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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad de Chagas es una infeccion causada por Trypanosoma cruzi
que se transmite principalmente por el contacto con la materia fecal de un vector de la
subfamilia Triatominae. La enfermedad de Chagas es tratada con benznidazol y nifurtimox
para erradicar el parasito. Sin embargo, la eficacia del tratamiento antiparasitario disminuye
a mayor tiempo de infeccion. El objetivo de este trabajo fue analizar la técnica PCR como
herramienta util en el seguimiento del tratamiento tripanocida en adultos con infeccion
crénica por T. cruzi en Ameérica.

Metodologia: Se realiz6 una revision bibliografica de tipo narrativa sobre la técnica PCR
en el seguimiento del tratamiento de la enfermedad de Chagas en los ultimos 10 afios. En la
investigacion se utilizé el protocolo de Medina-Lopez et al., (2010) y el diagrama de flujo
de cuatro fases de Moher et al., (2009). En la fase de identificacion se realizé una busqueda
bibliogréfica utilizando estrategias de bldsqueda en las bases de datos y repositorios; por
ejemplo, "Chagas' disease™ AND "Treatment™ AND "Chronic phase” AND "PCR". En la
fase de cribados se elimino los articulos duplicados y aquellos que no cumplian con los
criterios de inclusion luego de leer cada uno de ellos. En la fase de elegibilidad se realiz6
una lectura del abstract de los articulos y se excluyé aquellos sin acceso abierto. Finalmente,
en la fase de incluidos se selecciond los articulos que cumplieron con los criterios propuestos
en la investigacion.

Resultados: Se analizaron diez articulos cientificos. Todos los articulos cumplieron con los
criterios de inclusion para el analisis del tema propuesto. La poblacion de estudio fueron
pacientes con infeccion crénica con edades entre 18 y 70 afios. En la evaluacion del
tratamiento tripanocida, los autores utilizaron PCR, gPCR y nested PCR. La técnica PCR es
mas sensible que el hemocultivo y xenodiagnoéstico durante el seguimiento del tratamiento.
Conclusion: La revision bibliografica permitié identificar las principales técnicas de PCR
que son utilizadas durante el seguimiento del tratamiento antiparasitario. El analisis de los
resultados propone establecer una validacion de la informacidn acerca de la técnica PCR
como herramienta util en el seguimiento del tratamiento antiparasitario con la finalidad de

reducir los casos de pacientes que presentan lesién cardiaca o cardiomiopatia chagéasica.

Palabras Claves: PCR, tratamiento tripanocida, T. cruzi, infeccién crénica, América.



ABSTRACT

Introduction: Chagas disease is an infection caused by Trypanosoma cruzi transmitted by
contact with the faecal matter of a vector from the Triatominae subfamily. Chagas disease
is treated with benznidazole and nifurtimox to eradicate the parasite. However, the efficacy
of antiparasitic treatment decreases with a longer time of infection. The objective of this
work was to analyse the PCR technique as a valuable tool in the follow-up of trypanocidal
therapy in adults with chronic disease by T. cruzi in America.

Methodology: A narrative bibliographic review was carried out on the PCR technique as a
helpful tool in the follow-up of the treatment of Chagas disease in the last ten years. The
research used the protocol of Medina-Lépez et al. (2010) and the four-phase flow diagram
of Moher et al. (2009). In the identification phase, a bibliographic search was carried out
using search strategies in the databases and repositories; for example, "Chagas' disease"
AND "Treatment" AND "Chronic phase™ AND "PCR". In the screening phase, duplicate
articles and those that did not meet the inclusion criteria were eliminated after reading each.
In the eligibility step, we read the abstract of the papers and excluded those without open
access. Finally, in the included step, the articles that met the criteria proposed in the research
were selected.

Results: Ten articles met the inclusion criteria and quality criteria. The study population
included patients with chronic infection aged between 18 and 70. In evaluating the
trypanocidal treatment, the authors used PCR, gPCR, and nested PCR. The PCR technique
IS more sensitive than blood culture and xenodiagnosis during treatment follow-up.
Conclusion: This literature review identified the main PCR techniques used during the
follow-up of antiparasitic treatment. The analysis of the results proposes establishing a
validation of the information about the PCR technique as a valuable tool in monitoring
antiparasitic therapy to reduce the cases of patients with cardiac injury or Chagasic

cardiomyopathy.

Keywords: PCR, trypanocidal treatment, T. cruzi, chronic infection, America.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una infeccion causada por
el protozoario Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad se distribuye desde América del Norte
hasta América del Sur y debido al desplazamiento de las personas que viven en las zonas
endémicas, la enfermedad se ha extendido hasta Europa, Mediterraneo oriental, Africa y
Pacifico occidental (Molina et al., 2016).

La infeccion por T. cruzi se transmite principalmente por el contacto con materia fecal
de insectos vectores de la subfamilia Triatominae. Sin embargo, existen otras vias de
transmision que pueden ser por via oral, transmision vertical, transfusiones de sangre,

trasplante de 6rganos y accidentes en el laboratorio. (Muller et al., 2018).

Los individuos infectados por T. cruzi presentan una fase aguda y cronica. En la fase
aguda, la mayoria de los pacientes son asintomaticos o presentan sintomas leves que
incluyen fiebre, fatiga, dolores musculares, disnea, pérdida de apetito, chagoma o el signo
de Romafa (Sanchez et al., 2016). Durante la fase cronica, el paciente asintomatico no
presenta dafio organico especifico (Pecoul et al., 2021). Sin embargo, el 30% de las personas
infectadas presentan complicaciones cardiacas, el 10% complicaciones digestivas y mixtas

y el 5% neurologicas (Molina et al., 2016).

La fase cronica de la enfermedad con complicaciones cardiacas puede clasificarse en
estadios de insuficiencia cardiaca de acuerdo con las recomendaciones adaptadas a la
miocardiopatia chagasica: cuando el paciente se encuentra en el estadio A presenta la forma
indeterminada y no manifiestan indicios de insuficiencia cardiaca. En el estadio B presenta
una cardiopatia estructural o enfermedades no coronarias, pero sin manifestar sintomas.
Mientras que, en el estadio C el paciente llega a presentar sintomas leves de insuficiencia
cardiaca y disfuncién ventricular. Finalmente, en el estadio D, el paciente manifiesta

sintomas graves de insuficiencia cardiaca (Viera et al., 2019).

En pacientes con sospecha de la enfermedad de Chagas, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) recomienda realizar dos o tres pruebas seroldgicas que



detecten anticuerpos contra T. cruzi utilizando el ensayo por inmunoabsorcion ligado a

enzimas (ELISA), hemoaglutinacion indirecta (HAI), o inmunofluorescencia indirecta (IFI).

La enfermedad de Chagas es tratada principalmente con compuestos nitroheterociclico
como benznidazol y nifurtimox para erradicar T. cruzi. Benznidazol actia como agente
reductor e incrementa la lisis y fagocitosis de T. cruzi con el fin de interrumpir su desarrollo
(Ribeiro et al., 2020). Mientras que el modo de accion de nifurtimox depende del aumento
del estrés oxidativo dentro del parasito y de la accién generada por la nitroreductasa
tripanosomal tipo I para inhibir el crecimiento de T. cruzi (Specker et al., 2022).

En el seguimiento del tratamiento para la enfermedad de Chagas se emplean métodos
indirectos como las pruebas de xenodiagnostico y hemocultivo, que presentan una
sensibilidad del 87% y 50%, respectivamente (Riera et al., 2013). Las técnicas moleculares
también son utilizadas por presentar alta sensibilidad y especificidad, debido a que permiten

la identificacion de T. cruzi, aln si la carga parasitaria es pequefa.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular
que permite amplificar fragmentos especificos del ADN del genoma de T cruzi. Esta técnica
se ha propuesto como indicador de la presencia de T. cruzi en la sangre y en otros tejidos
infectados. La PCR presenta una alta sensibilidad debido a que puede identificar al patdgeno
aun si la carga parasitaria es muy pequefia y no requiere de una gran cantidad de ADN para
iniciar su amplificacion. Sin embargo, es importante evitar el riesgo de contaminacion para
que asi la sensibilidad de la prueba PCR no varie los resultados (Diz, 2020). Por lo tanto,
esta técnica es una herramienta util para controlar y evaluar la efectividad terapéutica de la
enfermedad de Chagas y asi determinar si la cantidad de medicamento administrada es
segura y eficaz para tratar la infeccidn sin causar efectos secundarios que comprometan la

vida del paciente (L6pez-Monteon et al., 2019).

