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1. Resumen

La enfermedad de Chagas (ECh) es una infeccion parasitaria cuyo tratamiento tiene eficacia
comprobada pero, a pesar de esto, la cantidad de personas que logran acceder al tratamiento es
baja. En esta investigacion, se caracterizo seroldgica, parasitolégicay clinicamente a individuos
con ECh no tratada procedentes de la comuna de Combarbald, Region de Coquimbo, y se evalud
si estos individuos cumplen con algunos de los criterios de inclusion para el tratamiento, de
acuerdo a las normas ministeriales vigentes. Para realizar caracterizacion seroldgica, se hizo
tamizaje con ELISA IgG para posteriormente derivar las muestras a confirmacion al Laboratorio
de Referencia del ISP, y se titularon los anticuerpos anti T. cruzi en los individuos confirmados
no tratados con la técnica de IFI IgG. En la caracterizacion parasitoldgica se utilizé la técnica
de gPCR para determinar la carga parasitaria de los individuos con parasitemia positiva. En
cuanto a la caracterizacion clinica, a los individuos estudiados se les realizd estudio
electrocardiografico y se les encuest6 por presencia de comorbilidades. Finalmente, se evallo
si los individuos cumplen con criterios de exclusion e inclusion para el tratamiento
antiparasitario.

En el 16,7% de los individuos se confirmd la infeccion, y entre estos, el titulo de anticuerpos
mas frecuente fue 320. 20 individuos presentan ADN de T. cruzi detectable en sangre, con una
carga parasitaria media de 1,86 paréasitos-eq/mL. 52,8% de los individuos presentan alteraciones
electrocardiograficas y 34,2% no tienen comorbilidades. Finalmente, se observd que, en base a
los criterios establecidos en la normativa ministerial, el 75% de los individuos pueden acceder
al tratamiento, pero de este porcentaje, solo el 70,2% forma parte de los grupos prioritarios de
acceso a este. Debido a lo anterior, es necesario que se realice una revision de los criterios para

asegurar que mas personas puedan ser tratadas contra la ECh.



2. Introduccion

La enfermedad de Chagas (ECh) es una infeccion parasitaria causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi, agente que parasita el tracto digestivo de triatominos, y la sangre y tejidos
de diversas especies de mamiferos, incluidos los humanos?. La transmision de esta infeccion
puede ocurrir a través de diversos mecanismos, los que corresponden a la transmision vectorial,
en la cual el principal vector es Triatoma infestans; transfusional, oral, por alimentos
contaminados; transplacentaria, accidentes de laboratorio y trasplantes de 6rganos?.
2.1.  Manifestaciones clinicas

En humanos, la evolucién de esta enfermedad se caracteriza por dividirse en dos grandes fases
clinicas, una aguda y una cronica, la que a su vez puede subdividirse en indeterminada y
determinada. La primera fase de la ECh es la aguda, que se inicia con la entrada del parésito al
hospedero y dura de 4 a 8 semanas. Esta se caracteriza por ser usualmente asintomatica, aunque
pueden presentarse algunos sintomas®. En esta fase de la enfermedad, la muerte puede ocurrir
ocasionalmente en 5-10 % de los casos sintomaticos, y es resultado de miocarditis y/o
meningoencefalitis severa®.

Como se menciono anteriormente, la fase cronica de la ECh se puede dividir en una forma
indeterminada y en una determinada. La primera de estas se define como la ausencia prolongada
de manifestaciones clinicas, electrocardiograficas o radioldgicas significativas, y ademas se
caracteriza por la presencia de anticuerpos contra T. cruzi en el suero de los pacientes®. De los
pacientes que se encuentran en esta fase de la enfermedad, aproximadamente el 20-30% de ellos
progresa a la forma determinada®. La presentacion clinica de esta fase estd dada por el
compromiso de 6rganos como el corazon, colon y eséfago, siendo el compromiso cardiaco la

caracteristica mas importante de esta fase debido a su frecuencia y severidad’. Cuando se estudia



el compromiso cardiaco por medio de electrocardiograma, no es posible evidenciar un patron
patognomaonico, sin embargo este examen permite buscar dirigidamente informacion de utilidad
en el manejo de la enfermedad®. Por otra parte, si bien el dafio en corazon, coldn y esofago es
lo mas habitual, también es posible encontrar compromiso en otros 6rganos como estémago,
duodeno, vejiga y uréteres, aunque infrecuentemente®.

2.2.  Tratamiento
Para tratar la ECh solo se encuentran disponibles dos farmacos de eficacia probada, los cuales
son Nifurtimox y Benznidazol. El tratamiento con estos farmacos durante la fase aguda de la
enfermedad es siempre recomendada, salvo algunas excepciones, al igual que en las
reactivaciones en pacientes inmunocomprometidos. Se ha evidenciado ademas que el
tratamiento con estos farmacos posee una alta eficacia en la ECh congénita en pacientes tratados
en el primer afio de vida®®,
El que los pacientes con la ECh crdnica puedan ser tratados también es fundamental, pues se ha
demostrado que aquellos individuos que reciben el tratamiento muestran una menor progresion
hacia la cardiopatia crénica en comparacion a aquellos que no son tratados'l. Sin embargo, a
pesar de los beneficios que tiene el tratamiento para la salud de los pacientes, no muchos de
estos lo completan. Por una parte, esto se debe a que los farmacos usados generan reacciones
adversas en los pacientes, lo que tiene como consecuencia una alta tasa de interrupcion del
tratamiento; mientras que por otra parte existe poca consciencia sobre la enfermedad y un
limitado acceso a los medicamentos®? 3,
En Chile, se ha establecido que los casos en que existe prioridad para recibir el tratamiento
antiparasitario corresponden a: 1) personas que cursan la fase aguda de la enfermedad,
independiente del mecanismo de transmision, 2) personas inmunodeprimidas o candidatas a

inmunosupresion; 3) menores de 18 afos, 4) recién nacidos con ECh congénita y 5) mujeres en



edad fértil de hasta 45 afios, que no se encuentran embarazadas ni en periodo de lactancia; 6)
pacientes jovenes y adultos hasta los 60 afios, con serologia positiva en fase cronica
indeterminada; y 7) accidentes de laboratorio o quirirgico con objetos corto punzantes
infectados. Pero ademas de esto, la normativa chilena establece criterios de exclusion estrictos
que determinan qué pacientes se encuentran contraindicados para recibir el tratamiento,
clasificando las causas de contraindicacion en Absolutas y Relativas (Tabla 1)8. Las primeras
corresponden a condiciones incompatibles con la terapia debido a la posibilidad de riesgo vital,
mientras que las Ultimas son aquellas contraindicaciones que no implican este riesgo y que de
acuerdo a una evaluacion médica se podria iniciar el tratamiento,

Tabla 1: Lista de contraindicaciones Absolutas y Relativas®,

Contraindicaciones Absolutas Contraindicaciones Relativas

Mujeres embarazadas Personas en quienes no pueda asegurarse el
control sistemético del tratamiento

Mujeres en periodo de lactancia Pacientes operados por ECh digestiva y con
marcapasos

Hipersensibilidad conocida al farmaco Pacientes con enfermedades mentales

antiparasitario graves

Personas con enfermedades: Sospecha de baja adhesion

e Hematologicas

e Dafio crdnico renal, hepatico o
pulmonar

e Cardiopatia chagasica cronica (CCC)
grave. Sin embargo, frente a
alteraciones iniciales del sistema éxito
conductor, sin dafio cardiaco
importante puede considerarse la
terapia.

