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RESUMEN

RESUMEN

La Enfermedad de Chagas (EC) es la enfermedad parasitaria mas importante en
Ameérica latina, donde es endémica. Debido a los movimientos migratorios de las
tltimas décadas, la EC se ha convertido en un problema de salud global. La EC
presenta una fase aguda, caracterizada por una alta parasitemia, seguida de una fase
crénica en la que la parasitemia es baja e intermitente. Por esta razon, la sensibilidad
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en esta segunda fase es muy
variable.

El objetivo de esta tesis es evaluar la utilidad de la técnica de la PCR a tiempo real
(qPCR) en el diagnéstico y seguimiento de pacientes en la fase crénica de la EC
seguidos en dos centros de Medicina Tropical en Barcelona.

La gPCR presenta baja sensibilidad en nuestra cohorte y un resultado positivo no se
relaciona con la aparicion de alteraciones viscerales caracteristicas de la fase cronica.
A pesar de ello, los resultados de parasitemia obtenidos en pacientes no tratados,
pueden aportar datos sobre la dinamica del parasito y los diferentes factores que
pueden influir en su presencia en sangre periférica.

Sin embargo, un resultado positivo de gPCR en pacientes tratados es un maracador
util para detectar fracasos de tratamiento, tanto en la practica clinica habitual como en
el contexto de ensayos clinicos.

En la cohorte seguida en nuestro centro, la tasa de fracaso a Benznidazol es muy
baja. Sin embargo, el fracaso de dos pautas diferentes de Posaconazol, evaluadas en
el contexto del ensayo clinico Chagasazol, fue cercana al 90%.

Segun la experiencia recogida en esta tesis, en la fase crénica de la EC la mayor

utiidad de la gPCR es la monitorizacion de la respuesta al tratamiento. Este
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seguimiento, a falta de nuevos biomarcadores precoces de curacion, debe realizarse
de forma periédica y durante un largo periodo de tiempo.

La utilizacion de un control de calidad externo de los resultados de qPCR confiere una
mayor robustez a los resultados y permite evaluar de forma precoz los posibles errores

de protocolo.



ABSTRACT

ABSTRACT

Chagas disease (CD) is the most important parasitic disease in Latin America, where it
is endemic. Due to the migratory movements of the last decades, CD has become a
global health problem. CD presents a sharp phase characterized by high parasitaemia
followed by a chronic phase in which the parasitaemia is low and intermittent.

For this reason, the polymerase’s chain reaction (PCR) sensitivity in the chronic phase
is variable.

The main objective of this thesis is to evaluate the usefulness of the real-time PCR
technique (QPCR) in the diagnosis and monitoring of patients in the chronic phase of
CD, followed in two centers of Tropical Medicine in Barcelona.

The qPCR shows low sensitivity in our cohort and a positive result is not related to the
appearance of the visceral involvement characteristic of the chronic phase. Despite
this, the results of parasitemia obtained in untreated patients can provide data on the
dynamics of the parasite and the different factors that may influence its presence in
peripheral blood.

However, a positive result of gPCR in treated patients is a good surrogate marker of
therapeutic failure both in routine clinical practice and to evaluate new treatment
patterns in clinical trials.

In the cohort followed in our center, the failure rate to Benznidazole was very low,
which reinforces its effectiveness as trypanocidal. However, the failure of two different
treatment regimes with Posaconazole, evaluated in the context of the Chagasazol
clinical trial, was close to 90%.

According to the experience gathered in this thesis, the greatest utility of gPCR in the

chronic phase of CD is monitoring the response to trypanocidal treatment. In the
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absence of new early healing biomarkers, this monitoring should be carried out
periodically and over a long period of time.
The use of external quality control of gPCR results makes them more robust and allows

an early evaluation of possible protocol errors.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Trypanosoma cruzi

1.1.1. Resefia histérica del descubrimiento de Schizotrypanum cruzi y

primeras descripciones de la Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas (EC) es una infeccién parasitaria producida por el protozoo
flagelado Trypanosoma cruzi. La enfermedad es endémica en 21 paises de América
latina desde el Sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile, exceptuando
las islas del Caribe (1).

La primera descripcion del parésito y la enfermedad la realiz6 el médico brasilefio
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934) en 1909 mientras estaba realizando
una investigacion sobre posibles vectores de malaria en la ciudad brasilefia de
Lassance, en la region de Minas Gerais en Brasil.

Chagas que entonces era investigador del Instituto Oswaldo Cruz, del que seria
director desde 1917 hasta su fallecimiento, descubri6 la presencia de unos triatominos
hematé6fagos (Panstrongylus megistus), denominados comunmente barbeiros que se
encontraban en el interior de los domicilios donde se alimentaban de sangre tanto de
personas como de animales domésticos. Al diseccionar los triatominos descubri6 la
presencia de un parasito en su interior al que denominé Schizotrypanum cruzi en
honor a su maestro Oswaldo Cruz (2).

El 14 de febrero de 1909, consultaron al Dr Chagas el caso de una nifia de un afio
llamada Berenice, que vivia en una de las casas infestadas, por fiebre alta,
hepatoesplenomegalia y edema facial. Al examinar la sangre de esta nifia observo los
mismos parasitos que habia descubierto en el triatomino. Berenice fue la primera

paciente diagnosticada de EC.
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Ademdas de reconocer estos sintomas secundarios a la picadura del triatomino,
Chagas también intuy6 la cronicidad de la enfermedad, al relacionar la presencia de un
bocio endégeno y las frecuentes bradicardias y extrasistoles que presentaban los
habitantes de la region, con la infeccion.

Por tanto, en un trabajo Unico en la historia de la parasitologia y la medicina, Carlos
Chagas describié las caracteristicas mas importantes de una nueva enfermedad: el
vector, el parasito y su ciclo biolégico, algunos de los hospedadores implicados, sus
manifestaciones clinicas, su epidemiologia e incluso su profilaxis (3).

Debido a su descubrimiento Chagas se convirti6 en miembro de la Academia Nacional
de Medicina de Brasil y recibié varios premios y titulos de instituciones nacionales e
internacionales. Fue nominado dos veces para el Premio Nobel en Medicina y

Fisiologia (1913 y 1921), que nunca consiguio debido probablemente a desavenencias

politicas (4).

Figura 1. Dibujos originales de Carlos Chagas. Fuente: Chagas C. Mem Inst Oswaldo Cruz
1159-218.

Tras la muerte de Carlos Chagas se intensifico el estudio de la enfermedad en Brasil.
Multiples investigadores, que incluian a su propio hijo Evandro Chagas, completaron

los estudios del parésito, de los vectores implicados y confirmaron la existencia de la

10
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fase crénica de la enfermedad, llegando a describir algunas de las alteraciones
cardiacas caracteristcas de la EC mediante los primeros estudios
electrocardiograficos (1).

Al poco tiempo empezaron a describirse los primeros casos fuera de Brasil, en El
Salvador en 1913 y en Per( y en Venezuela en 1919 a los que siguieron el resto de
paises en Latinoamérica (3).

A pesar de que el parasito se descubri6 hace apenas un siglo, estudios
paleobiolégicos han permitido detectar ADN de T. cruzi en momias del desierto de
Atacama que datan de 4000 afios antes de Cristo, lo que demuestra que la

enfermedad ha existido en América Latina durante mas de 9.000 afios (5).
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Figura 2. Cronograma de los primeros casos de EC en Latinoamérica. Fuente: Lidani et al.
Front Public Heal 2019;7:166.

Una mencién especial en las primeras investigaciones de esta enfermedad la merece
el médico argentino Salvador Mazza. Tras la descripcion de la enfermedad por parte
de Carlos Chagas, en Argentina se iniciaron los primeros estudios para determinar la
existencia de la enfermedad en su territorio. A pesar de detectar triatominos

infectados, se deseché la idea de que hubiese EC en Argentina debido a que “la

11
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vinchuca infectada en la Repulblica Argentina no produce la enfermedad de Chagas
[probablemente debido a] una atenuacion del tripanosoma por el clima” (6).

No fue hasta el principio de los afios 30 que el grupo de investigadores liderados por
Mazza describio el primer caso en humanos en Argentina asi como la implicacion de
otros mamiferos hospedadores. Este prolifico investigador describié clinicamente la
fase aguda de la enfermedad en mas de 1200 casos (7).

La importancia de sus descubrimientos hizo que incluso se propusiera cambiar el

nombre de la enfermedad por el de Chagas-Mazza.

Figura 3. Carlos Chagas (izquierda) y Salvador Mazza (derecha).

No fue hasta 1967 que Bayer comercializ6 el Nifurtimox (Lampit®) seguido en 1972 del
Benznidazol (Rochagan® y Radanil®. Roche), los dos farmacos utilizados para el
tratamiento de la EC y que persisten hasta la actualidad.

Otro hito en la evolucién histérica de la EC fue el desarrollo en la década de los 90 de
las técnicas de deteccion de ADN de T.cruzi que han permitido un avance no sélo en
el diagnéstico de la enfermedad, sino en el conocimiento de su diversidad genética, de
la patogénesis de la enfermedad, principalmente de la fase cronica y en consecuencia

de las pautas de tratamiento y manejo clinico de la EC en la actualidad.
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1.1.2. Trypanosoma cruzi: un parasito complejo

T. cruzi es un parasito hemoflagelado que pertenece al orden Kinetoplastida, clase
Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae (8)(9).

Durante su ciclo de vida presenta tres formas morfologicas diferentes y las tres con
capacidad de transmitir la infeccion.

El amastigote, es de localizacion intracelular y es la forma de division en el mamifero.
Se divide por fisién binaria y genera una estructuras con mdultiples amastigotes en el
interior celular que son las responsables de su destruccion. Mide de 2-4um de tamafio
y pude encontrarse en el interior de cualquier célula nucleada, principalmente las de
origen mesenquimal (10).

El tripomastigote es la forma extracelular en el mamifero. Mide de 16-20 um y se
encuentra circulante en sangre periférica 0 en el intestino terminal del redavido
(tripomastigote metaciclico). No tiene capacidad de division pero propaga la infeccién
a otras localizaciones dentro del organismo y a otros mamiferos a partir de las heces
del vector.

El epimastigote es la forma en la que se encuentra en el tracto digestivo del vector y
en los cultivos “in vitro”. Tienen capacidad de division en el intestino del triatomino

donde se transforman en tripomastigotes metaciclicos infectantes (11).
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Figura 4. Distintas formas morfoldgicas de T.cruzi.
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Desde el punto de vista morfolégico T. cruzi, como el resto de Trypanosomatidae,
presenta un organulo llamado kinetoplasto que contiene material genético.

Las formas extracelulares, tripomastigote y epimastigote, poseen una membrana
ondulante muy caracteristica que recorre el citoplasma y se continGa en un unico
flagelo libre. La forma del citoplasma, la longitud del flagelo y la disposicién del

kinetoplasto permiten la diferencia morfologica entre estas dos formas evolutivas (12).

Complejidad genéticay Unidades Discretas de Tipificacion (UDT)

T. cruzi es un microorganismo muy complejo desde el punto de vista genético y
antigénico. Su forma de propagacion es clonal, pero simultdneamente es capaz de
realizar procesos de intercambio genético y de recombinacion que dan lugar a una
poblacion muy heterogénea (13).

La aplicacion de técnicas moleculares con gran capacidad de discriminacion ha
permitido clasificar a T. cruzi en distintos linajes o Unidades Discretas de Tipificacion
(UDT). Se define como UDT diferentes grupos taxondmicos identificables por
marcadores genéticos, moleculares o inmunoldgicos comunes (14). Las UDT pueden
considerarse familias clonales estrechamente relacionadas pero no un unico clon y

con la suficiente relacion como para no clasificarse como especies diferentes (15).

Figura 5. Distribucion geografica de las UDT de T. cruzi en el continente americano.
Fuente: Zingales B, et al. Infect Genet Evol 2012;12(2):240-53.
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Actualmente se acepta que existen seis linajes diferentes (Tcl a TcVI) que cumplen
estas caracteristicas (16). En los ultimos afios se ha descrito un nuevo linaje
independiente, TcBat asociado inicialmente con la infeccion en murciélagos, como
causa de infeccion en humanos (17).

Tcl es la UDT més frecuente, se localiza principalmente en América Central y se ha
asociado a mayor dafo cardiaco. Tc ll, Tc V y Tc VI se distribuyen principalmente en
Ameérica del sur, siendo TcV es mas frecuente en Argentina, Bolivia y Paraguay y TcVI
en el Gran Chaco. Tc lll y Tc IV generalmente no producen infeccibn en humanos
(16). La heterogeneidad genética va mas alla de la UDT y se han descrito sublinajes,
como ocurre en el caso de Tcl donde estan bien caracterizados (18). También se
conoce la presencia de infecciones mixtas en las que coexisten varias UDT
simultdneamente.

La gran relevancia de la definicion y el estudio de las diferentes UDT ha sido redefinir
algunos aspectos de esta enfermedad: la distribucién geogréafica de cada linaje dentro
del area endémica, los distintos nichos ecoldgicos implicados en la transmision
vectorial, los ciclos de transmisién y un mejor conocimiento de la patogénesis de la
enfermedad.

Existen multiples estudios que intentan relacionar el linaje del parasito con las
manifestaciones clinicas y la gravedad de la enfermedad (19)(20)(21). También se ha
podido demostrado la presencia de diferentes poblaciones de T.cruzi en la sangre y
distintos tejidos, sugiriendo el tropismo selectivo de algunas UDT (que puedan
condicionar por ejemplo una mayor predisposicién para la transmisiébn congénita) o a
una seleccibn de linajes secundario a un proceso de inmunosupresion
(22)(23)(24)(25). Los estudios de tipado también se han utilizado en la caracterizacién
de brotes e incluso para determinar la posible seleccion de UDT resistentes tras el

tratamiento tripanocida (26)(27).
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1.1.3. Mecanismos de transmision

Transmisién vectorial

La EC es una zoonosis en la que actian como reservorio diversos mamiferos tanto
domésticos (perros, gatos, cobayas) como selvaticos (roedores, marsupiales,
armadillo) implicados, junto al humano y el vector, en tres ciclos de transmision:
doméstico, peridoméstico y selvatico (11).

La via de transmision mas frecuente en el area endémica es la vectorial, a partir de
triatominos que son conocidos por distintos nombres populares en funcién del area
geografica (vinchuca, barbeiro, chinche besucona o picuda...). Se trata de insectos
hematofagos de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominiae, de las que existen mas
de 140 especies capaces de transmitir la EC. Las mas frecuentes pertenecen a los
géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus y son: Triatoma infestans, Panstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata, Triatoma sordida, Triatoma maculata, Panstrongylus geniculatus,

Rhodnius ecuadoriensis y Rhodnius pallescens (28).

P
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Figura 6. Transmision vectorial de T.cruzi. Fuente: Rodrigues Coura et al. Mem Inst Oswaldo
Cruz, Rio Janeiro. 2014;109(7):856-62.
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Estos vectores presentes en la zona peridomiciliar, al alimentarse de sangre de
animales o humanos, defecan liberando los tripomastigotes metaciclicos presentes en
su intestino. Estas heces poseen un material irritante que provoca el rascado. Este, a
su vez, produce pequefias escoraciones en la piel 0 mucosas por las que penetra el
parasito, invadiendo las células mesenquimales en cuyo interior se transforma en
forma amastigota. El amastigote se multiplica en las células hasta que finalmente
estallan produciendo la invasibn de nuevas células por contigiidad o bien
transformandose en forma tripomastigota por la que se diseminard via hematdgena
hacia otras localizaciones e invadiendo nuevas células. El ciclo se completa cuando un
nuevo triatomino se alimenta de sangre de un hospedador infectado adquiriendo
tripomastigotes circulantes de un individuo con parasitemia que se transformaran en

Su intestino en epimastigotes que daran lugar de nuevo a tripomastigotes metaciclicos

(10).
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Figura 7. Transmision vectorial y ciclo de vida de la infeccién por T.cruzi. Fuente: Perez Molina
and Molina. Lancet 2018;391(10115):82-94
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Transmisién congeénita

Debido a los importantes esfuerzos por reducir la transmision vectorial, la transmision
vertical madre-hijo se ha convertido en una de las principales via de transmision de la
EC (29).

La proceso de transmision no se conoce completamente y en el se implican distintos
factores: placentarios, maternos como la inmunosupresion relativa durante la
gestacion, fetales como la capacidad inmunolégica del feto a hacer frente a la
infeccién y otros intrinsecos del parasito como la parasitemia o la UDT que condiciona
su histotropismo por la placenta (30)(31).

De todos ellos, la parasitemia detectada en el tercer trimestre de la gestacion es el
factor de riesgo que mas se ha asociado con la posibilidad de transmision de la
infeccién al feto (32)(33)(34). Esta asociacién es tan robusta, que se ha llegado a
proponer realizar diagnéstico postnatal Gnicamente en los recién nacidos de madres
gue presenten parasitemia detectable mediante técnicas de alta sensibilidad como la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), ya que s6lo estos presentarian riesgo de
infeccion (35).

Una particularidad de la transmision congénita de esta infeccion es la posibilidad de

transmision de una generacion a otra.

Transmisién mediante transfusion de hemoderivados

La transmision de la EC se puede producir a partir de distintos tipos de hemoderivados
provenientes de donantes con tripomastigotes circulantes.

Se han descrito casos de transmision a partir de sangre completa, concentrados de
hematies y plaquetas e incluso colonias de granulocitos, pero no de plasma. No todos
presentan el mismo riesgo, siendo los concentrados de plaquetas los que presentan
mas riesgo, debido principalmente a la gran cantidad de sangre que requiere filtrarse

para conseguirlos (36).
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Otros factores de riesgo para la transmision son el volumen de sangre transfundido, la
UDT del parasito que determina su histotropismo, la carga parasitaria del donante, el
estado inmunitario del receptor o la correcta conservacibn de los productos

sanguineos (37).

Transmisién mediante trasplante de 6rganos

La infeccion por T.cruzi se puede transmitir de un donante de 6rganos seropositivo a
un receptor seronegativo (38). La EC es contraindicacion absoluta cuando el donante
se encuentra en fase aguda o cuando los 6rganos implicados son el corazon y/o el
intestino, pero no en el caso del rifién, el higado o los pulmones (39). El riesgo de
transmision depende del 6rgano trasplantado, siendo mayor en el caso del corazén
(75%), respecto al pulmén (66.6%), el higado (29%) o al rifion (18-19%) (40).

En los receptores seronegativos de un donante infectado es necesario monitorizar la
posibilidad de transmisién en el post-trasplante. La infecciéon en el receptor puede
presentarse con manifestaciones graves mas propias de la forma aguda, con el
agravante de la inmunosupresion y las co-morbilidades propias del proceso
(41)(42)(43). En nuestra experiencia, se han realizado trasplantes tanto hepatico como
pulmonar de donantes con EC a receptores seronegativos. En todos los casos se
realizé tratamiento que fue bien tolerado ademas de una estrecha monitorizacién
posterior mediante PCR del receptor sin detectarse transmision en ninguno de los
casos (44)(45).