Este trabajo presenta un analisis bibliografico y actualizado de la técnica PCR como
herramienta en el seguimiento del tratamiento tripanocida en adultos con infeccion cronica

por T. cruzi.



Esta revision consta de cinco capitulos:

- En el primer capitulo se presenta la introduccion, el planteamiento del problema, la
justificacion y los objetivos que guian el desarrollo de la investigacion.

- En el segundo capitulo se presenta el marco metodologico y el proceso de revision
bibliogréafica.

- En el tercer capitulo de especifican los criterios de busqueda, los pasos de depuracion
y seleccion de la informacion. Asi como la descripcion general de los articulos
seleccionados para el andlisis de esta investigacion.

—  El capitulo cuatro detalla los resultados obtenidos luego de examinar cada articulo
cientifico con el propdsito de caracterizar la poblacion en estudio, analizar la
negativizacion de la parasitemia, determinar la sensibilidad de la PCR e identificar
otros métodos de diagndstico para el seguimiento del tratamiento de la enfermedad de
Chagas en los altimos diez afios en Ameérica.

- Finalmente, se presenta las conclusiones y recomendaciones del estudio para futuras

investigaciones.

1.1. Planteamiento del problema

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica que se presenta en paises
de Latinoamérica. La mayoria de las personas infectadas por T. cruzi no tienen acceso a
programas de deteccion y tratamiento de la enfermedad de Chagas. En consecuencia, muy
pocos individuos son diagnosticados durante la fase aguda y posteriormente presentan

enfermedades cardiacas, miocardiopatias o incluso muerte subita (Pecoul et al., 2021).

Benznidazol y nifurtimox son los tratamientos de eleccién para erradicar la infeccion
por T. cruzi en los pacientes en fase aguda (Pecoul et al., 2021). Sin embargo, la efectividad
terapéutica de los tratamientos disminuye en fase cronica, ayudando a retrasar la progresion
de la enfermedad, pero sin alcanzar la eliminacién del parésito en su totalidad. Estudios han
demostrado que la eficacia del tratamiento en pacientes con infeccion cronica es del 8 al
25% (Sanchez et al., 2016).



La Guia para el diagnostico y tratamiento de la enfermedad de Chagas sugiere realizar
un seguimiento en los pacientes con tratamiento antiparasitario para verificar la erradicacion
de T. cruzi y comprobar que no se encuentra oculto en el corazén y/o en otros tejidos (OPS,
2018).

El xenodiagnostico y el hemocultivo son técnicas utilizadas en el seguimiento del
tratamiento, sin embargo, estas técnicas presentan una sensibilidad variable al identificar T.

cruzi en muestras sanguineas de personas con infeccion crénica (Aguiar et al., 2012).

Actualmente, la técnica PCR es utilizada para evaluar el tratamiento tripanocida en
pacientes chagasicos. Esta técnica ha ido sustituyendo al xenodiagnostico y hemocultivo
debido a su alta sensibilidad y especificidad. Sin embargo, aun existen desafios con respecto
a la maximizacion de su sensibilidad y a la validacion de la PCR como técnica de

seguimiento para evaluar la eficacia terapéutica (Ribeiro & Chatelain, 2012).

La técnica PCR por su alto costo no es considerada como una prueba de rutina en
zonas donde la enfermedad de Chagas es endémica. Ademas, puede presentar resultados
falsos positivos debido a una contaminacion de la muestra analizada o la falta de experiencia
del personal de laboratorio. De hecho, uno de los problemas principales de la evaluacion del
tratamiento antiparasitario mediante la PCR es la falta de compromiso de la poblacién en
tratamiento. De modo que, existen pacientes que no llegan a terminar el tratamiento debido
a los efectos secundarios que puede causar 0 mas aun, no llegan a ser evaluados mediante la
PCR para identificar la erradicacion del parésito afios después de culminar con el

tratamiento.

Con este escenario, existe la necesidad urgente de buscar informacion sobre la técnica
PCR como herramienta de diagndstico después del tratamiento tripanocida en adultos con

infeccion crénica por Trypanosoma cruzi en América en los tltimos diez afios.

1.2. Justificacion

La enfermedad de Chagas afecta aproximadamente a 9 millones de personas a nivel
mundial. En paises del continente americano, Estados Unidos, México, Brasil y Argentina
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se registran 30 000 nuevos casos al afio, 12 000 muertes y 8 000 recién nacidos que padecen
tripanosomiasis americana tras ser infectados durante la gestacion (OMS, 2022). El
Ministerio de Salud Publica del Ecuador (2020) ha reportado 30 casos de pacientes con

Chagas cronico y dos casos con Chagas agudo.

La infecciébn por T. cruzi afecta principalmente a pacientes con un nivel
socioecondémico bajo que, al progresar la enfermedad a cardiomiopatia chagéasica, deben
asumir costos elevados en comparacién con otras etiologias cardiacas. Esto indica la
importancia del tratamiento tripanocida en la fase aguda, ya que representa un ahorro

significativo a largo plazo en la poblacion.

En el control y sequimiento postratamiento se utilizan diferentes herramientas para la
identificacion de T. cruzi en la sangre, que incluye xenodiagnéstico, hemocultivo y PCR. La
técnica PCR es empleada para evaluar el éxito del tratamiento antiparasitario. Es asi que
estudios recientes han demostrado que la técnica de PCR es la mejor opcion para el
seguimiento del tratamiento, ya que a diferencia de otras técnicas, la PCR puede identificar
fragmentos especificos del ADN de T. cruzi, como: el fragmento del ADN del minicirculo
del cinetopléstido o el fragmento de ADN satelital, aun si la carga parasitaria es minima
(Pecoul et al., 2021).

También, diferentes autores han registrado una mayor sensibilidad de la técnica PCR
en la deteccion de T. cruzi en sangre a comparacion de otros métodos utilizados en el
seguimiento del tratamiento (Sulleiro et al., 2019). Asimismo, esta técnica en fase crénica
puede ser realizada en muestras de sangre, plasma o capa leucocitaria y presenta un mejor
tiempo de respuesta al momento de identificar la negativizacion de la parasitemia (Riera,
2013).

En esta revision se analiza la informacion de las técnicas moleculares como la PCR,
disponibles como herramientas en el seguimiento del tratamiento del paciente con infeccién

crénica por Trypanosoma cruzi en América en los ultimos diez afios.



1.3. Pregunta de investigacion

¢Latécnica de PCR es una herramienta util en el seguimiento del tratamiento tripanocida en

adultos con infeccion crénica por Trypanosoma cruzi?

1.4. Objetivos

1.4.1.Objetivo general

Analizar la técnica PCR como herramienta en el seguimiento del tratamiento tripanocida en

adultos con infeccidn crénica por Trypanosoma cruzi en América en los ultimos diez afios.

1.4.2. Objetivos especificos

— Caracterizar a los pacientes con enfermedad de Chagas.

— Analizar la negativizacion de la parasitemia después del tratamiento tripanocida
mediante la PCR.

— Determinar la sensibilidad de la técnica PCR en el seguimiento del tratamiento
tripanocida.

— lIdentificar otros métodos de diagnostico para el seguimiento del tratamiento del

paciente con enfermedad de Chagas en fase cronica.

1.5. Delimitacion del estudio

Esta investigacion es una revision bibliogréafica narrativa sobre el analisis de la técnica
PCR en el seguimiento del tratamiento tripanocida en adultos con infeccion crénica por T.
cruzi en América en los Gltimos diez afios. En esta revision bibliografica no se realizé un

analisis estadistico que combine y resuma los resultados de los estudios individuales.



2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo de estudio

En el presente trabajo se realiz6 una revision bibliografica de tipo narrativo para
analizar la técnica PCR en el seguimiento del tratamiento tripanocida en adultos con

infeccion crénica por T. cruzi en Ameérica en los ultimos diez afios.

2.2. ldentificacion del campo de estudio

Esta revision bibliogréafica se enfocé en analizar la efectividad de la PCR como método
diagndstico utilizado en el seguimiento del tratamiento tripanocida en pacientes con

enfermedad de Chagas.

2.3. Proceso de revision bibliografica

Para la recoleccion de informacion se utilizo el proceso descrito por Medina-Lopez y
sus colaboradores (2010) del articulo titulado como “Una propuesta metodologica para la
realizacion de busquedas sistematicas de bibliografia” detallado en la Figura 1. Ademas,
para recuperar la informacion relevante de este trabajo, se emple0 el protocolo del diagrama
de flujo de cuatro fases recomendado por Moher et al., (2009) y detallado en el Anexo 1.



