enfermedad de Chagas.

Los resultados podran
ser: Si/No

Variable
categodrica
nominal

La variable es
independiente

Chagas
diagnosticado
anteriormente

Es el hecho de haber recibido
un diagndstico como positivo
a Chagas en el pasado.

Se realiza unas preguntas
al individuo y se obtendra
como respuesta si ha
recibido diagnéstico
positivo de Chagas en el
pasado.

Los resultados podran
ser: Si/No

Variable
categorica
nominal

La variable es
independiente




AnNexo 2.

Tabla 1. Variables de estudio (n=463)
Principales caracteristicas de la poblacion

Caracteristicas N (%)
Variables demograficas
Contacto con el vector®

Si 278 (69.96)

No 178 (39.04)
Estado socioeconomico**

Tiene electricidad en casa 451 (97.41)

Tiene television en casa 436 (94.17)

Tiene refrigerador en casa 463 (100.00)

Tiene carro en casa 164 (64.58)

Tiene pc en casa 140 (30.24)
Chagas diagnosticado anteriormente”

Si 65 (19.40)

No 270 (80.60)
Miembro de su Familia con Chagas®

Si 193 (45.65)

No 229 (54.27)
Educacion Secundaria completa

Si 247 (53.35)

No 216 (46.65)
Edad (afios)* 24 (20 - 30)
Variables de laboratorio
Serologia para Chagas

Positivo 66 (14.25)

Negativo 397 (85.75)
gPCR para Chagas

Positivo 16 (3.46)

Negativo 447 (96.54)
Carga parasitaria (log parasitos/ml)’ 2,22 (1.00 - 2.93)
Nivel de IgG1 (NAR)* 0,92 (0.81-1.12)
Nivel de 1gG2 (NAR)* 0,84 (0.67 - 1.17)
Nivel de IgG3 (NAR)* 0,69 (0.48 - 1.29)

* Variable numérica, se presenta mediana (rango intercuartil)
** Categorias de la variable no son excluyentes (cada una es al 100%).

% 7 Datos excluidos, personas que no recordaban.
® 128 Datos excluidos, personas que no recibieron diagnostico en el pasado.

© 41 Datos excluidos, personas que no tenian esa informacion.
1 Datos faltantes menor al 5% del total de cada variable.



Anexo 3.

Tabla 2. Factores asociados a niveles de 1gG1, 1gG2, 1gG3 en analisis bivariado. (n=66)

Niveles de 1gG1 (N.A.R.) Niveles de 1gG2 (N.A.R.) Niveles de 1IgG3 (N.A.R.)

Variables mediana (rango interquartil) mediana (rango interquartil) mediana (rango interquartil) b
Contacto con el vector 0,73 0,43 0,61
Si 3.38 (2.30 - 4.49) 3.89 (1.57 - 5.85) 4.61 (0.91 - 11.15)
No 3.47 (2.49 - 4.81) 4.59 (3.59 - 6.25) 6.44 (1.23 - 9.78)
Estado socioeconémico 0,38 0,09 0,97
Tiene 1 articulo en casa 2.89 (1.78 - 3.94) 2.71 (1.92 - 4.53) 3.08 (1.45 - 7.24)
Tiene 2 articulo en casa 4.93 (3.38 - 6.24) 6.20 (6.13 - 7.19) 4.81 (4.60 - 10.37)
Tiene 3 articulo en casa 2.90 (2.11 - 4.36) 4.50 (2.71 - 5.98) 2.61 (0.91 - 11.21)
Tiene 4 articulo en casa 3.29 (2.41 - 3.77) 3.67 (1.57 - 4.29) 5.62 (1.65 - 10.51)
Tiene 5 articulo en casa 3.97 (2.40 - 4.81) 4.05 (0.86 - 6.53) 7.38 (0.79 - 12.35)
Chagas diagnosticado anteriormente 0,25 0,01 0,01
Si 3.37 (2.33 - 4.62) 4.63 (2.71 - 6.03) 6.89 (1.86 - 11.82)
No 2.41 (1.47 - 3.96) 0.91 (0.77 - 3.81) 1.23 (0.44 - 4.47)
Miembro de su familia con Chagas 0,38 0,03 0,04
Si 3.63 (2.40 - 4.54) 4.50 (1.92 - 5.98) 6.00 (1.86 - 10.51)
No 2.89 (1.47 - 4.55) 1.65(0.86 - 3.12) 1.55(0.29 - 5.18)
Educacién secundaria completa 0,82 0,34 0,33
Si 3.44 (2.40 - 4.44) 3.71 (1.00 - 5.98) 3.13 (0.87 - 9.78)
No 3.33(2.12 - 4.74) 4.46 (2.71 - 6.03) 5.68 (1.45 - 11.15)
Edad (afios) 0,39 0,67 0,68
13-19 2.66 (2.09 - 3.77) 4.29 (0.74 - 4.69) 1.86 (0.29 - 11.21)
20- 29 3.64 (2.49 - 4.93) 3.82 (1.92-5.42) 5.12 (2.16 - 10.37)
30 - 46 3.33 (1.93 - 4.31) 4.46 (1.73 - 6.17) 5.18 (1.23 - 11.15)
gPCR para Chagas <0.01 0,62 0,52
Positivo 4.55 (3.63 - 6.76) 4.50 (3.12 - 5.85) 4.60 (0.79 - 8.22)
Negativo 3.10 (2.09 - 3.97) 3.90 (1.57 - 6.03) 5.39 (1.23 - 11.79)
Carga parasitaria (log parasitos/ml)* (-)0.54 0,04 (-)0.21 0,45 (+)0.14 0,63