En el caso de pacientes con EC que han de ser sometidos a trasplante es necesario
realizar el cribado y tratamiento de la EC previo a la inmunosupresion ademas de una

estrecha monitorizacion post-trasplante debido al riesgo de reactivacion (43)(46).

Transmision oral

La transmision oral se produce a partir de alimentos o bebidas contaminados con

heces de triatominos donde estan presentes los tripomastigotes metaciclicos (47).
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Muchos de estos casos se presentan en forma de brotes de infeccién aguda que son
potencialmente graves debido a la alta carga parasitaria presente en el alimento o
bebida ingerida.

Se han descrito brotes en varios paises, algunos de ellos con un importante nimero
de afectados, asociados al consumo de bebidas muy populares como el jugo de cana

de azucar o de agai (48)(49).

Otras formas de transmision

Existen vias de transmisién anecdéticas como los accidentes de laboratorio o la

transmision sexual que se ha descrito también en humanos (50)

1.2. Epidemiologiay mecanismos de control

La EC es la enfermedad parasitaria mas importante de América latina y es una de las
infecciones incluidas en la lista de enfermedades olvidadas de la OMS (51).

Se considera que afecta entre 6 y 7 millones de personas en el mundo, produciéndose
cada afo 28.000 casos nuevos y 12.000 muertes (52).

La carga econdmica de la EC es comparable e incluso supera la de otras
enfermedades como la infeccion por rotavirus o el cancer de cérvix secundario a la
infeccién por virus del papiloma humano. Esto se debe a su caracter cronico y a la
pérdida temprana de productividad, asi como por los costes de la atencién médica que
supone principalmente el diagnoéstico, tratamiento y seguimiento de las cardiopatias
avanzadas. En promedio, a nivel mundial, la carga de morbilidad de la EC esta
estimada en 627,46 millones de délares en costos de atencion médica y 806,170 afios
de vida ajustada por discapacidad (AVAD) anualmente (53).

La EC se ha asociado tradicionalmente a las zonas rurales de América latina debido a

gue las malas condiciones de las viviendas, principalmente de las comunidades mas
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pobres, son las que presentan condiciones 6ptimas para la transmisién vectorial de la
enfermedad (52).
Entre los paises endémicos, los que presentan una mayor prevalencia e incidencia de

EC son Bolivia, Argentina, Paraguay, Ecuador, El Salvador y Guatemala (10).

TABLE 1 | Estimated number of infected individuals and people at risk of infiection in Latin America from 1880 to 2010,
1980-1985 2005 2010

Infected Individuals at risk of Infected Individuals at risk of Infected Individuals at risk of

individuals infection (%) individuals infection (%) individuals infection (%)
SOUTHERN CONE
Argentina 23 23 1,505,235 (2.84%) 5.42
Bolivia 32 32 59
Brazil az 32 134
Chila 63 83 0
Paraguay S| 31 184,660 [2.13%) 106
Uruguay a3 33 7,852 (0.23%) 0
ANDEAN INITIATIVE
Colombia 900,000 (30%) il 437,060 (0.05%) 105
Ecuador 30,000 (10.7%) 4 47 190,872 (1.38%) 289
Peru 30 12 127 282 [0.43%) 45
Venezuaka 72 310,000 (1.2%) ia 192,330 [0.71%) 38
CENTRAL AMERICA
Balize — — 2,000 [0.7%) S 1,040 {D.3%) 223
Costa Rica 130,000 (11.7%) 45 23,000 (0.5%) 23 7667 {0.16%) 52
El Salvador 900,000 (20%) 45 232,000 (3.4%) 39 00,222 (1.3%) 169
Guatermala 1,100,000 (16.6%) 54 17 166,667 (1.2%) 102
Honduras 300,000 (15.2%) A7 49 73,333 (8.2%) 148
MNICARAGUA - 25 29,300 {0.52%) 115
Panama 200,000 (17.7%) 47 3 18,33 o) 134
Mendco - 28 209
*Guianas/Suriname - - - - 251
Total 17,395,000 (4.3%) 25 7,604,500 (1.4%) 20 129

Tabla 1. Prevalencia e incidencia estimada de EC en los principales paises endémicos. Fuente:
Lidani et al. Front Public Heal 2019; 7:166.

En los ultimos afios se han producido importantes cambios en la epidemiologia de la
EC. Por una parte, se ha producido una disminucién de la incidencia de la
enfermedad. Hay multiples factores implicados en esta tendencia: el establecimiento
de politicas de control de las distintas vias de transmisién, la mejora del acceso al
diagnéstico y tratamiento de la enfermedad que implica una reduccion de la carga de
enfermedad y por dltimo al fallecimiento de los pacientes crénicos.

El otro gran cambio deriva de los movimientos migratorios que se han producido en las
Gltimas décadas. Estos movimientos de personas desde las zonas rurales de América
latina hacia las ciudades y principalmente a paises fuera del continente ha hecho que
se detecten casos de la EC fuera de las zonas tradicionalmente afectadas e incluso

fuera del area endémica.
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El mayor flujo de inmigrantes latinoamericanos se registra en Norteamérica (Estados
Unidos y Canada), seguido de Europa y el oeste del Pacifico (Australia, Nueva
Zelanda y Japon) (3). Esta universalizacion de la enfermedad ha convertido a la EC

en un problema de salud global (54).
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FIGURE 3 | Current estimated number of immigrants with T. cruz infection in non-endemic countries. Estimation based on data for the United States (2007) and
Canada (2006) (23), Eurcpe (2008-2011) (94), Japan (2007) (95), Australia (2011), and New Zealand (2006) (92).

Figura 8. Prevalencia e incidencia estimada de EC en los principales paises NO endémicos.
Fuente: Lidani et al. Front Public Heal 2019;7:166.

Se estima que entre 68.000 y 120.000 personas infectadas por T.cruzi viven
actualmente en Europa (55). Debido a las importantes relaciones linglisticas y socio-
culturales con América latina, Espafia es el pais con mayor nimero de inmigrantes
latinoamericanos y por tanto de personas infectadas por T. cruzi en el continente
europeo (56).

La EC es la enfermedad mas frecuentemente diagnosticada en inmigrantes de origen
latinoamericano en Espafia, llegando a un 40% de infectados en este colectivo, segun
datos recogidas en la Red Cooperativa para el Estudio de Enfermedades Importadas
por Viajeros e Inmigrantes (REDIVI) y al 53.8% segun datos propios de nuestro grupo

(57)(58). Con respecto al origen de las pacientes infectados, la mayor seroprevalencia
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de EC se encuentra en personas de origen boliviano (18%), seguidos de El Salvador
(5.6%), Paraguay (5.5%), Nicaragua (4.6%) y Honduras (3.7%) (59).

En areas no endémicas donde no hay posibilidad de transmision vectorial ni oral, las
vias de transmisiébn mas frecuentes son la transmisiéon congénita, las transfusiones

sanguineas y el trasplante de organos (3)(56).

Country Number Number of Country-specific 95% CI Prevalence in country of origin Prevalence
screened seropositives prevalence* (%) (National level) PAHO (%)[39] ratio
Argentina 875 16 22 080413 4.13 053
Bolivia 2264 541 18 13.9- 6.75 267
22.66
Brazil 954 4 0.6 0.16-1.12 1.02 0.59
Chile 290 1 1 0.17-2.36 0.99 1.01
Colombia 1627 6 0.5 0.15-0.92 0.96 0.52
Ecuador 2131 7 0.4 0.18-0.72 1.74 0.23
El 67 2 3.7 1.62-11.7 3.37 1.10
Salvador
Honduras 136 3 42 127-7.36 3.05 1.38
Mexico 166 0 1.5 0.24-376 1.03 1486
Nicaragua 50 1 4.6 0.76-11.3 1.14 4.04
Paraguay 385 19 5.5 3.46-791 254 217
Peru 1029 4 0.6 0.23-1.18 0.69 0.87
Uruguay 248 0 08" 0.08-224 0.66 1.21
Venezuela 311 0 0.9 0.16-222 1.16 0.78

Tabla 2. Seroprevalencia de EC entre migrantes latinoamericanos en funcion del pais de
origen. Fuente: Requena-Méndez A, et al. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Feb 13;9(2)

Existen multiples iniciativas para reducir la transmisién vectorial, como la Iniciativa
Cono sur (INCOSUR) para los paises de Sudamérica, o las Iniciativas para los paises
andinos, México y Centro América o la cuenca del Amazonas, que tienen como
objetivo la eliminacion de los principales vectores de la enfermedad. Paises como
Uruguay (1997), Chile (1999) o la mayor parte del territorio de Brasil (2006) estan
libres de transmision vectorial de la enfermedad (60).

Se considera que en América latina existen 15.000 casos nuevos de infeccion
congénita por afio con una tasa de transmision del 5%, llegando hasta el 12% en
zonas de alta prevalencia como Bolivia (61)(62).

En zonas no endémicas, la tasa de infeccion congénita es menor que en la zona
endémica y es aproximadamente del 2.7% (62). Concretamente en Catalunya, la tasa

detectada en los Ultimos afios es algo mayor alcanzando el 4.17% (63).
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Segun datos de nuestro centro, la seroprevalencia de EC entre 1.473 gestantes fue del
35% con un Unico caso de transmision congénita lo que supuso una tasa de
transmision del 5% (64).

Respecto a la prevencién de la transmision congénita, el tratamiento de las mujeres en
edad fértil se considera la medida mas eficaz (60). Este hecho incide en la necesidad
de diagnosticar y tratar la EC de la forma mas precoz posible haciendo mayor hincapié
en mujeres jévenes y en edad fértil (35)(65).

Con este objetivo, en Espafia existen tres comunidades autonomas Catalunya,
Comunidad Valenciana y Galicia, donde existe un protocolo de cribado de mujeres
embarazadas (66)(67)(68). La realizacion del cribado en gestantes permite detectar
precozmente casos de infeccion congénita, tratar a la gestante en el periodo post-
parto asi como permitir el acceso al cribado a otros hijos e incluso el resto de la
familia. En Catalunya el programa de cribado existe desde el afio 2011 con un
aumento de la tasa de cumplimiento desde el 68.4% en 2010 hasta el 88.6% en 2015
(63)(69).

En las Ultimas décadas se han descrito entre 300 y 800 casos de infeccién por T.cruzi
a partir de distintos tipos de hemoderivados (37). En nuestro medio, la prevalencia de
donantes seropositivos fue del 0.62% segun datos recogidos en un estudio realizado
en el Banco de Sangre de Catalunya (70).

En Espafa desde el afio 2005 existe un Real Decreto (Real Decreto 1088/2005) por el
cual es obligatorio cribar la EC en todos los donantes con factores de riesgo
epidemioldgicos de padecer la enfermedad. Los programas de cribado serolégico en
los bancos de sangre han permitido reducir de forma drastica esta via de transmision
(70)(71).

En cuanto al control de la transmisién por donacién de 6rganos, como ya se ha
comentado, se debe realizar un cribado serolégico a todos los potenciales donantes de

precursores hematopoyéticos y érgano solido con factores de riesgo epidemioldgico de
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padecer la EC. Para ello existen recomendaciones tanto a nivel nacional como
internacional (39)(46)(72).

En cuanto a receptores de drganos, se estima una prevalencia de EC entre receptores
de 6rganos entre 0 y 10.7%, siendo del 7.1% en una cohorte de 49 receptores con
criterios epidemiolégicos compatibles seguida en nuestro hospital (42). El riesgo de
reactivacion de la enfermedad debida a la inmunosupresién justifica el cribado en
receptores con criterios epidemioldgicos compatibles y el tratamiento y estrecha
monitorizacion post-trasplante en los casos positivos (41)(43). En nuestro pais se han
descrito formas graves de reactivacion por EC en receptores de trasplantes en los que
no se habia realizado cribado previo (73).

Por ultimo, al contrario a lo que ocurre con el resto de vias de transmisién, en los
Ultimos afios se ha visto incrementado el nimero de brotes y afectados por
transmision oral. En algunos territorios como la cuenca del Amazonas se han
convertido en una importante via de transmision (3).

Con el objetivo de diagnosticar y tratar el mayor nimero de casos posibles, la
deteccién de T.cruzi estd incluida en la mayor parte de recomendaciones de cribado
de enfermedades infecciosas en inmigrantes asintomaticos (74)(75).

A esto hay que afadir que es una maniobra coste-efectiva particularmente importante
en nifos, adolescentes, mujeres embarazadas y mujeres en edad fértil ya que es la
medida preventiva mas eficaz frente a la transmision congénita (76). El 10% de la
carga econdmica que supone la EC a nivel mundial corresponde a paises nho
endémicos (53).

A pesar de todo ello, debido a que la mayoria de casos son asintomaticos, a la falta de
conocimiento de la enfermedad entre el personal sanitario y en muchas ocasiones a la
dificultad en el acceso al sistema sanitario, asi como condicionantes culturales y
sociales por parte de la poblacion susceptible, el infradiagndstico de la EC en Europa

llega hasta un 94-96% (77). Es necesaria la formacion del personal sanitario en el
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manejo de esta enfermedad y la implicacion de los Servicios de Salud Publica para
potenciar e intentar unificar politicas de control de la infeccion a nivel europeo (78).
Ademds de los programas de cribado de EC ya mencionados en bancos de sangre,
gestantes y donantes de érganos, existen otros protocolos especificos para pacientes
susceptibles de reactivaciones como pacientes infectados por VIH o inmunosuprimidos
(79)(80)

Con el objetivo de incrementar el nimero de diagndésticos, también existen actividades
a nivel comunitario que pretenden llegar al mayor nimero de personas incluyendo

aquellas que por diversas razones no llegan al sistema sanitario (81)(82).

1.3. Enfermedad de Chagas

1.3.1. Patogeniay Manifestaciones clinicas

La EC pasa por dos fases, una fase aguda que dura entre 4 y 8 semanas en la que
existe una alta parasitemia, seguida de una fase cronica caracterizada por una
parasitemia baja e intermitente que se prolonga durante afios, incluso toda la vida del

enfermo.

Fase aguda

La fase aguda se produce 7-10 dias tras la introduccién del parasito en el organismo.
El dafio en esta fase se produce directamente por la accién del parasito en los
distintos tejidos (10). Generalmente en esta fase el paciente permanece asintomatico.
Si aparecen, los sintomas son inespecificos generalmente se trata de un un cuadro
febril acompafiado de adenopatias con o sin hepatoesplenomegalia y en un 90% de
los casos se autolimitan (11). En ocasiones aparece una inflamacién local en el punto
de la piel por donde penetra el parasito llamado chagoma de inoculacién. En el caso

de que este chagoma se presente como una inflamacion palpebral unilateral e indolora
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secundaria a la inoculacién a través de la conjuntiva se conoce como signo de
Romafa y es caracteristico de esta fase de la enfermedad (10). En un pequefio
porcentaje de casos (aprox 5-10%) pueden presentarse manifestaciones graves como
la encefalitis 0 la miocarditis. Este porcentaje aumenta en casos de transmisién oral
debido a la inoculacibn de una alta carga parasitaria presente en el alimento

contaminado (83).

Fase crénica

En pacientes no tratados, la fase aguda de la enfermedad se sigue de la fase crénica.
Los mecanismos patogénicos en esta fase no son bien conocidos pero se acepta que
se trata de un proceso multifactorial (84). Existen mdultiples estudios que demuestran
gue la presencia crénica del pardsito provoca una reaccion inflamatoria mantenida
causante de la lesion crénica. Pero existen otros factores como una alteracion en la
respuesta inmune del hospedador frente al parasito o la UDT implicada que condiciona
un histotropismo selectivo y la virulencia (85). A pesar de que los amastigotes de
T.cruzi pueden estar presentes en multiples células nucleadas, los tejidos mas
afectados en la fase crénica son el tejido cardiaco y digestivo.

La EC también es muy compleja desde el punto de vista inmunoldgico. En el control de
la enfermedad, participan tanto la respuesta inmune innata como la adquirida de tipo
Th1, en la que estan implicados los linfocitos B y T, células natural killer y factores pro-
inflamatorios y citokinas como el IFN-y, el factor de necrosis tumoral a y la interleukina
12 (86). Mientras existe un equilibrio entre esta respuesta y la accién del parasito, el
paciente permanece asintomatico (87).

En la mayoria de pacientes en fase crénica (60-70%) se mantiene este equilibrio y por
tanto permanecen asintomaticos durante afios en lo que se conoce como fase crénica
indeterminada. En el resto de pacientes (30-40%) aparecen las manifestaciones
cardiacas, digestivas o ambas (10). El porcentaje de afectacion visceral y la gravedad
de las manifestaciones también depende de muchos factores propios del parésito,
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principalmente la UDT, del hospedador e incluso de las pruebas complementarias
realizadas para detectarlas. Existen diferencias entre las series realizadas en areas
endémicas y las no endémicas, en estas Ultimas los pacientes suelen ser mas jovenes
y presentan menos complicaciones viscerales (88).

Las manifestaciones cardiacas son las mejor estudiadas (afectan 15-45% de los
pacientes en fase cronica) y las que condicionan el prondstico de la enfermedad. La
cardiopatia chagasica generalmente presenta peor prondstico que las cardiopatias
idiopaticas o de otras etiologias (10). Se deben principalmente a alteraciones de la
conduccion y de la contractilidad del miocardio. Las primeras son secundarias a la
presencia de nidos de amastigotes que dan lugar a fallos en la estimulacion eléctrica
del corazén. Estos fallos producen distintos grados de arritmias que se pueden
manifestar como palpitaciones, sincopes e incluso muerte subita. El miocardio sufre
una dilatacion que da lugar a una miocardiopatia dilatada causante de insuficiencia
cardiaca (89). El electrocardiograma y la ecocardiografia son las técnicas mas
indicadas para detectar las lesiones cardiacas en estadios precoces (90).

Las manifestaciones digestivas son menos frecuentes afectando aproximadamente
al 20% de los pacientes crénicos. Las alteraciones digestivas también son debidas a
una lesion del sistema nervioso entérico que derivan en trastornos motores que dan
lugar a dilataciones importantes principalmente del es6fago y el colon (megaeso6fago y
megacolon). Estas lesiones se traducen en alteraciones de la deglucion (dispepsia,
disfagia, reflujo gastro-esofagico) y estrefiimiento crénico respectivamente.

Las exploraciones complementarias mas utilizadas para la evaluacién de la alteracion
digestiva son las que permiten observar estas dilataciones (enema opaco) pero hay
otras que evalGan su funcionalidad como la manometria esofagica que también han
demostrado su utilidad (91)(92).