Figural

Fases del proceso para realizar busquedas sistematicas de bibliografia

Identificacion del campo de estudio y periodo a analizar.

N
Seleccion de las fuentes de informacion: Revistas, Actas

de congresos, Libros, Tesis, Internet e Informes.

Realizacion de la busqueda ;Que?: Criterios de
busqueda. ;Donde?: Manual o BD ;Como?: Sintaxis

Gestion y depuracion de los resultados: Seleccion del
gestor de bibliografia y Depuracion de resultados

(Clasificacion, Falsos Positivos y Falsos negativos).
J/

Analisis de los resultados

OFOWORORY:

Recuperado de “Una propuesta metodolégica para la realizacion de busquedas sistemdticas de
bibliografia” de Medina-Ldpez, C., Marin-Garcia, J. A., & Alfalla-Luque, R., (2010). WPOM -
Working Papers on Operations Management, 1(2), 13. https://doi.org/10.4995/wpom.v1i2.786.

2.3.1.Seleccion de las fuentes de informacién

Para estudiar la técnica PCR como método diagnostico utilizado en el seguimiento del
tratamiento tripanocida en pacientes con enfermedad de Chagas se utilizd informacion
primaria obtenida de articulos cientificos que se encuentran en las bases de datos
especificados en la Tabla 1. Ademas, de las fuentes secundarias que se emplearon para la
busqueda de tesis universitarias de pregrado y posgrado.



Tabla 1

Bases de Datos y Repositorios

Fuente Enlace o vinculo
Base de Datos
PubMed https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
Scopus https://www.scopus.com/home.uri
Science Direct https://www.sciencedirect.com/
Wiley Online Library https://onlinelibrary.wiley.com/
EBSCO https://www.ebsco.com/es
Springer Link https://link.springer.com/
Taylor & Francis Online https://www.tandfonline.com/
SciELO https://scielo.org/es/
Dialnet https://dialnet.unirioja.es/

Repositorios

Google Académico https://scholar.google.com/
Repositorio PUCE http://repositorio.puce.edu.ec/

2.3.2.Busqueda bibliogréfica

Criterios de inclusion:

— Articulos cientificos y tesis universitarias relacionadas con el anélisis de la técnica PCR
en el seguimiento del tratamiento tripanocida en pacientes en fase crénica de la
enfermedad de Chagas.

— Articulos de tipo transversal, longitudinal, observacional, analitico, cohorte,
retrospectivo, prospectivo, casos y controles, reporte de casos y serie de casos.

— Atrticulos publicados desde el 1 de enero del 2011 hasta el 31 de octubre del 2021.

— Articulos redactados en espafiol e inglés.

— Articulos que incluyan a hombres y mujeres mayores de 18 afios con enfermedad de
Chagas en el continente americano.

— Articulos publicados en revistas que tengan un alto indice de impacto (Q1 — Q4).



Criterios de exclusién:

— Atrticulos de revision.

— Articulos cientificos relacionados con el analisis de la técnica PCR en el seguimiento
del tratamiento tripanocida de la enfermedad de Chagas en animales.

— Atrticulos sin acceso libre.

— Articulos que incluyen individuos menores de 18 afios como poblacién de estudio.

2.3.3. Estrategias de busqueda

Como estrategia de bulsqueda se empled descriptores MeSH (Medical Subject
Headings) y DeCS (Descriptores en Ciencias de la Salud) en esta investigacion. Los
descriptores MeSH permitieron identificar el contenido que tiene cada articulo en inglés.
Mientras que, los descriptores DeCS Unicamente identificaron el contenido de aquellos
articulos que estan redactados en espafiol (OPS, 2017). Esta informacion se detalla en la
Tabla 2.

Tabla 2

Descriptores MeSH y DeCS utilizados para la busqueda de informacion

Descriptor Enfermedad Estudio
MeSH Chagas' disease Chronic phase
Trypanosoma cruzi Treatment

Therapeutic

Therapy
PCR
Polymerase Chain Reaction
DeCS Enfermedad de Chagas Fase crénica
Trypanosoma cruzi Tratamiento

Terapéutico
Terapia
PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa
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Para la combinacion de estos términos, se utilizb6 operadores booleanos AND, OR y

NOT. Esta informacion se detalla en el Anexo 2.
2.3.4.Registro de estrategias de busqueda y seleccion
Se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2013 para el registro y seleccién de los trabajos

que fueron incluidos en la revision bibliografica mediante la elaboracion de diferentes

matrices:

Matriz para la identificacion de las bases de datos y repositorios, estrategias de

busqueda y nimero de trabajos encontrados.

— Matriz para la recoleccion de los trabajos encontrados en las bases de datos y
repositorios.

— Matriz para la eliminacion de informacion duplicada.

— Matriz para la seleccion de articulos que cumplen con los criterios de inclusién y
exclusion.

— Matriz para la organizacién de informacion de los articulos incluidos en la revisién

bibliogréfica.

Para organizar y almacenar la bibliografia de cada articulo incluido en la investigacion

se empled el gestor bibliografico Mendeley.
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3. SELECCION DE ARTICULOS

3.1. Criterios de busqueda

La bdsqueda de informacion se logré mediante la combinacion de los términos MeSH
y DeCS utilizando los operadores booleanos en las diferentes bases de datos como se detalla

en el Anexo 2.

3.2. Pasos de depuracion y seleccion de la informacion

El diagrama de flujo de cuatro fases propuesto por Moher y sus colaboradores (2009)

permitié recuperar la informacion descrita en la Figura 2.

En la fase de identificacion se obtuvo un total de 5072 publicaciones: 4077 articulos
cientificos fueron encontrados en bases de datos y 995 trabajos o informacion gris en

repositorios. Esta informacion se encuentra a detalle en el Anexo 2.

En la fase de cribado se obtuvieron un total de 183 articulos como se detalla en el
Anexo 3. La lectura del titulo permitio rastrear aquellos articulos duplicados en las diferentes
bases de datos y repositorios. Asimismo, se logré detectar articulos que eran revisiones
sistematicas y trabajos que no tenian relacion con el analisis de la técnica PCR en el
seguimiento del tratamiento tripanocida en adultos con infeccidn cronica por T. cruzi en

América en los ultimos 10 afios. EI Anexo 4 detalla los articulos excluidos.

En la fase de elegibilidad se evaluaron cada uno de los trabajos seleccionados mediante
la lectura del abstract, el disefio de investigacion, el indice de impacto y los criterios de
inclusion detallados en el capitulo 2. Los articulos con dificultad de entendimiento fueron

resueltos mediante la guia de la tutora de este trabajo.
En esta fase 55 trabajos fueron evaluados y analizados como texto completo mediante
la lista de verificacion de STROBE. Esta informacion se encuentra detallada en la matriz del

Anexo 5.
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En la fase de incluidos, 10 articulos cientificos cumplieron con los criterios y objetivos
de este trabajo y se excluyeron 45 articulos completos. Los articulos que fueron excluidos
no presentaban informacion acerca del seguimiento del tratamiento mediante la técnica PCR.
Ademas, estos articulos referian a la prueba ELISA como método para evaluar el tratamiento
mediante la identificacion de proteinas recombinantes. La informacion de los articulos

incluidos en la revision bibliografica se encuentra en el Anexo 6.
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Figura 2

Diagrama de flujo para la seleccion de informacion

e
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Numero de articulos
identificados a través de la
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Numero de articulos
adicionales identificados a
través de otras fuentes.
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(n=995)

|

Numero total de articulos identificados.

(n=15072)
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' ™
Numero de articulos después
de eliminar los duplicados.
(n=4351)
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Numero de articulos Numero de articulos
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completo evaluados para su »| excluidos, por otros
elegibilidad. motivos.
(n=755) (n=45)
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Estudios incluidos en la
revision.
(n=10)
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Recuperado de “Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses: the PRISMA
statement”, de Moher, D., Liberati, A., Tetzlaff, J., & Altman, D. G., 2009, J Clin Epidemiol, 62(10),
1006-1012. https://doi.org/10.1016/j.jclinepi.2009.06.005.

