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RESUMEN

La enfermedad de Chagas constituye uno de los principales problemas de Salud
Publica en paises como Brasil, Bolivia y Chile. Esta parasitosis es producida por el protozoo
flagelado Trypanosoma cruzi y se caracteriza por presentar una fase aguda, generalmente
sintomatica y una crénica asintomatica que puede ser de larga evolucién. El diagndstico en
esta Ultima fase se basa fundamentalmente en la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi

mediante técnicas seroldgicas, debido a que las parasitemias pueden ser bajas y fluctuantes.

Si bien las reacciones de PCR Tiempo Final y PCR Tiempo Real (qPCR) han permitido
un importante avance en el diagnéstico parasitolégico de T. cruzi, es posible combinarlas con
técnicas parasitolégicas convencionales como el xenodiagnéstico (XD). En este trabajo,
se evalué la eficacia del diagnostico parasitolégico de T. cruzi mediante tres técnicas

convencionales/no convencionales.

Xenodiagnéstico convencional fue aplicado a 50 pacientes con enfermedad de Chagas
cronica procedentes de la IV Regién de Coquimbo, Chile. Posterior al examen microscépico de
las deyecciones de los triatominos a los 30, 60 y 90 dias post alimentacion sobre el paciente,
las muestras fecales de los triatominos obtenidas en el XD fueron procesadas para realizar
PCR Tiempo Final (PCR-XD) y PCR Tiempo Real (qPCR-XD) en los 3 periodos de estudio.

A los 30 dias, la positividad fue del 6%, 68% y 88% para XD, PCR-XD y qPCR-XD,
respectivamente. A los 60 dias, la positividad fue de 14%, 74% y 96% vy, a los 90 dias, del 24%,
76% y 98%. Mediante la pruebas de Cochran y Mc Nemar fue posible determinar que a los 30
dias no existen diferencias significativas entre la positividad de PCR-XD y gPCR-XD
(p-value=0.063). Por el contrario, a los 60 y 90 dias, qPCR-XD presenta diferencias
significativas con las técnicas de XD y PCR-XD (p-value=0.003).

Se concluye que la técnica de qPCR-XD es mas eficiente que XD y PCR-XD en el
diagnostico de T. cruzi, pues no solo confirma la presencia del parasito, sino que permite
cuantificar la carga presente en el vector biolégico. No obstante, los resultados de la
cuantificacion parasitaria en las deyecciones de los triatominos no pueden ser extrapolados a la
parasitemia circulante en el paciente, pues en la técnica de XD existen variables imposibles
de controlar, como la capacidad individual de los triatominos para alimentarse sobre el paciente

infectado.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi - Enfermedad de Chagas - Xenodiagnéstico - PCR
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SUMMARY

Chagas disease is one of the main public health problems in countries like Brasil, Bolivia and
Chile. This parasitosis is produced by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi and is
characterized by a generally symptomatic acute phase and a chronic asymptomatic phase
which may have a long evolution. The diagnosis in the latter phase is based fundamentally on
the detection of anti-T.cruzi antibodies using serological techniques, since parasitemia may be

low and fluctuating.

Although the use of PCR and Real-Time PCR (gPCR) has allowed an important advance in
the parasitological diagnosis of T. cruzi, they may be combined with conventional parasitological
techniques such as xenodiagnosis (XD). This study evaluated the efficacy of the parasitological

diagnosis of T.cruzi using three conventional and non-conventional techniques.

Conventional xenodiagnosis was applied to 50 patients with chronic Chagas disease from
the IV Regiébn de Coquimbo, Chile. After the microscopic analysis of the dejections of
triatomines 30, 60 and 90 days after feeding on the patients, the fecal samples of the
triatomines of the three periods were processed and used for conventional PCR (PCR-XD) and
Real-Time PCR (qPCR-XD).

After 30 days, 6%, 68% and 88% were positive by XD, PCR-XD and qPCR-XD, respectively.
After 60 days 14%, 74% and 96% were positive, and after 90 days the percentages were 24%,
76% and 98%, respectively. Cochran and McNemar tests showed that the difference between
PCR-XD and gPCR-XD was not significant after 30 days (p = 0.063), while after 60 and 90 days
gPCR-XD was significantly different from XD and PCR-XD (p = 0.003).

I conclude that the gPCR-XD technique is more efficient than XD or PCR-XD in the diagnosis
of T. cruzi, since not only does it confirm the presence of the parasite, but also allows
guantification of the load present in the biological vector. However, the results of parasite
guantification in triatomine dejections cannot be extrapolated to the parasitemia circulating in
the patient, since there are variables in the XD technique which are impossible to control, such

as the individual capacity of triatomines to feed on the infected patient.

Key Words: Trypanosoma cruzi - Chagas disease - Xenodiagnosis - PCR

2



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una zoonosis parasitaria
causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad, se encuentra
distribuida desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de la Patagonia y debido a sus
implicancias médicas, sociales y econdmicas constituye uno de los principales problemas de
salud publica de Latinoamérica. En Chile se estima que existen mas de 150.000 individuos
infectados desde la regién de Arica y Parinacota hasta la region de O’Higgins, incluida la
Region Metropolitana. Las regiones rurales y periurbanas de las regiones de Atacama

y Coquimbo son consideradas hiperendémicas (Apt et al., 2005; Moncayo, 2003).

La enfermedad requiere para su transmision, la participacién de vectores biol6gicos y
hospederos mamiferos, incluido el hombre. En Chile, se han descrito los insectos triatominos
Triatoma infestans, Mepraia spinolai y Mepraia gajardoi (Apt et al., 2008). La transmision
vectorial es considerada el mecanismo de mayor relevancia epidemiologica en el continente.
Otras vias de transmision la constituyen, la via congénita, los accidentes de laboratorio, las
transfusiones sanguineas (Moncayo, 2003) vy la ingesta de alimentos contaminados con

deyecciones de triatominos (Barbosa, 2006).

La enfermedad de Chagas presenta dos periodos: agudo, caracterizado por altas
parasitemias y crénico. Este Gltimo puede ser indeterminado (asintomatico) y determinado
(Apt, 1999), caracterizado por una baja cantidad de pardsitos en circulacién. Debido a esto, es
gue la eleccion de los métodos de diagnéstico de la enfermedad de Chagas depende de la
etapa de la enfermedad. Es asi como en fase aguda, los mas apropiados son los métodos
directos parasitoldgicos como hemocultivo y xenodiagndstico (XD), sin embargo, estas técnicas
tienen sensibilidad limitada. En la fase crénica, los exdmenes indirectos serol6gicos como

ELISA e Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), son los mas recomendados (Zulantay et al., 1998).

Existe consenso que la deteccién y tratamiento precoz de la infeccién por T. cruzi
aumenta las posibilidades de curacién. Desde este punto de vista, un método diagndstico
precoz y eficaz implica reducir la evolucion patolégica de la enfermedad. La reacciéon de la
polimerasa en cadena (PCR), ha evidenciado alta sensibilidad en la deteccion de T. cruzi (Brito,
2009), a pesar de ser una técnica cualitativa (Burgos et al., 2009). La aplicaciéon de PCR
Tiempo Real (QPCR), variante cuantitativa de la original, ha abierto una ventana para detectar y

evaluar carga parasitaria por T. cruzi y evaluar eficacia de farmacos en el tratamiento



antichagasico. En el presente estudio, se evaluo la eficacia de XD, PCR-XD y gPCR-XD para

detectar y/o cuantificar T. cruzi desde purificados de deyecciones de T. infestans.

HIPOTESIS

HO:  No existen diferencias entre los métodos de Xenodiagndstico, PCR Tiempo Final y PCR
Tiempo Real en el diagnéstico de T. cruzi en deyecciones de triatominos alimentados

sobre pacientes chagésicos crénicos.