Las reactivaciones de la fase crénica de la EC, debidas a estados de
inmusupresion, presentan una alta parasitemia y manifestaciones clinicas que pueden
ser graves tanto a nivel sistémico (meningitis, meningoencefalitis, miocarditis o
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lesiones cutaneas) como local (chagoma) (93). Como ya se ha comentado, para evitar
estas complicaciones, los pacientes con antecedentes epidemiolégicos compatibles
con la EC que estdn inmunodeprimidos deben ser cribados y posteriormente
monitorizados de forma continuada para detectar posibles complicaciones de forma

temprana.

1.3.2. Diagndstico

El método diagndstico de eleccién depende de la presencia del parasito en sangre y

por tanto, de la fase de la enfermedad.

Fase cronica
Fase aguda
Forma Forma Forma Farma
indeterminada cardiaca digestiva neuronal
Duracion 1-2 (6*) meses 0‘8;13;]‘::"?33 Después de 20-30 afios
Frecuencia 1-5% 50-70% 30-30%
Muestras biologicas Sangre Sangre, suero
Parasitemia positiva/negativa
Caracteristica Parasitemia positiva — —
Serologia positiva (lgG)
Lot "ea, P SRR -~
o -
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Figura 9. Comportamiento de la parasitemia (linea de puntos) y de la respuesta serologica
(linea discontinua) en la EC. Fuente: Flores-Chavez et al. Enferm Infecc Microbiol Clin
2007,;25:29-37.

En la fase aguda donde la parasitemia es alta, los métodos diagnésticos se basan en
la deteccién del parasito en sangre periférica. Para ello se utilizan el examen
microscopico que permite la visualizacion de los tripomastigotes circulantes, técnicas
de amplificacion biolégica como el hemocultivo o el xenodiagndstico, o técnicas

moleculares como la PCR que permiten detectar su ADN.
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En la fase cronica donde la parasitemia es mas baja e intermitente, la sensibilidad de
las técnicas parasitoldgicas disminuye draticamente y el diagnéstico se basa en la

deteccidn de anticuerpos IgG anti-T.cruzi.

1.3.2.1. Diagndstico parasitologico

Examen microscopico
El examen microscopico puede realizarse por observacion directa de los
tripomastigotes en una gota de sangre en fresco, o bien mediante extensién o gota

gruesa tefiida con la tincién de Giemsa.

Figura 10. Imagen de tripomastigotes de T.cruzi en gota gruesa (izquierda) y extensién de
sangre periférica (derecha). Fuente: imagenes propias cedidas por F. Zarzuela (Laboratorio
Drassanes-Vall d"Hebron).

El examen microscoépico directo presenta una sensibilidad entre 35% y 92% y varia en
funciéon del volumen de sangre utilizado (94). Sin embargo, las mas utilizadas son las
técnicas de concentracion en las que se realiza una centrifugacion con el objetivo de
aumentar la sensibilidad, como ocurre con la técnica de Strout o triple centrifugacion o
el microhematocrito (95).

La técnica de Strout se basa en tres centrifugaciones a distintas velocidades para
primero eliminar los hematies residuales y posteriormente concentrar los parasitos.

Esta técnica requiere de un importante volumen de sangre lo cual complica su uso en
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recién nacidos quedando exclusivamente para el diagnostico de personas adultas (96).
Por su parte el microhematocrito, requiere una minima cantidad de sangre que se
recoge en un microcapilar. Tras la centrifugacion, en la interfase entre los hematies y
el plasma se encuentra la capa leucocitaria en la que se pueden observar el
movimientos ccaracteristico de los parasitos (97). Debido a la dificultad de diferenciar
parasitos vivos de restos de ADN mediante PCR, hay autores que todavia consideran

que este es el método gold-standard en el diagnostico de infeccion congénita (61).

Métodos de amplificacidn bioldgica

Los métodos de amplificacion biolégica permiten multiplicar el nUmero de parésitos a
partir de un determinado volumen de sangre, utilizando medios de cultivo
(hemocultivo) o el propio reduvido (xenodiagnéstico).

El hemocultivo se realiza a partir de sangre contaminada en medios como el clasico
Nicolle-Novy-MacNeal (NNN) o el liver infusion triptose (LIT), también utilizado para el
cultivos de otros kinetoplastidos como Leishmania sp.

El xenodiagnéstico consiste en utilizar reddvidos naive que ingieren sangre de
pacientes con tripomastigotes circulantes reproduciendo el ciclo en el vector. Al
examinar las heces de ese redluvido se podran observar los tripomastigotes
metaciclicos.

La sensibilidad de ambas técnicas en fase aguda o reagudizaciones de la fase crénica
oscila entre 0 a 94% en el caso del hemocultivo y entre el 9% y el 87,5% cuando
hablamos del xenodiagnéstico (98). Ambas técnicas son lentas y requieren de una
infraestructura compleja, por lo que no se utilizan en el diagndstico clinico habitual y
guedan relegadas a laboratorios de referencia.

La sensibilidad depende del volumen de sangre utilizado y de la parasitemia presente
en el momento en que se recoge la muestra. Su sensibilidad disminuye de forma
dréstica cuando disminuye la parasitemia por lo que se desaconseja su uso en la fase
cronica de la EC (99).
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1.3.2.2. Diagnéstico serologico

El diagnéstico serolégico se basa en la deteccién de anticuerpos IgG anti-T. cruzi,
estos se producen de forma estable y mantenida como parte de la respuesta humoral
frente a la infeccion (100).

Actualmente, no hay una técnica que por si sola alcance el 100% de sensibilidad y
especificidad, por lo que el diagndstico seroldgico de certeza se basa en la
concordancia de, al menos, dos técnicas de distinto principio y antigeno (101).

Existen dos tipos distintos de técnicas serologicas en funcién del tipo de antigeno que
utilizan. Por una parte las técnicas convencionales que utilizan antigeno nativo,
generalmente lisado del parasito completo y las no convencionales que utilizan
antigenos recombinantes o péptidos sintéticos (99). El objetivo de utilizar dos técnicas
diferentes es alcanzar la sensibilidad (test convencional) y especificidad (test no
convencional) necesarias para diagnosticar el mayor nimero de casos.

El uso de los test convencionales que permiten detectar incluso niveles bajos de
anticuerpos debido a su alta sensibilidad, presenta como inconveniente la obtencién
de resultados falsamente positivos generalmente secundarios a reacciones cruzadas
con otros microorganismos relacionados como Leishmania sp o Trypanosma rangeli
(102).

Los test no convencionales permiten aumentar la especificidad y reducir el nUmero de
falsos positivos a pesar de que su sensibilidad es variable y viene determinada por las
fracciones antigénicas presentes en el test. La sensibilidad es mayor al aumentar el
namero de fracciones antigénicas y debe incluir las de diferentes UDT del parasito, lo
cual tiene especial relevancia en zonas no endémicas donde los pacientes provienen
de distintas areas geogréficas (103).

Las técnicas convencionales més utilizadas son la hemaglutinacion indirecta (HAI), la
inmunofluorescencia indirecta (IFl) y los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) (101). La
mayor parte de test no convencionales se han disefiado en formato ELISA. Entre todas

32



INTRODUCCION

estas técnicas, el ELISA debido a su buena sensibilidad, la posibilidad de
automatizacién y una interpretacion objetiva de los resultados es la técnica mas
adecuada para realizar el cribado serolégico de la EC (104)(105).

En los dltimos afios se ha desarrollado una nueva tecnologia absolutamente
automatizada basada en la quimiolumiscencia. Actualmente existen tres plataformas
en el mercado (CMIA ARCHITECT® Chagas Assay, CLIA LIAISON® XL murex
Chagas y Elecsys® Chagas) que utilizan proteinas recombinantes con un elevado
namero de fracciones antigénicas lo cual le confiere unos excelentes resultados de
sensibilidad y especificidad (106).

La alta sensibilidad que presentan estas técnicas ha hecho replantearse el actual
algoritmo diagnostico. Utilizando estas técnicas, el resultado negativo permitiria
descartar el diagndstico y un resultado positivo por encima de un determinado punto
de corte, confirmarlo. Unicamente en el caso de obtener valores en una “zona gris”
obligaria a realizar una técnica convencional para confirmar el resultado (107)(108).

La serologia no es una buena técnica para el diagnostico de la fase aguda ya que
ademas del retraso de la respuesta humoral, la mayor parte de kits comerciales no
incluyen la deteccion de IgM (100). Sin embargo, existen estudios en los cuales la
deteccion de IgM ha resultado ser un buen marcador precoz de infeccién congénita
(109).

La monitorizacién de la respuesta al tratamiento mediante técnicas seroldgicas es
poco eficaz a corto plazo debido a que es una respuesta muy lenta que requiere largos
seguimientos (110)(111). La tendencia lineal a la disminucién de los anticuerpos asi
como el disefio de nuevos Kkits utilizando péptidos sintéticos para la realizacion del
ELISA son estrategias utilizadas para mejorar y anticipar la respuesta serolégica en
pacientes tratados (112).

A pesar de todo ello, la pérdida de los anticuerpos sigue siendo el Unico criterio valido

de curacion de la EC.
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Serologia discordante y pruebas confirmatorias

La utilizacién de dos técnicas seroldgicas tal y como propone el algoritmo de la OMS
puede dar lugar a resultados discordantes. En el caso de que se produzca esta
discordancia, se debe repetir la determinacion y en el caso de que se mantenga, en
necesario realizar una tercera técnica de mayor especificidad que permita confirmar el
diagnéstico (101). Los casos en los que no se pueda llegar a un diagnéstico definitivo,
guedaran como no concluyentes. Estos casos generan un problema clinico, ya que la
actitud clinica y terapéutica a seguir en estos casos no esta bien definida, ademas de
generar una importante inquietud en el paciente.

La prevalencia de resultados serodiscordantes se estima alrededor de un 2% en
estudios realizados en bancos de sangre (113)(114)(115). En nuestra experiencia,
utilizando para el diagnostico dos ELISA en paralelo, este valor aumenta hasta el
3.3%. Al repetir la serologia tras unos meses esta discordancia desaparece
Unicamente en el 28.4%, quedando el resto como casos no concluyentes (116).
Existen varias técnicas confirmatorias: TESA-blot, es un inmunoblot que utiliza
antigenos de excrecion-secrecion de tripomastigote (117). Permite diferenciar IgM e
IgG y presenta datos de sensibilidad y especificidad cercanos al 100%. Se considera
una técnica confirmatoria especialmente util en el diagnéstico definitivo de casos
discordantes (118). En nuestra experiencia, tanto en casos discordantes como en
inconclusos, la utilizacién del TESA-blot Gnicamente permitié establecer un diagnostico
definitivo en la mitad de los casos (116).

El Western blot in-house con tasas de sensibilidad y especificidad cercanas al 100%
fuera del area endémica, pero es una técnica de gran complejidad en su realizacién e
interpretacion(119). En un estudio comparativo, el WB in-house permitiéd confirmar el
diagnéstico en el 35.4% de los casos discordantes mientras que TESA-blot lo hizo en

el 45.8% (120).
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Existen otras técnicas como el ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIPA) de
referencia en Estados Unidos, el ensayo en linea InnoLIA mucho mas sencillo de
utilizar o técnicas de neutralizacién que aunque son muy laboriosas presentan gran
especificidad (106)(121)(122).

Todas estas técnicas presentan inconvenientes: son laboriosas y complejas, no estan
automatizadas y ninguna se comercializa actualmente en Europa. Todo ello dificulta su
utilizacion en laboratorios de diagndstico clinico, donde los casos repetidamente
discordantes generalmente quedan como no concluyentes obkligando a un
seguimiento clinico prolongado en el tiempo.

La técnica de PCR se realiza con frecuencia en estos casos, ya que un resultado
positivo permite confirmar el diagndstico, sin embargo, un resultado negativo no lo

excluye.

1.3.2.3. Diagnéstico molecular

La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica de amplificacién de acidos
nucleicos que permite la deteccion de ADN de T.cruzi en muestras de sangre
periférica y tejidos.

Desde su inicio, en la década de los 90 del siglo XX, ha sido ampliamente utilizada
debido a su alta sensibilidad en la deteccién de parasitemia respecto a los métodos
parasitolégicos convencionales (123)(124)(125).

Se utiliza fundamentalmente en el diagndéstico de casos con alta parasitemia como la
fase aguda de la enfermedad: casos de infeccibn congénita, transmisién oral o en
receptores seronegativos de donantes seropositivos y en las reactivaciones de la fase
cronica que ocurren en situaciones de inmunosupresion. Actaulamente, otra de sus
principales aplicaciones es la evaluacion de la respuesta al tratamiento tripanocida

(126).
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A pesar de su indiscutible utilidad, la mayor desventaja de la PCR es no permitir
diferenciar parasitos viables de ADN circulante, aunque en estudios in vitro sélo ha
sido posible detectar ADN inyectado de forma experimental en ratones, durante
aproximadamente dos dias (127).

Existen multiples protocolos de PCR con resultados de sensibilidad variables debidos
a la implicacion de multiples factores: volumen de sangre utilizado, las condiciones de
conservacion de la muestra, el procedimiento de extraccion de ADN, la diana de
amplificacion, el disefio de los cebadores o las condiciones del termociclador.

La utilizacion del tampdn hidroclorhidro de guanidina 6M pH8 (GEB) en el pre-
tratamiento de la muestra de sangre permite homogeneizar la muestra y lisar el
parasito aumentando la capacidad de detectar minimas cantidades de ADN
aumentando la sensibilidad de la técnica principalmente en casos de parasitemias
bajas como ocurre en la fase cronica de la EC. El tampén GEB también permite la
conservacion de la muestra de sangre durante largos periodos de tiempo (128).
Debido a la gran heterogeneidad de protocolos y con el fin de evaluar la importancia
de cada uno de estos factores, en 2011 se realizé un taller en Argentina en el que
participaron los principales expertos en diagndstico molecular de EC. Se valoraron
hasta 48 protocolos de PCR diferentes, de los cuales sélo cuatro fueron elegidos por
su sensibilidad y especificidad. Los mejores resultados se obtuvieron al amplificar
secuencias ampliamente repetidas de ADN satélite presente en el nicleo (SatDNA) o
del minicirculo del kinetoplasto (KDNA). Los mejores protocolos de PCR permitieron
detectar al menos 10 fg/ml de ADN de T. cruzi o el equivalente a 0.5 parasitos/mL con
una sensibilidad entre 83.3-94.4% y una especificidad de 85-95%. La sensibilidad de
PCR que amplifican kDNA es mayor que la de satDNA (0.05-0.5 ps/ mL vs 5.103
ps/mL) mientras que este Ultima presenta una mayor especificidad (129).

El nimero de copias de la diana de ADN a amplificar varia en funcion del parésito. Tcl
presenta una variacién de 5 a 10 veces copias menos que el resto de linajes, lo cual
condiciona menor sensibilidad de la PCR.
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La implementacion de ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) utilizando
sondas fluorescentes como el Sybr Green o sondas especificas tipo TagMan ha
supuesto una avance importante en la implementacién de estas técnicas en los
laboratorios clinicos, ya que permite realizar la amplificacion y la deteccion en el
mismo paso, disminuyendo el riesgo de contaminaciones y facilitando el
procesamiento técnico (130). La gPCR permite cuantificar la carga parasitaria y la
utilizacion de protocolos multiplex en los cuales se puede incluir ademas de la sonda
especifica de T.cruzi un control interno que permita monitorizar la técnica (131).

El limite de deteccion de gPCR es de 0.1 a 0.01 ps/ml, teniendo en cuenta la
diferencia en el nimero de copias de Tcl respecto al resto de linajes, la carga
parasitaria puede variar en pacientes infectados por esta UDT.

Los protocolos de qPCR han sido estandarizados con el objetivo de conseguir una
correcta cuantificacién en muestras de sangre con la menor variabilidad posible inter e
intralaboratorio (132)(133).

Ademas, para garantizar la calidad de los datos de laboratorio, recientemente se ha
disefiado e implementado un sistema de Control de calidad externo (CCE) (134).

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad de gPCR, en los ultimos afios se han
propuesto distintas estrategias: el uso de un gPCR multiplex que permita amplificar
simultaneamente satDNA y KDNA, el aumento del numero de réplicas de PCR bien
aumentado el numero de extracciones de ADN, bien el numero de amplificaciones o
ambas (135)(136). La posibilidad de automatizar en plataformas que incluyan la
extraccion del ADN o el uso de kits comerciales estandarizados son estrategias futuras
gue permitiran facilitar el uso de esta tecnologia y permitira obtener resultados
robustos y de calidad (137).

Ademas del diagnéstico y seguimiento de pacientes con EC, las técnicas de PCR
también se utilizan para la caracterizacion molecular de las distintas UDT. Para ello se
utilizan algoritmos secuenciales que pemiten la amplificacion de distintos genes
diferenciales de las distintas UDT (126)(138).
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Ademéas de la PCR, existen otras técnicas de amplificacion molecular como la
amplificacion isotérmica de ADN mediada por asas (LAMP) basada en la amplificacién
de una importante cantidad de ADN usando una enzima termoestable que no requiere
del uso de termociclador (139). Técnicamente es mas sencilla, todo el proceso dura
aproximadamente 40 minutos y se lee de forma visual. La facilidad técnica y la
posibilidad de no requerir infraestructura ni aparataje especiales, es una técnica
idonea para su implementacibn en zonas remotas (140). Existen incluso kits
preparados para poder realizar LAMP con muy buenos resultados de sensibilidad y

especificidad (141).

1.3.3. Tratamiento

Durante mas de 40 afios, los dos Unicos farmacos utilizados para el tratamiento de la
EC han sido dos compuestos nitroheterociclicos: Benznidazol (BZL) y Nifurtimox
(NFX).

La indicacién de tratamiento con uno de estos dos farmacos esta muy bien establecida
en la fase aguda, en situaciones de reactivacion en pacientes inmunosuprimidos, nifios
menores de 18 afios y mujeres en edad fértil (101). Sin embargo, la indicacion de
tratamiento en fase crénica es controvertido. En un primer momento no se
recomendaba porque se adjudicaba el dafio tisular en fase crénica exclusivamente a
una alteraciéon de la respuesta inmune. Posteriormente, distintos estudios demostraron
la presencia del parasito en los tejidos afectados de forma croénica, lo cual produjo un
cambio de actitud, apoyandose en la hipo6tesis que el tratamiento retrasa la aparicion
de alteraciones cardiacas (85)(142). Sin embargo, existen resultados contradictorios
respecto al efecto beneficioso del tratamiento en la progresion de la cardiopatia. Los
resultados del estudio BENEFIT realizado en pacientes con cardiopatia chagasica no
demuestran que los pacientes tratados tengan mejor evolucion de la enfermedad

cardiaca que los no tratados (143). Sin embargo, en un estudio realizado en Brasil en
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2018 donde se evaluaron casi 2.000 pacientes con alteraciones electrocardiogréficas,
a los dos afios de seguimiento tanto la mortalidad como los marcadores de progresion
de cardiopatia eran menores en el grupo de pacientes tratados que en no tratados
(144). A pesar de esta controversia, el tratamiento suele ofrecerse a todos los
pacientes en fase cronica menores de 55 afios y sin cardiopatia avanzada (101). En
nuestro medio el farmaco mas utilizado es el BZL con una pauta de administracion de
5 mg/Kg/dia repartido en 2-3 tomas diarias durante 60 dias.