3.3. Descripcién general de los articulos seleccionados para el estudio

En la revision bibliografica se identificaron 10 articulos que presentan informacion

acerca de la técnica PCR como herramienta Gtil en el seguimiento del tratamiento

tripanocida en adultos con infeccion crénica por T. cruzi en América en los Gltimos diez
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afios. La informacion obtenida esté publicada en revistas en el primer cuartil (Q1) como Acta
Tropica, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, BMC Infectious Diseases, Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz, PloS One, PloS Neglected Tropical Diseases, Tropical Medicine
and International Health y en revistas en el segundo cuartil (Q2) como Clinical and Vaccine
Immunology. Se excluyd informacion gris o tesis obtenida en los repositorios debido a que
no cumplian con los criterios de inclusion. La tesis obtenida en los repositorios fue excluida

debido a que la especie en estudio eran animales.

Todos los trabajos fueron publicados en inglés entre el afio 2011 y 2021. Los disefios
de investigacion empleados en los articulos cientificos seleccionados son de tipo
observacional: longitudinal (n=1), transversal (n=2), retrospectivo (n=6) y prospectivo
(n=1). Los trabajos incluidos fueron realizados en paises latinoamericanos como Argentina,
Chile, Brasil y Venezuela. Sin embargo, también se incluyeron articulos realizados en paises
como Espafia y Suiza, debido a que su poblacién de estudio incluye a personas que han

inmigrado de América Latina.
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Tabla 3

Descripcion general de los articulos seleccionados

N° Autores Afo Pais Revista indice de impacto Disefio de estudio
1 Diaz-Bello et al., 2021 2021 Venezuela Acta Tropica Q2 Estudio longitudinal
2 Alvarez et al., 2020 2020 Argentina Antimicrobial Agents and Chemotherapy Q1 Estudio retrospectivo
3 Sulleiro et al., 2020 2020  Espafia PloS Neglected Tropical Diseases Q1 Estudio retrospectivo
4 Vergara et al., 2019 2019 Chile PloS One Q1 Estudio retrospectivo
5 Egui et al., 2019 2019  Espafia Antimicrobial Agents and Chemotherapy Q1 Estudio retrospectivo
6 Mufoz et al., 2013 2013 Chile Antimicrobial Agents and Chemotherapy Q1 Estudio retrospectivo
7 Jackson et al., 2013 2013 Suiza BMC Infectious Diseases Q1 Estudio transversal
8 Machado-de-Assis et al., 2012 2012 Brasil Clinical and Vaccine Immunology Q2 Estudio transversal
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9 Aguiar et al., 2012 2012 Brasil Tropical Medicine and international Health Q1 Estudio retrospectivo

10 Niborski et al., 2016 2016 Argentina Memorias do Instituto Oswaldo Cruz Q1 Estudio prospectivo
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presenta los resultados y el analisis de la técnica PCR como
herramienta util en el seguimiento del tratamiento tripanocida en adultos con infeccion

cronica por T. cruzi en América en los Ultimos 10 afios.

4.1. Caracterizacién de la poblacion

La infeccion por T. cruzi ha afectado aproximadamente a 6 millones de personas en
los ultimos diez afios. La enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises de América Latina
y actualmente alrededor de 70 millones de personas viven en areas donde el riesgo de

contraer la enfermedad de Chagas es elevado (OPS, 2018).

En los articulos analizados, la poblacion de estudio infectada por T. cruzi estaba en un
rango de edad entre 18 y 70 afios incluyendo a mujeres (53%) y hombres (47%). EI 70% de
los articulos incluye una poblacion que vive en paises con zonas tropicales donde la
enfermedad de Chagas es endemica y el 30% de los articulos a personas con origen
latino/hispano que viven en paises no endémicos. Los articulos que incluyeron a
participantes migrantes que residen en Suiza (Jackson et al., 2013) y Espafia (Sulleiro et al.,
2020; Egui et al., 2019) confirman que la enfermedad de Chagas se ha expandido a regiones

que no son endémicas para esta infeccion.

Segun la OPS (2018), en pacientes que presentan sospecha de infeccion cronica por T.
cruzi es importante emplear el estandar de diagndstico, que consta en la combinacion de dos
pruebas seroldgicas que tras la utilizacion de antigenos detectan anticuerpos contra T. cruzi,
tales como ELISA, IFl y HAL.

En esta revision bibliogréfica, los articulos realizaron pruebas seroldgicas tales como
ELISA, IFl y HAI a todos los participantes, al inicio del estudio para confirmar la infeccion
por T. cruzi. EI 30% de los articulos realizaron una prueba de PCR para confirmar la

parasitemia en sangre.
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Las pruebas de imagen permiten determinar si existe dafio cardiaco o digestivo en

pacientes con infeccion por T. cruzi en fase cronica (Arrla, 2013).

En esta revision el 20% de los articulos incluyeron una evaluacion clinica por médicos
generales o cardidlogos a los pacientes, realizando electrocardiograma y estudios de imagen
tales como ecocardiografia y radiografia de térax con el proposito de evaluar dafio cardiaco
y gastrointestinal. Mientras que el 80% de los articulos no evalué clinicamente el dafio
cardiaco o digestivo mediante pruebas de imagen. Esta informacién se especifica en la Tabla
4,

La sintomatologia de un individuo que presenta infeccidn crénica se manifiesta en un
periodo aproximado de diez afios despues del inicio de la infeccion. La mayoria de los
pacientes infectados por el parasito resultan ser asintomaticos y no presentan signos o
sintomas graves provocados por la enfermedad de Chagas (OPS, 2018). Los articulos
analizados incluyeron pacientes asintomaticos y pacientes que presentaban sintomas

cardiacos, gastrointestinales y mixtos como se presenta en la Tabla 4.

En esta revision, en el articulo de Alvarez y colaboradores (2020) se identificaron
anormalidades en pacientes chagasicos con alteraciones cardiacas y dafio organico
especifico mediante electrocardiograma y ecocardiograma. Segun Acquatella et al., (2018),
estas anormalidades son las primeras manifestaciones del compromiso cardiaco en pacientes
con infeccidn cronica por T. cruzi, lo que indica la importancia de estas pruebas de imagen
en pacientes con confirmacion serolégica de la presencia del parasito (Acquatella et al.,
2018).

Los pacientes con alteraciones cardiacas presentaron las siguientes caracteristicas
clinicas al inicio del estudio: cardiopatia leve, trastornos de conduccion y de ritmo, arritmia

ventricular, hipertension arterial, miocardiopatia, lesion cardiaca y afeccion gastrointestinal.

Las investigaciones no involucraron a individuos que presentaron insuficiencia
hepética o renal, enfermedades sistémicas, embarazo, lactancia, trasplante de rifion e higado,
alcoholismo, dafio visceral e hipersensibilidad al medicamento utilizado como tratamiento

tripanocida.
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En el caso del tratamiento tripanocida, benznidazol y nifurtimox son los dnicos
medicamentos autorizados por la FDA para ser administrados a pacientes chagasicos,
presentando mayor efectividad en pacientes en fase aguda. De acuerdo con la OPS (2018),
en un diagnostico tardio de infeccion crénica por T. cruzi es importante realizar una
evaluacion general del paciente y seguir las indicaciones planteadas por un médico, debido
a que si el paciente presenta dafio organico especifico en fase cronica se sugiere no

administrar tratamiento tripanocida.

En ese contexto, autores administraron el benznidazol en una dosis de 5 mg por kg de
peso por cada dia en un tiempo promedio de 60 dias y nifurtimox en una dosis de 8 mg por
kg de peso por cada dia durante el mismo periodo de tiempo como se detalla en la Tabla 4.
Cabe destacar que Diaz-Bello y colaboradores (2021) demostraron que la administracién de
un segundo tratamiento con nifurtimox en pacientes chagasicos generé una mayor

efectividad en la eliminacion del parasito.

Es importante enfatizar que el tratamiento tripanocida es sujeto de evaluacion para
determinar la eficiencia del tratamiento en la reduccion de carga parasitaria, en mejorar la
seroconversion y detener el progreso de la cardiomiopatia en pacientes con infeccion cronica
(Morillo et al., 2015).