H1: Existen diferencias entre los métodos de Xenodiagnéstico, PCR Tiempo Final y PCR
Tiempo Real en el diagnéstico T. cruzi en deyecciones de triatominos alimentados sobre

pacientes chagdasicos cronicos

OBJETIVO GENERAL

e FEvaluar la eficacia del diagnéstico parasitolégico de T. cruzi mediante tres técnicas

convencionales/no convencionales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extraer, purificar y cuantificar ADN total desde deyecciones de triatominos alimentados

mediante xenodiagndstico en individuos chagasicos cronicos.
e Detectar mediante
- Xenodiagnéstico,
- PCR Tiempo Final,
-y PCR Tiempo Real, la presencia de T. cruzi.

e Comparar los resultados obtenidos en las tres técnicas parasitologicas: determinar

precocidad en la deteccion de T. cruzi



MATERIALES Y METODOS

1. Individuos en estudio

El estudio se realiz6 en 50 individuos con enfermedad de Chagas crénica, condicidn
confirmada mediante las técnicas serolégicas convencionales de IFl y ELISA IgG (Zulantay et
al., 2007) procedentes de localidades urbanas o rurales de las Provincias de Choapa
(Comunas de lllapel, Salamanca, Los Vilos y Canela) y Limari (Combarbald), areas endémicas
de la IV Region de Coquimbo. Todos ellos aceptaron formar parte del estudio bajo
Consentimiento Informado (Proyecto Fondecyt 1100768, Anexo 1) aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Resolucion 049-2009, Anexo 2). La
edad promedio de la poblacion en estudio fue de 49 afios (intervalo: 10-70 afios). 71 de ellos de

género femenino y 29 de género masculino.

2. Medidas de Bioseguridad

En las diferentes etapas de las técnicas de XD, PCR-XD y gPCR-XD, se aplicaron
medidas de proteccion, tales como guantes quirdrgicos, antiparras y mascarilla para evitar todo
contacto con los triatominos y sus deyecciones. En el caso de las purificaciones de ADN,
preparacion de mix de reaccion y analisis en termocicladores, su utilizaron los mismos

implementos ademas de campanas de bioseguridad y flujo laminar.

3. Técnicas parasitolégicas

Se aplicaron las técnicas de XD, PCR Tiempo Final de deyecciones de triatominos
alimentados mediante XD (PCR-XD) y PCR Tiempo Real (QPCR-XD), segun se describe a

continuacion:
3.1 Xenodiagnéstico

A los individuos en estudio se aplicé XD, segun técnica descrita por Schenone (Schenone,
1999), consistente en dos cajitas, cada una con siete ninfas de tercer o cuarto estadio de T.

infestans libres de infeccion. Luego de su aplicacion por 20 a 30 minutos en la cara externa de



cada brazo del paciente, las cajas fueron mantenidas a 27°C y 75% de humedad.
Posteriormente, se realizO el examen microscopico entre porta y cubreobjetos de las
deyecciones de los insectos a los 30, 60 y 90 dias post alimentacién, en busqueda de formas
moviles de T. cruzi. La presencia de un parasito por campo se consider6 como resultado

positivo de XD.

Si bien el XD es una técnica cualitativa, en los XD positivos se estimé la cantidad de formas
parasitarias presentes, mediante el establecimiento de 3 rangos de concentracion de formas

moviles/campo observado, mediante sistema de cruces, como sigue:

Tabla 1. Estimacion cualitativa de la positividad del Xenodiagnéstico.

Valor formas maoviles/campo (40x)

+ 1
++ 2-4
+++ 56>

3.1.1 Muestras de deyecciones de triatominos de XD para PCR-XD.

En forma paralela a la observacion microscopica, se prepard un “pool” de las deyecciones de
las vinchucas analizadas a los 30, 60 y 90 dias de incubacion. Las deyecciones de los
triatominos fueron recibidas en 500 pul de PBS pH 7,2. Posteriormente, el “pool” fue incubado
durante 15 minutos a 98°C y centrifugado por tres minutos a 3.500 rpm. Los sobrenadantes de
200 pl fueron almacenados a -20°C hasta su uso (Zulantay et al., 2007).

3.1.2 Purificacion de ADN de las muestras de deyecciones

El proceso de purificacion del sobrenadante del “pool” de deyecciones se realizé con el kit
FavorPrep Blood Genomic DNA Extraccion Mini Kit (Favorgen), a partir de un volumen de
100 ul de sobrenadante, al cual, previo a la extraccién, se adicion6 una cantidad conocida de
ADN gendmico humano, que actia como control exdgeno interno (Bravo et al.,, 2012),
verificando el proceso de extraccion y la reaccion de gPCR. Paralelamente se hizo otra
extraccion de 100 ul de muestra de XD sin el agregado de CIE, para poder cuantificar la
cantidad de ADN total en el XD. La muestra fue transferida a columnas de silica gel, utilizando
los reactivos segun especificaciones del fabricante y posterior a la extraccion del ADN, el

purificado fue mantenido a -20°C hasta su amplificacion.



3.2 PCR tiempo final con partidores de ADN kinetoplastidico de T. cruzi (PCR-XD)

Para evaluar la presencia de T. cruzi mediante PCR Tiempo Final (PCR-XD) en las muestras
en estudio, se utilizaron partidores que alinean con ADN kinetoplastidico generando una banda
especifica de 330 pb. La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 5 ul de las muestras de
purificados de XD; 1 ul de los partidores 121 (5-AAATAATGTACGGG (T/G)
GAGATGCATGA3) y 122 (5GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’) a una concentracion
de 10 uM; 4 pl de buffer de Taqg polimerasa Sistema Gotag® Flexi ADN Polimerase Promega;
25 mM de MgCl, (2 pl); 0,4 ul (10 mM) de dNTPs; 1 U Taq polimerasa (0,2 ul) y 6,4 ul de agua
destilada estéril libre de nucleasas, para un volumen final de 20 pl. La reaccion de PCR se llevd
a cabo en un Termociclador TC-412 (Techne). El programa de amplificacion const6 de dos
ciclos de 98°C por 1 minuto y 64°C por 2 minutos, seguido por 33 ciclos de 94°C por 1 minuto,
64°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto; para finalizar con un ciclo de extension de 72°C por
10 minutos, finalizado el proceso la temperatura se mantuvo a 4°C. Luego 10 ul de los
amplificados se sometieron a electroforesis durante aproximadamente 60 min a 113 volts en gel
de agarosa al 2% en buffer Tris Borato EDTA 1x tefiido con 10 pl de bromuro de etidio
(10 pg/ml). Se utilizé como control positivo de reaccion, ADN de paciente con parasitemia
confirmada mediante XD y PCR y, como control negativo, deyecciones purificadas de XD de
paciente no chagéasico. En todos los geles fue incluido un marcador de 100 pb (Blench Top

100bp ADN Ladder) y se tomé una fotografia de registro.

3.3 PCR Tiempo Real
3.3.1 Cuantificacion de ADN purificado mediante fluorometria

Con el fin de determinar la cantidad de ADN total presente en las muestras de XD de los 50
pacientes en estudio, se tomaron 10 ul de purificado de cada uno de los periodos a evaluacion
(30, 60 y 90 dias), se homogeneizaron correctamente y se determiné la concentracién de
ADN (ng/ul), utilizando el kit de cuantificacion AccuBlue™ High Sensitive dsDNA Quantitation
(Biotium,Inc.) en el equipo de PCR Tiempo Real Mx3000P™ Stratagene (Agilent Tecnologies).
Con este fin, para 75 reacciones, se tom6 3000 pl de AccuBlue™ High Sensitive dsDNA
Quantitation Solution y se mezclaron con 30 pl AccuBlue™ High Sensitive Enhancer. A cada
tubo se le adicion6 40 ul de la mezcla 'y 2 yl de ADN purificado. Los tubos fueron incubados en

oscuridad a temperatura ambiente durante 5 minutos al interior del equipo de PCR Tiempo Real



y posteriormente la fluorescencia fue leida con filtro FAM (485 nm de excitacion y 530 nm de

emision). Los resultados se analizaron con el software MxPro v4.1 (Agilent Technologies).

