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I. Introduccion

La enfermedad de Chagas, producida por el parasito Trypanosoma cruzi, es uno de los
principales problemas de salud publica de Latinoamérica. Se estima que existen unos 7 millones
de personas infectadas y mas de 100 millones en riesgo de contraer la infeccion [1,2]. En zonas
endémicas rurales o de precarias condiciones de vida, la transmision vectorial es la principal
ruta de infeccion. Sin embargo, los movimientos poblacionales han llevado la infeccion a los
grandes centros urbanos que se encuentran fuera de areas endémicas, incluso a Norteamérica,
Europa, Asia y Oceania, constituyendo una problematica novedosa en paises receptores
migracionales que no contemplan en sus busquedas serologicas la infeccién por T. cruzi. En
estas regiones no endémicas las vias de transmision connatal, transfusional y trasplantacional
se vuelven de gran relevancia para el establecimiento de la infeccion [1].

La infeccion por T. cruzi evoluciona desde una etapa aguda, de pocas semanas de duracién
caracterizado por una alta parasitemia y sintomas generalmente inespecificos, a una etapa
cronica asintomatica, de baja parasitemia, que puede prolongarse durante afios, e incluso toda
la vida del paciente. Sin embargo, afios después de la infeccién, el 30-40% de los infectados
desarrolla alguna de las patologias caracteristicas de la enfermedad de Chagas. Entre ellas, un
20-30% de los infectados desarrolla cardiopatia (cardiopatia chagéasica cronica, CCC), 8%
megavisceras, un 2% afecciones combinadas o afecciones del sistema nervioso central,
usualmente asociadas a estados de inmunosupresion [3-5].

En el afio 2009, en base a diferencias genéticas, seis grupos diferentes o unidades discretas de
tipificacion (UDTs) fueron definidos dentro de la especie T. cruzi [6]. En los ultimos afios,
varios estudios han mostrado que estos grupos poseen virulencias disimiles y distribuciones
geogréficas diferenciales y, en relacién con la infeccion humana, varias UDTSs han sido halladas
en distintas muestras bioldgicas, aunque la relacion de ellos con la evolucion de la infeccion y
el desarrollo de patologias especificas sigue siendo un tema de estudio.

En el afio 2010, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiald la necesidad de buscar
sistemas de diagndstico que permitan una rapida deteccion de la infeccién por T. cruzi en los
centros de atencién del primer nivel, que no cuentan con equipamiento complejo de laboratorio
[7]. Desde entonces se han realizado algunos estudios para evaluar el desempefio de las pruebas
de diagnostico rapidas (PDR) en diferentes poblaciones y con diferentes muestras. Algunos
estudios proponen a las PDR para ensayos tipo screening en terreno, es decir, no son criterio de
diagnostico en la actualidad, y el resultado obtenido requiere una posterior confirmacion por el
método de referencia (dos técnicas serologicas positivas). Entre las ventajas, se distingue la no
necesidad de operadores calificados, que el resultado se obtiene en pocos minutos, no se
requiere refrigeracion de los reactivos y se pueden aplicar a distintos tipos de muestras [8].

Antecedentes

La enfermedad de Chagas representa un importante problema de salud publica, amenazando
cerca del 25% de la poblacion total en América Latina, constituyendo una de las causas mas
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frecuentes de insuficiencia cardiaca en el continente [9],[10]. La zoonosis afecta a unos 7
millones de personas y provoca unas 14.000 muertes al afio [9]. La infeccion por T. cruzi en
América tiene una incidencia anual de 30.000 casos por transmision vectorial y 9.000 casos de
recién nacidos infectados por transmision vertical. Segun datos del Ministerio de Salud de la
Nacion, en nuestro pais existen entre 1y 3 millones de individuos infectados, pudiendo un 30%
de ellos presentar alteraciones cardiacas de distinto grado [11].

Debido a la migracion poblacional, se estima que unas 400.000 personas infectadas viven fuera
de paises endémicos, principalmente en Europay Estados Unidos [12,13]. En particular, en este
ultimo se estima la presencia de unos 300.000 individuos infectados de los cuales unos 40.000
han desarrollado CCC [14].