En esta revision, diferentes autores registraron individuos con efectos secundarios por
la administracion del tratamiento tripanocida, como: hipocinesia basal inferior del ventriculo
izquierdo, disfuncion diastélica, insuficiencia mitral leve, anomalias ecocardiograficas,
dermatitis, trastornos gastrointestinales, prurito, alergia, exantema, pirosis y parestesia
(Alvarez et al., 2020; Aguiar et al., 2012; Niborski et al., 2016).
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Tabla 4

Resultados de los articulos cientificos sobre la caracterizacion de la poblacion de estudio

N° Poblacién . Diagndstico Tratamiento ) )
Autores o Género ) ] ] ) Sintomatologia
inicial confirmatorio tripanocida
. . Benznidazol .
Diaz-Bello et al., 2021 103 N/A Serologico y PCR o Cardiacos
Nifurtimox
Alvarez et al., 2020 17 MyF Seroldgico e imagen Benznidazol Asintomaticos y cardiacos
Sulleiro et al., 2020 147 MyF Serolégico, PCR* Benznidazol Cardiacos, gastrointestinales y mixtos
Vergara et al., 2019 96 MyF Seroldgico y PCR Nifurtimox Asintomaticos
Egui etal., 2019 66 N/A Seroldgico Benznidazol Asintomaticos
Mufioz et al., 2013 21 F Seroldgico Nifurtimox Asintomaticos
. o Asintomaticos, cardiacos y
Jackson et al., 2013 130 MyF Serolégico* Nifurtimox ) )
gastrointestinales
Machado-de-Assis et al., . ) ) )
94 MyF Serologico e imagen Benznidazol Mixtos

2012
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Aguiar et al., 2012 29 MyF Seroldgico Benznidazol Asintométicos y gastrointestinales

Niborski et al., 2016 203 MyF Serologico Benznidazol Asintomaticos

*Los autores identificaron la presencia de anomalias cardiacas mediante la revision de historias de los pacientes.
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4.2. Negativizacion de la parasitemia después del tratamiento tripanocida

La negativizacién se entiende como aquellos resultados negativos obtenidos en al
menos una o dos pruebas en la deteccion de T. cruzi en la sangre. Segdn los lineamientos de
la OPS (2018), al finalizar el tratamiento tripanocida se debe utilizar la prueba IFI o HAI

para monitorear y evaluar la negativizacion de la parasitemia.

La PCR es una herramienta Gtil para detectar parasitos en la sangre. En este sentido,
la validacion de esta técnica resulta necesaria en todos sus pasos cruciales con el fin de
utilizarla en el seguimiento posterior al tratamiento en donde la negativizacion de la
parasitemia varia dependiendo de la fase de la enfermedad, de 3 a 5 afios para individuos en
fase aguda y de 5 a 10 afios para pacientes con infeccién cronica (Ministerio de Salud y

Proteccion Social, 2013).

En esta revision se evalud el empleo y la eficacia de la PCR como técnica de
seguimiento al postratamiento. Para empezar, se identifico el tipo de muestra utilizado para
la PCR, en todos los articulos cientificos emplearon muestras sanguineas durante el

seguimiento del tratamiento antiparasitario.

En segundo lugar, para identificar el ADN del parasito se han desarrollado diferentes
protocolos para su amplificacion. En este sentido, existen protocolos para amplificar
secuencias repetitivas de ADN satelital (satDNA), ADN del minicirculo del cinetoplasto
(KDNA), ADN de la secuencia repetitiva nuclear esparcida 1025, ADN del espaciador
intergénico 1 (ITS1), ADN de la secuencia repetitiva del clon 6, ADN de la secuencia de la
region subteloméricay ADN de la secuencia codificante de la proteina flagelar Tc24 (Ferrer,
2015).

En esta revision bibliogréfica, los articulos utilizaron protocolos para amplificar el
KDNA y satDNA en muestras sanguineas mediante kits comerciales y procedimientos
manuales como se detalla en la Tabla 6. EI 50% de los articulos cientificos utilizaron el kit
de preparacion de plantilla de PCR de alta pureza de Roche Diagnostics que emplea
columnas de gel de silice durante su procedimiento. Mientras que el 30% de los articulos

utilizaron el kit comercial QlAamp DNA Mini Kit de Qiagen, mediante un sistema
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automatizado basado en particulas magnéticas. Y el 20% de los articulos extrajeron el ADN

manualmente con fenol/cloroformo.

Los fragmentos de KDNA y satDNA de T. cruzi fueron amplificados mediante PCR y
gPCR. Mientras que en la Nested PCR se amplific Unicamente la region satDNA de T.
cruzi. En los articulos publicados por Mufoz et al.,, (2013) y Jackson et al., (2013)
combinaron dos técnicas de seguimiento postratamiento que incluye PCR y qPCR. Para la
PCR se utiliz6 los cebadores especificos 121 y 122 con un tamafio del amplicon de 330 pb
(Vergara et al., 2019; Egui et al., 2019; Mufioz et al., 2013; Machado-de-Assis et al., 2012;
Niborski et al., 2016). Por el contrario, para la Nested PCR, Aguiar y sus colaboradores
(2012) utilizaron los cebadores TCZ1, TCZ2, TCZ3y TCZA4. Los articulos que amplificaron
las regiones de ADN mediante la qPCR utilizaron diferentes cebadores y sondas. Esta

informacién se detalla en la Tabla 5.
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Tabla 5

Cebadores especificos seleccionados para la técnica PCR

Autores PCR

Vergara et al., 2019; Egui et al.,
2019; Niborski et al., 2016;

PCR
Mufoz et al., 2013; Machado-de-
Assis et al., 2012
Mufoz et al., 2013 gPCR
Jackson et al., 2013 gPCR
] Nested
Aguiar et al., 2012
PCR

Gen y sondas

121
122

CRUZI1
CRUZI 2
TAQ MAN CRUZI 3
TCZ3
TCZ 4
TCRUZI TM
TCZ1
TCZ 2
TCZ3
TCZ 4.

Secuenciab'a 3’

(5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3)
(5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3)

(5-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3)

(5- AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3)
(5-CACACACTGGACACCAA-3)

(5- TGCACTCGGCTGATCGTTT-3)
(5-ATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3)
(5-6FAM-TGCTGCATCACACGTTGTGGTCCA-BBQ-3)
(5-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3)
(5-CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3)
(5-TGCTGCA(G/C)TCGGCTGATCGTT-TTCGA-3)
(5-CA(A/G)G(C/G)TTGTTTGGTGTCCAGTGTGTGA-3")

Tamario del

amplicén

330 pb

270 pb

168 pb

188 pb
149 pb
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En los articulos incluidos realizaron el control y seguimiento de benznidazol o
nifurtimox en diferentes periodos comprendidos entre uno a 10 afios después de haber

iniciado el tratamiento tripanocida como se detalla en la Figura 3

Los estudios con duracion de hasta 10 afios tuvieron un seguimiento de cada afio
(Diaz-Bello et al., 2021; Aguiar et al., 2012) o cada 3 afios (Machado-de-Assis et al., 2012).
En el caso de Aguiar et al., (2012), realizaron un seguimiento a los pacientes que habian sido
sometidos al tratamiento después de 10 afios hasta 29 afios segun los datos de los pacientes
en su historial medico. En los articulos de Sulleiro et al., (2020) y Vergara et al., (2019)
tuvieron un seguimiento de cada afio. En el caso de Sulleiro et al., (2020), la evaluacién de
la eficacia terapéutica comenzd desde el primer afio, mientras que, en el caso de Vergara et
al., (2019) el seguimiento inici0 5 afios después de haber finalizado el tratamiento
tripanocida. Egui y colaboradores (2019) evaluaron la eficacia del tratamiento dos veces
durante 4 afios. Por lo contrario, a (Alvarez et al., 2020; Niborski et al., 2016), que realizaron
el seguimiento del tratamiento cada afio durante 3 afios. En el estudio de Jackson et al.,
(2013), tambien se evalug el tratamiento a los 3 afios, pero sin realizar un seguimiento previo
cada afio o cada mes. Por ultimo, en el estudio de Mufoz et al., (2013) la evaluacion
terapéutica mediante la técnica PCR fue realizada al mes y un afio después de que los

participantes finalizaran el tratamiento.

Para analizar la negativizacion de la parasitemia mediante la PCR se comparo el
porcentaje de los resultados negativos de la PCR y sus variantes. En la Tabla 6 se observa
que al amplificar el kDNA y satDNA por gPCR se obtiene entre el 75-98% de resultados
negativos dependiendo del tiempo del seguimiento del tratamiento. Mientras que en la
amplificacion del kDNA por PCR se obtiene entre el 47-97% de resultados negativos y la

amplificacion de satDNA por Nested PCR el 41% de resultados negativos.