Con los nueve dsDNA provistos por el kit (0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 ng/ul dsDNA), se generd una
curva estandar que permitié determinar la concentracion de ADN en cada una de las muestras
de deyeccion purificada en estudio. Cada reaccion se realizé en triplicado para reducir la
variabilidad inter-reaccién. Como controles se utilizé agua libre de nucleasas y mix de

cuantificacién (Bravo et al., 2012).

3.3.2 Deteccion y cuantificacion de T. cruzi mediante PCR Tiempo Real en deyecciones de XD

Para obtener ADN parasitario y generar la curva estandar para la cuantificacion mediante
gPCR, se utilizé un “stock” de formas epimastigotas de T. cruzi cepa Tulahuén (clasificacion
DTU TcVI) obtenidas de cultivo axénico, gentilmente aportados por el Dr. Juan Diego Maya,
del Programa de Farmacologia del ICBM, Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. La
curva estandar se cre6 a partir de una concentracion conocida de ADN de T. cruzi, realizando
diluciones seriadas (1/10) en buffer elucion AE del kit de extraccion QIAamp® DNA Blood Mini
Kit (Qiagen). Se estimé un rango dindmico de 7 puntos que fluctian entre 10° a 10*
parasitos/ml. Todos los célculos se estimaron considerando que cada célula de T. cruzi posee
200 fg de material genético (Duffy et al., 2009; Ferrer et al., 2008; Kooy et al., 1989).

Paralelamente, se utiliz6 como control interno exégeno (CIE) de gPCR, utilizando parte de una
secuencia del cromosoma 12 (X12). Con este fin, se adicion6 a cada una de las muestras de
deyeccion en estudio, previo al proceso de extraccion, 20 ng de ADN equivalente genémico
humano (Jena Bioscience®) de individuo sin enfermedad de Chagas (Bravo et al., 2012). El
CIE fue disefiado para descartar casos de falsos negativos debido a ausencia de ADN en la
muestra evaluada, ya sea por problemas en la extraccion o inhibicién en la reaccion de qPCR.
De este modo, CIE es util como control de extraccion de ADN y como control de reaccion de
gPCR.

La presencia y cuantificacién de T. cruzi fue determinada mediante gPCR aplicando el sistema
de deteccion TagMan® en termociclador Mx3000P™ Stratagene (Agilent Tecnologies) segun
las condiciones sugeridas por el fabricante y utilizando los partidores de ADN satelital Cruzi 1
(5-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3), Cruzi 2 (5-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’) a una
concentracion de 0,5 pM (Piron, 2007) y sonda de ADN satelital Cruzi 3
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(5-CACACACTGGACACCAA-3) en concentracion de 0,2 uyM (Piron, 2007; Schijman, 2011).
Se trabajé en campana de flujo laminar para evitar el exceso de luz directa sobre los reactivos
durante el procedimiento. La mezcla de reaccién estuvo compuesta por 2 pl de la muestra a
investigar, 10 ul de Brilliant Multiplex QPCR Master Mix (Stratagene), 0,5 ul de una solucion
1:500 de Reference Dye (ROX), 1 ul de cada uno de los oligonucleétidos satelitales Cruzi 1y
Cruzi 2, 0,4 ul de la sonda Cruzi 3, 0,2 yl de BSA (100X) y 4,9 ul de Molecular Biology Grade

Water (Mo Bio) para un volumen final de reaccién de 20 pl.

Adicionalmente se hizo un “pool” de ADN de todas las muestras de XD en cada periodo,
utilizando 10 pl de cada una de los purificados de ADN para cada periodo correspondiente,
para obtener una estimacién de cuantos parasitos podriamos encontrar en los 3 momentos de

evaluacion en muestras de XD.

Para X12, se utilizaron los partidores N1X12 forward (5'-AGCTGGCTAGACTGTCAT-3 ') vy
N2X12 reverse (5'-CTTTGCCGTTGAAGCTTG-3") a una concentracion de 1 uM (Bravo et al.,
2012) y la sonda N3X12 (5'-TGGGACTTCAGAGTAGGCAGATCG-3") a una concentracién de
0,4 uM (datos originales del laboratorio no publicados). La mezcla de reaccion se compuso de 2
Ml de la muestra a investigar, 10 ul de Brilliant Multiplex QPCR Master Mix (Stratagene), 0,5 ul
de una solucion 1:500 de Reference Dye (ROX), 2 ul de N1X12, 2 ul de N2X12, 0,8 pl N3X12,
0,2 yl de BSA (100X) y 2,5 pl de Molecular Biology Grade Water (Mo Bio) para un volumen final
de reaccién de 20 ul. Para la curva estandar de X12, se prepararon diluciones seriadas 1/5 de

ADN gendmico humano en buffer elucion AE, con una cantidad conocida de X12.

Las reacciones de qPCR para T. cruzi y X12, se realizaron en el mismo ensayo y con el mismo
perfil térmico, que consisti6 en 10 minutos de pre-incubacion a 95°C y 40 ciclos de
amplificacién (95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto). El registro de la fluorescencia
emitida se realiz6 a 60°C al final de cada ciclo. Los resultados se analizaron con el software

MxPro v4.1 (Agilent Technologies).

Todos los valores obtenidos de la cuantificacién de T. cruzi de las muestras de XD en el equipo
de qPCR, fueron posteriormente multiplicados por el factor de correccion 0.6 que corresponde
al valor presente en la deyeccion de los 14 triatominos, que se estimdé como un volumen de
100 pl y que se encuentra diluido en los 500 ul de buffer PBS. Obteniendo asi el valor absoluto
de parasitos presentes en el XD y no expresado en parasitos/ml como en la curva estandar,
todo lo anterior permite una mayor importancia diagnostica y una mejor interpretacion de la

informacion obtenida.



3.3.3 Controles de Reaccion

3.3.3.1. Controles para T. cruzi

3.3.3.1.1 Control negativo: se utiliz6é ADN de XD de paciente no chagasico confirmado

mediante serologia (IFl y ELISA 1gG) y evaluado con anterioridad en equipo de gPCR.

3.3.3.1.2. Controles positivos: ADN de XD de individuo con enfermedad de Chagas con
parasitemia confirmada mediante XD, PCR y evaluado con anterioridad en equipo de gqPCR.
Adicionalmente se utiliz6 un control positivo de purificado de ADN de T. cruzi
(AmpliRun®Trypanosmoma cruzi Control, Vircell, S.L.), diluido a una concentracion de
20.000 p/ml.

3.3.3.1.3 Control Mix: 20 pl de mix de reaccion para T. cruzi (no contiene muestra en estudio).
3.3.3.1.4. Control Agua: 2 ul de agua libre de nucleasas (Mo Bio) (reemplaza muestra estudio).

Los controles 3.1.3 y 3.1.4, son utiles para evaluar contaminacion en la preparacion del mix de
reaccion o reaccion inespecifica de gPCR.

3.3.3.2. Controles para X12:

3.3.3.2.1. Control negativo: ADN de XD de individuos no chagasico, condicion determinada
mediante serologia convencional (IFl y ELISA 1gG) y evaluado con anterioridad en equipo de
gPCR.