e Alcoholismo inveterado

Adicciones a drogas

e Megaformaciones importantes




Todo lo mencionado anteriormente, sumado al déficit existente en el acceso al tratamiento, tiene
como consecuencia que de todos los pacientes que padecen la ECh, una cantidad importante de
estos no podran ser tratados®.
2.3. Epidemiologia

Esta parasitosis se caracteriza por ser endémica de Latinoamérica, y particularmente de las areas
rurales; sin embargo, debido a los movimientos migratorios y al turismo, la ECh se ha convertido
en una enfermedad emergente y un problema de salud publica en los paises no endémicos, en
gran medida por los mecanismos de transmision no vectorial®™®. Estos mecanismos,
especialmente la transmision transfusional y la vertical, son los méas frecuentes en zonas
urbanizadas y en paises no endémicos*. En el caso de Chile, esto cobra particular relevancia
considerando el hecho de que en el pais se ha declarado interrumpida la transmision vectorial®.
Es debido a esto, que la prevencion de la transmisién transfusional y vertical se convierte en una
estrategia importante para poder alcanzar el objetivo de disminuir cada vez mas la prevalencia
de la ECh en Chile.

En cuanto a las tasas de mortalidad de esta enfermedad, estas muestran variabilidad dentro de
Chile, con un claro predominio en zonas de alta endemia. En un estudio publicado en 2020 por
Salas P., se evidencié que la Region de Coquimbo es la que cuenta con la mayor tasa de
mortalidad a nivel nacional, ocurriendo en esta region el 49,37% de las muertes por Chagas del
paist’. En este mismo estudio se demostré ademas que dentro de esta Region es posible observar
que las comunas que presentan las tasas de mortalidad mas altas corresponden a las comunas de
Salamanca, Illapel y Combarbala. En esta Gltima comuna, cuya poblacion segin el censo de
2017 es de 13.322 habitantes, el 55% de estos vive en zonas rurales®, Otro dato relevante
obtenido en este censo es que solo un 47% de las viviendas cuentan con un indice de

materialidad aceptable, lo que implica que mas de la mitad de las viviendas de la comuna son



deficientes estructuralmente, ya sea por contar con muros de adobe o pisos de tierra. Estas
caracteristicas corresponden a factores de riesgo para la transmision vectorial de la infeccion, la
cual como se dijo anteriormente ha sido interrumpida en Chile. Sin embargo, es muy probable
que estas mismas condiciones puedan haber estado presentes antes de que ocurriera la
interrupcion de la transmision vectorial, lo que implicaria que una gran parte de los habitantes
de la comuna puede haber estado expuestos a la infeccion por T. cruzi.

Teniendo en consideracion los problemas de acceso al tratamiento que existen, es posible pensar
que un gran nimero de personas infectadas en la comuna de Combarbalé no han sido tratadas.
Por esto mismo, se genera la interrogante de si estos individuos presentan un alto avance de la

enfermedad, y si estos podrian ser tratados considerando la normativa ministerial.

3. Hipotesis
En areas rurales y urbanas de la Comuna de Combarbald, Region de Coquimbo, considerada de
alta endemia de Chagas, existen individuos infectados que no han accedido a tratamiento
etioldgico, presentan alteraciones electrocardiograficas de diversa magnitud y presentan
parasitemia detectable en su sangre periférica a través de PCR en tiempo real cuantitativo.
Ademas, un porcentaje importante de estos infectados caracterizados, no tendran acceso al

tratamiento de acuerdo a los criterios de inclusion de la normativa ministerial vigente.
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4.1.

4.2.

4. Objetivos

Objetivo General: Caracterizar seroldgica, electrocardiogréfica y parasitolégicamente a
individuos con Chagas no tratada procedentes de areas urbanas y rurales de la comuna de
Combarbald, Chile; y evaluar algunos criterios de inclusion para el tratamiento de acuerdo
a las normas ministeriales vigentes.

Objetivos Especificos:

1. Investigar serolégicamente la infeccion por Trypanosoma cruzi en individuos
procedentes de poblacion urbana y rural de la comuna de Combarbald, Region de
Coquimbo, Chile.

2. Evaluar la condicion electrocardiografica en los infectados con Chagas confirmada no
tratada.

3. Evaluar parasitemia en los infectados con Chagas confirmada no tratada.

4. Evaluar el nimero de infectados que podrian acceder a tratamiento etioldgico de acuerdo

a los criterios de la normativa ministerial disponibles en este estudio.
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5. Materiales y métodos

5.1. Reclutamiento de individuos para tamizaje
Bajo consentimiento informado (Anexo I), se invit6 a participar a individuos de areas urbanas
y rurales de la comuna de Combarbala, Region de Coquimbo, Chile; considerando como unico
criterio de inclusion el residir en la comuna ya mencionada. A cada participante se le extrajeron
tres muestras de sangre periférica, siendo recolectadas en un tubo sin aditivos, en uno con EDTA
y en uno con Guanidina-HCI/EDTA. Al momento de la toma de muestra se recopilaron datos
demograficos de los participantes reclutados, como sexo y edad; antecedentes de diagnostico de
la infeccion por T. cruzi y antecedentes de tratamiento etioldgico para esta. Posteriormente los
participantes fueron sometidos a una prueba de tamizaje para la enfermedad de Chagas mediante
serologia convencional.

5.2.  Caracterizacion seroldgica
Para el tamizaje seroldgico de los individuos, en primer lugar se realiz6 un test de ELISA para
la identificacion cualitativa de anticuerpos IgG contra T. cruzi en suero a todos los individuos
reclutados. Posteriormente, todos los casos positivos e indeterminados fueron enviados al
Laboratorio de Referencia de Parasitologia del Instituto de Salud Publica (ISP) para su
confirmacion®®. Tras esto Gltimo, se prosiguio el estudio solo con los individuos positivos
confirmados por el ISP y que no habian recibido tratamiento etiologico para la infeccion.
Una vez seleccionados los individuos para el estudio, con el suero de estos se realizo la técnica
de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para identificar y titular anticuerpos 1gG contra T. cruzi

(técnica in house)®®.
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52.1. ELISAIgG
Los test de ELISA fueron hechos con el kit comercial Test ELISA Chagas 111 (GrupoBios S.A.)
para identificar de forma cualitativa anticuerpos 1gG contra T. cruzi en el suero de los individuos
participantes. Ademas de los controles del kit, en cada corrida también se utilizaron controles
externos proporcionados por el Laboratorio Clinico Hospital Barros Luco Trudeau (laboratorio
reconocido por el ISP para confirmacion de la presencia de anticuerpos anti T. cruzi), los que
fueron procesados en duplicado. El procedimiento realizado para esta técnica se encuentra en el
Anexo Il. En los casos en que se obtuvieron resultados indeterminados se volvio a realizar la
determinacion en duplicado.

5.2.2.  Confirmacién de casos
Tras la obtencion de los resultados en la prueba anterior, los casos positivos e indeterminados
fueron derivados al Laboratorio de Referencia del ISP para su confirmacion. Los resultados
definitivos fueron entregados a cada uno de los individuos con copia a las autoridades de salud
respectivas (Departamento de Salud de la Municipalidad de Combarbald y Hospital de
Combarbald).