Esta variacion de los resultados de la PCR y sus variantes permiti6 identificar diversos
factores que influyen en la negativizacion de T. cruzi en sangre, que incluyen: el método de
extraccion de ADN, la region que se utiliza para amplificar, el tiempo de seguimiento de
evaluacion del tratamiento tripanocida, la alta sensibilidad que ofrece la gPCR en
comparacion con laPCR y el linaje de T. cruzi presente en el torrente sanguineo del paciente.

Esto demuestra la importancia de validar la técnica antes de utilizarla en el laboratorio.
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En este trabajo, también se observd que la monitorizacion postratamiento presenta
limitaciones, que incluyen la falta de compromiso de los pacientes con respecto a la
finalizacion del tratamiento y la falta de un seguimiento continuo, debido a que en la mayoria
de casos los participantes abandonan el estudio o fallecen durante el proceso. En el 60% de
los articulos incluidos se observd que menos de la mitad de los participantes tratados

finalizaron el estudio. Esta informacién se detalla en la Tabla 6.

Con respecto al linaje de T. cruzi, los resultados de los articulos analizados indican
que la cepa Tcl (Sylvio-X10) es la mas reportada (6/10) en los pacientes con Chagas. En el
estudio de Aguiar et al., (2012) esta cepa presentd mayor resistencia al tratamiento, debido
a que el 59% de los pacientes chagasicos presentaron un resultado positivo y el 41% de los

pacientes un resultado negativo en la nested PCR. Esta informacidn se detalla en la Tabla 5.

Este analisis de la informacion encontrada se respalda con Dorn y colaboradores
(2017), quienes reportan la prevalencia de las cepas Tcl (94%) y TclV (6%) de T. cruzi en

triatominos causantes de infeccion cronica en la poblacion latinoamericana.

Estos resultados indican que la PCR es una herramienta Gtil y necesaria, debido a que
permite demostrar el fracaso o éxito terapéutico en el seguimiento al paciente. Ademas, de
que es importante validar la PCR para detectar de forma cualitativa o cuantitativa la

presencia de T. cruzi en muestras sanguineas.

27



Figura 3

Tiempo de evaluacion del tratamiento tripanocida
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4.3. Capacidad diagnostica de la PCR

La OPS (2018) recomienda utilizar técnicas de laboratorio de mayor sensibilidad para
demostrar la presencia de T. cruzi en el corazon o en otros tejidos infectados. En esta revision
de literatura se evaluaron tres articulos que analizaron la sensibilidad de la PCR vy sus
variantes como pruebas diagndsticas para descartar o confirmar la presencia de T. cruzi en
muestras sanguineas. Los resultados indican que la amplificacion del kDNA presenta una
sensibilidad de 58% mediante PCR (Vergara et al., 2019) y la amplificacion del satDNA
presenta una sensibilidad entre 60-90% mediante gPCR (Sulleiro et al., 2020; Jackson et al.,
2013), esta informacion se detalla en la Tabla 6.

Estos resultados son diferentes a los reportados por Duarte y colaboradores (2014),
que han comparado diferentes técnicas de PCR en su estudio y han demostrado que la
amplificacion KDNA tiene mayor sensibilidad (51%) que satDNA (22%), con la capacidad
de detectar hasta un parasito en 100 ml de sangre, demostrando que la especificidad de la

técnica en los dos sitios de amplificacion es del 100%.

Estas diferencias en la sensibilidad de la prueba se pueden explicar debido a la
variabilidad genética de T. cruzi presente en la muestra, al fragmento de ADN amplificado
y a la técnica de PCR empleada en el estudio durante la evaluacion y seguimiento del

tratamiento tripanocida en pacientes chagasicos.

En este trabajo de investigacién, se determind que la gPCR presenta una mayor
sensibilidad que la PCR, tras amplificar la secuencia de satDNA de T. cruzi. Sin embargo,
segun Ferrer (2015) la combinacion de métodos de amplificacién permite incrementar la
precision en la identificacion del parasito, siendo este un punto clave a considerar en futuras

investigaciones.

4.3. Otros métodos diagnosticos utilizados en el seguimiento tripanocida

De acuerdo con Riera et al. (2013) el hemocultivo y el xenodiagnostico son
considerados como métodos utiles durante el seguimiento del tratamiento y pueden ser

empleados en paciente en fase aguda o crénica. Estos métodos son utilizados cuando la
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parasitemia es baja y los resultados son discordantes entre pruebas seroldgicas o existe la

necesidad de aislar al parasito para estudios de variabilidad genética.

En el estudio realizado por Apt y colaboradores (2019), se observo que la sensibilidad
del hemocultivo en el seguimiento del tratamiento tripanocida era del 82% y su especificidad
del 72%, mientras que el xenodiagndstico presentd una sensibilidad y especificidad mas
elevadas que fueron del 94% y 86%, respectivamente. La sensibilidad y especificidad del
hemocultivo resulta ser variable, debido a que depende de varios factores como la cantidad
de muestra sanguinea recolectada del paciente, el método empleado en el lavado del
sedimento eritrocitario, la incubacion y la experticia que el encargado de laboratorio tiene
para realizar las lecturas de los cultivos mediante el microscopio. Por otro lado, la variacion
de la sensibilidad y especificidad del xenodiagnostico depende del nimero de insectos
utilizados en la técnica y del método empleado en la alimentacion de los vectores, ya que

este puede ser natural o artificial.

En los trabajos analizados se observo que ademas de utilizar la PCR como herramienta
de diagnostico para el seguimiento del tratamiento, también utilizaron hemocultivo y el

xenodiagndstico.

Al comparar los resultados de la técnica gPCR y hemocultivo en el estudio realizado
por Diaz-Bello y colaboradores (2021), se observaron resultados semejantes tras identificar
la presencia de T. cruzi en las muestras de sangre de las personas infectadas, donde el 75%
de los pacientes presentaron un resultado positivo y el 25% un resultado negativo con ambas
técnicas (Diaz-Bello et al., 2021). En el estudio de Mufioz y colaboradores (2013), se
identifico que el 14% de los participantes presentaron un resultado positivo y el 86% un
resultado negativo al utilizar gPCR. A diferencia de los resultados obtenidos mediante la
PCR convencional y xenodiagnostico donde en ambas técnicas el 10% de los individuos
presentaron un resultado positivo y el 90% un resultado negativo. Por otro lado, en el estudio
de Machado-de-Assis et al., (2012) se emplearon la PCR de punto final y el hemocultivo
como pruebas de seguimiento del tratamiento tripanocida. Tras aplicar la técnica PCR de
punto final se identificd la presencia del parasito en el 53% de los pacientes y no se detectd
a T. cruzi en el 47% de la poblacidn restante. Mientras que, al emplear el hemocultivo se

identifico que el 16% de los pacientes presentaron un resultado positivo y el 84% un
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resultado negativo. En la investigacion realizada por Aguiar y colaboradores (2012) se
utiliz6 Nested PCR, hemocultivo y xenodiagnéstico. En la técnica Nested PCR se identificd
que el 59% de pacientes presentaron un resultado positivo, mientras que el 41% un resultado
negativo. Asimismo, mediante el hemocultivo se identifico que todos los participantes
presentaron un resultado negativo. Mientras que, al emplear xenodiagndstico para evaluar
la efectividad de benznidazol en 4 pacientes se determind un resultado positivo y tres

resultados negativos.

El analisis de estos cuatro estudios permite determinar claramente que la técnica PCR
es mas sensible y es la mejor opcion como herramienta Gtil en el seguimiento del tratamiento
tripanocida al compararla con el xenodiagnéstico y hemocultivo. Por el hecho, que esta
técnica puede detectar a T. cruzi en sangre aun si la cantidad de muestra es pequefia. Ademas,
la PCR presenta resultados mas precisos que ayudan en la deteccidn del fracaso terapéutico

en pacientes chagasicos tiempo después de haber finalizado el tratamiento tripanocida.
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Tabla 6

Resultados de los articulos cientificos publicados sobre la técnica PCR en el seguimiento del tratamiento en América en los Gltimos 10 afios.