3.3.3.2.2. Control positivo: ADN de XD de individuo chagasico, al cual se agreg6 previo al
proceso de extraccion, 44 ng de ADN equivalente gendémico humano, evaluado con

anterioridad en equipo de gPCR.
3.3.3.2.3. Control Mix: 20 ul de mix de reaccién para X12 (no contiene muestra en estudio).
3.3.3.2.4. Control Agua: 2 yl de agua libre de nucleasas (Mo Bio) (reemplaza muestra estudio).

Estos dos ultimos controles, al igual que T. cruzi, son utiles para evaluar contaminacion en la

preparacion del mix de reaccion o reaccion inespecifica de qPCR.
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Todas las reacciones de las muestras en estudio, incluidos los controles, se realizaron en
duplicado. Por otra parte, las curvas estandar de T. cruzi y X12 se realizaron en triplicado, para
reducir al minimo la variabilidad entre tubos.

4. Andlisis estadistico

El analisis descriptivo se realizé a través de tablas y porcentajes. Las comparaciones de las
técnicas diagnoésticas se hicieron a través de las pruebas de Cochran (p-value < 0.05) y
Mc Nemar (p-value < 0.05).
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RESULTADOS
1. Xenodiagnéstico

La observacion microscopica de las muestras, permitio determinar una positividad del 6%, 14%
y 24% a los 30, 60 y 90 dias, respectivamente (Grafico 1). Al mismo tiempo, se realizé una
estimacion cuantitativa de las formas parasitarias/campo microscopico, utilizando la escala de
cruces descrita en la seccion 3.1. (Anexo 3)

Grafico 1. Positividad de la observacion microscépica, de las 150 muestras de deyecciones obtenidas
mediante XD en los 3 periodos de estudio.
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Por otro lado, la escala de cruces tiene una relacion directa entre la observacion microscopica y
la cuantificacion parasitaria mediante qPCR-XD, pues en todos los casos en que fue posible
visualizar T. cruzi en el campo microscopico, fue posible cuantificarlo mediante gPCR-XD en

mas de un parasito por XD total.
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2. PCR-XD

El PCR aplicado en las 150 muestras de deyeccion, obtenidas de XD y posteriormente
purificadas en los 3 periodos en estudio, evidencia una positividad del 68%, 74% y 76% a los
30, 60 y 90 dias, respectivamente (Grafico 2; Anexo 4). A cada una de las muestras se les

fotografié para obtener un registro (Figura 1).

Gréfico 2. Positividad de PCR-XD de 150 muestras de deyeccidon obtenidas mediante XD vy
posteriormente purificadas en los tres periodos de estudio.

80% 749 76%
, 68% //I——"'.
70% —
60%
50%
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’ 32%
== PCR-XD (+
30% — 56% (+)
20% 24%
10%
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de T. cruzi amplificados por los primers
kinetoplastidicos 121-122 que generan una banda especifica de 330 pb en muestras de deyecciones de
XD aplicados en individuos con enfermedad de Chagas cronica.

PCR M 1 2 3 4 5 6 C C(+

330 pb

PCR: Control de Mix de PCR; M: Marcador de pares de bases (100pb);
1: XD, 30 dias positiva; 2: XD, 60 dias positiva; 3: XD, 90 dias positiva;
4. XD, 30 dias positiva; 5: XD, 60 dias positiva; 6: XD, 90 dias positiva
C(-): Control negativo; C{+): Control positivo
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3. Cuantificacion ADN total en muestras de deyeccion obtenidas mediante XD en
fluorimetro incorporado en equipo de PCR Tiempo Real.

La cuantificacibn de ADN total fue realizada con el kit AccuBlue™ High Sensitivity dsDNA
Quantitation en el equipo de gPCR Mx3000P™ Stratagene. Este analisis cuantitativo determiné
gue la cantidad maxima de ADN total presente en las muestras de deyeccion obtenidas
mediante XD en los 50 pacientes, fue de 0,26 ng/ul (Figura 2, Gréfico 4, Anexo 5).

Figura 2. Curva estandar de cuantificacién de ADN total mediante el kit AccuBlue™ High Sensitivity
dsDNA Quantitation (Biotium) con muestras en estudio.
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Gréfico 4. Resultados de la cuantificacion de ADN total en 50 muestras de deyeccion obtenidas
mediante XD.
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4. Cuantificacion de T. cruzi mediante PCR Tiempo Real en muestras de deyecciones
obtenidas mediante XD

4.1 Cuantificacion de ADN parasitario y ADN humano

Para la obtencién de la curva estdndar de T. cruzi, se cuantifico6 el ADN parasitario total
presente en purificados de ADN de alicuotas de epimastigotes de cultivo axénico, utilizando el
kit AccuBlue™ High Sensitivity dsDNA Quantitation Kit en el equipo de qPCR Mx3000P™
Stratagene. Se establecié que en una de las alicuotas habia 2 ng/ul de ADN parasitario
(Figura 3) y sabiendo segun la bibliografia disponible que 1 parésito de T. cruzi contiene
0,0002 ng (200 fg) de ADN en total (Duffy et al., 2009; Ferrer et al., 2008; Kooy et al., 1989),
podemos establecer que en un volumen de 100 pl obtendriamos 1x10° pardsitos/ml. A partir de
esa concentracion se hicieron diluciones seriadas 1/10 en buffer AE y se obtuvieron los puntos
de la curva necesarios para la cuantificacion de las muestras. El rango dinAmico se estableci6

entre 1x10°y 1x10™ p/ml, estando cada punto de la curva en un volumen de 100 pl.

Por otra parte, la cuantificacion de un “pool” de ADN humano sanguineo de pacientes no
chagésicos se llevd a cabo en condiciones similares, estableciendo que la cantidad de ADN
presente fue de 2,79 ng/ul (Figura 4) y, posteriormente, se hicieron diluciones seriadas 1/5 en
buffer AE, para generar una curva estandar para detectar y cuantificar el CIE de las muestras
de XD, con rangos entre 2,79 ng/pl y 0,004 ng/ul de ADN humano.

Figura 3. Curva estandar de cuantificacion de ADN total de T. cruzi mediante el kit AccuBlue™ High
Sensitivity dsDNA Quantitation (Biotium), en alicuota de cultivo axénico.
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Figura 4. Curva estandar de cuantificacion de ADN total mediante el kit AccuBlue™ High Sensitivity
dsDNA Quantitation (Biotium).
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4.2 gPCR-XD con sistema de deteccién TagMan® para T. cruzi y X12.
4.2.1 Curvas estandar para gPCR-XD.

Luego de la obtencién de los puntos iniciales y sus diluciones, las curvas se evaluaron en el
equipo de gPCR Mx3000P™ Stratagene evaluando: eficiencia (Eff), que debe ser cercana a
100%, pendiente de la curva (Y) que debe ser aproximada a -3.3 que corresponde a la
diferencia de ciclos entre cada uno de los puntos de la curva y, finalmente, el coeficiente de
determinacion (RSq o R?), que para considerarse 6ptimo, debe ser >0.98. Todos los puntos de
la curva amplificaron tanto para T. cruzi como X12 (Figuras 5y 6) y con los resultados ya
evaluados se decidié que todos los valores de las muestras desconocidas que se encontraron
en el rango de <0,1 parasitos fueron informados como (+) no cuantificables y los valores que se
encuentren entre >0,1 a 1 parasitos fueron informados como <1 parasito en XD entregando
solo el valor cualitativo de positividad, no el valor absoluto debido a que dichos puntos no son
reproducibles para todos los ensayos, requisito fundamental para una cuantificacion lo mas
exacta posible.
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Usando esta metodologia se evaluaron las muestras de XD de los 50 pacientes en los
3 periodos en estudio, resguardando que las 3 muestras por individuo estuviesen siendo
evaluadas en el mismo ensayo tanto para la cuantificacion de T. cruzi como para la evaluacion

de X12 y todos sus respectivos controles, realizando un total de 17 ensayos para la evaluacion
de las 150 muestras en estudio.