5.2.3.  Inmunofluorescencia indirecta 1gG
Con el suero de los individuos que obtuvieron resultados positivos confirmados por el
Laboratorio de Referencia del ISP, y que ademas no habian sido tratados, se aplicd un ensayo
de Inmunofluorescencia Indirecta. Con esta técnica se titularon los anticuerpos IgG anti T. cruzi
de los individuos en estudio, y se consider6 un titulo >20 como un resultado positivo, de acuerdo
a las recomendaciones del I1SP?°. El procedimiento realizado para este examen corresponde al

mencionado en el Anexo IIlI.
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En el desarrollo de esta técnica se utiliz6 como control positivo un suero con titulo de 40 que
fue proporcionado por la Dra. Lineth Garcia (Universidad Mayor de San Simdn, Cochabamba,
Bolivia), y se realizaron diluciones seriadas de los sueros control y de los sueros a investigar,
obteniéndose las siguientes diluciones 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 y 1/1280. Los
sueros fueron diluidos con buffer fosfato salino pH 7,2. En aquellos casos en que el titulo
obtenido fue 1280 se repitio la IFI con diluciones mayores, para confirmar que el titulo
efectivamente era de 1280 y no uno mas alto.
5.3.  Caracterizacion parasitoldgica con gPCR
5.3.1. Extraccion de ADN:

Las muestras utilizadas para la caracterizacion parasitolégica de los individuos en estudio
corresponden a sangre total con guanidina-HCI/EDTA no hervida. Por otra parte, para
confeccionar la curva de calibracién se utilizaron cultivos de epimastigotes de las cepas de T.
cruzi Dm28c e Y, las que fueron proporcionadas por el Dr. Gonzalo Cabrera (Instituto de
Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile).

La extraccion de ADN, tanto de las muestras como de las cepas del parasito, se realizo utilizando
el kit comercial E.Z.N.A.® Blood DNA Mini Kit (Omega Bio-tek) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El procedimiento usado se encuentra detallado en el Anexo IV.

5.3.2. Estandarizacion de la qPCR:

La confeccidn de la curva de calibracion fue realizada tomando en consideracion la estimacion
de que 1.000.000 de parasitos/mL corresponden a una concentracion de 0,2 ng/uL de ADN?,
Se cuantificd la concentracion del ADN extraido desde los cultivos con el kit Qubit® ds DNA
HS Assay Kit en un fluorometro Qubit® 3 (Thermofisher). El protocolo detallado de la
cuantificacion se encuentra descrito en el Anexo V. Una vez hecha la cuantificacion del ADN

extraido desde los cultivos, se prepararon soluciones de cada cepa con una concentracién de 0,4
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ng/uL de ADN, usandose como diluyente el Buffer de Elucion del kit de extraccion. Luego de
lo anterior, se mezclaron ambas soluciones en una relacién 1:1, tras lo que se cuantifico la
concentracion de ADN en la mezcla de ambas cepas para confirmar que esta contaba con el
valor requerido de 0,4 ng/uL (2x10° parésitos-eq/mL). La mezcla fue posteriormente diluida
para alcanzar una concentracion de 0,2 ng/uL. de ADN, obteniéndose asi el tubo madre con el
cual se prepararon los distintos puntos de la curva de calibracion.

Los siete puntos de la curva fueron preparados haciendo diluciones seriadas en un factor de 10,
utilizando como diluyente 90 puL. de un pool de ADN de individuos con serologia negativa para
ECh, extraido desde sangre con guanidina-HCI/EDTA no hervida. Como solucion inicial se us6
la mezcla de ADN de ambas cepas mencionadas anteriormente, tomandose 10 pL de esta para
completar un volumen final de 100 uL en cada tubo. Las concentraciones de ADN parasitario y

su equivalencia en parasitos/mL para cada punto de la curva se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Equivalencia de parésitos-eq/mL a ng/uL. de ADN en puntos de la curva de

calibracion.
Tubo Parasitos-eq/mL ADN pariasito (ng/pL)
1 100.000 2x10?
2 10.000 2x10°
3 1.000 2x10*
4 100 2x10°
5 10 2x10°
6 1 2x107
7 0,1 2x 108
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5.3.3. Sistema de deteccion con PCR en tiempo real cuantitativo
TagMan®:

La carga parasitaria fue determinada con los partidores Cruzi 1 y Cruzi 2, utilizando ademas la
sonda Cruzi 3 (Applied Biosystem), cuyos rendimientos ya han sido probados previamente
(Tabla 3)%. Este ensayo corresponde a una reaccién “multiplex”, pues no solo se buscé
amplificar la secuencia blanco de T. cruzi, sino que también se amplificd el control de
amplificacion interno, el cual corresponde al kit comercial TagMan® Exogenous Internal
Positive Control Reagents (IPC) (Applied Biosystems). Adicionalmente a este control de
amplificacion, se utilizaron como controles positivos los puntos 4 y 5 de la curva de calibracion
(ver Tabla 2). Para los controles negativos, se utilizaron tres muestras de individuos con
serologia negativa, y para el control de manipulacion se uso agua libre de nucleasas. En el
desarrollo de esta metodologia, los puntos de la curva, las muestras y los controles fueron
cargados en duplicado.

Tabla 3. Partidores y sonda usados en la reaccion de qPCR.

Primer/sonda Secuencia
Cruzi 1 5’-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3°
Cruzi 2 5’-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’
Cruzi 3 5’-6FAM-CACACACTGGACACCAA-MGB-NFQ-3°

La mezcla de reaccion esta compuesta de 5 ulL del ADN templado, 0,75 uM de cada partidor,
0,05 uM de la sonda Cruzi 3, 1X de Brilliant Multiplex QPCR Master Mix (Agilent
Technologies), 30 nM de Reference Dye ROX (Agilent Technologies), 1X de Exo IPC Mix, 1x

de Exo IPC DNA (Applied Biosystem), 0,1 uM de albimina sérica bovina (New England
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Biolabs Inc) y agua libre de nucleasas para completar un volumen de reaccién de 20 uL. Los
volUmenes utilizados en el mix corresponden a los descritos en la Tabla 4.

Tabla 4. Volumenes de reactivos utilizados en el mix por cada reaccion.

Reactivo Volumen Concentracion
Cruzil 0,3 uL 0,75 uM
Cruzi 2 0,3 uL 0,75 uM
Cruzi 3 0,1 uL 0,05 uM
B””Ianl;[/lg/gétr”lj\}ﬁ); QPCR 10 UL 1X
Reference Dye ROX 0,3 uL 0,03 uM
Exo IPC Mix 2 uL 1X
Exo IPC DNA 0,4 uL 1X
Albumina sérica bovina 0,04 uL 0,1 uM
Agua libre de nucleasas 1,56 uL -
ADN templado 5uL -
Volumen total 20 pLL

El ensayo fue realizado en el equipo MX3000P (Agilent Technologies) usando un perfil térmico

de rendimiento comprobado, el cual se encuentra descrito en la Tabla 5%.

Tabla 5. Perfil térmico usado en ensayo de gPCR.

ETAPA N° DE CICLOS | TEMPERATURA | TIEMPO
25°C 1s
Preincubacion 1
95 °C 10 min
Denaturacion 95 °C 15s
- - -7 40
H|br|dac_|9n y 58 C 1 min
extension
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5.4.  Caracterizacion clinica
A los individuos estudiados se les tomo un electrocardiograma (ECG) de doce derivaciones
como una herramienta para identificar alteraciones sugerentes del progreso de la enfermedad.
Este examen fue interpretado por un médico cardidlogo especialista con experiencia en el
estudio de la cardiopatia chagésica (Dr. Marcelo Llancaqueo, Hospital Clinico de la Universidad
de Chile), quien clasifico los resultados en “Normal”, “Levemente alterado” y “Severamente
alterado”. Ademas de lo anterior, los individuos en estudio fueron contactados para encuestarlos
por la presencia de comorbilidades.