N° Poblacion ) ) o o
Tiempode  Extraccion de Fragmento Resultados  Resultados  Sensibilidad Linaje de
Autores evaluada por o PCR ) o )
PCR seguimiento ADN de ADN Negativos Positivos de laPCR T. cruzi
Diaz-Bello et Particulas KDNA'y
57 10 afios . gPCR 75% 25% N/A Tcl
al., 2021 magneticas satDNA
Alvarez et al., Columnas de kDNA'y Tcly
14 3 afios . qPCR 82% 18% N/A
2020 gel de silice satDNA TcVi
Sulleiro et al., Particulas
64 5 afios ] satDNA gPCR 98% 2% >60% Tcl
2020 magnéticas
Vergara et al., Columnas de
24 6 afos . kDNA PCR 70% 30% 58% TcVI
2019 gel de silice
Egui et al., Columnas de Tcll, Tclll
32 4 afios i kDNA PCR 97% 3% N/A
2019 gel de silice y TeV
Tcl, Tcll,
Mufioz et al., Columnas de KDNA'y PCRy PCR:90% PCR: 10%
21 1 afio ] N/A TcVy
2013 gel de silice satDNA gPCR  (gPCR:86% gPCR: 14% Tev]
cVI.
Jackson et al., Particulas PCRy PCR:100% PCR: 0% Tcly
37 3 afos . satDNA 60-90%
2013 magnéticas gPCR  gPCR: 97% gPCR: 3% TeVI
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Machado-de-
Assis et al.,
2012
Aguiar et al.,
2012
Niborski et al.,
2016

94

29

45

10 afios

5->10 afos

3 aflos

Columnas de

gel de silice

Solventes
organicos
Solventes

organicos

kDNA

satDNA

kDNA

PCR

Nested

PCR

47%

41%

76%

53%

59%

24%

N/A

N/A

N/A

TeVi

Tcly
TcVi

TeVI

ADN del minicirculo del cinetoplastido (kDNA): ADN satelital (satDNA): PCR convencional o de punto final (PCR); PCR en tiempo real (qPCR).
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CONCLUSIONES

A partir de la revision bibliografica se pudo concluir que:

—  Se logré recuperar diez articulos cientificos sobre el anélisis de la técnica PCR en el
seguimiento del tratamiento tripanocida en adultos con infeccion cronica por T. cruzi
en América desde el 2011 al 2021.

- Los pacientes con enfermedad de Chagas pueden presentar una infeccion cronica
asintomatica o sintomatica sin importar la edad, ni el género en Latinoamérica. Sin
embargo, es una infeccion parasitaria que se ha extendido hacia zonas tropicales no
endémicas debido al desplazamiento de personas infectadas.

- Todos los articulos analizados confirman la infeccion por T. cruzi con la guia
propuesta por la OMS mediante pruebas de laboratorio con técnicas serologicas y
evaluacion clinica para descartar dafio cardiaco o digestivo provocado por el parésito.

- Benznidazol y nifurtimox son los farmacos de eleccion para reducir la carga parasitaria
en sangre, mejorar la seroconversion y detener el progreso de la miocardiopatia
chagasica en pacientes con infeccién crénica.

—  Para el seguimiento del tratamiento tripanocida se realizan pruebas de laboratorio
seroldgicas y moleculares. La técnica PCR, gPCR y nested PCR detectan T. cruzi en
sangre aun si la carga parasitaria es pequefia. La validacion de estas técnicas es
importante para el seguimiento del tratamiento tripanocida, debido a que presentan
una mayor sensibilidad a comparacién con hemocultivo y xenodiagnostico.

- La técnica qPCR presenta mayor sensibilidad y especificidad que la PCR de punto
final y Nested PCR, debido a que presenta menos riesgo de contaminacion y puede
detectar el ADN de T. cruzi de forma cualitativa y cuantitativa a medida que la
reaccion avanza.

- Los protocolos empleados en la amplificacion del ADN utilizan regiones variables del
fragmento de KDNA y satDNA de T. cruzi. La amplificacion del fragmento de kDNA
presenta una mayor sensibilidad que la amplificacién de satDNA. Sin embargo, la
combinacién de estas dos técnicas permite incrementar la precision en la identificacion
de T. cruzi.

- El hemocultivo y el xenodiagnostico son métodos utiles durante el seguimiento del

tratamiento tripanocida y pueden ser utilizados en la evaluacion de pacientes en fase
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aguda o cronica. La sensibilidad de estas técnicas varia dependiendo a la fase en la
que se encuentre el paciente.

El analisis de estos resultados propone establecer una validacién de la informacion
acerca de la técnica PCR como herramienta Util en el seguimiento del tratamiento
antiparasitario con la finalidad de mejorar la calidad de vida de los pacientes infectados
y disminuir los casos de pacientes que presentan lesion cardiaca grave o

cardiomiopatia chagasica.
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RECOMENDACIONES

Es importante validar la técnica PCR como prueba diagnéstica y evaluar la
sensibilidad y especificidad de la técnica para detectar de forma cualitativa o
cuantitativa la presencia de T. cruzi en el seguimiento del tratamiento tripanocida.

Se recomienda realizar estudios observacionales que permitan investigar y analizar la
técnica PCR como herramienta Gtil en el seguimiento postratamiento de pacientes con
infeccion cronica por T. cruzi en el Ecuador.

Es recomendable realizar seguimientos del tratamiento tripanocida a largo plazo
mediante la técnica PCR para evaluar la eficacia terapéutica de benznidazol y

nifurtimox.
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ANEXOS

Anexo 1

Diagrama de flujo para la seleccion de informacion
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Anexo 2

Matriz de estrategia de busqueda

Base de datos

Estrategia de busqueda

Ndmero de articulos
encontrados

Fecha de
busqueda

PubMed

Scopus

Science Direct

Wiley Online Library

EBSCO host

Springer Link

("Chagas Disease" OR "Trypanosoma cruzi') AND ("Treatment” OR
"Therapeutic" OR "Therapy" OR "Benznidazole" OR "Nifurtimox™ OR "Drug"
OR "Resistance™) AND ("Real Time" OR "Quantitative" OR "Extraction” OR

"Monitoring™ OR "Molecular" OR "PCR" OR "gPCR" OR "DNA")

("Chagas Disease" OR "Trypanosoma cruzi') AND ("Treatment” OR
"Therapeutic” OR "Therapy" OR "Benznidazole" OR "Nifurtimox™ OR "Drug"
OR "Resistance™) AND ("Real Time" OR "Quantitative" OR "Extraction” OR

"Monitoring™ OR "Molecular" OR "PCR" OR "gPCR" OR "DNA")

("Chagas Disease" OR "Trypanosoma cruzi') AND ("Treatment” OR
"Benznidazole" OR "Nifurtimox" OR "Drug") AND ("Real Time" OR
"Quantitative™ OR "PCR")

("Chagas Disease" OR "Trypanosoma cruzi'') AND ("Treatment" OR
"Therapeutic" OR "Therapy" OR "Benznidazole" OR "Nifurtimox" OR "Drug"
OR "Resistance™) AND ("Real Time" OR "Quantitative" OR "Extraction" OR

"Monitoring™ OR "Molecular" OR "PCR" OR "gPCR" OR "DNA")

"Chagas disease™ AND "Treatment" AND "Chronic phase" AND "PCR"

("Chagas Disease™ OR "Trypanosoma cruzi*) AND ("Treatment” OR
"Therapeutic" OR "Therapy" OR "Benznidazole” OR "Nifurtimox" OR "Drug"
OR "Resistance™) AND ("Real Time" OR "Quantitative™ OR "Extraction” OR

"Monitoring" OR "Molecular" OR "PCR" OR "gPCR" OR "DNA")

874

1506

731

133

23

347

10/10/2021

10/10/2021

12/10/2021

13/10/2021

13/10/2021

15/10/2021
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("Chagas Disease" OR "Trypanosoma cruzi'') AND ("Treatment" OR
"Therapeutic" OR "Therapy" OR "Benznidazole" OR "Nifurtimox" OR "Drug"

Taylor & Francis Online OR "Resistance™) AND ("Real Time" OR "Quantitative" OR "Extraction” OR 429 151072021
"Monitoring™ OR "Molecular" OR "PCR" OR "gPCR" OR "DNA")
("Chagas Disease" OR "Trypanosoma cruzi') AND ("Treatment” OR
. "Therapeutic" OR "Therapy" OR "Benznidazole" OR "Nifurtimox™ OR "Drug"
SCIELO OR "Resistance™) AND ("Real Time" OR "Quantitative" OR "Extraction" OR 32 16/10/2021
"Monitoring™" OR "Molecular" OR "PCR" OR "gPCR" OR "DNA")
Dialnet "Chagas disease™ AND "Treatment” AND "Chronic phase” AND "PCR" 2 16/10/2021
Google Scholar "Chagas disease" AND "Treatment" AND "Chronic phase" AND "PCR" 995 18/10/2021
Total 5072
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Anexo 3

Matriz de recoleccién de informacion primaria

Base de datos

NuUmero articulos

NUmero articulos

NUmero total tras

NUmero de articulos

NUmero de articulos

encontrados duplicados eliminar duplicados excluidos seleccionados
PubMed 874 2 872 806 66
Scopus 1506 413 1093 1072 21
Science Direct 731 134 597 591 6
Wiley Online 133 9 124 122 2
Library
EBSCO host 23 0 23 23 0
Springer Link 347 30 317 312 5
Taylor &_ Francis 429 55 374 373 1
Online
SciELO 32 24 8 8 0
Dialnet 2 0 2 2 0
Google Scholar 995 54 941 859 82
Total 5072 721 4351 4168 183
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Anexo 4

Matriz de informacion de articulos excluidos

Base de datos

NUmero articulos excluidos

Razones

PubMed

Scopus
Science Direct

Wiley Online Library
EBSCO host
Springer Link
Taylor & Francis Online
SciELO
Dialnet

Google Scholar

806

1072

591

122

23

312

373

859

Articulos no relacionados con el tema en cuestion.