Figura 5. Curva de Amplificacion de los 6 estandares de ADN de T. cruzi generados mediante gPCR
con sistema de deteccion TagMan®. Rango de cuantificacién entre los puntos que representan el ADN
equivalente a 1x10° parasitos/ml y el ADN equivalente a 1x10° parasitos/ml.

Amplification Plots

Flourescence (dRn)

i

14 16 18 20
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Figura 6. Curva de Amplificacién de los 6 estdndares de CIE con sistema de deteccién TagMan®, con
rangos que oscilan entre los 2,79 ng/ul a los 0,004 ng/ul de ADN humano.

Amplification Plots

Flourescence (dRn)




Las curvas estandar para T. cruzi presentd un R% 0.999, Y: -3.346 y Eff: 99.0% y la curva de
X12 present6 un R* 0.997, Y: -3.266 y Eff: 102.4%, ambos rangos aceptables para cuantificar
las muestras de XD (Figuras 7 y 8).

Figura 7. Curva Estandar de T. cruzi para la reaccién de qPCR con sistema de deteccion TagMan®.
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Figura 8. Curva Estandar de X12 para la reaccion de qPCR con sistema de deteccion TagMan®.
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4.2.2 CIE en muestras de XD en gPCR

En todas las muestras de XD se evidencid la amplificacion de X12 (Ct: 31,8) Figura 9, por lo
cual se descartaron problemas en el proceso de extraccién (exceso de pérdida de material
genético), reaccion inespecifica y/o de inhibicion de gPCR-XD, ademas, el control positivo a
X12 evidencié amplificacion. Se obtuvieron los promedios de los Ct y la cuantificacion de ADN
humano de las muestras (Tabla 2).

Figura 9. Curva de cuantificacién de X12 para la reaccion de gPCR con sistema de detecciéon TagMan®,
en muestras de XD con CIE incorporado.

Initial Quantity (copies)

Tabla 2. Resultados de gPCR-XD promedio de CIE en las 150 muestras de XD.

gPCR-XD X12 30 dias i gPCR-XD X12 60 dias i gPCR-XD X12 90 dias
ng/ul ng/pl ng/pl
0,34 31,71 0,33 31,8 0,33 31,7

Los controles negativos, el control agua y el control mix tanto para X12, no evidenciaron
amplificacién en ninguna de las determinaciones en el equipo de qPCR, descartandose
problemas de contaminacion de los reactivos y de las muestras.
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4.2.3 Muestras de XD en gPCR.

El control negativo, agua y mix no evidenciaron amplificacién para T. cruzi, por otra parte, el
control positivo que correspondia a ADN de XD de un paciente con enfermedad de Chagas
cronica, amplificd con un Ct de 27,28 con una cuantificacion correspondiente a 76,5 p/ml. El
control comercial de ADN de T. cruzi (AmpliRun®), diluido a una concentracién de 20.000 p/mi
amplifico en el Ct de 18,85.

En los ensayos, 6 (12%) de las muestras en el periodo de 30 dias no evidenciaron
amplificacién, a los 60 dias 2 (4%) no amplificaron y, a los 90 dias, solo 1 (2%) no lo hizo,
descartdndose en todas ellas pérdida de material genético o inhibicion de la reaccion a través
del CIE. La no amplificacion de estas muestras se expresa como No Ct y se refiere a que la
muestra es negativa para T. cruzi (Tabla 3).

El resto de las muestras amplificaron, Figura 10, con gran variabilidad en lo cuantificado y una
multiplicacién exponencial a medida que avanzamos en los periodos de evaluacién. Por otro
lado, se evidencia que al evaluar cada una de las 50 muestras del periodo correspondiente
(Tabla 3), los Ct van disminuyendo en cada periodo, lo que indica mayor cantidad de parasitos

en la muestra.

Figura 10. Curva de cuantificacién de muestras de XD de pacientes con Enfermedad de Chagas cronica.
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Tabla 3. Resultados de gPCR-XD de las 150 muestras de XD en estudio, indicados en parasitos totales.

Parasitos en XD

30 dias Ct 60 dias Ct 90 dias Ct
1 <1 34,96 24,63 29,51 24,69 29,50
2 <1 35,61 4,11 32,33 7,05 31,48
3 <1 37,48 4,74 32,10 27,64 29,33
4 (+) 36,71 <1 37,11 <1 35,87
5 1,24 34,76 (+) 39,32 1,12 34,92
6 <1 38,30 (+) 39,70 1,42 34,55
7 (+) 36,66 (+) 35,97 <1 32,82
8 (+) 35,77 25,54 27,52 902,4 22,28
9 (+) 37,65 (+) 35,81 1,21 31,99
10 (+) 39,69 <1 37,23 <1 34,99
11 (+) 38,76 <1 35,46 (+) 37,96
12 (+) 39,54 <1 35,54 <1 35,34
13 (+) 37,97 No Ct No Ct (+) 37,75
14 (+) 39,88 <1 36,53 (+) 38,84
15 No Ct No Ct 1,15 33,61 (+) 37,90
16 (+) 36,54 103,8 26,55 494,4 24,43
17 (+) 38,19 <1 33,95 64,8 27,32
18 <1 36,31 (+) 37,13 1,56 32,62
19 (+) 36,35 No Ct 38,45 <1 32,81
20 (+) 37,02 (+) 36,31 <1 31,63
21 (+) 34,40 (+) 36,52 (+) 34,01
22 (+) 38,32 <1 36,40 <1 33,86
23 (+) 30,58 (+) 37,06 <1 34,79
24 <1 33,46 2,19 31,98 34 27,92
25 (+) 35,12 <1 33,68 (+) 34,87
26 (+) 37,74 <1 33,86 (+) 35,32
27 (+) 36,44 <1 34,06 <1 34,82
28 <1 36,18 <1 34,40 <1 35,69
29 (+) 36,93 1,14 32,75 <1 35,49
30 <1 35,98 97,32 25,82 620,4 22,93
31 20,86 28,97 7,49 30,42 253,62 25,43
32 (+) 37,44 (+) 38,01 <1 33,55
33 (+) 36,78 (+) 37,26 <1 33,55
34 (+) 37,06 <1 34,87 <1 32,18
35 (+) 38,71 (+) 35,51 <1 34,80
36 (+) 35,91 (+) 36,44 (+) 35,56
37 (+) 38,28 7,92 28,45 <1 32,92
38 (+) 37,04 <1 31,84 <1 34,30
39 (+) 36,62 <1 34,48 (+) 35,05
40 14,80 29,70 26,58 28,81 130,2 26,39
41 7,53 30,73 3,99 31,69 57,27 27,64
42 No Ct No Ct (+) 37,93 <1 35,24
43 No Ct No Ct 4,81 30,82 102,06 26,41
44 No Ct No Ct <1 35,06 <1 33,97
a5 (+) 39,42 (+) 38,49 No Ct No Ct
46 (+) 38,91 (+) 37,01 <1 33,80
47 No Ct No Ct (+) 39,06 <1 33,60
48 <1 35,97 <1 34,9 <1 35,91
49 No Ct No Ct (+) 36,93 <1 35,64
50 (+) 37,62 (+) 37,17 7,05 29,88

(+)= Valores menores a 0,1 parasitos en XD, positivos pero no cuantificables
<1 =Valores mayores a 0,1 y menores a 1 parasito en XD.
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La cuantificacion del “pool” de XD de los 50 pacientes por cada periodo, evidencié
multiplicacién exponencial a medida que avanzan los periodos de evaluacion y la disminucién

de los Ct debido a la mayor cantidad de parasitos presentes en la muestra (Tabla 4).