5.5.  Evaluacion de criterios inclusién y/o exclusion a tratamiento etioldgico
En base a los datos demograficos y clinicos disponibles en el estudio, se evalud si los individuos
confirmados cumplen con los criterios de inclusion y/o exclusion de tratamiento establecidos en
la normativa ministerial. De acuerdo a esto, los individuos que cumplen alguno de los criterios
de exclusion de terapia fueron clasificados en “Presencia de comorbilidad” y “Cardiopatia
chagésica cronica severa”, segun el motivo que los excluye de ser tratados. Por otra parte, con
el resto de los individuos se evalud si pertenecen 0 no a algin Grupo Prioritario para recibir
tratamiento contra la ECh segln la normativa vigente®.

5.6.  Andlisis estadistico
Para analizar las edades de los individuos positivos no tratados, se utilizé t-de Student, mientras
que para el andlisis de los individuos que pueden o no entrar a los grupos prioritarios del
tratamiento se usé Chi Cuadrado. Por otra parte, debido al caracter descriptivo del estudio

realizado, solo se utiliz6 estadistica descriptiva para el resto de los analisis.
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6. Resultados

6.1. Reclutamiento de individuos participantes

Para la pesquisa se logroé reclutar a 523 individuos residentes de la comuna de Combarbalda. Del
total de participantes reclutados se debid excluir a 8 de ellos porque no se pudo obtener las
muestras necesarias para los estudios posteriores.

La mayoria de los individuos reclutados fueron mujeres, con los hombres correspondiendo sélo
al 36,3% del total, y la edad promedio entre los participantes fue de 52,4 afios. Los datos
demogréficos obtenidos se muestran resumidos en la Tabla 5. En cuanto a los antecedentes de
diagnostico de la infeccion, 22 de los individuos declararon haber sido previamente
diagnosticados con esta, pero solo 13 de ellos habian sido tratados.

Tabla 5. Datos demograficos de los individuos reclutados en pesquisa.

Mujeres Hombres Total

NGmero 328 187 515

Edad media (afios) | 535ps=158) | 556(DS=16,6) | 54,2 (DS = 16,1)

6.2.  Caracterizacion seroldgica
6.2.1. ELISA IgG
Al hacer el tamizaje con ELISA se obtuvieron un total de 94 casos positivos, 4 indeterminados
y 417 negativos. De los individuos que declararon haber sido diagnosticados previamente con
la infeccion 16 fueron positivos en esta prueba, mientras que hubo 3 indeterminados y 3
negativos entre estos individuos (Figura 1). A estos 3 ultimos individuos se les repitio la prueba

en duplicado, obteniéndose nuevamente resultados negativos.
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Positivo
18,3%

Indeterminado
0,8%

Negativo
81,0%

Figura 1. Porcentaje de resultados seroldgicos positivos, negativos e indeterminados para

enfermedad de Chagas en la poblacion estudiada con ELISA 1gG

6.2.2.  Confirmacion de casos

De las 94 muestras positivas enviadas al Laboratorio de Referencia del ISP, 86 fueron
confirmadas como positivas (16,7% de todos los individuos reclutados), mientras que 3 fueron
negativas y 5 tuvieron resultados no concluyentes, por lo que se solicité una nueva muestra de
estos individuos para su confirmacion. En cuanto a las 4 muestras indeterminadas, 2 de estas
fueron negativas y las otras 2 obtuvieron resultados no concluyentes, por lo que también se pidio6
una nueva muestra.

Una vez extraidas las muestras solicitadas por el ISP estas fueron enviadas nuevamente para su
confirmacion. En cuanto a los 5 casos que fueron positivos en la pesquisa y no concluyentes
para el ISP (P-NC), 2 de ellos fueron confirmados como negativos con la segunda muestra,
mientras que otros 2 volvieron a tener resultados no concluyentes (Figura 2). El tltimo de los

casos P-NC no se presentd cuando se le citd para la extraccion de la nueva muestra.
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No concluyente
3,1%

Negativo

9,2%

Positivo
87,8%

Figura 2. Resultado de la confirmacidn seroldgica de positivos e indeterminados para

enfermedad de Chagas derivados al ISP.

6.2.3.  Seleccion de individuos para estudios posteriores
De los 86 individuos positivos confirmados por el ISP se selecciond a aquellos que no habian
sido tratados para la infeccion, lo que corresponde a un total de 76 individuos. En la Tabla 6 se
resumen los datos demogréaficos de estos individuos. En el analisis estadistico de las edades de

los individuos con t-de Student se determin6 t74=1,41y p =0,16.

Tabla 6. Datos demogréaficos de los individuos positivos confirmados por el ISP que no habian

sido previamente tratados para la ECh.

MUJERES

HOMBRES

TOTAL

NUMERO

49

27

76

EDAD (media)

63,8 (DS = 11,6)

67,6 (DS = 16,4)

65,2 (DS = 11,3)
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6.24. IFIl1gG
Una vez seleccionados los casos, se prosiguid con la titulacion de los anticuerpos IgG anti T.
cruzi. El titulo més prevalente corresponde a 320 con 26 de los individuos presentando este
titulo (34,2%), seguido de 160 con 19 individuos (25%). La distribucion de los titulos obtenidos
se encuentran resumidos en la Figura 3 y los resultados individuales de los individuos se

muestran en el Anexo VII.

30
26

FRECUENCIA

20 40 80 160 320 640 1280 2560

TITULOS

Figura 3. Distribucion de titulos de anticuerpos anti T. cruzi determinados por IFI IgG.
6.3.  Caracterizacion parasitologica
6.3.1.  Amplificacion de TagMan® Exogenous Internal Positive Control
(IPC)
Al determinar los resultados del control de IPC en la PCR, se evidenci6 que la amplificacién
ocurrio en 73 de los individuos, presentdndose una media de 27,18 para los Ct de estas

reacciones (Figura 4). La técnica se repitio en las muestras de los tres individuos en los que no
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se observo amplificacion de este control, pero se volvio a presentar el mismo resultado. Debido
a lo anterior, en estos casos no se pudo determinar la presencia de ADN parasitario en sangre

periférica.

30+

284

Ct

26

24
IPC

Figura 4. Distribucion de los Ct observados para el control de amplificacion TagMan®
Exogenous Internal Positive Control.
6.3.2.  Determinacion de la parasitemia
Gracias a las caracteristicas de la técnica usada, la caracterizacion parasitologica realizada a los
individuos estudiados fue tanto cualitativa como cuantitativa. Se determin6 que 20 de los
individuos presentaron parasitemia detectable, lo que corresponde a una positividad del 27,4%.
Por otra parte, al analizar la carga parasitaria se determin6 un promedio de 1,86 parasitos-eq/mL
(DS=1,9). La distribucion de la cargas parasitarias se encuentra graficada en la Figura 5,

mientras que los resultados individuales de cada individuo se muestran en el Anexo VII.
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Figura 5. Distribucidn de la carga parasitaria por Trypanosoma cruzi detectada en la sangre
periférica de 17 individuos con enfermedad de Chagas.
6.4.  Caracterizacion clinica
6.4.1. Electrocardiograma
Los 76 individuos en estudio fueron citados a control para realizar ECG de 12 derivaciones,
trazado que posteriormente fue interpretado e informado por el Dr. Marcelo Llancaqueo. De
los 76 individuos, 36 presentaron trazado normal, 22 presentaron alteraciones leves y 18
presentaron alteraciones severas. Estos datos se presentan con sus porcentajes respectivos en la

Figura 6, mientras que los resultados individuales de cada individuo se muestran en el Anexo

VII.