La eficacia del tratamiento depende de varios factores como la edad, los antecedentes
genéticos del paciente, la fase de la enfermedad o el linaje de T.cruzi. Las
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas del medicamento asi como la
mayor o menor sensibilidad del biomarcador utilizado para medir la curacién o el
fracaso del tratamiento, a pesar de no afectar directamente a la eficacia de la droga
influyen directamente en los resultados obtenidos (145).

El linaje del parasito influye directamente en la susceptibilidad de la cepa y marca la
diferencia de porcentajes de curacion en distintas series realizadas en regiones
geogréficas diferentes (16)(146)(147)(148). Se conocen cepas in vitro naturalmente
resistentes a los dos farmacos conocidos lo cual puede explicar el elevado porcentaje
de fracasos de tratamiento, aunque esto no ha podido demostrarse clinicamente (27).
Numerosos ensayos clinicos han informado hasta un 80% de cura parasitolégica en la
fase aguda y una cura del 60-70% en niflos de hasta 14 afilos mientras que en fase
cronica la eficacia disminuye hasta el 5-40% (149)(150)(151)(152)(153)(154).

BZL presenta un amplio espectro importante de efectos secundarios y puede requerir
suspender el tratamiento en un 7-30% de los pacientes. Los efectos mas frecuentes
son reacciones de hipersensibilidad y toxicodermia, alteraciones gastrointestinales,
cefalea, mialgias y excepcionalmente manifestaciones mas graves como alteraciones
hepéticas o neuropatia periférica (155).

Una de las principales preocupaciones en el seguimiento de los pacientes tratados es
la ausencia de un biomarcador de curacion precoz. La negativizacion de las pruebas
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serolégicas es el criterio actual de curaciéon de

anticuerpos es lenta y requiere un seguimiento prolongado (156). Por otro lado, la
negativizacion de las pruebas parasitolégicas en sangre periférica, hemocultivo,
xenodiagndstico, incluida la PCR no aseguran la ausencia de infeccion. De hecho, un
resultado negativo no puede tomarse como criterio de cura, mientras que un resultado
positivo es un marcador util del fracaso del tratamiento. Debido a su mejor
accesibilidad en comparacion con otras pruebas parasitoldgicas, la PCR es la mejor
técnica para la deteccién temprana del fracaso del tratamiento reduciendo el tiempo de

seguimiento (157). Actualmente, la PCR en tiempo real (qQPCR) es el biomarcador mas

la EC, pero la disminucion de

util para evaluar las respuestas al tratamiento tripanocida (158)

1.3.4. Ensayos clinicos

En los Ultimos afios se han realizado importantes esfuerzos para desarrollar nuevos

farmacos que sustituyan a BZL y NFX.
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Para evaluar la eficacia y tolerabilidad de nuevos farmacos y pautas de tratamiento a
lo largo del tiempo se han disefiado varios ensayos clinicos aleatorizados con o sin
placebo (159)(160)(161). Uno de los retos mas importantes en estos ensayos es
disponer de un marcador de curacién precoz que permita evaluar la eficacia de los
nuevos tratamientos y en la mayoria de ellos la gPCR es el més utilizado.

Actualmente s6lo BZL, NFX y los inhibidores de la sintesis de ergosterol (itraconazol,
posaconazol o pro-ravuconazol (E-1224) han sido las drogas evaluadas en ensayos
clinicos randomizados (162).

Existen otros estudios en los que se han incluido drogas como la amiodarona, un
antiarritmico conocido con cierta accién tripanocida como el alopurinol, el selenio o
nuevos nitroimadozoles como el Fexinidazol (152).

En la actualidad y debido al fracaso de los inhibidores del ergosterol, se han
comenzado ensayos para evaluar nuevos esquemas de benznidazol (Multibenz,
BENDITA) y Nifurtimox (CHICOstudy) basados en estudios farmacocinéticos y
farmacodindmicos que indican que una disminucién de la dosis o del tiempo de
tratamiento permitirian mantener la eficacia del farmaco disminuyendo los efectos
adversos (163).

Por dltimo existe un importante nimero de nuevos farmacos que estdn en fase
experimental pero con resultados prometedores, como los que interfieren en el
metabolismo del parasito, otros inhibidores del ergosterol como albaconazol o
voriconazol e incluso nuevas formulaciones de BZL(152).

En la tabla siguiente se sintetizan los diferentes ensayos clinicos en los que la qPCR
ha sido el marcador utilizado para valorar la eficacia de las nuevas pautas de

tratamiento.
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Clinical trial Patients Trypanocidal PCR protocol PCR Parasitological | EQA
drug pre-treatment | Qutcomes progrann
Galvao et | Randomized, | -111 children | -Benznidazole (7- | PCR+ Yes, bath | Conversion Mo
al.2003 double-blind, | 7-12 years 5 mgkg daihyB0 | hybridizafion positive  and | rates of T.cruzi
placebao- -Brasil d} -kDMA undeteciable | DMA in
cantrolled -Placabo - Single result: peripheral
One extraction + blood at 2
one years follow up
amplification
BEMEFIT | International | -2854 Chronic | -Benznidazole (5 | -PCR fes, both | Conversion Mo
Morilla et | multicenter, Chagas mg per kg dailyl | - kDMNA positive  and | rates of T.cruzi
al. 2015 randomized, | cardiomyopat | 80dpwas medfied | -Single  resuli: | undetectable | DA in
double- blind | hy on the basis of | One peripherical
and placebo- | -Adult the patient's. | extraciiontone blood at  the
cantrolled -Argentina, weight, thereby | amplificion end of
Balivia, Brazil, | presending the treatment, 2, &
Colombia, and | tokal dose of maore years
El Salvador -Placebo follow up
TRAENA | Randomized, | -Symplomatic | -Benznidazole -gFCR fes, both | Significant Mo
Riarte et | double- blind | and -Placebo positive  and | reduction of
al. and placebo- | asymptomatic - SaiDMNA undetectable | parasitic load
unpublish | contrelled chronic at 12-24
ad Chagas - TagMan months — afier
disease. dilplex qgPCR treatment
-Argentina
S5TOP- Prospective, | -120 - Posaconazole | -Real time PCR | Yes, all | Conwversicn Ha
Chagas multicenter Asymptematic | 400 mg b.idf6Dd | kDMNA positive rates of T.cruzi
Morilla et | randomized Chagas -  Benznidazole | -12 PCR resuli: DHA in
al. 2017 placebao- disease 200 myg + placebo | each DMA sam- peripheral
cantrolled -Argentina, bi.dLigDd pl= Was blood at the
Chile, -  Benznidazole | analyzed 3 end of
Spain,Colombi | 200 mg + | times with 3 treatment, 90,
a, posaconazoke 400 | PCR., with 4 120, 150, 180,
Guatermnala, myg b.Ld/80d technical and 380 days)
and Mexico -Placebo 10 mg | repBcates days follow up
b.i.d f60d
CHAGAS | Prospective, -78 -Benznidazole - Real time PCR. | Yes, all | Conversion fes
AFOL randomized symptomnatic 150 mg b.idf60d | - satDMA positive rates of T.cruzi
Malina et | MOT placebo | and -High-dose - Two PCR DA in
al. 2014 caontrelled asymptomatic | Posaconazole results: Omne peripheral
chronic 400 mg b.id /G0d | DMA blood at  the
Chagas -Low-dose extraciion#2 end of
disease. Posaconazcle amplification treatment, 4, 6
-Spain (mainky | 100 mg b.id.60d and 12 months
balivian) follow up
E-1224 Froof-of- -2 -High-dose (4000 | q PCR fes, all | Conversion fes
Tomrico et | concept, symptornatic rmgfBw) - satDMA positive rates of T.cruzi
al, 2018 double-blind, | and -Low-dose (2000 | - MNine PCR DA in
randomized asymptomatic | mg/Sw) resufts:  Thres peripheral
chironic -Short-dose DMA. extractiond blood at the
Chagas E1224 three end of
disease. [2400mgfdw + | amplification for treatment, 4, 6
-Bolivia placeboldw) each one and 12 months
-Benznidazole follow up
(5 mghkg per
dayfild)
-Placebo (B w)
1 qPCR: real time quantitative DMA. KDMA: kinstoplastid DMA. satDMA: satelliie DNA. EQA:
2 Extemnal Quality Assurance Pregram 4 biid: twice a day. d days. w- weeks

Tabla 3. Ensayos clinicos monitorizados mediante qPCR. Fuente: Sulleiro et al. Acta Trop.
2019 Jul 31:105120
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2. JUSTIFICACION

Las técnicas moleculares, y en concreto la reaccién en cadena de la polimerasa,
presentan una gran sensibilidad en situaciones de alta parasitemia como la fase aguda
o las reactivaciones de la fase cronica de la Enfermedad de Chagas.

Por el contrario, en la fase crénica caracterizada por una parasitemia baja e
intermitente, la sensibilidad de la PCR es muy variable y un resultado negativo no
permite descartar la infeccion, limitando su utilidad como técnica diagnostica.

A pesar de la mejora de los protocolos de PCR, principalmente a partir de la
introduccion de la PCR a tiempo real, existen multiples factores tanto del parasito,
como del hospedador e incluso geograficos y ambientales, que afectan a la presencia
de T.cruzi en sangre periférica durante la fase crénica y por tanto a la capacidad de
deteccién de su ADN.

Sin embargo, la realizacion de la PCR en pacientes no tratados nos puede permitir
conocer aspectos del comportamiento del parasito en esta fase de la enfermedad y
analizar posibles factores que condicionan su presencia en sangre periférica.

En pacientes que han recibido tratamiento tripanocida, un resultado positivo de PCR
es el mejor y mas precoz marcador de fracaso terapéutico. Actualmente la mayor
utilidad de la PCR en fase cronica radica en el seguimiento de los pacientes tratados y
la monitorizacién de la eficacia de nuevas pautas de tratamiento en el contexto de

distintos ensayos clinicos.
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3. HIPOTESIS

Aunque la PCR a tiempo real no ha demostrado su utilidad para el diagnéstico de la
Enfermedad de Chagas en fase crénica, la deteccion de ADN de T. cruzi obtenidos
mediante esta técnica en pacientes no tratados pueden aportar datos sobre el
comportamiento del parasito. Por otra parte, la gPCR puede ser util en la

monitorizacion de la respuesta al tratamiento en el seguimiento de los pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo principal:

El objetivo principal de esta tesis es evaluar la utilidad de la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa a tiempo real en el diagnéstico y seguimiento de pacientes en

la fase crénica de la Enfermedad de Chagas en un area no endémica.

4.2. Objetivos especificos:

1.- Describir las aportaciones de la realizaciéon de la qPCR en pacientes con EC
cronica en ausencia de tratamiento. Analizar su utilidad en el diagnéstico y relacion

con la aparicion de alteraciones viscerales.

2.- Describir las aportaciones de la realizaciéon de la qPCR de forma seriada en
pacientes con EC cronica en ausencia de tratamiento. Valorar posibles factores que

influyen en el comportamiento del parasito y su presencia en sangre periférica.

3.- Describir la respuesta terapéutica a benznidazol en funcion del numero de
pacientes en los que se ha detectado parasitemia post-tratamiento mediante gqPCR.
Analizar la utilidad de la qPCR como marcador de fracaso terapéutico de pacientes

con EC croénica tratados con este farmaco.

4.- Analizar la utilidad de la gPCR en la monitorizacién de pacientes con EC cronica

tratados con benznidazol y posaconazol en el contexto del ensayo clinico Chagasazol.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Disefio y poblacion de estudio

Todos los pacientes incluidos fueron visitados en las dos unidades de Salud
Internacional pertenecientes al Programa de Salud Internacional del Institut Catala de
la Salut (PROSICS): la Unidad de Medicina Tropical y Salud Internacional del Servicio
de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario Vall d"Hebrén y la Unidad de
Medicina Tropical y Salud Internacional Vall d"Hebrén-Drassanes.

El diagndstico microbioldgico, tanto serolégico como molecular de la EC, se realizé en
la Unidad de Parasitologia y Diagndstico de Infecciones Importadas del Servicio de

Microbiologia del Hospital Vall d"Hebron (Barcelona).

5.1.1. Aportaciones de laPCR a tiempo real en la fase cronica de la

enfermedad de Chagas en ausencia de tratamiento

Los datos de pacientes con EC en fase crénica a los que se realizé gPCR en ausencia
de tratamiento forman parte de un estudio observacional retrospectivo realizado entre
Junio 2010 y Mayo de 2012.

Todos los pacientes cumplian los siguientes CRITERIOS DE INCLUSION:

- Deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi mediante dos técnicas seroldgicas
realizadas en paralelo
- Edad superior a 18 afios

Se EXCLUYERON:

Gestantes

Pacientes con cardiopatia severa

Inmunosupresion.

Tratamiento tripanocida previo.
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Se recogieron las siguientes variables clinicas, epidemiolégicas y microbiolégicas de
todos los pacientes incluidos:

- Sexo

- Edad

- Pais de origen

- Alteracién visceral: cardiaca, digestiva o mixta

- Tiempo de residencia fuera del &rea endémica

- Resultado cualitativo de la gPCR
Para considerar complicaciones cardiacas y/o esofagicas debidas a la EC se
utilizaron la clasificacién de Kuschnir (164) y Rezende (165) respectivamente. Para
ello, se realizaron las siguientes pruebas complementarias:

- Electrocardiograma

- Radiografia de térax

- Esofagograma

- Enema opaco.

Subcohorte de seguimiento

Durante los afios 2011 y 2012, debido a una rotura de existencias de BZL, un grupo de
pacientes no pudieron acceder a la medicacién. A 38 de estos pacientes se les ofrecid
participar en un estudio de seguimiento de la parasitemia mediante determinaciones
seriadas de gPCR en ausencia de tratamiento.

El seguimiento de esta subcohorte tuvo una duracion de un afio con seguimiento
periédicos mediante gPCR al inicio del estudio y a partir de ese momento cada dos
meses. Todos los pacientes recibieron tratamiento con BZL una vez se pudo conseguir

de nuevo el farmaco.
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5.1.2. Utilidad de la PCR a tiempo real en el seguimiento de pacientes con

Enfermedad de Chagas crénica tratados con benznidazol

Los datos de pacientes con EC en fase crénica tratados con BZL a los que se realizd
seguimiento mediante gPCR formaron parte de un estudio observacional retrospectivo
en el que se incluyeron pacientes que fueron diagnosticados entre 2009 y 2016. El
periodo de seguimiento se prolong6 hasta diciembre de 2018.

Todos los pacientes cumplian los siguientes CRITERIOS DE INCLUSION:

Deteccién de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi mediante dos técnicas
serolégicas realizadas en paralelo

- Edad superior a 18 afios

- Tratamiento con BZL

- Realizacién de qPCR previa al inicio del tratamiento con BZL

Se EXCLUYERON:

- Gestantes

- Pacientes con cardiopatia severa

- Inmunosupresion.
Se recogieron las siguientes variables clinicas, epidemiolégicas y microbiolégicas de
todos los pacientes incluidos:

- Sexo

- Edad

- Pais de origen

- Alteracién visceral: cardiaca, digestiva o mixta

- Resultado cualitativo de la gPCR antes del tratamiento

- Resultado cualitativo de la gPCR durante el seguimiento

- Seguimiento seroldgico
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Como ya se ha indicado en el subapartado anterior, se utilizaron la clasificacién de
Kuschnir y Rezende, utilizando las pruebas complementarias ya descritas, para
detectar complicaciones viscerales debidas a la EC.

El tratamiento con BZL fue administrado en dosis de 5 mg/kg/dia durante 60 dias,
dividas en tres dosis al dia via oral con un maximo de 300 mg/dia.

CONSIDERACIONES:

- Todos los pacientes incluidos habian tomado al menos una dosis de BZL.

- A todos los pacientes incluidos se les realizé al menos una determinacion de
gPCR posterior al tratamiento.

- Se consider6 gPCR de seguimiento todas aquellas realizadas como minimo
tras dos meses desde la finalizacion del tratamiento.

- Se consider6 como fracaso de tratamiento con BZL cualquier valor positivo

de gPCR durante el seguimiento.

5.1.3. Utilidad de la PCR a tiempo real como marcador de fracaso de
tratamiento con benznidazol o posaconazol en la fase crénica de la

Enferemedad de Chagas: Estudio Chagasazol

El estudio CHAGASAZOL (ClinicalTrials.gov number, NCT01162967) es un ensayo
clinico prospectivo, abierto y aleatorizado en el que se utilizd la gPCR para la
monitorizacion de la eficacia del tratamiento (166). Los pacientes eran aleatorizados
en proporcion 1:1:1 en las tres ramas del estudio:

- Benznidazol: BZL 150mg dos veces al dia via oral durante 60 dias

- Posaconazol dosis bajas: PSL 100 mg dos veces al dia via oral durante 60 dias

- Posaconazol dosis altas: PSL 400 mg dos veces al dia via oral durante 60 dias

Todos los pacientes cumplian los siguientes CRITERIOS DE INCLUSION:

- Deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi mediante dos técnicas seroldgicas

diferentes realizadas en paralelo
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- Edad superior a 18 afios
- gPCR con resultado cualitativo POSITIVO previo al tratamiento

Fueron CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Haber realizado tratamiento tripanocida previo

- Enfermedad hepética actual

- Viajes a zona endémica durante el protocolo de estudio

- Gestacion

- Inmunosupresion

- Electrocardiograma alterado: prolongacion del segmento QT

- Posibles interacciones farmacoldgicas

Disefio y cronograma del ensayo clinico

Después de la aleatorizacion 1: 1: 1 y la firma del consentimiento informado, los
pacientes iniciaron el tratamiento en funcién de la rama del estudio en la que habian
sido asignados.

Las visitas de control se programaron a los 7, 14, 28, 45 y 60 dias después de
comenzar el tratamiento. Durante el estudio se les realizaron las siguientes pruebas
complementarias: anamnesis con especial hincapié en la adherencia al tratamiento y
potenciales efectos secundarios, analisis de sangre que incluyen hemograma y estudio
bioquimico general, gPCR y seguimiento seroldgico.

Después de completar el tratamiento, los pacientes fueron seguidos durante 40
semanas con monitorizacién mediante qPCR a las 8, 16, 24 y 40 semanas después
del tratamiento.

Se realizé una curva farmacocinética de posaconazol en todos los pacientes el dia 14
de tratamiento para valorar las concentraciones plasméticas del farmaco.