Tabla 4. “Pool” de XD de las 50 muestras a los 30, 60 y 90 dias.

30 dias 60 dias 90 dias
Parasitos Ct Parasitos Ct Parasitos Ct
1,48 33,48 5,19 31,20 48,45 28,19

En la Tabla 5, podemos evidenciar que 9 (6%) de las muestras no amplificaron en ninguno de
los 3 periodos, descartdndose pérdida de ADN de la muestra por el CIE. 58 muestras
(38,7%) tienen valores menores a 0,1 parasitos y 48 (32%) entre los rangos de >0,1 a 1
parasito. A medida que avanzan los periodos de evaluacion, la cantidad de parasitos aumenta
en las muestras, encontrando 17 (11,3%) muestras entre los rangos de 1 a 10 parasitos por
XD. En los dos rangos superiores no se detectaron muestras en estudio. Por el contrario, fue
posible detectar muestras que se acercan a los 1000 parasitos por XD (Gréfico 5).

Tabla 5. Rangos de parasitos de XD de las 150 muestras en qPCR-XD

Rangos T. cruzi en XD 30 dias % 60dias % 90 dias % TOTAL %
6
31

No Ct 12 2 4 1 2 9 6
<0,1 No cuantificable 62 18 36 9 18 58 39
>0,1al 9 18 16 32 23 46 48 32
>1 al0 2 4 9 18 6 12 17 11
>10a 100 2 4 4 8 5 10 11 7
>100 a 1.000 0 0 1 2 6 12 7 5
>1.000 a 10.000 0 0 0 0 0 0 0 0
>10.000 a 100.000 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 50 100 50 100 50 100 150 100

Gréfico 5. Rangos de parasitos de XD de las 150 muestras a los 30, 60 y 90 dias expresados en
porcentaje.
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Al expresar la cuantificacion de las muestras a los 90 dias, tenemos que el 64% de ellas

presentan valores de parasitos menores a 1 parasito en muestra de XD (Grafico 6 y Anexo 6).

Gréfico 6. Cuantificacion de las muestras de XD a tiempo final, 90 dias, expresado en porcentaje.
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Por otro lado al expresar la positividad final, es decir, a los 90 dias después de realizado el XD,

se establecio la positividad de las 3 pruebas diagnésticas (Grafico 7).

Grafico 7. Positividad FINAL, expresado a los 90 dias del XD, en las 3 pruebas diagnésticas.
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En todos los periodos hubo concordancia del 100% entre las 3 técnicas, excepto a los 30 dias
donde la concordancia alcanzo el 91% entre PCR-XD y qPCR-XD. El 52% de las muestras
cuantificadas mediante gPCR presenté aumento progresivo de la cantidad de parésitos de los
30 a los 90 dias.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de positividad de las 3 pruebas diagnésticas se detallan en la Tabla 6 y

Gréfico 8.

Tabla 6. Positividad de las muestras de XD en los 3 periodos de evaluacion.

POSITIVIDAD
Periodo XD PCR-XD gPCR-XD
30 dias 6% 68% 88%
60 dias 14% 74% 96%
90 dias 24% 76% 98%

Gréfico 8. Porcentaje de positividad de las 3 técnicas diagnosticas.
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Utilizando la prueba de Cochran se determind que las pruebas diagnésticas XD, PCR-XD
y gPCR-XD, son estadisticamente significativas para los tres periodos de evaluacion, es decir
la positividad aumenta al transcurrir los 3 periodos de evaluacion: 30 dias: Q=62.318;
p-value=0.001, 60 dias: Q=64.33; p-value=0.001, 90 dias: Q=58.541; p-value=0.001.

Al realizar las comparaciones multiples utilizando las pruebas de Mc Nemar y Binomial, se
determindé que a los 30 dias no existen diferencias significativas entre la positividad de los
examenes de PCR-XD y gPCR-XD (p-value=0.063), pero a la vez la positividad de ambas es
mayor que el XD. Por otra parte, las comparaciones de la positividad de PCR-XD y gPCR-XD
a los 60 y 90 dias de estudio, indican que las diferencias son estadisticamente significativas
(p-value=0.003), en otras palabras, qPCR-XD es la técnica de eleccion por sobre XD y

PCR-XD, debido a que obtenemos la positividad y la cuantificacién de las muestras en el menor

periodo posible.
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DISCUSION

En la actualidad, no existe consenso internacional sobre los pardmetros de evaluacion
de eficacia de los farmacos administrados para el tratamiento de la enfermedad de Chagas
cronica (Rassi et al., 2012; Rodrigues et al., 2011), los que en general incluyen evaluacion
clinica, electrocardiogréfica, radiol6gica, parasitolégica y serologica (Rassi et al., 2005). Este
estudio contribuye al conocimiento de esta problematica con la evidencia de la mayor
precocidad en el diagndstico parasitoldgico de T. cruzi mediante gPCR-XD en comparacion con
las técnicas de XD y PCR-XD, resultado original y que puede modificar los actuales protocolos

de evaluacién quimioterapéutica para esta fase de la enfermedad.

Las muestras bioldgicas utilizadas en este estudio (ADN extraido de deyecciones de
T. infestans utilizados en el XD), representan una gran ventaja respecto al ADN de T. cruzi
extraido de sangre periférica, debido a que el vector biol6gico amplifica en forma natural
T. cruzi en su intestino medio previo al estudio parasitolégico mediante PCR-XD o qPCR-XD,
pudiendo pesquisar parasitemias mas bajas que la muestra ADN proveniente de sangre
periférica. No obstante esta importante ventaja, la carga parasitaria determinada mediante
gPCR-XD no puede ser extrapolada a la carga de T. cruzi circulante en el individuo infectado,
debido a factores como: amplificacién exponencial previa en el vector y que puede diferir en los
diferentes insectos, aun cuando correspondan al mismo estadio; sobrevida de los 14
triatominos durante los periodos de incubacién (entre 30 y 90 dias) y cuya mortalidad, en
nuestra experiencia se estima en 15% (2 insectos muertos por XD a los 90 dias de incubacion
en 150 XD estudiados); selectividad de cepas del parasito en el intestino medio del vector
(Solari et al., 2001), etc. No obstante estas desventajas, los resultados de gPCR son evidencia
irrefutable de la persistencia de T. cruzi cuando se evalGa un farmaco tripanosomicida, puesto
que al contrario de PCR o gPCR aplicado en ADN de T. cruzi sanguineo que puede
corresponder a restos parasitarios circulantes que aun no han sido lisados, aun cuando no
existe informacion al respecto de dicha persistencia en los tejidos del paciente, y nuestro
laboratorio se dispone a comparar los resultados de un mismo paciente, tanto de la muestra

cuantificada sanguinea y la obtenida de XD.

25



Por otro lado gPCR-XD corresponde a ADN extraido de las formas tripomastigotas
circulantes y viables en la sangre del paciente por la capacidades de amplificacion naturales ya
mencionadas del vector biolégico, ademas se debe evaluar las cepas presentes tanto en la
sangre como en las muestras de XD porque en esta Ultima puede existir el caso que PCR no
pesquise el parasito debido a la selectividad de cepas del vector (Solari et al., 2001), pudiendo

existir falsos negativos en muestras de XD que debe ser considerada.

La técnica de qPCR-XD requiere obligadamente realizar en forma previa XD de los
pacientes en estudio, lo que consume gran cantidad de horas microscépicas para el
observador. Estudios complementarios a esta memoria, han evidenciado que es posible evitar
la fase microscopica convencional del XD y aplicar directamente PCR-XD convencional y
gPCR-XD, con mayor sensibilidad en comparacién con XD. Otra ventaja importante es que

disminuye al minimo el riesgo de infeccion accidental por T. cruzi.