Si bien el territorio argentino esta dentro de la regién endémica para la infeccion, existen
diferentes niveles de riesgo de transmision vectorial entre regiones, segln sus caracteristicas
naturales, ecoepidemioldgicas y socioecondmicas de su geografia y su poblacion. La Provincia
de Buenos Aires (PBA), junto con Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego, se consideran libres
de riesgo de transmision vectorial, siendo certificadas por la OMS como libres de la transmision
domiciliaria por Triatoma infestans, el principal vector domiciliario en Argentina[15], por lo
tanto, son consideradas regiones no endémicas. Sin embargo, como se menciond, la migracién
es una via importante de generacion de casos de Chagas en las ciudades o conglomerados
urbanos. En las ultimas décadas, la PBA ha recibido poblaciones migrantes provenientes de
regiones argentinas y de paises vecinos con alta prevalencia de la infeccion, por lo que la
enfermedad de Chagas también se ha urbanizado en esta region [16,17]. En un estudio
retrospectivo en el partido bonaerense de Florencio Varela, se observo que la mayor parte de
los diagndsticos de la infeccion son tardios (la edad media de realizacion del diagndstico fue de
35.5 afios) y existe desconocimiento poblacional de los dafios a largo plazo [18]. En particular,
para el partido de La Matanza y de acuerdo con los ultimos datos censales disponibles del afio
2010, mas de un 75% del total de los migrantes provienen de Paraguay o Bolivia [19]. Paraguay
ha logrado controlar la transmisién vectorial domiciliaria a partir del 2018 [20], mientras que
Bolivia presenta la prevalencia regional méas alta para la enfermedad de Chagas, por lo que
puede pensarse que la migracion desde zonas endémicas hacia el Municipio de La Matanza
podria generar casos urbanos. Sin embargo, no hay publicaciones sobre la incidencia de la
infeccion en la poblacion de La Matanza y pocos estudios epidemioldgicos han abordado la
problematica en este Municipio. Por otro lado, la transmision vertical de T. cruzi ocurre en un
5% de las madres con infeccion cronica [21]. En Argentina se estima que anualmente nacen
alrededor de 1.500 nifios infectados [22]. En 2018, el 41,1% de los reportes de enfermedad de
Chagas en mujeres embarazadas corresponden a la PBA [23].

Marco conceptual

Este proyecto se realizara junto con el Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala
Chaben” y con el Hospital Paroissien (Isidro Casanova, Partido de La Matanza). Este ultimo
recibe anualmente centenares de pacientes con serologia positiva para la infeccion por T. cruzi,
indicando la alta prevalencia de la infeccidn en el Municipio y su impacto sanitario en la region.
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En este proyecto proponemos la validacion del uso de una prueba de diagnostico rapido (PDR),
con el objetivo de evaluar su utilidad como método de screening en salidas al territorio,
comparandola con los métodos de referencia que se realizan en el laboratorio del hospital. Los
resultados obtenidos seran evaluados en el contexto de la parasitemia (medida por PCR en
tiempo real) y la poblacion parasitaria infectante (UDT, caracterizada molecularmente).

Metodologia
En este proyecto se propone la evaluacion en territorio de una PDR de la enfermedad de Chagas

y su comparacion con el método diagndstico de referencia y por PCR en tiempo real.

Consideraciones éticas

Este proyecto serd sometido a evaluacion por el Comité de ética correspondiente. Todos los
pacientes que deseen participar deberan firmar el consentimiento escrito informado. El estudio
se realizara segun las normas nacionales y sera conducido respetando las normas de buenas
practicas clinicas vigentes. Los pacientes participantes podran retirarse del estudio cuando lo
deseen y acceder a toda la informacidn obtenida y esto no afectara la atencidn habitual.
Seleccion y reclutamiento de pacientes

Se realizara un estudio de cohorte prospectivo observacional. Se invitara a participar a los
pacientes que se atienden en el consultorio de Cardiologia del Hospital Paroissien.

Se incluiran en el estudio pacientes entre 18 y 75 afios de edad. Se excluiran los pacientes que
hayan sido tratados con Nifurtimox o Benznidazol, o pacientes inmunosuprimidos.
Diagndstico de referencia: al momento de la inclusion en el estudio se realizara serologia para
T. cruzi en el Hospital Paroissien segiin recomendaciones de las guias nacionales de atencion
de pacientes, utilizando dos pruebas normatizadas en paralelo y una tercera prueba en caso de
discordancia [24].

Criterio diagndstico: se considerara a un sujeto infectado cuando los resultados de dos pruebas
seroldgicas sean concordantes positivos. Se considerard a un sujeto no infectado cuando los
resultados de dos pruebas serolégicas sean concordantes negativos.

Con respecto al tamafio muestral, se realizara un muestreo por conveniencia de acuerdo de la
concurrencia de pacientes al Hospital. EI tamafio muestral esperado es de 50 pacientes con
serologia positiva y 50 con serologia negativa [25].

Muestras clinicas

Se extraera en el ambito hospitalario una muestra de 8 ml de sangre periférica adicional al
volumen de muestra que se requiera para los estudios médicos de rutina.

-Conservacion de las muestras para PDR

Para la realizacion de la PDR se conservaran 3 ml de la muestra de sangre periférica en tubo
seco y se centrifugara a 3000 rpm por 10 minutos para separar el suero que se conservara a -
20°C hasta su procesamiento en el Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala
Chaben”. La capacitacion del personal estara a cargo del Instituto Nacional de Parasitologia Dr.
Mario Fatala Chabén.