Como en los subapartados anteriores se utilizaron la clasificacion de Kuschnir y

Rezende, utilizando las pruebas complementarias ya descritas ademas de la
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ecocardiografia, para detectar complicaciones cardiacas y/o digestivas debidas a la
EC.
El cronograma con las diferentes visitas del estudio y las pruebas complementarias

correspondientes quedan detalladas en la siguiente tabla.

Visita médica X X X X X X X X X X
Analitica X X X X X
gPCR X X X X X X X X X X
Serologia X X X
ECG X X X X X X X
RX torax X X
Ecocardiografia  x
Estudio X
digestivo

Tabla 4: Cronograma Ensayo clinico Chagasazol.

Utilidad de la gPCR en el ensayo clinico

La gPCR ha sido utilizada en el ensayo clinico tanto como criterio de inclusién como

criterio de valoracion final de la eficacia de las tres ramas de tratamiento.

Los casos se consideraron fracasos del tratamiento cuando al menos una prueba de

gPCR fue positiva en cualquier momento durante el periodo de seguimiento.

El andlisis de los resultados de eficacia basados en los resultados de qPCR se realizé

de dos formas:

- Andlisis por intencion de tratamiento (ITT): incluye a todos los pacientes

aleatorizados incluidos los casos perdidos durante el seguimiento y los
abandonos debido a eventos adversos que fueron considerados fracasos del

tratamiento.
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- El analisis por protocolo (PP): incluye Unicamente a los pacientes que
completaron el tratamiento y el seguimiento, excluyendo a los pacientes

perdidos durante el seguimiento.

5.2. Métodos serologicos

Siguiendo el algoritmo diagnéstico de la OMS para el diagnéstico de la EC en fase
crénica se realizaron simultaneamente dos técnicas seroldgicas de antigeno diferente.
Ambas eran técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA) que se procesaron de forma
automatizada primero en un equipo BEP Il (Siemens. Germany) y posteriormente en

un DS2 (Dynex. Germany).

El EIA que utiliza antigeno recombinante cambio6 en distintos periodos de tiempo:

EIA Ag recombinante Anticuerpos Fracciones Periodo de
antigénicas tiempo
Bioelisa Chagas IgG+IgM TcD, TcE, PEP-2, 2007-2008
(Biokit. Lliga d’Amunt, Spain) TcLol.2
Novagnost Chagas IgG TcF 2008-2009
(Siemens, Marburg, Germany)
Bioelisa Chagas IgG+IgM TcD, TcE, PEP-2, 2010-2015
(Biokit. Lliga d’Amunt, Spain) TcLol.2
CHAGAS ELISA IgG+IigM FRA, B13, MACH (TcD, 2015-2018
(Vircell, Granada, Spain) TcE, PEP-2,SAPA)

Tabla 5: EIA antigeno recombinante utilizados durante el periodo de estudio

El EIA que utiliza antigeno nativo siempre fue el reactivo Ortho T.cruzi ELISA,
(Johnson & Johnson, High Wycombe, United Kingdom). Este reactivo utiliza como

antigeno el lisado del propio parasito.

Interpretacion de los resultados:

- Se consideraron positivas las muestras reactivas por ambos métodos.
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- Se consideraron negativas las muestras no reactivas por ambos métodos.

- Se consideraron discordantes las muestras con una de las dos técnicas
reactiva y la otra no reactiva. En caso de resultados discordantes, se repitio la
serologia en una nueva muestra a los 4- 6 meses.

- Se consideraron no concluyentes los resultados repetidamente discordantes.

5.3. Métodos moleculares

Las muestras de sangre para qPCR fueron extraidas por venopunciéon en tubos que
contenian EDTA como anticoagulante. Se acepté cualquier volumen de sangre
superior a 1 ml. Las muestras se diluyeron en una proporcién 1:1 con tampén
Hidroclorhidro de guanidina 6M pH8 (Sigma Aldrich) durante un periodo entre 24y 72

horas a temperatura ambiente y a 4°C hasta su procesamiento.

EXTRACCION DE ADN:

La extraccion de ADN se realizé a partir de 200 pl eluyendo en 50 pl mediante un
equipo automatizado basado en particulas de silice
(NucliSens easyMAG. Biomerieux. Francia). El procedimiento se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Las muestras fueron congeladas a -20°C hasta su procesamiento.

PROTOCOLO DE gPCR:

Se realizd un protocolo de gPCR basado en la amplificacion de un fragmento de 166
pb del satADN de T. cruzi. En la misma reaccion se incluia un reactivo comercial
(TagMan RNase P Control Reagents kit. Life Technologies) que permite amplificar el
gen de la RNAsa P humana y que se utiliz6 como control interno.

Todas las muestras se analizaron por duplicado.
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Las secuencias de los cebadores Cruzi-1 (Fw) y Cruzi-2 (RV) asi como de la sonda

Cruzi-3 (P) marcada con el fluoréforo FAM son:

‘ Secuencia
Cruzi-1 (Fw) ASTCGGCTGATCGTTTTCGA
Cruzi-2 (Rv) AATTCCTCCAAGCAGCGGATA
Cruzi- 3 (P) (FAM)CACACACTGGACACCAA(MGB)

Tabla 6: Secuencias cebadores y sonda gPCR T.cruzi utilizada en el estudio.

En todos los ciclos de gPCR se incluyeron dos muestras de resultado conocido, una
positiva y otra negativa, que sirvieron de control externo de amplificacion.

Durante el periodo de estudio hubo una modificacion en el protocolo de qPCR:

- Protocolo gqPCR-1 (Periodo 2010- mayo 2013): Se realiz6 el protocolo
descrito por Piron et al en 2007(167). Se utilizaron 5ul de ADN extraido en un

volumen final de 20 yL que incluia los siguientes componentes:

Reactivo Volumen Concentracion
TagMan Universal PCR Master Mix 10 yL 1x

(Life technologies)

Cruzi-1 (Fw) 1.5puL 750 nM
Cruzi-2 (Rv) 1.5puL 750 nM
Cruzi- 3 (P) 1L 250 nM
TagMan RNase P Control Reagents kit 1L 1X

DNA 5uL

TOTAL 20 pL

Tabla 7: Mezcla de qPCR correspondiente al protocolo qPCR-1 realizado en el periodo entre
2010y 2013.

- Protocolo qPCR 2 (Periodo 2013-2018): Se realizé una modificacion del

protocolo que incluia aumentar el volumen final de reaccion a 25 uL
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manteniendo el volumen de ADN extraido en 5 yL. El volumen y cantidades

del resto de reactivos fueron modificados siguiendo el esquema siguiente:

Reactivo Volumen  Concentracion
QuantiTect Multiplex PCR kit (Qiagen) 12.5 uL 1x

Cruzi-1 (Fw) 1L 400 nM

Cruzi-2 (Rv) 1uL 400 nM

Cruzi- 3 (P) 0.5 uL 100 nM

TagMan RNase P Control Reagents kit 1uL 1x

DNA 5 uL

TOTAL 25 uL

Tabla 8: Mezcla de qPCR correspondiente al protocolo gPCR-2 realizado en el periodo entre
2013y 2018.

CONDICIONES DEL TERMOCICLADOR:

- Protocolo gPCR 1: Se utilizé un termociclador SmartCycler Real-Time PCR

system (Cepheid, Sunnyvale, CA) con las siguientes condiciones:

Temperatura Tiempo Ciclos
50°C 2 minutos 1
95°C 10 minutos
95°C 15 segundos
58°C 1 minuto 45

Tabla 9: Condiciones del termociclador correspondientes al protocolo gPCR-1

- Protocolo g PCR-2: Se utilizé un termociclador CFX Real-Time PCR detection

system (Bio-Rad, Hercules, CA) con las siguientes condiciones:

Temperatura Tiempo Ciclos
95 15 minutos 1
95 15 segundos
58 1 minuto 45

Tabla 10: Condiciones del termociclador correspondientes al protocolo qPCR-2
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

- El resultado de gPCR se considerd0 positivo cuando los dos ciclos de
amplificacién (Ct) de T.cruzi < 40 y los del control interno estaban dentro de
rango.

- El resultado de gPCR se consider6 negativo cuandolos dos ciclos de
amplificacion (Ct) de T. cruzi > 45 y los y los del control interno estaban dentro
de rango.

- Siuno de los Ct de T. cruzi es < 40 y otro > 45, se repetia de nuevo la
amplificacién, considerando el resultado de qPCR positivo si al menos una de
las cuatro amplificaciones era < 40 y siempre que el control interno estuviese

dentro de rango.

5.4. Programa de control de calidad qPCR

Para validar los resultados de la qPCR, se incluy6 la realizaciébn de un programa de
calidad (CCE).

Este programa incluye el procesamiento en ciego de cuatro paneles preparados en un
laboratorio externo (Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia
Molecular-INGEBI- del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas-
CONICET. Buenos Aires. Argentina).

Para la preparacion de los paneles se utiliz6 sangre seronegativa contaminada con
concentraciones de 1, 10 y 100 equivalentes parasitarios (par. eq.)/mL de
epimastigotes procedente de cultivo de las cepas K98 (Tcla), Sylvio X10 CI1 (Tcld),
LLO14-1-R1 CI1 (TcV) y CL-Brener (TcVI) asi como de controles negativos. Después
de contaminar la sangre, esta se mezcl6é con un volumen igual de GEB 6M EDTA 0.2
M buffer, pH 8.00. Los paneles se mantuvieron a temperatura ambiente y luego fueron

almacenados a 4°C hasta su envio.
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Una vez llegaron los paneles al laboratorio se mantuvieron a 4°C y se procesaron en
paralelo a los del laboratorio de referencia. Los tres primeros paneles de calidad se
procesaron siguiendo el protocolo de gPCR 1 (periodo 2007-2013) y el dltimo
siguiendo el segundo protocolo qPCR 2 (periodo 2013-2018).

Los resultados fueron enviados al laboratorio de INGEBI-CONICET donde fueron

evaluados.

5.5. Métodos estadisticos

En el andlisis estadistico, las variables cualitativas se presentaron en nidmeros
absolutos y porcentaje mientras que para las variables cuantitativas se utilizaron la
media y la desviacién estandar (DE) o la mediana y el rango intercuartilico (RIC)
dependiendo de la distribucion. El test de Kolmogorov-Smirnov se utilizé para evaluar
la distribucion normal de las variables.

Para comparar variables cualitativas se utilizd la prueba de x* o el test exacto de
Fisher y la prueba T de Student para variables cuantitativas. Se realizé un modelo de
regresion logistica univariante para evaluar la asociacion de diferentes variables
utilizando el paquete informéatico SPSS© para Windows (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA). Los resultados se consideraron estadisticamente significativos si el valor
de P era <0,05.

En el caso concreto del ensayo clinico Chagasazol, el valor de P al comparar las
diferencias en la proporcion de positividad de gPCR entre las tres ramas del estudio
se ajustd utilizando el método de ajustes de Holm y el tiempo de postividad de la
gPCR fue analizado mediante métodos apropiados para datos censurados. El analisis
fue realizado con los paquetes estadisticos SAS® 9.2 (SAS Inst., Cary, NC) y R

stadistics.
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5.6. Consideraciones éticas

Todos los datos obtenidos para la realizacion de esta tesis fueron aprobados por el
Comité de ética del Hospital Vall d"Hebron:

- PR (AG) 48/2012 “Estudio de la cinética parasitaria de Trypanosoma cruzi
mediante deteccion de DNA en sangre periférica por PCR”.

- Estudio Post Autorizacién codigo VHB-BEN-2014-01 “Utilidad de la técnica de
PCR a tiempo real en el seguimiento de pacientes con Enfermedad de Chagas
tratados con benznidazol”.

- Ensayo clinico codigo TRA-201Chagasazol (ClinicalTrials.gov number,
NCT01162967): Protocolo de ensayo clinico de fase I, aleatorizado y abierto
para el tratamiento etiolégico de la Enfermedad de Chagas crénica con
posaconazol y benznidazol'.

Los procedimientos se realizaron siguiendo los cédigos éticos establecidos en la
Declaraciéon de Helsinki de la Asociacion Médica mundial sobre principios éticos

para las investigaciones médicas en seres humanos tras la revision de 2013.

5.7. Fuentes de financiacion y conflicto de intereses

No existe conflicto de intereses respecto a los datos incluidos en esta tesis doctoral.
No ha existido financiacion externa para la obtencién de los resultados incluidos en
esta tesis, excepto en el caso del ensayo clinico Chagasazol que fue financiado por el

Instituto de Salud Carlos Il del Ministerio Sanidad Servicios Sociales e Igualdad.
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6. RESULTADOS

6.1. Aportaciones de laPCR a tiempo real en la fase cronica de la

Enfermedad de Chagas en ausencia de tratamiento

Caracteristicas clinico-epidemiolégicas

Se realiz6 la qPCR a 495 pacientes diagnosticados de EC cronica que no habian
recibido tratamiento entre 2010 y 2012.

De todos los pacientes, 328 (66.26%) eran mujeres y 167 (33.73%) hombres. Entre
ellos, 480 (96.7%) eran de origen boliviano y sélo 15 (3.3%) procedian de otros paises
de latinoamérica: 5 de Argentina, 4 Paraguay, 2 Brasil, 2 Ecuador, 1 Chile y 1
Venezuela.

La media de edad de los pacientes fue de 37.7 con un rango comprendido entre 19 y
68 afios. Divididos por grupos de edad, 115 pacientes tenian edades comprendidas
entre 18 y 30 afos, 279 entre 31 y 45 afos, 93 entre 46 y 59 afios y por ultimo sélo 8
de ellos eran mayores de 60 afios.

De 463 pacientes se disponia de toda la informacidn clinica para poder valorar si
existia afectacion visceral. En 325 (93.5%) de los pacientes no se pudo objetivar
afectacion organica y fueron clasificados en la fase indeterminada de la enfermedad.
Por el contrario, 138 (27.9%) presentaban algun tipo de afectacion visceral de los
cuales 48 era de origen cardiaco, 79 presentaban alteraciones digestivas y 11 mixtas.
En 368 (74,3%) pacientes de los que se pudo recoger el dato de tiempo de residencia
en Espafa. Entre ellos, destaca que 153 (41.6%) hacia cinco afios o menos desde que
habian dejado el area endémica, por el contrario 215 (58.4%) hacia mas de cinco afios
que residian en nuestro pais.

La distribucion de pacientes por afios de residencia fuera del area endémica se

observa en la figura 11.
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Figura 12. Distribucién de pacientes por afios de residencia en nuestro pais

Resultados qPCR en una determinacion puntual

La qPCR fue positiva en una unica determinacion puntual antes de iniciar tratamiento
en 208 (42%) de los pacientes a los que se le realizo.

Entre los pacientes con parasitemia detectable el 64.4% eran mujeres y el 97.1% eran
de Bolivia. El 56.7% tenian una edad comprendida entre 31 y 45 afios, el 21.6% entre
18-30 afios, 19.7% entre 46-59 afios y 1.92% eran mayores de 60 afios. Respecto a
las alteraciones viscerales, el 11.1% de los pacientes parasitémicos presentaron
afectacion cardiaca y el 20.2% afectacion digestiva.

No se detecté asociacién estadisticamente significativa entre la presencia de ADN de
T.cruzi y las distintas variables clinicas y epidemiélogicas estudiadas, tal y como

gueda reflejado en la siguiente tabla:
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Caracteristicas Pacientes gPCR positivo P valor
Total (n=495) 208/495 (42%)
Género (n = 495)
Muijer 134/328 (41%) 0.461
Hombres 741167 (44.3%)
Edad (n = 495)
18-30 afios 45/115 (39.1 %) 0.791
31-45 afios 118/279 (42,3 %)
46-59 afios 41/93 (44.1%)
260 afios 4/8 (50%)
Pais de origen (n = 495)
Bolivia 202/480 (42.1%) 0.872
Otros paises * 6/15 (40%)

Afectacion cardiaca (n=477)
Afectacién cardiaca 23/59 (39%) 0.706
Sin afectacion cardiaca 176/418 (42.1%)

Afectacion digestiva (n= 467)
Afectacion digestiva 42/90 (46.7%) 0.379
Sin afectacion digestiva 157/377 (41.6%)

Tabla 11. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes con parasitemia
detectable

A pesar de ser una escala logaritmica, se utilizé el valor de los Ct como marcador
indirecto de carga parasitaria. No se encontraron diferencias significativas entre el
valor del Ct entre los pacientes que presentaron alteraciones viscerales y los que no
(media £ DE 37.02 £ 2.6 vs 36.8+2.3. P=0.55).

En cuanto a la relacion entre la parasitemia y el tiempo de residencia fuera del area
endémica, se encontré una diferencia estadisticamente significativa al comparar el
porcentaje de gPCR entre pacientes que residian menos tiempo fuera del area
endémica (5 afios 0 menos) respecto a los que llevaban mas de 5 afios en nuestro

pais: 74/153 (48.3%) vs 81/215 (37.7%), (P =0.041).
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Caracteristicas Pacientes qPCR positivo P valor

Resultado gPCR desde su

llegada a nuestro pais (n = 368)
< 5 afios 4/153 (48.3%)
> 5 afios 81/215 (37.7%)

0.041

Tabla 12. Tiempo de residencia fuera del &rea endémica

Esta tendencia a la disminucién de la parasitemia en funcién del tiempo de residencia

queda reflejada en la siguiente figura.
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Figura 13. Porcentaje de pacientes con qPCR positiva distribuidos por afios desde su llegada a
nuestro pais (n = 368 pacientes).

Subcohorte de seguimiento: resultados gPCR seriadas

De los 38 pacientes a los que se les pudo hacer seguimiento mediante qPCR, 24 eran
mujeres y 14 hombres y el 97% de origen boliviano. Un paciente (2,6%) presentaba
alteracion cardiaca y 8 (21%) digestiva.

De todos los pacientes con determinaciones seriadas, 11 (29%) de ellos presentaron
parasitemia de forma continuada y en otros tantos (11/38, 29%) no se detecté ADN de
T.cruzi en ningn momento. En 16 (42%) la parasitemia se detect6 de forma

intermitente.
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En 29 pacientes el seguimiento fue regular y fue de un minimo de 8 meses de
seguimiento. De estos, en 9 (31%) de los pacientes la parasitemia fue negativa de
forma sostenida, 4 (17.2%) positiva y en 16 (51.8%) discontinua.

El resto de pacientes (9/38, 23.7%) hicieron un seguimiento irregular que no llegé a los
8 meses. Entre estos pacientes, en dos de ellos (22,2%) no se detectd parasitemia,
uno realiz6 un seguimiento de dos meses y el segundo de 6. En seis pacientes
(66,6%) la parasitemia fue mantenida, dos realizaron seguimiento Unicamente durante
dos meses, otros dos 4 meses y los dos restantes 6 meses. En un sélo caso (11%) la
parasitemia fue intermitente con un seguimiento de 4 meses.