Otro elemento original de esta tesis, fue confirmar la utilidad del ADN humano como
control interno exdgeno (CIE) de la reaccién de gPCR en deyecciones de T. infestans utilizados
en el XD humano (Bravo et al., 2012). Experimentos disefiados y realizados durante el trabajo
experimental, permitieron evidenciar que a los 30 dias de incubacién de los triatominos, no
guedan evidencias de ADN humano, por lo tanto, el ADN humano constituye un excelente
control de inhibicion y especificidad de la reaccion, el cual, al ser incorporado de manera
exogena, es detectado a través de primers disefiados para el cromosoma 12 (X12), cualitativa y
cuantitativamente (Bravo et al., 2012). Este CIE esta siendo aplicado en nuestro laboratorio
ademas, en reacciones de qPCR aplicadas en ADN extraido de sangre venosa obtenida de

pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

En relacion a los niveles de cuantificacion de T. cruzi obtenidos mediante gPCR-XD, un
64% tiene valores inferiores a 1 célula parasitaria, pero es necesario destacar que todos estos
casos tuvieron XD convencional negativo, y sugieren que el nivel de parasitemia circulante en
el individuo, esta bajo los niveles detectables por este método. Respecto de esta observacion,
seria de interés cuantificar T. cruzi circulante mediante gPCR en la sangre periférica del

individuo en estudio para compararlo con los resultados de gPCR-XD.
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Esta memoria fue desarrollada con el propésito de contribuir con nuevas herramientas
para la evaluaciéon de eficacia del tratamiento de la enfermedad de Chagas crénica. En relacion
a los métodos parasitolégicos, se describe en literatura la aplicaciébn de técnicas tales como
hemocultivo, XD, PCR (Brito, 2009), PCR-XD (Zulantay et al., 2011) y genotipificacion de
lineajes de T. cruzi (Venegas et al., 2009) en condiciones de pre y/o post-terapia. Este trabajo
aborda por primera vez, la aplicacion de qPCR-XD que eventualmente podria ser aplicado en
estudios de evaluacién de eficacia quimioterapéutica. La enorme ventaja de este método, es la
demostracion de pardsitos viables que proceden de la sangre periférica del individuo en estudio
y esta observacion, desde el punto de vista diagndstico, es fundamental para el equipo
multidisciplinario tratante. Es decir, la cuantificacion de T. cruzi en sangre permite estimar la
carga parasitaria circulante, pero por las desventajas antes mencionadas de este tipo de
muestra bioldgica, especialmente cuando los resultados de gPCR son menores a 1 parasito/ml,
el valor de gPCR-XD se potencia, puesto que evidencia T. cruzi viable.

Por tanto, gPCR-XD en ensayos posteriores en nuestro laboratorio sera aplicado en la
evaluacion de pacientes que han recibido tratamiento antichagasico.
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CONCLUSIONES

Las tres técnicas (XD, PCR-XD y gqPCR-XD), permitieron detectar la presencia de
T. cruzi en las muestras obtenidas de pacientes con Chagas cronico, con un aumento de la
positividad de las muestras de XD a medida que aumenta el tiempo post alimentacion sobre el
paciente.

El andlisis estadistico de los resultados permiti6 confirmar que qPCR-XD presenta
ventajas comparativas con XD y PCR-XD, en cuanto a precocidad, positividad y la opcion de
cuantificar la carga de T. cruzi en el vector biolégico alimentado sobre individuos con

enfermedad de Chagas croénica.

El control interno enddgeno (CIE) confirmé su utilidad para verificar los procesos de

extraccion de ADN en muestras de XD y especificidad de la reaccion de qPCR-XD.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado proyecto Fondecyt 1100768.

UNIVERSIDAD DE CHILE U7 ABGO. 2009
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE LA

CONSENTIMIENTO INFORMADO
GRUPO DE ESTUDIO

PARASITEMIA CUANTITATIVA'Y GENOTIPIFICACION CLONAL
DE CEPAS DE Trypanosoma cruzi COMO ESTRATEGIAS
DE EVALUACION DE EFICACIA EN EL TRATAMIENTO
DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA

Nombre del Investigador Responsable: DRA. INES ZULANTAY
Institucién: UNIVERSIDAD DE CHILE
Teléfonos: 9786753

Nombre del Médico Responsable del Tratamiento: DR. WERNER APT
Institucion: UNIVERSIDAD DE CHILE
Teléfonos: 9786122

ESOMAUOPAGIENNE ... L0 it L e b s prt it o o A G Con T s S

En la pesquisa de la infeccion chagasica en adultos procedentes de diversas
localidades la IV Region efectuada por nosotros en los Ultimos anos, hemos
confirmado, a través de los examenes de sangre, que usted tiene la enfermedad
de Chagas, resultado que ya le hemos entregado a usted en un informe escrito.

Por este motivo, siempre y cuando usted acepte y cumpla con los requisitos
sefalados a continuacion, la invitamos a participar en un estudio para recibir
tratamiento con Nifurtimox, medicamento aceptado universalmente para este fin y
que estd disponible en su region a través del Servicio de Salud Coquimbo. Le
explicaremos también los riesgos y los beneficios que tiene recibir este farmaco.

El objetivo de este estudio es tratar a adultos menores de 50 afios con enfermedad
de Chagas crénica procedentes de la Provincia de Choapa, que no tengan
antecedentes de alcoholismo, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia
hepatica o renal importante y que en caso de ser mujeres, no estén embarazadas.
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UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE MEDICINA

COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Si Ud. acepta participar serd sometido (a) a los siguientes procedimientos:

Por unica vez antes del tratamiento

1. Se le extraeran 10 cc de sangre periférica para realizar: estudio serologico,
parasitoldgico, pruebas hepaticas y hemograma.

2. Se le aplicard xenodiagndstico, el cual consiste en aplicar en su antebrazo
dos cajitas con vinchucas libres de infeccion durante 15 minutos.

3. Se le efectuara un electrocardiograma.

4. Se aplicara una encuesta.

5. Serd atendida por médico parasitdlogo.

De acuerdo a los resultados de los examenes de laboratorio y a las
condiciones fisicas observadas en su evaluacion médica, usted:

1. Serad tratado con Nifurtimox (8-10 mg/Kg/dia por 60 dias), segln protocolo
aprobado por Comité de Etica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

2. La dosis diaria, sera repartida en 2 tomas junto con los alimentos.

3. El farmaco se administrara, en lo posible, mediante Terapia Directamente
Observada (en cada hospital y/o posta rural, un paramédico o un familiar
responsable, supervisara la ingesta del medicamento).

Durante el tratami terminar ratamiento:

1. Sera citado por el médico encargado del tratamiento en el hospital
correspondiente para realizar:
- evaluacion clinica
- estudio de tolerancia
- examen de pruebas hepaticas y hemograma mediante la extraccion
de 5 cc de sangre periférica, que no representa riesgo alguno para su
salud.

Después del tratamiento, se le efectuaran 6 controles:

Alos 3,6,9,12, 18 y 24 meses, y en cada uno de ellos:
1. Se le extraeran 10 cc de sangre periférica para realizar: estudio serolégico y
parasitoldgico.
Se le aplicara xenodiagndstico.
Se le tomara un electrocardiograma
. Se aplicara una encuesta clinica, realizada por médico especialista.

Bw
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UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE MEDICINA

COMITE  DE ETICA DE LA
INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Riesgos que puede tener la administracidon de Nifurtimox: Puede producir

ocasionalmente algunos de los siguientes efectos indeseados: nauseas, rash
cutdneo (urticaria, eczema), baja de peso, malestar abdominal. En casos
excepcionales, puede producir alteraciones hematoldgicas o de la funcion hepatica
y alteraciones neuroldgicas. Cualquier otro efecto o sintoma, usted deberd
comunicarlo al médico tratante de su hospital o consultorio de origen o al Dr.
Werner Apt en el teléfono 9786122 (Facultad de Medicina-Universidad de Chile,
Santiago).