SEVERA
23,7%

NORMAL
47,4%

LEVE
28,9%

Figura 6. Porcentaje de ECG normal y alterado (leve o severo) en 76 individuos con

enfermedad de Chagas crénica.
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6.4.2.  Presencia de comorbilidades
Los individuos fueron encuestados sobre comorbilidades. 26 de ellos declararon no presentar
ninguna, mientras que el resto de los individuos dijo presentar al menos una de las que se

muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Comorbilidades presentadas por los individuos del grupo en estudio.

COMORBILIDAD NUMERO DE

INDIVIDUOS
No presenta 26
Hipertension Arterial 37
Diabetes Mellitus 4
Prediabetes 10
Dislipidemia 3
Hipercolesterolemia 17
Hipotiroidismo 8
Cataratas 1
Silicosis 1

6.5.  Posibilidad de acceso a tratamiento
En base a los criterios de exclusion establecidos en la normativa ministerial, y a los antecedentes
que se tienen disponibles en este estudio, el 25% de los individuos estudiados no pueden ser
tratados. 18 de ellos no pueden acceder a tratamiento por presentar un estado avanzado de la
cardiopatia chagasica crénica (CCC) (23,7%), mientras que 1 individuo no puede ser tratado

por presentar una patologia pulmonar cronica (1,3%) (Tabla 8).
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Tabla 8. Individuos que no pueden acceder a tratamiento antiparasitario, segun criterios

ministeriales de exclusion vigentes.

EXCLUIDO DEL TRATAMIENTO

Por CCC Por comorbilidad
HOMBRES 10 1
MUJERES 8 0
TOTAL 18 1

En cuanto a los 57 individuos restantes que no poseen ningun criterio de exclusion, 40 de ellos

no son considerados parte de los grupos prioritarios para recibir el tratamiento antiparasitario,

por incumplir los criterios de inclusién a estos. Por otra parte, el nimero de individuos que si

puede acceder al tratamiento como parte de los grupos prioritarios corresponde a 17, es decir,

el 22,4% de los individuos positivos no tratados (Tabla 9).

Todos los individuos que no pueden clasificarse como grupo prioritario para recibir el

tratamiento incumplieron el mismo criterio de la normativa ministerial, el cual corresponde a

ser “pacientes jovenes y adultos hasta los 60 afios, con serologia positiva en fase crénica

indeterminada”. 18 de ellos lo incumplieron por ser mayores de 60 afios, 8 por estar en la fase

determinada de la ECh, y 14 por la combinacion de ambos criterios. En el andlisis estadistico se

obtuvo Chi-Cuadrados = 1,52y p =0,9.
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Tabla 9. Individuos con enfermedad de Chagas cronica que pueden ser considerados grupo

prioritario para recibir tratamiento etiologico.

GRUPO PRIORITARIO

NO
Si
POR EDAD POR CCC POR EDAD+CCC
HOMBRES 3 6 3 4
MUJERES 14 12 5 10
TOTAL 17 18 8 14
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7. Discusion

En la Encuesta Nacional de Salud (ENS) realizada en los afios 2016-2017 se evidencio que la
ECh presenta una prevalencia de 1,2% en la poblacion general, la que contrasta con el 2,8%
obtenido en la region de Coquimbo?. Estos resultados muestran que en esta region, al ser zona
endémica, la ECh es mas comun que en el resto del pais. En el presente estudio, se observé que
86 de los 515 individuos estudiados en la pesquisa presentan serologia positiva para la ECh, lo
que corresponde al 16,7%. Este dato, a pesar de que no es comparable con la prevalencia
evidenciada en la ENS por las limitaciones metodolégicas del estudio, permite demostrar que
en la comuna de Combarbala hay un alto porcentaje de individuos con ECh. Esto genera como
interrogante cual es la real prevalencia de la ECh en esta comuna, lo que podria ser determinado
en estudios posteriores aplicando un adecuado disefio metodolégico.

Durante la pesquisa, fue posible observar que entre los individuos que afirmaron haber sido
diagnosticados previamente con ECh, algunos de ellos presentaron resultados negativos en
ELISA. Una posible explicacion para esto esta en que se trate de resultados falsos negativos.
Esta posible explicacion para lo observado no pudo ser comprobada, pues el Laboratorio de
Referencia del ISP no recibe muestras de individuos con resultados negativos en pruebas de
tamizaje, imposibilitando la confirmacidon de estos casos.

En cuanto a la confirmacion de resultados realizada en el ISP, es posible observar que hubo una
parte de los individuos cuyo resultado final no pudo ser determinado. Los resultados no
concluyentes, si bien son pocos, son un problema importante, pues dejan a los pacientes en la
incertidumbre sin un resultado definitivo. En zonas de alta endemia, los resultados discordantes
como estos podrian ser en verdad casos positivos, lo que se explicaria por una baja sensibilidad

de las pruebas confirmatorias o por posibles interferentes en estas?*. Todo esto implica ademas,
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que aquellos individuos no podrian acceder al tratamiento de forma preventiva, pues en Chile
solo se trata a aquellos individuos que han sido confirmados como positivos'*. Debido a lo
anterior, es de gran importancia que se hagan estudios para determinar el rendimiento de las
técnicas seroldgicas convencionales y los factores que puedan interferir en los resultados de
estas. Adicionalmente, la basqueda de técnicas de laboratorio con un mayor rendimiento resulta
fundamental, ya que podrian aportar a realizar un diagnéstico mas eficiente de la infeccion.

Al analizar los resultados de IFI, fue posible apreciar que entre los individuos positivos no
tratados el titulo que se encontr6 con mayor frecuencia fue 320, seguido de 160 y 640. Esto
difiere de lo observado en los resultados presentados por Mufioz et al., donde los individuos
positivos no tratados muestran una tendencia a tener titulos mas altos, siendo 1280 el titulo mas
frecuente, seguido de 640 y 320'°. Curiosamente, en ese trabajo la distribucion de los titulos de
las personas tratadas se asemeja mas a la obtenida en el presente estudio. Una posible
explicacion para la diferencia observada puede ser una variacion en la conservacion de los
sueros estudiados. Los sueros utilizados en el desarrollo de esta tesis habian sido extraidos
recientemente, habiendo transcurrido un maximo de 5 meses entre la obtencién del suero y la
realizacion de las IFI. Si los sueros utilizados en el estudio de Mufioz et al. eran muy antiguos,
es muy probable que se deshidrataran y que por esto los anticuerpos presentes en ellos se
hubieran concentrado, aumentando asi sus titulos.