La cronologia de los resultados de qPCR en el seguimiento de los pacientes con

parasitemia intermitente aparece reflejada en la figura 13.
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Figura 14. Seguimiento de pacientes con parasitemia intermite
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Al valorar el tiempo de residencia en Espafia de los pacientes incluidos en esta
subcohorte de seguimiento, 12 de ellos (12/38, 31.6%) llevaban 5 afios o menos fuera
del area endémica. De ellos, 4 (33.3%) presentaron una parasitemia mantenida, 2
(16.6%) negativa y 6 (50%) intermitente.

Por el contrario, 26 de ellos (26/38, 68.42%) llevaban méas de cinco afos fuera del area
endémica. De este ultimo grupo, 6 (23%) pacientes presentaron parasitemia sostenida,
9 (34.7%) negativa y 11 (42.3%) intermitente.

A pesar de que entre los pacientes que llevaban mas tiempo fuera del area endémica,
20/26 presentaran parasitemia negativa o intermitente, mientras que solo 6/26 fuera

positiva, la diferencia no fue significativa (P=0.51).

6.2. Utilidad de la PCR a tiempo real en el seguimiento de pacientes con

Enfermedad de Chagas en fase crdnica tratados con benznidazol.

Caracteristicas clinico-epidemiolégicas

La respuesta al tratamiento con BZL fue monitorizada mediante gPCR en un total de
370 pacientes con EC croénica.

El 70% de esos pacientes (258/370) eran mujeres, y el 95.4% (268/281) provenian de
Bolivia. Cuarenta y ocho pacientes (48/280, 17%) presentaron afectacion
gastrointestinal, 21% (67/318) pacientes tenian una lesién cardiaca y 7% (19/272)

presentaban afectacion mixta cardiaca y digestiva.

Monitorizacion del tratamiento mediante qPCR

Se realiz6 gPCR en todos los pacientes previamente al inicio del tratamiento
resultando positiva en el 39,7% (147/370) de los casos.

La mediana del tiempo de seguimiento tras el tratamiento fue de 4 afios (RIC 2.2-5.3) y
la mediana de vistas fue de 3 (RIC 2-4) por paciente.

Con respecto al tiempo de seguimiento, los pacientes se dividieron en dos grupos:
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- Corto plazo (<4 afios): Se visitaron 171 (46,2%) pacientes que tuvieron una

mediana de dos visitas (RIC 1-3), con una mediana de tiempo de seguimiento

de 2.15 afios (RIC 1.18-3.10).

- Largo plazo (=4 afos): Se visitaron 199 (53.8%) pacientes tuvieron una

mediana de 4 visitas (RIC 3-5), con una mediana de tiempo de seguimiento de

5.2 afios (RIC 4.5-7.14)

El tratamiento completo con BZL se logr6 en el 84% (300/357) de los pacientes. La

causa principal de la interrupcién del tratamiento fueron los sintomas cutaneos.

De todos los pacientes incluidos, Unicamente 8 de ellos (2,2%) se consideraron como

fracaso del tratamiento al presentar al menos un resultado de gPCR positivo durante el

seguimiento. Un diagrama de flujo de los pacientes incluidos se muestra en la figura

14.

g PCR
pre-tratamiento
n=370

Positiva

147/370 (39.7%)

Negativa
223/370 (60.3%)

Seguimiento < 4 afios

Seguimiento >4 afos

Seguimiento < 4 afos

Seguimiento >4 afos

n=83 n=64 n=88 n=135
gPCR qPCR qPCR qPCR qPCR qPCR qPCR qPCR
Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
4/83 79/83 1/64 63/64 0/88 88/88 3/135 132/135
(4.8%) (95.2%) (1.6%) (98.4%) (0%) (100%) (2.2%) (97.7%)

Figura 15 Distribucion de los pacientes en funcidn del tiempo de seguimiento
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En la mitad de los pacientes con fracaso se habia realizado un seguimiento corto
(4/171, 2.3%) mientras que la otra mitad habia sido monitorizados durante un periodo
mas largo (4/199, 2%).

Las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de los pacientes con fracaso de

tratamiento se resumen en la tabla siguiente.

Pte Sexo Origen Alteracion gPCR Tiempo de Tratamiento
visceral pretratamiento  positividad completo

1 F Bolivia No Positiva 2 afios Sl

2 F Brasil Dolicocolon Positiva 5 afios Sl

3 F Bolivia No Positiva 3 afios NO (10d)

4 F Bolivia No Negativa 5 afios NO (30d)

5 F Bolivia No Negativa 8 afios NO (30 d)

6 F Bolivia Ectagia} Positiva 2 afos Sl
esofagica

7 F Bolivia No Positiva 3 afios NO (30d)

8 F Bolivia No Negativa 4 afos Sl

Tabla 13. Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de pacientes con fracaso de tratamiento

Cinco pacientes continuaron el seguimiento después de detectar el fracaso del
tratamiento. En tres de ellos (casos 1, 2 y 3), se detectd parasitemia postratamiento en
varias determinaciones de forma intermitente. En los otros dos casos (casos 4 y 8),
solo se registrd un resultado positivo de qPCR.

El caso 1 se incluy6 en el ensayo clinico Chagasazol. El paciente fue aleatorizado en
el grupo de dosis bajas de posaconazol (100 mg dos veces al dia), detectandose
parasitemia un afio después del tratamiento con posaconazol (9). Se administré un
segundo tratamiento con BZL. Desafortunadamente, dos afios después del tratamiento
con BZL, se detect6 parasitemia una vez mas. El paciente se encuentra actualmente

en tratamiento con Nifurtimox.
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El cronograma de seguimiento de gPCR en pacientes con fracaso del tratamiento se

representa en la siguiente figura.

Patient

f e @& O O e @

.+ 0000 O & @& &
s O e O e
s — e 0O O

¢ — ®
7 — °
20 O O @ ®

BZL 6M 1y 2y =) § ay 5Y 6Y Y 8y
treatment

Visit post-treatment

. ——> PCRpositive result

O —> PCRnegativeresult

Figura 16: Seguimiento post-tratamiento de los pacientes con fracaso de tratamiento

Cuatro pacientes con fracaso (4/300, 1.3%) habian completado el tratamiento correcto
con BZL, mientras que los restantes tenian un tratamiento incompleto (4/57, 7%). La

diferencia estadistica fue significativa entre ambos grupos (p = 0.02).

Seguimiento seroldgico

Doscientos setenta y cinco pacientes fueron monitorizados durante el seguimiento
mediante serologia y gPCR simultdneamente.

Solo se detecto6 pérdida de los anticuerpos anti-T.cruzi en 4 pacientes (4/275, 1,5%).
Ninguno de los pacientes en los que se documenté el fracaso de tratamiento

serorevirtio.
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6.3. Utilidad de la PCR a tiempo real como marcador de fracaso de
tratamiento con benznidazol o posaconazol en la fase crdnica de la

Enfermedad de Chagas: ensayo clinico Chagasazol

Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas
Desde septiembre de 2010 hasta agosto de 2011, 79 pacientes fueron incluidos en el
estudio. La distribucién aleatoria en las tres ramas del se observa en la figura

siguiente:

182 Patients were assessed for eligibility

l

79 Underwent randomization

1 Had randomization error

26 Were assigned to 26 Were assigned to high-dose 26 Were assigned to low-dose
benznidazole group posaconazole group posaconazole group

9 Were excluded 6 Were excluded
5 Withdrew owing to 1 Was withdrawn owing 3 Did not receive the
adverse events to pregnancy study drug
4 Were lost to follow-up 3 Were lost to follow-up

17 Were included in the 25 Were included in the 20 Were included in the
per-protocol analysis per-protocol analysis per-protocol analysis

Figura 17. Randomizacion pacientes en las tres ramas del estudio Chagasazol

Se produjo un error de aleatorizacibn en un paciente dado que la gPCR pre-
tratamiento fue negativa y que tuvo que ser excluido.

Hubo 47 mujeres y 31 hombres, y el pais de origen de la mayoria de los pacientes
(75/78, 96.1%) fue Bolivia. La edad media fue de 39 afos (DE 9,2).

En cuanto a la afectacion visceral, 51 pacientes (65,3%) se clasificaron como forma
indeterminada, 17 (21,8%) presentaban afectacion cardiaca, 5 (6,4%) digestiva y 5
(6,4%) presentaban formas formas mixtas.

Las caracteristicas clinicas basales estaban equilibradas entre los diferentes brazos de

tratamiento.
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En cuanto al seguimiento de los pacientes: 3 pacientes de la rama de PSL a dosis
bajas se perdieron antes de recibir ninguna dosis del farmaco, 5 pacientes de la rama
de BZL tuvieron que abandonar el tratamiento debido a los efectos adversos y 7
pacientes (3 que recibieron PSL a dosis bajas y 4 de BNZ) se perdieron durante el
seguimiento.

Una paciente en el brazo de dosis altas de POSA quedé embarazada mientras recibia
el medicamento y tuvo que ser excluida. El hecho de estar tomando el farmaco

durante el embarazo no tuvo repercusiones en el recién nacido que nacio sano.

Monitorizacion de la eficacia de tratamiento mediante qPCR

Todos los pacientes incluidos en el estudio presentaban una qPCR positiva al inicio del

estudio.

Después de completar el tratamiento y durante todo el periodo de seguimiento, se

obtuvieron resultados negativos de gPCR de forma sostenida en 16 pacientes de la

rama que tomoé BZL, 2 en la rama de dosis bajas de PSL y 5 que recibieron dosis altas

de PSL.

En cuanto a los pacientes en los que se detectd parasitemia mediante gPCR durante

el seguimiento solo un paciente tratado con BLZ presento resultado positivo de gPCR

durante el seguimiento. La determinacion fue puntual durante el seguimiento el Ct

cercano al punto de corte. Por el contrario, tanto en la rama de PSL a dosis bajas

como a dosis altas, 19 pacientes presentaron resultados positivos de gPCR.

Los resultados de fracaso de tratamiento fueron diferentes en funcion del tipo de

andlisis de los resultados, con diferencias mas marcadas en el analisis por protocolo.

- Resultados segun el andlisis por intencién de tratamiento: en el 92,3% de

los pacientes que recibieron PSL a dosis bajas, el 80,7% que recibieron PSL a
dosis altas y el 38,4% de los pacientes tratados con BZL fueron considerados

fracasos de tratamiento.
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A Intention-to-Treat Analysis
P<0.001
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Figura 18: Resultados de fracaso de tratamiento en las tres ramas del estudio en el analisis por
intencién de tratamiento

- Resultados segun el andlisis por protocolo: en el 90% de los pacientes que
recibieron PSL a dosis bajas, el 80% que recibieron PSL a dosis altas y
Unicamente el 5.9% de los pacientes tratados con BZL fueron considerados

fracasos de tratamiento.

B Per-Protocol Analysis
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Figura 19: Resultados de fracaso de tratamiento en las tres ramas del estudio en el analisis por
protocolo

A partir del dia 14 de tratamiento, la prueba de qPCR fue negativa en todos los
pacientes independientemente de la rama de tratamiento a la que pertenecian. La

deteccién del ADN de T.cruzi comenzé a detectarse de nuevo el dia 60 que coincide
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con el momento de finalizacién del tratamiento en dos pacientes de la rama de PSL a
dosis bajas.
El tiempo transcurrido hasta la deteccién de la parasitemia se presenta en la figura

siguiente
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P<0.001 by log-rank test

T
0 90

T
180

T
270

T
360

Days

Figura 20: Curva Kaplan-Meyer fracasos de tratamiento en las tres ramas del ensayo

6.4. Resultados programa de control de calidad

Al analizar las muestras de CCE enviadas desde el centro externo (INGEBI-CONICET)
se obtuvo un 76.04% de concordancia entre los resultados positivos de gPCR
obtenidos en nuestro laboratorio con respecto al de referencia.

Por el contrario, la concordancia en los resultados negativos fue del 100%.

Los resultados obtenidos fueron variables dependiendo de la UDT. Se obtuvo un 100%
de concordancia para las tres concentraciones de Tcla, y a 10 y 100 par. eq./mL de
TcVI, para la que sin embargo disminuy6 a la concentracion de 1 par. eq./mL hasta un
75,00%. Por otro lado, el andlisis de las muestras de Tcld y TcV arrojé valores
concordancia mas bajos (50% y 75% respectivamente a 10 par. eq./mL, y 12.5% y 0%

a 1 par. eq./mL) excepto a 100 par. eq./mL que obtuvieron el 100% .
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En la siguiente tabla se pueden observar los resultados obtenidos en nuestro

laboratorio en comparacion a los obtenidos por el laboratorio de referencia.

T.cruzi Laboratorio Total de Numero de réplicas positivas

uDT réplicas
1 par. 10 par. 100 par.
eq./mL eqg./mL eq./mL
Tcla K98 Core Lab 11 11 11 11
LabC SOP1 8 8 8 8
Tcld Core Lab 11 1 10 11
Sylvio
LabC SOP1 8 1 4 8
TcV Core Lab 11 1 11 11
LabC SOP1 8 0 6 8
TeVvi Core Lab 11 9 11 11
LabC SOP1 8 6 8 8

Tabla 14. Resultados cualitativos programa de CCE.

CoreLAb: Laboratorio de referencia. LabC-SOP1 protocolo de qPCR-1 LabC-SOP2 protocolo
de gPCR-2.

Se aprovecho la realizacién de este CCE para evaluar la diferencia de resultados entre
el protocolo de gPCR-1 utilizado en el periodo entre 2010 y 2013 y el gPCR-2 utilizado
entre 2013 y 2018. El cambio incluy6é un ajuste de los cebadores y las concentraciones
de la sonda, y probar diferentes mezclas de PCR para mejorar la sensibilidad de su
método. En general, el protocolo qPCR-2, consiguio reducir el valor de Ct alrededor de
4 unidades, acercandose a los valores de Ct obtenidos por el laboratorio de referencia.
Ademés fue capaz de detectar tres muestras positivas adicionales (1 y 10 eq./mL de
Tcld, y 1 eq./mL de TcV) que no habian sido detectables usando el protocolo original.

En la siguiente tabla se compara los resultados de gPCR obtenidos por ambos

métodos y los resultados del laboratorio de referencia.
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Table 2. Comparison of SatDNA qPCR LabC-SOP1 and -SOP2 results for proficiency testing panel 4 with those obtained at Core Lab.
T. cruzi Concentration Core Lab LabC-SOP1 LabC-SOP2

stock (par. eq./mL) Ct1 Ct2 Ct3 Ct1 Ct2 Ct1 Ct2

Tcla K98 0 ND ND ND ND ND ND ND
1 31.79 29.75 29.64 35.30 36.50 30.85 31.76
10 26.94 26.91 27.55 31.70 33.40 27.64 27.91
100 22.45 22.83 22.78 31.20 27.60 23.06 22.83

Tcld 0 ND ND ND ND ND ND ND
Sylvio 1 ND ND 32.038 ND ND ND 37.39
X10CH 10 32.62 35.21 31.05 ND ND 37.26 34.35
100 28.96 30.23 28.58 33.50 34.20 29.23 30.20

TeV 0 ND ND ND ND ND ND ND

LLO14-1- 1 ND 37.28 ND ND ND 34.55 ND
R1CH 10 32.75 35.95 31.85 37.20 38.40 34.21 34.07
100 27.38 27.60 28.04 32.70 32.10 28.99 28.17

TceVi CL- 0 ND ND ND ND ND ND ND
Brener 1 33.01 30.88 31.41 35.60 36.90 33.03 32.31
10 28.41 28.39 27.98 33.60 31.40 28.65 29.14
100 24.63 24.65 24.57 29.10 28.80 25.49 25.57

par. eq./mL: parasite equivalents in 1 mL of blood; SOP: Standard Operating Procedure; Ct: Cycle threshold; ND: non-detectable

Tabla 15. Comparacidn valores de Ct entre los dos protocolos de gPCR utilizados
CoreLAb: Laboratorio de referencia. LabC-SOPL1 protocolo de gPCR-1 LabC-SOP2 protocolo
de gPCR-2.
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7. DISCUSION

Como ya se ha comentado anteriormente, en la EC en fase crénica la parasitemia es
intermitente y el diagndstico se basa en la deteccién de anticuerpos mediante técnicas
seroldgicas. La sensibilidad de las técnicas moleculares es muy variable y un resultado
negativo no permite descartar la infeccion. La utilizacion de la PCR, y en concreto de
la PCR a tiempo real, en el diagndéstico y seguimiento de pacientes en fase crénica en

una zona no endémica es el principal objetivo de esta tesis.

Utilidad de la PCR en la fase créonica de la EC en ausencia de tratamiento

Con el objetivo de evaluar la utilidad clinica de la qPCR en fase cronica se analizaron
los resultados obtenidos en una cohorte de 495 pacientes que no habian recibido
tratamiento tripanocida.

La mayor parte eran mujeres de origen boliviano en fase indeterminada de la EC (88).
Las caracteristicas clinicas y epidemiol6gicas de estos pacientes son similares a los
descritos en otras series fuera del area endémica, donde la poblacién es generalmente
mas joven y presenta tasas de afectacion organica mas bajas que en areas endémicas
(168)(169)(170).

La gPCR permitié detectar la parasitemia en el 42% de los pacientes, este nivel de
deteccidon tan bajo de sensibilidad hace que la gqPCR presente un escaso valor
diagnéstico en esta fase de la EC, ya que un resultado negativo no permite descartar
la infeccion (130). Este porcentaje de positividad es similar al que se ha obtenido en
otros estudios espafioles, con valores que varian entre el28% y el 72%
(171)(169)(170)(172)(173). EI hecho de no incluir pacientes con parasitemias
potencialmente  mas altas, como mujeres embarazadas 0 pacientes
inmunodeprimidos, podrian explicar que este porcentaje de positivos no sea mayor

(35)(93).
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En la tabla 16 se resumen las caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y de protocolo
de PCR utilizados en las principales cohortes espafiolas que incluyen pacientes en

fase cronica.

stDONA St DNA kDMNA kDMNA k DNA
Convencional MNested Convencional Convencional Convencional
PCR
gPCR
Vol sangre - - 10 mL 4mL 10 mL
=1 PCR/paciente
M3 252 200 181 246 128
pacientes
Media edad 36 (29-44) 36 (H-11) 33 (+H-11) 37 (16-64) 35(0-72)
Sexo 32% H 24% H - 32% H 36% H
Procedencia Bolivia 97% Bolivia Bolivia 97,2 %  Bolivia 96% Bolivia 79%
87%
PCR+ 2121337 56/200 72% 1949y 137-157/246 66%
63% 28% 48% =50 38-42%
PCR- - - Mo asociacion  No asociacion -
Cardiaca
PCR-GI - - Mo asociacion - -

Tabla 16. Caracteristicas de las principales series espafiolas que utilizan la gPCR en la fase
cronica de la EC.