Costos del tratamiento: El Nifurtimox, farmaco con el que usted sera tratado,
serd financiado por el Servicio de Salud Coquimbo, sin costo alguno para Ud.
Todos los examenes anteriormente mencionados tampoco tienen costo para usted.

Benefici uede tener la ministracion de Nifurtimox: Su
participacion en este trabajo le permitira curar o mejorar de su afeccion, ademas
del beneficio que este estudio significara para el progreso del conocimiento y el
mejor tratamiento de futuros pacientes chagasicos crénicos. Es importante sefialar
que en la etapa cronica de la enfermedad de Chagas, en que usted se encuentra,
el porcentaje de curacion es de alrededor de un tercio.

nsacion r_participar en este estudio: Ud. no recibira ninguna
compensacion econémica por su participacion en el estudio.

Confidencialidad de la informacidon derivada de este estudio: Toda la

informacion derivada de su participacién en este estudio sera confidencial.
Cualquier publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la
investigacion sera andnima.

Informacion adicional entregada a usted o a su médico tratante: ambos

seran informados si durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos
conocimientos o complicaciones que puedan afectar su voluntad de continuar
participando en este estudio.

Voluntariedad: Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria y
se puede retirar en cualguier momento comunicandolo al investigador y a su
médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento
habitual de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador
podradn determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision va en su

beneficio.
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FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE LA

INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Complicaciones directamente relacionadas con la administracion de
Nifurtimox: En el caso de que usted presente complicaciones derivadas del
tratamiento con Nifurtimox, recibirda el tratamiento médico completo de dicha
complicacién, financiado por su centro de salud, y sin costo alguno para Ud. o su
sistema previsional. Esto no incluye las complicaciones propias de su enfermedad y
de su curso natural.

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier otra informacion sobre su
participacion en este estudio puede llamar a:

Investigador Responsable de la Administracion del Medicamento
DR. WERNER APT
Teléfonos: 56-2-9786122

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para que se
realicen los procedimientos previos a la terapia, y si cumplo con los requisitos,
recibir tratamiento con Nifurtimox y presentarme a los controles posteriores
descritos en este documento.

Nombre de la participante Firma Fecha

Nombre de informante Firma Fecha

DRA. INES ZULANTAY

Nombre del investigador Firma Fecha
DR. WERNER APT
Nombre del investigador Firma Fecha

Si se trata de una paciente incompetente, registrar nombre del paciente y de su
apoderado.
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Anexo 2. Acta de aprobacién proyecto de investigacion en seres humanos Fondecyt 1100768.

N
g;\g 1/2

/

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA |
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 03 de agosto de 2009, el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzun G., Médico Neumdlogo, Presidente

Sra. Marianne Gaudlitz H., Enfermera, Mg. Humanidades, Vicepresidente
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Publica

Dr. Leandro Biagini A., Médico Internista

Dra. Lucia Cifuentes, Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz, Socidlogo, Mg. Bioética

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Pediatra Infectélogo

Dr. Julio Pallavicini, Médico Psiquiatra

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: “Parasitemia cuantitativa y
genotipificacion clonal de cepas de Trypanosoma cruzi como estrategias de
evaluacion de eficacia en el tratamiento de la enfermedad de Chagas crénica
(Quantitative parasitemia and clonal genotyping of Trypanosoma cruzi strains as
evaluation strategies of the efficacy evaluation in the treatment of chronic Chagas
disease)” y cuyo investigador responsable es la Dra. Inés Zulantay, quien desempefa
funciones en el Laboratorio de Parasitologia Basico-Clinico, Programa de Biologia
Celular y Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:
Proyecto de investigacion in extenso
Consentimiento informado
CV del investigador responsable y de los Co-investigadores
Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a
la luz de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para
la Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1996.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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FACULTAD DE MEDICINA ,
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Sobre la base de esta informacion el Comité de Etica de la Investigacion en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la
siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se sefalan:

a) Caracter de la poblacion estudiada: Investigacion terapéutica. 200 enfermos con
Enfermedad de Chagas diagnosticada y no tratada.

b) Utilidad del Proyecto: Proyecto de utilidad, estudiaré cuantificacion de la parasitosis
pre y post tratamiento y sensibilidad del 7rjpanosoma cruzi al nifurtimox.

c) Riesgos y Beneficios: Beneficios para los enrolados. Los investigadores sefialan que
todo sujeto participante recibird tratamiento. Riesgos: molestias propias del
tratamiento.

d) Proteccion de los participantes: Asegurada en el Consentimiento Informado en su
version original del 18 de junio de 2009.

e) Notificacion oportuna de reacciones adversas: si ocurriesen, seran tratadas en el
Servicio Publico de Salud Coquimbo.

f) El investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del
estudio a este Comité al finalizar el proyecto.

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos.

Este comité también analizd y aprobd el correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su version original del 18 de junio de 2009, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por el CEISH.

MGH/mva.
c.c.: Proy. 046-2009
Santiago, 06 de agosto de 2009.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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Anexo 3. Resultados de la observacion microscopica de las 150 muestras de deyecciones obtenidas
mediante XD en los 3 periodos de estudio.

XENODIAGNOSTICOS 27 ) ) ()

1 ¢ ¢ *) 29 () ¢ )

3 ¢ ¢ *)

37 ) ¢ (+)

POSITIVIDAD
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Anexo 4. Resultados de PCR-XD de las 150 muestras de deyeccidon obtenidas mediante XD y

posteriormente purificadas.

PCR-XD

1 *) *) *)

3 ) ) *)

5 *) *) *)

7 *) *) *)

9 ©) ©) *)

11 ©) ©) ¢

13 ©) ©) ¢

15 (+) (+) (+)

17 (+) (+) (+)

19 (+) (+) (+)

21 *) *) ©)

23 (+) (+) (+)

25 (+) (+) (+)

40

27 ¢) (+) )

29 (+) (+) (+)

31 (+) (+) (+)

33 +) (+) )

35 (+) (+) (+)

37 ) (+) ()

39 (+) (+) (+)

41 (+) (+) (+)

43 ) ) (+)

45 ) ) )

47 (+) (+) )

49 ) )

—~
+
~

POSITIVIDAD



Anexo 5. Resultados de la cuantificacion de ADN total en 50 muestras de deyeccion obtenidas
mediante XD.

N°  ADN ng/ul N°  ADN ng/ul
1 0,60 26 0,90
2 0,72 27 0,78
3 0,84 28 0,9
4 0,72 29 0,78
5 0,72 30 0,78
6 0,72 31 0,90
7 0,60 32 1,08
8 0,54 33 0,66
9 0,06 34 0,90
10 0,06 35 0,78
11 0,36 36 0,84
12 0,18 37 0,90
13 0,24 38 0,84
14 1,56 39 0,60
15 1,38 40 0,48
16 1,50 41 0,42
17 1,38 42 0,48
18 1,38 43 0,36
19 1,02 44 0,12
20 0,78 45 0,24
21 0,96 46 0,36
22 0,96 47 0,78
23 0,60 48 0,30
24 0,90 49 0,18
25 0,78 50 0,12

Anexo 6. Resultados de la cuantificacion de T. cruzi en 50 muestras de deyeccion obtenidas mediante
XD a los 90 dias, expresado en porcentajes.

RANGOS Parasitos XD 90 dias %
No Ct 2%
<0,1 No cuantificable 18%
>0,1al 46%
>1al0 12%
>10 a 100 10%
>100 a 1.000 12%
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