Con respecto a la parasitemia, en este estudio se confirman las bajas parasitemias circulantes
descritas en esta etapa de la ECh, lo que constituye en la actualidad un importante desafio para
los laboratorios de diagnostico®. Si bien también es conocido que las parasitemias son ademas
de bajas, fluctuantes, en este estudio no es posible evidenciar esa variable de comportamiento
de la infeccion, pues no se tomaron muestras seriadas®®. Esto seria altamente recomendable,

pues aumentaria la positividad obtenida con una sola muestra directa como en el presente
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estudio, que correspondié al 27,4%. Es conocido ademas, que la sensibilidad en la deteccion de
T. cruzi puede aumentar aplicando meétodos que amplifican las formas tripomastigotas
circulantes, como hemocultivo y xenodiagnoéstico, sin embargo estas son técnicas que estan en
desuso?” %, Esto Gltimo se debe fundamentalmente a la laboriosidad de dichas técnicas y al
tiempo que toma obtener resultados, el que puede alcanzar los 90 dias®®. En los resultados
obtenidos, resulta de particular interés destacar que méas de la mitad de los individuos estudiados
presentan alteraciones electrocardiogréficas. Esto implica que un nimero importante de los
individuos de Combarbalé ya no se encuentran en la fase cronica indeterminada de la ECh, sino
que pasaron a la fase determinada. En la literatura se describe que esta transicion de fase ocurre
solo en el 20-30% de los individuos con ECh, lo que contrasta con el 52,4% obtenido en este
estudio®. Estos valores tan elevados en el nimero de individuos que presentan la CCC puede
que expliquen la elevada tasa de mortalidad que hay en la comuna de Combarbalé para la ECh.
Considerando lo anterior y el hecho de que la region de Coquimbo es la que tiene la tasa de
mortalidad més alta en Chile, es muy probable que la elevada proporcién de individuos con
CCC no sea un problema Ginicamente en Combarbala, sino que esté presente en toda la region®’.
En cuanto al andlisis de los criterios de exclusion del tratamiento, el 25% de los individuos
estudiados posee criterios de exclusion para ser tratados. De este grupo de individuos que
cumplen criterios de exclusion, el 94,7% de ellos no pueden ser tratados porque presentan un
estado demasiado avanzado de la CCC, mientras que solo el 5,3% cumpli6 un criterio distinto
de este. En base a esta cantidad tan alta de individuos que no pueden ser tratados por la CCC,
es posible sospechar que si los pacientes con ECh no son diagnosticados de forma oportuna,
puede que las probabilidades de que el progreso de la enfermedad les impida ser tratados sean

mayores, lo que podria ser estudiado en investigaciones futuras.
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Por otra parte, al analizar si los individuos que no cumplen ningun criterio de exclusion pueden
ser considerados o no parte de los grupos prioritarios para recibir el tratamiento, se encontrd que
el 70,2% de ellos no cumplen los criterios para entrar en estos grupos. Este porcentaje indica
que solo a una pequefia proporcion de los individuos se les dara prioridad al momento de recibir
la terapia antiparasitaria. La principal consecuencia de esto es que los individuos que no
clasificaron dentro de este grupo no podran ser tratados inmediatamente. A su vez, retrasar la
terapia estaria aumentando la probabilidad de que los individuos comenzaran a presentar la CCC
0 que esta aumentara su severidad, al punto de que ya no podrian ser tratados. Lo que fue
mencionado anteriormente, puede resultar ser una de las causas de que haya un nimero bajo de
personas satisfactoriamente tratadas.

Esta parasitosis es una enfermedad desatendida tanto en paises endémicos como en los no
endémicos, pues se estima que menos del 1% de las personas infectadas acceden al
tratamiento®. Resulta relevante que de los 22 individuos que declararon haber sido previamente
diagnosticados para la ECh so6lo 13 de ellos hubieran recibido tratamiento, pues esto deja en
evidencia que en Chile hay un porcentaje importante de personas que a pesar de haber sido
diagnosticadas con la enfermedad no han sido tratadas.

Finalmente, sefialar que existen ensayos clinicos que incluyen como criterio de inclusion la
parasitemia demostrada por PCR. Si se consideraran los resultados con parasitemia obtenidos
en este estudio con s6lo una muestra (27,4%), un 75,4% de los casos que hemos establecido
como candidatos a tratamiento quedarian excluidos, lo que es critico. Por tanto, se sugiere,
realizar estudio parasitoldgico seriado (al menos 3 muestras) de cada individuo antes de iniciar
tratamiento, para aumentar las posibilidades de detectar formas parasitarias circulantes, tal como

ha sido propuesto por otros investigadores®.
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Por todas estas razones, resulta de vital importancia el buscar estrategias que ayuden a aumentar
la cantidad de personas infectadas que puedan acceder a los farmacos y de forma oportuna. Una
posible forma de abordar este problema seria revisar la normativa ministerial y cambiar algunos
de los criterios de inclusion a los grupos prioritarios, de modo que un mayor nimero de personas
con ECh puedan ser tratadas oportunamente, evitando asi las complicaciones asociadas a la

forma determinada de la enfermedad.
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8. Conclusiones

Tal como se habia planteado como objetivo general, en este estudio se logré caracterizar a
individuos con ECh provenientes de la comuna de Combarbala. En cuanto a la caracterizacion
seroldgica, se observd que 76 de los 515 individuos estudiados (14,8%) presentan serologia
positiva confirmada y que ademas no han sido tratados, demostrando asi que en esta comuna
hay un numero importante de personas que no han recibido el tratamiento antiparasitario.
Adicionalmente, la mayor parte de ellos presentan anticuerpos anti Trypanosoma cruzi cuyos
titulos tienden a 320.

Como parte de este mismo analisis, se evidenci6 que existe una cantidad limitada de casos cuyo
diagndstico serolégico es complejo, para los cual no se pudo obtener un resultado definitivo.
Debido a esto, es importante buscar nuevas estrategias diagndsticas que permitan resolver los
casos en que se presentan discordancias.

Otra cosa importante a considerar, son los resultados obtenidos en la caracterizacion clinica de
los individuos estudiados, pues mostraron que el 52,4% de ellos ya se encuentran presentando
la CCC, algunos de ellos presentando ya un alto avance de la patologia. Este porcentaje, al
tratarse de una cifra tan elevada, es posible relacionarla con la alta mortalidad de la ECh en esta
comuna y en la regién de Coquimbo, lo que permite suponer que en esta zona del pais la ECh
es un problema que esta siendo gravemente desatendido.

Se confirman las bajas cargas parasitarias descritas para esta etapa de la ECh, aspecto critico
para la caracterizacion parasitologica pre-terapia y el seguimiento de casos tratados. Se sugiere
no excluir a individuos que cumplen con todos los criterios de inclusion y que tienen una Unica

muestra con resultados parasitologicos negativos. Se sugiere, en caso de que se considere este
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criterio parasitologico de inclusion, evaluar en cada paciente, al menos tres puntos de estudio
parasitolégico en un determinado periodo de tiempo.

Finalmente, este estudio buscd determinar la posibilidad de acceso al tratamiento antiparasitario
por parte de los individuos infectados. En los resultados se pudo observar que el 75% de los
individuos estudiados podrian acceder al tratamiento pues no cumplen ninguno de los criterios
de exclusion para este. Sin embargo, esto no significa que seran inmediatamente tratados, pues
la mayor parte de ellos no cumplen con los criterios para recibir el tratamiento de forma
prioritaria. Esto implica que, debido a que no seran tratados oportunamente, la enfermedad
podria progresar e incluso podria llevarlos a la muerte. Debido a todo lo anterior, si se revisara
la normativa ministerial y se disminuyera la cantidad de filtros impuestos para determinar el
acceso prioritario al tratamiento, se podria conseguir que los farmacos antiparasitarios puedan
ser entregados oportunamente a las personas que los necesitan. Si bien la transmision vectorial
ya fue erradicada en el pais, aun hay muchas personas que siguen siendo afectadas por la
enfermedad, por lo que a nivel pais debe generarse mayor conciencia sobre la gravedad del
problema que asola a los habitantes de Combarbala y de la region de Coquimbo, y buscar formas

resolverlo.
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10. Anexos

I.  Actade aprobacion del Comité de Eticay Consentimiento Informado Proyecto 011-
2017

-t
-3

LNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA

e COAITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

SANTIAGO, 09 de Jullo de 2019,

Dr, Werner Apt Baruch

Programa da Bologa Calular y Molecular
Leboratorio Parasitalogio Basico - Oinko
LCaM

Fatuitad de Mediines

Universided da Chile

Presnte

Ret.: Proyecto 011-2017.
Estimado Or. Apt:
B Comité de Etica de Irvestigacion en Seres Humanos (CEISH), con facha 09 de Julio de 2018,
informa a usted que toma coracimiento de carta recitida con fecha 01/07/ 2019 referenta a su
peoyerto: “TOWARDS PERSONALIZED TREATMENT OF CHAGAS DISEASE BY MOLECULAR
FROFILING OF PATIENTS AND PARASITES".