* rho y valor p correspondientes a una correlacion de spearman (n=16)

Se utilizé las pruebas estadisticas de t-Student, ANOVA para estimar el valor p .

1 Datos faltantes menor al 10% del total de cada variable.



Anexo 4.

Tabla 3. Analisis multivariado para desenlaces correlacionados. (n=66)

Comparacion de modelos multivariados para desenlaces correlacionados

Nivel de 1gG1 (N.A.R.)*

Nivel de 1gG2 (N.A.R.)*

Variables Nivel de 19G3 (N.A.R.)*
Coef. 1C95% p Coef. 1C95% p Coef. 1C95% p

1. g-PCR para Chagas

Negativo Ref. Ref. Ref.

Positivo 0,52 0.22a081 <001 0,12 -0.36a0.60 0,62 -0.14  -1.10a0.82 0,77
2. Chagas diagnosticado anteriormente

No Ref. Ref. Ref.

Si 0,29 -0.1220.69 0,16 0,80 0.26a1.33 <0.01 1,27 0.10a2.42 0,03
3. Miembro de su familia con Chagas

No Ref. Ref. Ref.

Si 0,10 -0.24a045 0,55 0,57 0.07a1.08 0,03 1,08 0.10a2.06 0,03
4. g-PCR para Chagas

Negativo Ref. Ref. Ref.

Positivo 0,49 0.16a082 <0.01 -0.01 -052a051 0,98 -0.32  -1.39a0.75 0,56
5. Chagas diagnosticado anteriormente

No Ref. Ref. Ref.

Si 0,22 -0.20a0.64 0,29 0,79 0.25a134 <0.01 1,27 0.01a2.52 0,05
6. Miembro de su familia con Chagas

No Ref. Ref. Ref.

Si 0,06 -033a045 0,75 0,53 0.01a1.04 0,05 0,88 -1.16a1.92 0,09

Modelo 1, 2 y 3 son modelos sin ajustar

Modelo 4, 5y 6 fueron ajustados por variables en la tabla, estado socioeconémico y educacion secundaria completa.

Nota aclarativa: variables para el ajuste, fueron elegidas por criterio epidemiolégico.

* Niveles de isotipos 1gG con transformacion logaritmica.



Anexo 5. Figura 1

Los trypomastigotes se diferencian
en epimastigotes, los cuales se
repfican en el intestino del vector

Figura 1. Esquema del ciclo bioldgico del Trypanosoma cruzi adaptado de Bern
2015%



Anexo 6. Figura 2

Niveles de Isotipos IgG (NAR)
segun los resultados de qPCR
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Figura 2. Analisis de cajas que compara los niveles de los anticuerpos 1gG1,
1gG2, 1gG3 (valores de ratio de absorbancias normalizado), segun los resultados
de g-PCR de los individuos en estudio que tuvieron Serologia para Chagas
positiva (n=61).

Se excluyeron 5 valores considerados como valores extremos.



Anexo 7. Figura 3

Comparacion de areas bajo la curva de los isotipos de anticuerpos 1gG
utilizando el diagnostico serolégico de Chagas como “Estandar de oro”
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Figura 3. Anadlisis comparativo de curva ROC utilizando los niveles de
anticuerpos 1gG1, 1gG2, 1gG3 (valores de ratio de absorbancias normalizado),
comparados con el diagnéstico serologico para Chagas (tomado como “Estandar
de oro”).