El porcentaje de positividad de qPCR en cohortes fuera del area endémica son
sensiblemente menores a los obtenidos en areas endémicas, que en algunas series
obtienen valores superiores al 80% (126). Estas diferencias también se observan al
comparar entre diferentes paises latinoamericanos. Segun datos extraidos del estudio
BENEFIT, la mediana de la parasitemia detectada en Argentina y Colombia fue
aproximadamente 20 veces superior a la de pacientes con caracteristicas clinicas
comparables en Brasil (174). Estas diferencias geograficas se deben principalmente a
la presencia de distintos linajes de T.cruzi causantes de la infeccion. En estudios
realizados en Brasil, tanto la carga parasitaria como la cinética del parasito estan
directamente ligadas con el linaje del parasito (147). En nuestro caso, a pesar de no

haber realizado estudios de tipado, todos los pacientes procedian de Bolivia donde
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predomina TcV, lo cual hace pensar que este no es un factor determinante para los
resultados obtenidos en esta cohorte (175)(176).

La disminucion significativa del porcentaje de positividad de qPCR en pacientes que
llevan mas de cinco afios en Espafa respecto a los recién llegados puede explicar el
menor porcentaje de positivos de PCR en series fuera del area endémica. Este dato
concuerdan con los ya descritos en otra serie espafola en 2010 (171). Teniendo en
cuenta que la parasitemia en el tercer trimestre de gestacion es factor de riesgo de la
transmision, el hecho de que las tasas de transmision congénita son menores en las
series seguidas fuera del area endémica también seria congruente (62).

Un resultado positivo de gPCR no se relacion6 con la presencia de anomalias
viscerales, cardiacas ni digestivas. Estos datos también son concordantes con la
mayor parte de las series publicadas tanto en area endémica como no endémica
(171)(90)(172). Aunque también existen datos que asocian la parasitemia medida por
PCR con la progresion de la cardiopatia (177). Unicamente en el caso de la
transmision congénita esta bien establecida la relacién entre parasitemia detectada en
el tercer trimestre de gestacion y el riesgo de transmision de la enfermedad al recién
nacido (35).

La sensibilidad de la gPCR depende de varios factores propios de la técnica y que ya
han sido mencionados, como el volumen de sangre analizado, el protocolo de gPCR
utilizado, las secuencias de cebadores y sondas asi como de las condiciones del
termociclador (126).

Pero actualmente y siguiendo los estdndares de calidad de la técnica, la gPCR
presenta un limite de deteccion por debajo de 0.5 ps/ml, lo que supone una muy buena
sensibilidad siempre que el parasito se encuentre presente en la muestra de sangre.
De hecho, el aumento del porcentaje de positividad de qPCR observado al utilizar
muestras seriadas de sangre se debe a que la cantidad de muestra analizada es

mayor (136). En nuestro caso, soOlo se realizaron dos amplificaciones por cada
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extraccion de ADN, lo cual podria justificar una menor sensibilidad que la descrita en
otras series.

Por el contrario, el protocolo de gPCR utilizado es uno de los que presenté mejor
sensibilidad en el estudio realizado por el grupo de trabajo en Argentina en 2011 (129).
Ademés se utiliz6 sangre pre-tratada con GEB y la extraccion de ADN se realizo
mediante un equipo automatizado de extraccién que permiten aumentar la eficacia en
la recuperacion del material genético, mejorando la sensibilidad final de la técnica
(130)(137).

Asi pues, los factores relacionados con el hospedador, el parasito y aquellos que
influyen en su equilibrio finalmente determinan la presencia en sangre periférica en la
fase cronica y por tanto, las que mas influyen en la posibilidad de detectar ADN de
T.cruzi mediante qPCR.

Ademas del linaje de T.cruzi existen variables como la coinfeccibn con otros
parasitos, la dieta o el estilo de vida que pueden influir en su comportamiento. La
prevalencia de geohelmintos es muy elevada en poblacién latinoamericana,
alcanzando valores superiores al 20% si se incluye Strongyloides stercoralis
(178)(179). Debido a la alta prevalencia de ambas infecciones, la coinfeccién
geohelmintos-T.cruzi es frecuente, detectandose en el 18.5% de pacientes en una
serie publicada por nuestro grupo en 2016. Estos datos se confirmaron
posteriormente en un segundo estudio realizado en un importante grupo de donantes
con EC en el que ademas de observé que la coinfeccibn por helmintos y
especialmente por S. stercoralis se ha asociado significativamente con una mayor
deteccion de ADN de T.cruzi en sangre periférica (180). Esta relacion refleja la accion
inmunomoduladora de los helmintos y especialmente S.stercoralis en pacientes con
EC (181). Esta accion inmunomoduladora puede explicarse porque la respuesta Th2
generada por S stercoralis ejerce un efecto supresor de la respuesta Thl que genera
T.cruzi, rompe el equilibrio infeccién/hospedador facilitando la salida de
tripomastigotes a sangre periférica (86)(87).
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Otros datos sugieren la importante flexibilidad y adaptacion de T.cruzi a cambios
ambientales y el estado nutricional como el que sufre la poblacién latinoamericana al
llegar al pais receptor (182). En este sentido, existen estudios que indican que la
microbiota, tanto del hospedador modulan su respuesta a la infeccion, idea que
refuerza la importancia de factores externos en el comportamiento del parasito (183).
Variables como viajes a zona endémica durante el seguimiento para descartar
posibles reinfecciones, la existencia de coinfeccion por S. stercoralis u otras variables
relacionadas con la dieta o el estilo de vida, no pudieron ser recogidas lo cual limita la
interpretacion de estos resultados.

La diferencia en el porcentaje de positividad de gPCR en pacientes en funcién del
tiempo de residencia fuera del area endémica refuerza la idea de la influencia de
factores externos sobre la dindmica del parasito.

La gPCR no es una medida dindmica y Unicamente da informacién del momento en el
gue se ha tomado la muestra. El seguimiento regular y continuado de un grupo de
pacientes debido a una rotura de stock de BZL, nos ha permitido obtener informacion
del comportamiento del parasito y su presencia en sangre periférica en una zona en la
gue no hay posibilidad de reinfeccion. Dado que se podria excluir la influencia del
linaje, parece probable que factores genéticos relacionados con el hospedador que
determinen la respuesta inmune serian los mas implicados en esta diferencia de
comportamiento (184).

Se sabe que hay factores de la inflamacién que se han relacionado mas directamente
con el control inmunoldgico frente a la EC y que podrian favorecer la presencia de
parasito en sangre (86). En un estudio realizado por nuestro grupo en el que se
compararon parejas de hermanos infectados con pacientes no emparentados, se
observé una diferencia estadisticamente significativa entre parasitemia y relacion
familiar, lo cual refuerza la posibilidad de que factores genéticos puedan estar

implicados (185).
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La utilizacion de tecnologia de secuenciacion de nueva generacion ha permitido iniciar
estudios de marcadores genéticos del hospedador y como estos a través de factores
inflamatorios principalmente, pueden influir en la forma de presentacion de la
enfermedad (186). La parasitemia sostenidamente positiva, negativa o intermitente, al
igual que la determinacién puntual, tampoco se ha relacionado con la aparicion de

complicaciones viscerales.

gPCR como marcador de fracaso terapéutico de Benznidazol

Dado que la gPCR no es dutil en el diagnéstico ni se asocia a la aparicion de
manifestaciones viscerales propias de la EC crénica, actualmente su mayor utilidad es
la monitorizacion de pacientes tratados (187). Un resultado positivo de qPCR es
indicador de fracaso de tratamiento.

En la practica clinica habitual de las unidades de Salud Internacional de PROSICS, se
realiza seguimiento anual todos los pacientes con EC que han sido tratados con BZL.
Cada vista de seguimiento incluye una determinacion seroldgica y la realizacion de
una gPCR ademas de la anamnesis y las pruebas complementarias dirigidas a la
deteccion precoz de complicaciones viscerales de la EC crbnica. Para evaluar la
eficacia del tratamiento con BZL, se han analizado los resultados de gPCR post-
tratamiento de 370 pacientes.

Antes de iniciar el tratamiento también se realiz6 una determinacion de gqPCR, que
resultd positiva en el 40% de los casos, dato superponible a los ya presentados
previamente.

So6lo el 2.1% de los pacientes presentaron algin resultado positivo de gPCR después
del tratamiento con BZL. Mas de la mitad de estos pacientes realizaron un
seguimiento de mas de cuatro afios acudiendo a todas las visitas clinicas
programadas de forma regular. EIl porcentaje de fracaso de tratamiento es similar a
un estudio previo realizado en Espafa, donde la tasa de positividad de gPCR post-
tratamiento fue del 3,3% en un periodo de seguimiento de siete afios (187).
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Al igual que ocurre con el porcentaje de positividad de PCR en ausencia de
tratamiento, los porcentajes de parasitemia en pacientes tratados en areas no
endémicas son menores que los obtenidos en areas endémicas, donde las cifras de
fracaso de tratamiento con BZL alcanzan cifras entre 6% y 30% (188). En el contexto
de dos ensayos clinicos realizados en América Latina, el nivel de fracaso de BZL fue
aun mayor, detectando parasitemia en el 46% en pacientes con cardiopatia incluidos
en el estudio BENEFIT y del 39,6% en nifios menores de 14 afios en Argentina
(143)(150). A pesar de estos resultados, la tasa de fracaso resulta més alta en el
grupo placebo en ambos ensayos clinicos. Sin embargo, en un tercer ensayo
realizado por Cardoso et al en 2000 pacientes en Brasil la tasa de pacientes con
parasitemia indetectable tras dos afios de seguimiento post-tratamiento aumento
hasta el 83.4% con una clara diferencia significativa respecto al grupo de pacientes no
tratados (144).

En el caso de NFX las tasas de fracaso de tratamiento utilizando la PCR como
marcador, son ligeramente menores a las descritas por BZL. En un estudio realizado
en Suiza las tasas de fracaso a los tres afos fue sélo del 2.7% y del 6.1% en un
estudio realizado en Chile tras 6 afios de seguimiento. Ambos estudios fueron
realizados en areas libres de transmision vectorial (Chile lo estd desde 1999) lo cual
podria justificar estos menores porcentajes de fracaso (189)(190).

Se sabe que la posibilidad de deteccion de parasitemia después del tratamiento
aumenta con el tiempo. Durante el tratamiento o incluso hasta un afio después, la
parasitemia indetectable puede llegar al 100% (187). Sin embargo, después de esta
disminucion temprana de la parasitemia, el porcentaje de fracasos aumenta (159).
Existen estudios como el llevado a cabo por Britto et al con seguimientos a muy largo
plazo, en los que las tasas de fracaso fueron del 35% tras 20 afios de seguimiento
(191).

La mitad de nuestros pacientes presentaron un resultado positivo de gPCR después
de al menos cuatro afios de seguimiento y un 56% habian realizado como minimo tres

97



DISCUSION

controles post-tratamiento, lo que subraya la importancia de un seguimiento regular a
largo plazo.

La gPCR no es una medida dindmica y solo proporciona informacién del momento de
toma de la muestra, lo cual limita la posibilidad de detectar al parasito en un momento
diferente. Por esta razén, a pesar de hacer seguimientos regulares y dado que la
parasitemia es intermitente en muchos pacientes, un resultado negativo de qPCR
aungue sea sostenido en el tiempo, no puede descartar el fracaso a largo plazo.

El hecho de que tres pacientes en los que el tratamiento fracasd, presentaran un
resultado negativo de gPCR antes del tratamiento sugiere que un resultado negativo
de gPCR previo al tratamiento no es un buen predictor de una buena respuesta
terapéutica.

En nuestra cohorte, el 16% de los pacientes tuvieron que interrumpir el tratamiento
por presentar efectos adversos. Este dato es similar al 12.7% ya descrito
anteriormente (155).

Si se considera Unicamente el subgrupo de pacientes que no completaron el
tratamiento, la tasa de fracaso del tratamiento aumenta del 2.2% al 7% con una
diferencia estadisticamente significativa. Estos datos son concordantes con los datos
ya publicados por Murcia et al en el cual el subgrupo de pacientes con tratamiento
incompleto también presentaba mayor tasa de fracasos (187). Por el contrario, en un
estudio realizado en Argentina, el 20% de 81 pacientes que habian tenido que
interrumpir el tratamiento con BZL tras afios de seguimiento negativizaron la serologia
(192). Estos estudios son la base del tratamiento intermitente con BZL que ha sido
probado con buenos resultados de eficacia durante el tratamiento disminuyendo los
efectos secundarios del BZL, a pesar de que el seguimiento fue a muy corto plazo
(192).

En nuestra cohorte, solo cuatro pacientes (1%) lograron seronegativizar durante el
seguimiento. La monitorizacion de la respuesta seroldgica puede ser til para
detectar la tendencia de los anticuerpos a disminuir. Se podria considerar una buena
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respuesta al tratamiento cuando se detecta un resultado de PCR negativo sostenido y
se observa una disminucion en el nivel de anticuerpos (187).

Los procedimientos clinicos y los regimenes de tratamiento de rescate, tras el fracaso
de BZL no estan claros y se plantea como un desafio en el manejo clinico de estos
pacientes.

El seguimiento de esta cohorte no fue regular, estad basado en los datos reales de
seguimiento y no a un protocolo de estudio prospectivo. Sin embargo, el uso de datos

de la practica clinica habitual permite evaluar la eficacia real del tratamiento.

gPCR como evaluador de eficacia en ensayos clinicos

En el ensayo clinico Chagasazol, se probo la eficacia de PSL como tratamiento de la
EC crénica. Ante la falta de un marcador que permita confirmar la curacion a corto
plazo, la parasitemia medida por gPCR fue utilizado como marcador precoz de fracaso
de tratamiento (145). Se defini6 como fracaso un resultado positivo de gPCR vy
realizando una Unica extraccién que se amplificé por duplicado (167).

La utilizacién de PSL en el tratamiento de la EC se basa en modelos experimentales
realizados en ratones en los que PSL presentd muy buenos resultados de eficacia
frente a T.cruzi (193)(194). Estos buenos resultados unidos a la experiencia en el uso
de este farmaco como tratamiento profilactico frente a la infeccion fungica invasora en
pacientes severamente inmunosuprimidos, hizo que las expectativas de PSL como
tratamiento de la EC fuesen muy altas (195)(196)(197).

Para el estudio, se disefiaron tres ramas: una en la que se utiliz6 PSL a las dosis
maximas aprobadas en humanos (400 mg dos veces al dia via oral), otra con PSL a
dosis reducida (100 mg dos veces al dia via oral) y una tercera de BZL a dosis
estandar. La duracion del tratamiento fue para todas las ramas de 60 dias.

El objetivo de la rama de PSL a dosis reducida fue la de abaratar costes ya que el

elevado precio de PSL podria ser un factor limitante de su uso. Esta reduccion de
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dosis se bas6 en datos de estudios en ratones en los que las dosis de PSL utilizada de
forma habitual es 10 veces superior a la requerida (198).

La carga parasitaria se redujo significativamente hasta niveles indetectables durante el
tratamiento en las tres ramas del estudio y todos los pacientes presentaron resultados
negativos de qPCR a partir del dia 14 de tratamiento y hasta el dia 60 en el que se
finalizé el tratamiento, excepto en dos de ellos incluidos en la rama de dosis bajas de
PSL. Sin embargo, mas del 90% de los pacientes tratados con PSL presentaron
resultados positivos de gPCR durante el afio de seguimiento (166). La eficacia de las
dos pautas de tratamiento con PSL, a pesar de utilizar distintas dosis, fue semejante
(90% vs 80%).

A diferencia de PSL, BZL mostré una actividad tripanocida mantenida en el tiempo. En
todos los pacientes, excepto en uno, los resultados de qPCR fueron persistentemente
negativos hasta el final del seguimiento. El Unico paciente tuvo una determinacion
positiva de cuatro en el mes 6 (Ct 39.9) con resultados negativos en el resto del
seguimiento pero se considerd un fracaso del tratamiento de acuerdo con los criterios
establecidos.

Debido a los resultados prometedores de PSL, este no fue el Gnico ensayo clinico que
evaluo su eficacia. El ensayo STOP-Chagas incluy6 a 120 pacientes de varios paises
latinoamericanos y Espafia. Se incluyeron cuatro ramas de tratamiento incluyendo el
tratamiento combinado PSL+BZL y una rama placebo. El marcador utilizado para
valorar eficacia tanto en un primer momento (180 dias) como al final del seguimiento
de un afio fue una gPCR que amplifica kDNA. Con el objetivo de aumentar la
sensibilidad de la gPCR se realizaron tres extracciones de ADN y de cada una de
ellas se realizaron 4 amplificaciones (12 amplificaciones en total) valorando como
positivo la amplificacion de méas de una de las réplicas. A pesar de ello, los resultados
fueron semejantes a los obtenidos en Chagasazol. PSL tanto en monoterapia como

en tratamiento combinado presentd buena eficacia durante el tratamiento (90%
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efectividad) pero esta eficacia no se mantuvo en el tiempo y los pacientes fracasaron
tanto a los 180 dias (86.7%) como a los 360 (76.7%) (199).

PSL no ha sido el Unico inhibidor del ergosterol evaluado para el tratamiento de la
fase crénica de la EC. El compuesto E-1224 (pro-droga del ravuconazol) fue evaluado
en un ensayo clinico que incluy6 a 231 pacientes reclutados en Bolivia. Los pacientes
se incluyeron en cinco ramas de tratamiento: E-1224 a dosis altas, E-1224 a dosis
bajas, E-1224 en un periodo de tiempo reducido, BZL estandar y placebo. Como en
los dos ensayos anteriores, hubo una disminucion de la parasitemia durante el
tratamiento significativa en todas las ramas de tratamiento frente al placebo. Sin
embargo, durante el seguimiento la respuesta no fue mantenida con tasas de fracaso
en todas las ramas de E-1224 semejantes al placebo, excepto en la rama de dosis
altas sonde la respuesta fue significativamente superior a la del placebo (29% vs 9%)
pero sin llegar a la eficacia demostrada por BZL (82%)(200).

En cuanto a la tolerancia, los pacientes tratados con BZL presentaron mayor nimero
de efectos secundarios en los tres ensayos, llegando a obligar a la suspensiéon del
tratamiento en algunos casos, mientras que tanto PSL como E-1224 fueron muy bien
tolerados y no fue necesario interrumpir el tratamiento en ningin caso.

A pesar de estos resultados, la buena eficacia demostrada durante el tratamiento y el
alto porcentaje de efectos adversos de BZL, se esta evaluando su uso en combinacion
con benznidazol (estudio BENDITA).

Dada la escasez de opciones terapedticas, se sigue trabajando en nuevas alternativas,
explorando nuevos compuestos como el fexinidazol u otros inhibidores de la sintesis
del ergosterol como el albaconazol o el voriconazol (152).