Ref.: Enrsenda al Cansentimiento nformado

e Este Comité toma conocimiento y apreeba medificaciones al Consentimiento informado
de dicho grotocole

Sin otro particular, Je saluda atantamente,

Proyecto NP 011-2017
Archivo Cana Obs 031

Tesfena: 29789536 Ewad: comitecaishmed.uchie.of
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UNIVERSIDWD DE CHELE

FACULTAD DE MEDECINA

COMITE DE ETICA DE LA
U A

DE PARTICIPACION
PROYECTO EULACH16/T02-0108 (2017-2020)
"HACIA EL TRATAMIENTO PERSONALIZADO DE LA EMFERMEDAD DE CHAGAS BASADO
EN ESTUDIOS MOLECULARES DE PACIEMTES Y PARASITOS"

DEAUTORIZACION |
USO DE ESTAS MUESTRAS BIOLOGICAS
PARA OTROS ESTUDIOS RELACIONADOS

Patrocinante: Universidad de Chile

Investigador principal: Wemer Apt Baruch

RUT: 3.641.950-1

Institucion: Universidad de Chile- Facultad de Medicina
Instituto de Ciencias Blomédicas

Programa Buologia Calular y Molecular
Laboratoric Parasitologia Basico-Clinico
Teléfonos: 229786122-229786123

Invitacid ticipar:
Le mwitamos a partcpar en el proyedtn de westigacién: "HACIA EL
TRATAMIENTO PERSONALIZADO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS BASADO EN
ESTUDIOS MOLECULARES DE PACIENTES Y PARASITOS", debido 3 que en las
pesquisas de |z enfermeadad de Chagas, se ha confirmado & revés de exémenes
de sangre que Ud. tiens la enfermedad de Chagas,

Objetivo General:

Determinar si s caracteristices genéticas del haspedero v del pardsito podrian
tener valor prondstico en o desarrollo de |5 cardiopatia chagésica y en la respussta
ol tratarmiento de la enfermedad de Chages.,

Requisitos para entrar en el estudio (criterios de indusién)
-Edad: 18 afos o mas

-Diagnéstico seroldgico enfermedad de Chagas (dos pruebas dstintas)
-Consentimiento Informado por escrito

Procedimientos

1. Firma del Consentimiento Informado

2. Realizar encuesta epidemiciogica (antecedentes familiares, de vivienda, de
contactn con vinchucas & informacidn relaconada sobre cdmo adauinio la infeccion,
madre infectada, transfusidn, etc.) en el grupo de estudio



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE LA

3. Ficha dinica, Anamnesis, examen fisico y co-morbilidad.

4. Determinar mediante trazado electrocardiografice de 12 derivaciones s
condicidn de compromiso cardiaco, segun oriterios de la Asodacon del Corazon de
Nueva York, Estados Unidos (Grupos 1 al 1Iv),

5. Ecocardicgrama en casos de ECG altarado

6. Obtener material para estudio genética del hospedero (estudio que se realizara
en Alemania) y del parasito, consistents en una muest'a de sangre vencsa (10 cc),
procedimientn que no constituye peligro alguno para su saked.

Costos del estudio
Su participacién en este estudio no tiene costo zlgune para Ud, La atercién de

meédico parasitilego (Dr. Werner Apt) y los diferentes examenes de laboratorio
realizades en Chile y en Alemania, son gratuites,

Beneficios del estudio:

Su participacién en este astudio le permitird conocer el estado de su afeccion y
coar con  los  parametros  parasitologicos,  electrocardiograficos (v
ecocardiograficos en algunos casos), para su eventual tratamiento.

Usbtd rcdblra mpensaoonocnnmmca paratmsladusc al lugar de control
($5.00C por visita).

Todo la informacndn obtnemda de su pamcipaclén en esteestud:o sert confidencial.
Cualquier publicacién o comunicacidn cientifica de los resultades de esta
Investigacidn serd andnima.

Su participacion en este estudio e5 absol.tamente voluntaria y se puade retirar en
cualquier momento comunicando esta determinacidn al mvestigador.

RESQUATG0 G€ 1aS mMuestras DI0I0gIcas:

Seran almacenadas en congeladores del Laboratoro de Parasitologia Basice-Clinico
de la Facultad cde Medicina de la Universidad de Chile y la responsable de las
musstres serd la Dra. Ings Zulantzy Alfarc (56-2 229786122). Las muestras seran
utilizadas sdlo para este estudio, en caso de ser utilizadas en otras Investigaciones,
s& solicitara su autorizacion. Las muestras que se conserven al bérmino del estudio
seran mantenidas a -20°C por si pudiesen cervir a futuro. Si usted decide retirarse
voluntariamente de este estudio, sus muestras seran eliminadas.
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UNIVERSIDAD DE OHALE

FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DEETICA DL LA

INYESTIGACION EN SERES HUMANCS
Uso de muestras biologicas para futuros estudios de investigacion
En caso que las muestras del presente proyecto sean necesarias para futuros
estudios de investigacdon, autorize que sean resguardadas bajo confidenciakdad en
el Laboratorio de Parasitologia Bdsico-Clinico, JCBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Derechos def participante:

Si usted requiere cualquier otra informacon sobre su particpacion en este estudo
puede comunicarse con el “Presidente del Comité de Etica de Investigacidn en
Seres Mumanos" Dr, Manuel Oyarzun G., Teléfono: 229789536, email: comiteceish
@med.uchlle.d, cuva oficine se ancuentra ubkada 2 un costado de la Bibliotece
Central de la Facultad de Medkina de l Universidad de Chile en Avenkia
Independencia 1027, Comuna de Independencia, Santiago.

Dejo constancia que redbo una copla firmada de este consentimiento

Nombre del paciente Firma Fecha
Fercha

Nombrs de informants Firma

Fecha

DR, WERNER APT
Nombre del nwvestigador Firmia

or General del EJ =
Dr, Justo Lorenzo Bermejo
Universidad de Heildelberg
Alemania

¢ asnoados
Dra. Inés
M.V, Gabriela Mufioz
Dr. Marcalo Liancagqueo
Or. Nelson Varela
T.M, Cristian Fuentealba
TM, Danlela Carrasco
Facultad e Madvins
Univarsidad de Chike
2229786753
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Il.  Procedimiento ELISA:
El kit comercial utilizado corresponde al Test ELISA Chagas Ill de BiosChile, y todos los
reactivos usados en la técnica fueron provistos por este. Como controles se utilizaron el control
positivo y negativo del kit, y ademés unos controles externos.