-Conservacion de muestra para gPCR (determinacion de parasitemia'y UDTS)
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Para la realizacion de las qPCR 5 ml de la muestra de cada paciente serdn inmediatamente
mezclados en un volumen igual de una solucion 6 M Guanidina-Hidrocloruro / 0.2 M EDTA
como se explica en [26], codificadas y preservadas a 4°C en el dmbito del Hospital.
Posteriormente, las muestras seran enviadas al Instituto de Investigaciones Biotecnologicas
(I1Bio-UNSAM).

-Parasitemia y determinacion de poblaciones parasitarias

Extraccion de ADN

De la preparacion anterior, se utilizaran 200ul para la extraccion de los acidos nucleicos. Se
utilizara el kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen) con menores modificaciones. El
tratamiento con proteinasa K y buffer de lisis recomendado por el kit, serd omitido de acuerdo
a [27], y el paso de elucion se realizara mediante el agregado de 100ul del buffer de elucion
provisto por el kit incubando la columna a temperatura ambiente por 10 min antes del
centrifugado para recuperar el ADN [28]. La cantidad y calidad de ADN recuperado de la
muestra se analizard mediante absorbancia (A) a 260nm/280nm en Nanodrop.

Determinacion de la parasitemia mediante qPCR de secuencias satélites nucleares.

La carga de ADN de T. cruzi en las muestras de pacientes se determinard como se describio
anteriormente [29]. Este ensayo, se realizard mediante una cuantificacion absoluta del ADN de
T. cruzi en la muestra. Para ello, se realizard una curva estandar con ADN de un donante sano
contaminado experimentalmente con cantidades conocidas de ADN de T. cruzi obtenido en
cultivo de laboratorio [27].

Determinacion de las UDTs parasitarias infectantes

La determinacidon de cada uno de los genotipos de la/s poblacidn/es parasitarias de las muestras
de sangre seré evaluada por triplicado por gPCR. Se utilizaran 6 amplicones para determinar
las diferentes UDTSs [26,30].

-Evaluacion del kit de diagnostico rapido

Se utilizara la prueba WL Check (Wiener Lab Group) utilizando 40 uL de suero de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Los operadores de laboratorio que obtengan los resultados de
la PDR no conoceran los resultados del estdndar de referencia.

Resultados
Para el abordaje de los objetivos de este proyecto en primer lugar se coordinaron diversas visitas

al Hospital Paroissien para entrevistar al grupo de trabajo y armar los consentimientos
informados, hoja de informacion para el paciente, hoja de delegacion de tareas y base de datos.
Ademas, se solicitaron las firmas al Director del Hospital Paroissien y se consiguio el aval y
recomendacion del Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires y de la Direccion
Provincial de Hospitales. Todos estos documentos fueron presentados al Comité de Etica del
Municipio de La Matanza (COMUBI) y ademas se brindé un seminario informativo. En la
actualidad, estamos esperando la devolucion de dicho comité para implementar el uso de los
kits de diagnostico rapido en pacientes.
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Conclusiones
Mediante este estudio se espera validar el uso de una PDR como método de screening,

utilizando como estandar de referencia los algoritmos de diagnostico recomendados en las guias
nacionales de atencion de pacientes con infeccion con T. cruzi, de modo de detectar la infeccion
en centros de atencion del primer nivel con baja disponibilidad de equipamiento y tiempo de
procesamiento de muestras y durante las salidas de campo a zonas alejadas del Hospital
Paroissien. De esta forma, se espera contribuir a que la poblacion de areas no endemicas del
Partido de La Matanza y otras regiones del AMBA, puedan tener acceso a un método que
permita detectar la infeccion por T. cruzi de manera rapida.

Ademas, la aplicacion de técnicas diagnosticas simples, como la evaluada en este proyecto,
puede contribuir significativamente a la interrupcion de la transmisién vertical. En este sentido,
el conocimiento del estado seroldgico por parte de mujeres en edad fértil es fundamental para
poder analizar y estudiar a sus hijos recién nacidos o de pocos afios de edad, quienes tienen
asegurado el éxito terapéutico si son tratados en los primeros afios de vida.

También, se espera contar con informacion epidemioldgica respecto a la carga parasitaria y
UDTs circulantes en la poblacién con infeccion por T. cruzi de La Matanza que hasta el
momento no han sido descritas.

Si bien son cortos los tiempos estimados para la ejecucion de este proyecto, los resultados que
surjan del presente plan podrian plantear nuevas hipdtesis de trabajo. En particular, interesa
saber a futuro y, como resultado de la comparacion de los métodos diagnésticos que aqui se
proponen, si los falsos negativos corresponden a pacientes con baja carga parasitaria o bien si
se trata de alguna UDT en particular que dificulte el diagnéstico. Por otro lado, una vez evaluada
la efectividad de la prueba rapida, la técnica podra ser ensayada en pacientes con serologia
discordante (resultados diferentes entre las diferentes técnicas), los cuales constituyen
actualmente un grupo de pacientes que podrian estar siendo mal diagnosticados.

Finalmente, se espera contribuir en la formacion de recursos humanos de una estudiante de la
UNLAM cuya postulacion a beca CIN se encuentra actualmente en evaluacion.
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