Las tasas de fracaso obtenidas con estos compuestos, contrastan con las descritas en
el tratamiento con BZL en distintos ensayos clinicos como el BENEFIT y el estudio
llevado a cabo por Galvao et al. que han sido mencionados anteriormente. En ambos
estudios se realiz6 una Unica determinacion de PCR convencional basada en la
amplificacion de kDNA (143)(150).
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La gPCR ha resultado ser un marcador eficaz de fracaso terapéutico tanto en estudios
observacionales como en ensayos clinicos, permitiendo evaluar la eficacia de nuevas
pautas de tratamiento de forma precoz, ademas de descartar farmacos no efectivos en
el seguimiento a corto plazo. Sin embargo, no es el Unico marcador utilizado para
valorar eficacia, existen ensayos que utilizan el resultado positivo de una técnica
parasitolégica como marcador de fracaso de tratamiento mientras que otros utilizan la
negativizacion de la respuesta serol6gica como marcador de curacién. La sensibilidad
de las técnica utilizadas influye directamente en los resultados de eficacia de las
pautas de tratamiento evaluadas (160)(161). El xenodiagnéstico, la serologia
(principalmente basada en técnicas ELISA) y la PCR han sido las técnicas mas
utilizadas. En los ensayos que utilizan la serologia como marcador de respuesta hay
gue valorar la necesidad de realizar un seguimiento mucho mas prolongado y las
distintas  situaciones (nifios, pacientes en fase aguda) en los que los titulos
anticuerpos descienden mas rapidamente. Como ventaja la demostraciéon de la
desaparicion de los anticuerpos es un criterio definitivo de curacién (201).

Respecto a las técnicas parasitoldgicas, el xenodiagnéstico presentd una menor
sensibilidad que la PCR en el seguimiento de pacientes tratados (191). Ademas de
presentar mejores resultados de sensibilidad por su objetividad, rapidez y facilidad
técnica, la PCR es actualmente la utilizada con mayor frecuencia. Ambos marcadores
parasitolégicos presentan una disminucion precoz de la parasitemia durante el
tratamiento pero con el paso del tiempo los porcentajes de positividad aumentan de

10-20% a 40% para la PCR y el xenodiagndéstico respectivamente (159).

Utilidad programas de Control de calidad de gPCR

Se han realizado importantes esfuerzos en mejorar el limite de deteccion de la gPCR
en la fase crénica de la EC, principalmente optimizando los protocolos de qPCR y
aumentando el numero de repeticiones (135)(136). A su vez, se han realizado estudios
de validacién analiticos que han permitido estandarizar la técnica especialmente en lo
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gue se refiere a los resultados cualitativos (131)(132). Pero a pesar de todas estas
estrategias, la realizacion de un programa de CCE permite aumentar la precisién de
los resultados analiticos ademas de conferir mayor calidad y solidez a los resultados
de gPCR minimizando las variaciones propias de la técnica (202).

Se han implementado programas de CCE en el diagnoéstico de mdltiples patégenos
virales, bacterianos y parasitarios como el virus del dengue, Leishmania spp vy
Plasmodium spp (203)(204)(205).

En el caso de la qPCR de T.cruzi la primera utilizacién de un programa de CCE fue en
el estudio internacional realizado en 2011 (129). A partir de entonces, el CCE se ha
utilizado en varios ensayos clinicos incluyendo el estudio Chagasazol, que fue uno de
los primeros en utilizarlo (166)(200).

El CCE esta basado en el analisis en ciego de muestras contaminadas con distintas
concentraciones de pardsito que incluye distintos linajes de T.cruzi. Hay que tener en
cuenta que el nimero de copias del fragmento de ADN utlizado como diana,
especialmente en el caso del satDNA, no es el mismo en todos los linajes lo cual
afecta a la sensibilidad de la gPCR. EI nimero de repeticiones del ADN diana en Tcl
es de 5 a 10 veces menor al del resto de UDT, este hecho podria implicar peores
resultados en los laboratorios de paises donde predomina este linaje (16)(131). Utilizar
diversas concentraciones de parasito permite evaluar no sélo el limite de deteccion de
la técnica sino también la variabilidad de los resultados que es mucho mayor en las
concentraciones bajas. Por ultimo la estabilidad de las muestras de sangre mezclada
con GEB permite la conservacion de las muestras y el envio de los paneles desde el
laboratorio de referencia al resto de laboratorios participantes (128). A pesar de toda la
informacién que proporciona este programa de CCE hay variables que no puede
controlar como el sistema de extraccién de ADN o el tipo de termociclador utilizado asi
como la variabilidad achacable al operador.

Los resultados obtenidos tras la evaluacion de los resultados del programa de CCE de
gPCR en el cual se incluian los estudios Chagasazol y E-1224 no demostraron
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diferencias significativas a nivel cualitativo entre los laboratorios que realizaron la
gPCR de ambos estudios y el de referencia (134).

Una ventaja afiadida que da el CCE es la posibilidad de detectar de forma precoz
errores de procedimiento de forma que permita corregir y mejorar los protocolos en el
menor tiempo posible.

En nuestro caso, fueron los resultados de la evaluacion del panel de CCE realizado en
el contexto del estudio Chagasazol los que hicieron plantear el cambio de protocolo del
utilizado en el periodo 2010-2013 al actual con la mejora de los resultados de Ct y el

aumento del porcentaje de resultados positivos.
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Figura 21. Esquema de diagnéstico y seguimiento de la Enfermedad de Chagas crénica fuera
del area endémica: propuesta basada en los resultados de esta Tesis
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8. CONCLUSIONES

1.- El bajo porcentaje de positividad de la PCR a tiempo real en pacientes con
Enfermedad de Chagas en fase cronica en nuestro medio, confirma su escaso valor

diagnéstico en esta fase.

2.- La parasitemia medida por qPCR no se relacion6 con la aparicion de

manifestaciones viscerales cardiacas y/o digestivas propias de la EC en fase cronica.

3.- Los pacientes con 5 afios 0 menos de residencia en Espafia presentaron valores
de parasitemia significativamente mayores respecto a los que llevaban mas tiempo

(P = 0.041).

4.- La parasitemia se comporta de forma diferente en pacientes en los que se pudieron
hacer determinaciones seriadas de qPCR en ausencia de tratamiento. Este hecho

sugiere la influencia de distintos factores en el comportamiento del parasito.

5.- El porcentaje de pacientes tratados en los que se detecta parasitemia tras el
tratamiento con Benznidazol es muy bajo en nuestra serie, lo cual refuerza su eficacia

como tripanocida.

6.- El tratamiento incompleto con BZL se ha relacionado con un mayor porcentaje de

fracaso del tratamiento (P=0.02).

7.- La monitorizacion regular mediante qPCR durante un periodo de tiempo
prolongado, permite detectar los fracasos de tratamiento con BZL en zonas donde no

es posible la reinfeccion.
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8.- Un resultado negativo de qPCR previo al tratamiento no es un buen indicador de
buena respuesta terapéutica. Un resultado negativo post-tratamiento, a pesar de un

seguimiento regular y prolongado, no permite descartar el fracaso a largo plazo.

9.- En el ensayo clinico Chagasazol, el 90% de los pacientes tratados con
posaconazol, presentaron durante el seguimiento de un afio, al menos un resultado
positivo de gPCR, a pesar de que la carga parasitaria fue indetectable durante el

tratamiento.

10.- La qPCR es el mejor y mas precoz marcador de fracaso de tratamiento en los

ensayos clinicos que evallan nuevas pautas de tratamiento frente a la EC y permite

descartar tratamientos ineficaces en un corto periodo de tiempo.

11.- Los programas de control de calidad externo confieren robustez a los resultados

de gPCR a la vez que permiten evaluar de forma rapida posibles errores de protocolo.
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9. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Son muchos los interrogantes que quedan por contestar respecto al comportamiento
de la parasitemia en fase cronica. El alcance de la implicacion del linaje, de la
coinfeccién con otros parasitos o la existencia de factores genéticos en el hospedador
no se conoce con exactitud. Para profundizar en ello, serian necesarios estudios
prospectivos con seguimientos a largo plazo que incluyan el estudio de las UDT
implicadas en la infeccion, estudios parasitolégicos que permitan detectar
coinfecciones y otros a nivel del hospedador y su capacidad de respuesta a la
infeccion (186). El conocimiento de estos factores permitira interpretar mejor los
resultados de la gPCR en fase crénica, principalmente cuando se utiliza para
monitorizar la respuesta de tratamiento.

Son necesarios biomarcadores precoces de progresion y curacion de la EC. El
principal objetivo de estos biomarcadores debe ser la monitorizacion de la evolucion
de los pacientes y confirmar de una forma precoz y definitiva la curacién de la
enfermedad(158). Para ello se estan realizando estudios utilizando tecnologia como la
proteémica o metabolémica (206)(207).

Desde el punto de vista diagnostico, a partir de la implementacion de las plataformas
serologicas de alta sensibilidad y especificidad es necesario replantearse el algoritmo
diagnéstico basado en la concordancia de dos técnicas de principio
diferente(107)(108). También es necesaria la disponibilidad de técnicas seroldgicas de
confirmaciéon de los casos serodiscordantes que sean accesibles y puedan ser
implementadas en los laboratorios clinicos (116).

Es necesario avanzar en la mejora de las técnicas de diagnostico rapido basadas
generalmente en técnicas de inmunocromatografia que permitan acceder de forma

mas facil al diagndstico de la EC. Estas técnicas deben mejorar su sensibilidad para
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permitir cribar la EC principalmente en areas endémicas pero también en programas
de atencion comunitaria en areas no endémicas (208).

Respecto a las técnicas moleculares, el mayor reto estd en mejorar la sensibilidad de
la PCR sobretodo en su utilizacion como marcador de fracaso terapéutico. Para ello
existen distintas estrategias que intentan evitar el aumento de nimero de réplicas,
para ello se estan disefiando nuevas dianas de amplificacion, protocolos de gPCR
multiplex que permita amplificar tanto satDNA como kDNA (135)(138). La utilizacion
de sistema de extracciones automatizadas e incluso de kits comercializados favorece
la implementacion de esta técnica siguiendo los estdndares de calidad necesarios
(237).

La implementacién de técnicas de PCR destinada al tipado es necesario para
caracterizar epidemiolégicamente la EC y las implicaciones clinicas que puede tener el
conocer los linajes circulantes y causantes de la infeccién (209).

Los fracasos de tratamiento detectados tanto con BZL, como con NFX o con
inhibidores de la sintesis del ergosterol hace que sean necesarios estudios de
resistencias en cepas de T.cruzi tanto primarias como en pacientes con fracaso de
tratamiento (27)(210). Estos estudios permitirian dirigir el tratamiento de rescate en
aquellos pacientes donde el tratamiento inicial haya fracasado

Por dltimo, las nuevas técnicas de biologia molecular isotérmicas, como el LAMP, que
se han desarrollado recientemente pueden ser una alternativa a la realizacion de la
PCR sobretodo en el diagnoéstico de casos agudos en areas endémicas (140)(141).

Es necesario crear a nivel nacional e internacional, unos sistemas de control de
calidad tanto seroldgicos como moleculares que refuerce los resultados de laboratorio
permitiendo diagnosticar el mayor numero posible de casos (134)(211). Actualmente
se ha creado un grupo espafiol en el que estan representados la mayor parte de
laboratorios donde la PCR de T.cruzi estd implementada que pretende establecer un
programa de control de calidad periddico que permita evaluar los resultados de la
técnica y detectar de forma precoz posibles errores en los protocolos.
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Sin duda el gran reto en la investigacion de la EC es el desarrollo de nuevos farmacos
y pautas de tratamiento eficaces y con minimos efectos adversos, para ello es
necesario el desarrollo de marcadores de curacién que permita evaluarlos de una
forma sensible y precoz (145).

Por ultimo, son de gran importancia los programas de cribado de EC en poblacion
susceptible tanto en &rea endémica como no endémica. El acceso al diagnéstico y la
instauracion de politicas de salud publica coordinadas entre diferentes paises que
permitan disminuir los diferentes mecanismos de transmisibn son necesarios para

avanzar en el control de esta enfermedad (3).
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Chagas disease has become a global health problem due to migration of mfecled people oul of Latin America to
non-endemic countries. For more than 40 years, only the imi )t p i and
Nifurtimox, have been used for specific treatment of Trypanosoma cruzi mfenuon with disappointing results,
specially due to the long duration of treatment and adverse events in the chronic phase. In the last years,
ergosterol inhibitors have been also proposed for specific treatment. Different randomized clinical trials were
performed for evaluating their treatment efficacy and safety.

One af the greatest concerns in clinical trials is to provide an early surrogate biomarker of response to try-
response is slow and the classical tests have poor
and are time- consummg Nowadays. PCR is the most helpful tool for assessing treatment response in a short
period of time. Different protocols of PCR have been developed, being quantitative real time PCR based on
amplification of repetitive satellite or minicircle DNA sequences plus an internal amplification standard, the
mostly employed strategies in clinical trials. Standardized protocols and the use of an external quality assessment
ensure adequate technical procedures and reliable data.

Clinical trials have shown a significant reduction in parasite loads, reaching undetectable DNA levels in
blood: after specific however events of treatment failure have also been reported.

Treatment failure could be due to inadequate penetrance of the drugs into the affected tissues, to the presence
of primary or secondary drug resistance of the infecting strains as well as to the existence of dormant parasite
variants reluctant to drug action.

The early diagnosis of drug resistance would improve clinical management of Chagas disease patients, al-
lowing dictating alternative therapies with a combination of existing drugs or new anti-T. cruzi agents.

The aim of this review was to describe the usefulness of detecting T.cruzi DNA by means of real time PCR
assays, as surrogate biomarker in clinical trials for evaluating new drugs for CD or new regimens of available
drugs and the possibility to detect treatment failure.

1. Introduction The infection passes through an acute and a chronic phase. During
the acute phase, symptoms are variable and mostly decline sponta-
neously after weeks. Appropriate parasitical treatment can eradicate

the parasite. In the chronic phase, approximately 70% of seropositive

Chagas disease (CD), caused by the kinetoplastid flagellate
Trypanosoma cruzi, has been considered as “the most neglected of the

neglected diseases” with research and development gaps related to di-
agnosis and treatment. Although CD has by tradition been treated as an
endemic disease in the tropical and subtropical areas of South America,
it has become a global concern due to migration of infected people to
non-endemic countries. Complex interactions between the parasite and
the mammalian host, as well as eco-epidemiological factors determine
the infection outcome.
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individuals are asymptomatic, whereas 30% develop cardiac and/ or
digestive disease manifestations several years or decades later; out of
them, 2-3% present severe forms that can evolve to sudden death. The
factors governing the progression of chronic Chagas disease remain
unknown and no prognostic markers are still available (Pérez-Molina
and Molina, 2018).
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ABSTRACT

BACKGROUND
Current therapeutic options for Chagas’ disease are limited to benznidazole and
nifurtimox, which have been associated with low cure rates in the chronic stage
of the disease and which have considerable toxicity. Posaconazole has shown try-
panocidal activity in murine models.

METHODS
We performed a prospective, randomized clinical trial to assess the efficacy and safety
of posaconazole as compared with the efficacy and safety of benznidazole in adults with
chronic Trypanosoma cruzi infection. We randomly assigned patients to receive posacon-
azole ata dose of 400 mg twice daily (high-dose posaconazole), posaconazole at a dose
of 100 mg twice daily (low-dose posaconazole), or benznidazole at a dose of 150 mg
twice daily; all the study drugs were administered for 60 days. We assessed antipara-
sitic activity by testing for the presence of T. cruzi DNA, using real-time polymerase-
chain-reaction (rtPCR) assays, during the treatment period and 10 months after the
end of treatment. Posaconazole absorption was assessed on day 14.

RESULTS
The intention-to-treat population included 78 patients. During the treatment period, all
the patients tested negative for T. cruzi DNA on rt-PCR assay beyond day 14, except for
2 patients in the low-dose posaconazole group who tested positive on day 60. During
the follow-up period, in the intention-to-treat analysis, 92% of the patients receiving
low-dose posaconazole and 81% receiving high-dose posaconazole, as compared with
38% receiving benznidazole, tested positive for T. cruzi DNA on rtPCR assay (P<0.01 for
the comparison of the benznidazole group with either posaconazole group); in the per-
protocol analysis, 90% of the patients receiving low-dose posaconazole and 80% of
those receiving high-dose posaconazole, as compared with 6% receiving benznidazole,
tested positive on rt-PCR assay (P<0.001 for the comparison of the benznidazole group
with either posaconazole group). In the benznidazole group, treatment was discontin-
ued in 5 patients because of severe cutaneous reactions; in the posaconazole groups,
4 patients had aminotransferase levels that were more than 3 times the upper
limit of the normal range, but there were no discontinuations of treatment.
CONCLUSIONS

Posaconazole showed antitrypanosomal activity in patients with chronic Chagas’
disease. However, significantly more patients in the posaconazole groups than in

the benznidazole group had treatment failure during follow-up. (Funded by the
Ministry of Health, Spain; CHAGASAZOL ClinicalTrials.gov number, NCT01162967.)
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Abstract

Real-Timse PCR (qPCR) testing is recommended as both a diagnostc and outcome mea-
surementof etiological treatment in clinical practice and dinical trialsof Chagas disease
(CD), but no external quality assurance (EQA) program provides pardormance assessmant
ofthe assays inuse. Weimp iad an EQA sy to evaluate the parformance of
molecular biology laboratories involved in qPCR based follow-up in dinical trials of CD. An
EQA program was devised for thrae clinical frials of CD: the E1224 (NCT01489228), a pro-
drug of ravuconazole; the Sampling Study (NCT0 1678529), that used benznidazole, both
conducted in Bolivia; and the CHAGASAZOL (NCT01162967), "ﬁlestadposaoonamle
conducted in Spain. Four proficiency testing paneis ¢ gning negative rols and sero-
negafive blood samples spiked with 1, 10 and 100 parasite equivalents (par. eq.)/mL of four
Trypanosoma cruzistocks, ware sentfrom the Core Lab nA@m'atolhs parfcipating lab-
oratonies located in Bolivia and Spain. Panels wera lyzad dy, biindedto
sample allocation, at 4-month intervals. Inaddition, 302 random blood samples from both
trials camiad outin Bolivia were sent to Core Lab for retesting analysis. The analysis of profi-
ciancy festing panels gave 100% of accordance (within isboratory agreement) and concor-
dance (betwean laboratory agreement) for all T. crua stocks at 100 par. eq./mlL; whereas
their values ranged from 71 fo 100% and from 62 to 100%at 1 and 10 par. eq./mL, respec-
tively, depending onthe T. auzistock. The results obined after twelve months of prepara-
tion confirmad the stability of blood samples in guanidine-EDTA buffer. No significant
differencas were found between qPCR results from Bolivian laboratory and Core Lab for

PLOS ONE | it pefidoi org 10 137V purral sone 0183550 Novernbor 27, 2017
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