1. A cada pocillo se le agregaron 200 pL de solucion Diluyente de Muestra.

2. En los pocillos se agregaron 20 pL de los controles y de las muestras. Los
controles positivos y negativos se hicieron en duplicado, tanto los del kit como
los externos, sin embargo estos Ultimos no se utilizaron en el calculo del cut-off.

3. Laplaca se sellé con papel adhesivo y se incubé a 37 °C por 30 minutos.

4. Posteriormente se realizaron tres lavados, afadiendo 300 pL de Solucion de
Lavado a cada pocillo durante 30 segundos.

5. Se agregaron 100 puL de Conjugado a cada pocillo, se selld la placa con papel
adhesivo y nuevamente se incub6 a 37 °C por 30 min.

6. Se repitieron los tres lavados y se agrego 100 puL de Sustrato en cada pocillo, tras
lo cual se procedié a incubar a temperatura ambiente por 30 minutos en la
oscuridad.

7. Sin eliminar el contenido de los pocillos, se afadieron 100 pL de Solucion de
Detencion en cada pocillo, tras lo cual se hizo la lectura de la placa con un filtro

de 450 nm.
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Procedimiento Inmunofluorescencia Indirecta:

1.

Se prepararon las siguientes diluciones del suero a investigar y de los sueros
control: 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 y 1/1280. Los sueros fueron
diluidos con buffer fosfato pH 7,2.

15 uL de las diluciones fueron distribuidas en pocillos con epimastigotes fijados
presentes en placas de vidrio, asignado un pocillo para cada dilucion.

Se incubaron las placas por 40 minutos a 37 °C.

Se realizaron dos lavados con buffer fosfato de 5 minutos cada uno, tras lo que
las placas se dejaron secar a temperatura ambiente.

A cada pocillo se le agregaron 15 plL de una globulina anti-IgG humana marcada
con fluoresceina para IFI (Fluoline G, bioMérieux), el cual fue previamente
diluido en 1/100 con Azul de Evans 1/1000. Luego se incubaron las placas a 37
°C por 40 minutos.

Las placas se volvieron a lavar dos veces con buffer fosfato por 5 minutos cada
lavado, dejandolas secar a temperatura ambiente.

En las placas se afiadié glicerol diluido en buffer fosfato 1/1, para luego cubrir
los pocillos con un cubreobjetos y pasar a realizar la lectura en un microscopio

de fluorescencia.
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V.

Procedimiento extraccién ADN:

1.

10.

11.

Se utilizaron 200 pL de cada muestra, a los que se le agregaron 25 plL de
Proteinasa K.

A la mezcla se afiadieron 300 uL de Buffer de Lisis, tras lo cual se agité en un
vortex por 15 segundos y se centrifug6 brevemente.

Las muestras se incubaron por 10 minutos a 65 °C, agitadas y centrifugadas
nuevamente a los 5 minutos y al final de la incubacion.

Se afiadieron 350 pulL de etanol frio, tras lo que se agitd en vortex por 20 segundos
y se centrifugo.

Se traspasaron 500 puL de muestra a columnas de extraccion, las cuales fueron
centrifugadas a 15.000 rpm por 1 minuto.

Las columnas fueron transferidas a otro tubo colector y se eliminé el desecho del
anterior junto al tubo.

Se tomé el contenido restante de muestra en el tubo original y se centrifugé a
15.000 rpm por 1 minuto, tras lo que se volvi6 a eliminar el tubo colector con su
contenido.

Las columnas fueron transferidas a un nuevo colector y se les afiadieron 500 uL
de Buffer HBC.

Las columnas se volvieron a centrifugar a 15.000 rpm por 1 minuto, y luego se
elimind el desecho pero se reutilizo el tubo colector.

Se afiadieron 700 pL. de DNA Wash y se centrifugoé a 15.000 rpm por 1 minuto.
Se elimind el desecho y se reutilizé el tubo.

El paso anterior se repitié y luego se hizo un lavado en seco en un tubo colector

nuevo, sin agregar DNA Wash y centrifugando a 15.000 rpm por 2 minutos.
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12. Se transfirié la columna a un nuevo tubo de microcentrifuga y se le afiadieron 50
pL de Buffer de Elusion.

13. La columna se dejo reposar por 5 minutos y se centrifugé a 15.000 rpm por 1
minuto, tras lo que se desechd la columnay se guard6 el tubo de microcentrifuga

con ADN a -20 °C.
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V.

Procedimiento cuantificacion ADN:

1.

Se prepar6 la solucion de trabajo diluyendo el reactivo Qubit® dsDNA HS
Reagent con el reactivo Qubit® dsDNA HS Buffer en relacion 1:200.

En los tubos destinados a los estandares del kit, se agregé 190 pL de la solucion
de trabajo, y luego se afadieron 10 pL de los estandares a los tubos
correspondientes. Luego de esto se agitod con vortex por 2-3 segundos.

En los tubos destinados a las muestras, se agregaron 195 pL de la solucion de
trabajo, y luego se afiadieron 5 uL de las muestras correspondientes. Luego de
esto se agitaron los tubos en vortex por 2-3 segundos.

Todos los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 2 minutos.

Se realizo la lectura de la fluorescencia en el equipo.
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VI. Resultados titulos, parasitemia y alteraciones electrocardiogréaficas

CASO | TITULO | PARASITEMIA [ ECG | CASO | TITULO | PARASITEMIA | ECG
5303 640 1,18 Normal 5602 640 0,52 Normal
5309 640 O] Normal 5603 160 O] Severa
5314 320 (-) Leve 5608 160 () Leve
5364 1280 ) Normal | 5611 160 0,37 Severa
5385 1280 ) Leve 5612 320 0,51 Leve
5392 320 0,76 Normal | 5614 640 (-) Normal
5397 640 ) Normal | 5616 640 ) Normal
5410 320 ) Normal | 5632 160 0,91 Normal
5413 320 2,37 Severa 5636 320 ) Severa
5421 640 7,55 Severa 5640 160 O] Leve
5424 320 O] Severa 5646 320 O] Normal
5426 40 ) Leve | 5650 1280 ) Leve
5427 1280 3,93 Severa 5651 160 O] Leve
5435 640 O] Normal 5656 320 O] Severa
5444 320 O] Severa 5658 320 O] Normal
5447 640 O] Normal 5674 320 O] Normal
5464 160 O] Severa 5678 640 O] Normal
5470 20 ) Normal | 5679 640 ) Leve
5472 320 ) Normal 5680 1280 0,51 Normal
5489 320 (-) Normal | 5683 320 No determinado Leve
5509 640 2,59 Normal | 5684 20 No determinado | Normal
5514 320 O] Leve 5687 320 ) Leve
5515 1280 0,39 Severa 5688 320 No determinado | Normal
5528 320 ) Normal | 5695 160 ) Normal
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5531 640 2,72 Normal 5700 320 O] Severa
5532 640 ) Normal | 5733 1280 ) Leve
5536 160 4,72 Leve 5738 160 0,1 Leve
5541 320 3,49 Normal 5742 80 O] Leve
5543 320 O] Leve 5743 160 O] Severa
5544 2560 O] Severa 5745 160 O] Severa
5558 40 ) Normal | 5750 320 ) Normal
5569 80 0,83 Leve 5772 80 ) Normal
5574 320 O] Normal 5776 160 O] Severa
5588 160 0,65 Leve 5783 320 0,69 Normal
5590 1280 2,36 Severa 5784 160 ) Normal
5597 40 ) Leve | 5786 160 ) Leve
5599 160 O] Normal 5799 160 O] Severa
5601 160 ) Normal | 5800 320 ) Leve
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