Acrticulos sin acceso libre.

Avrticulos de revision.

Articulos redactados en otro idioma diferente al espafiol e inglés.
Articulos de revistas con indice de impacto Q3 y Q4.

Articulos que estudien animales.

Avrticulos donde la poblacion de estudio son personas menores de 18 afos.

Total

4168
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Anexo 5

Matriz de almacenamiento de articulos seleccionados

Numero articulos Numero articulos ~ indice de L .
Base de datos seleccionados seleccionados Ao impacto Diseno de estudio
Articulo original
S
PubMed 66 30 2021 QL-Q3 Estudio comparativo
Estudio observacional
Punto de vista
2012 - . .
Scopus 21 3 2014 Q2 Acrticulo original
. . 2013 - . -
Science Direct 6 2 2020 Q1 Articulo original
Wiley Online Library 2 0 2011 Q3 N/A
. . 2015 - . -
Springer Link 5 2 2016 Q1 Avrticulo original
Taylor &_ Francis 1 0 2019 Q2 N/A
Online
2011 - Avrticulo original
Google Scholar 82 18 2021 Q1-Q3 Tesis
Total 183 55
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Anexo 6

Matriz de recoleccion de informacién final

Seguimiento del

Edad de la ] Tratamiento ) ) )
N° Autores y Origen ] o Fase Sintomatologia tratamiento
poblacion antiparasitario
PCR XN HC
) . Benznidazol y . . L
1 Diaz-Bello etal., 2021 18 - 65 afios Caracas, Venezuela o Cronica  Sintomatica Sl SI
Nifurtimox
3 ) ) . Asintomatica y
2 Alvarezetal., 2020 28 - 57 afos Argentina Benznidazol Cronica ) N Sl
Sintomatica
3 Sulleiro et al., 2020 > 18 afios Barcelona Benznidazol Crénica  Sintomatica Sl
) Choapay Limari, o - N
4 Vergara et al., 2019 18 - 70 afios Chil Nifurtimox Cronica Asintomatica Sl
ile
) B Murcia y Granada, ) . ) .
5 Egui etal., 2019 22 - 53 afios . Benznidazol Cronica  Asintomatica Sl
Espafia
6 Mufioz et al., 2013 23 - 50 afios Choapa, Chile Nifurtimox Crbnica Asintomatica Sl Sl
B ] ) o . Asintomatica y
7 Jackson et al., 2013 25 - 59 afios Ginebra, Suiza Nifurtimox Cronica ) o Sl
Sintomatica
Machado-de-Assis et ) ) . ) N
8 21 - 40 afos Brasil Benznidazol Crbonica  Sintomética S Sl

al., 2012
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9 Aguiar et al., 2012 18 - 56 afios Brasil Benznidazol

10 Niborski et al., 2016 25 - 44 afos Argentina Benznidazol

Crénica

Crénica

Asintomatica y

Sintomatica

Asintomatica

Sl

S

Sl

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); Hemocultivo (HC); Xenodiagndstico (XN).
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Anexo 7

Lista de verificacién de STROBE

Lista de verificacion de STROBE

Seccion Item Comentario
Titulo y — Indique, en el titulo o en el resumen, el disefio del estudio con un término habitual.
resumen — Proporcione en el resumen una sinopsis informativa y equilibrada de lo que se ha hecho y lo que se ha
encontrado.
Introduccion ~ Contexto I — Explique las razones y el fundamento cientificos de la investigacion que se comunica.
fundamentos
Objetivos — Indique los objetivos especificos, incluida cualquier hip6tesis pre especificada.
Métodos Disefio del estudio — Presente al principio del documento los elementos clave del disefio del estudio.
Contexto — Describa el marco, los lugares y las fechas relevantes, incluido los periodos de reclutamiento, exposicion,

seguimiento y recogida de datos.

Participantes

Estudios de cohortes: proporcione los criterios de elegibilidad, asi como las fuentes y el método de seleccion

de los participantes. Especifique los métodos de seguimiento.

— Estudios de casos y controles: proporcione los criterios de elegibilidad, asi como las fuentes y el proceso
diagnostico de los casos y el de seleccidn de los controles. Proporcione las razones para la eleccién de casos
y controles.

— Estudios transversales: proporcione los criterios de elegibilidad y las fuentes y métodos de seleccion de los

participantes.
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Resultados

Variables

Fuentes de
datos/medidas
Sesgos

Tamarfio muestral
Variables
cuantitativas

Métodos estadisticos

Participantes

— Estudios de cohortes: en los estudios apareados, proporcione los criterios para la formacion de parejas y el

nUmero de participantes con y sin exposicion.

Estudios de casos y controles: en los estudios apareados, proporcione los criterios para la formacién de las
parejas y el nimero de controles por cada caso.

Defina claramente todas las variables: de respuesta, exposiciones, predictores, confusoras y modificadoras del
efecto. Si procede, proporcione los criterios diagnosticos

Para cada variable de interés, proporcione las fuentes de datos y los detalles de los métodos de valoracion
(medida). Si hubiera mas de un grupo, especifique la comparabilidad de los procesos de medida.

Especifique todas las medidas adoptadas para afrontar fuentes potenciales de sesgo.

Expligue como se determind el tamafio muestral.

Explique como se trataron las variables cuantitativas en el andlisis. Si procede, explique qué grupos se
definieron y por qué.

Especifique todos los métodos estadisticos, incluidos los empleados para controlar los factores de confusion.
Especifique todos los métodos utilizados para analizar subgrupos e interacciones.

Explique el tratamiento de los datos ausentes (missing data).

Estudio de cohortes: si procede, explique cdmo se afrontan las pérdidas en el seguimiento.

Estudios de casos y controles: si procede, expligue como se aparearon casos Yy controles.

Estudios transversales: si procede, especifique como se tiene en cuenta en el andlisis la estrategia de muestreo.
Describa los anélisis de sensibilidad.

Describa el nimero de participantes en cada fase del estudio; por ejemplo: cifras de los participantes
potencialmente elegibles, los analizados para ser incluidos, los confirmados elegibles, los incluidos en el

estudio, los que tuvieron un seguimiento completo y los analizados.
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Describa las razones de la pérdida de participantes en cada fase.

— Considere el uso de un diagrama de flujo.

Datos descriptivos Describa las caracteristicas de los participantes en el estudio (p. ej., demogréficas, clinicas, sociales) y la

informacion sobre las exposiciones y los posibles factores de confusion.

Indique el nimero de participantes con datos ausentes en cada variable de interés.

Estudios de cohortes: resuma el periodo de seguimiento (p. ej., promedio y total).
Datos de las variables Estudios de cohortes: describa el nimero de eventos resultado, o bien proporcione medidas resumen a lo largo
de resultado del tiempo.
— Estudios de casos y controles: describa el nimero de participantes en cada categoria de exposicion, o bien
proporcione medidas resumen de exposicion.
— Estudios transversales: describa el nimero de eventos resultado, o bien proporcione medidas resumen
Resultados — Proporcione estimaciones no ajustadas y, si procede, ajustadas por factores de confusidn, asi como su precision
principales (p. €j., intervalos de confianza del 95%). Especifique los factores de confusion por los que se ajusta y las
razones para incluirlos.
— Si categoriza variables continuas, describa los limites de los intervalos.
— Si fuera pertinente, valore acompanar las estimaciones del riesgo relativo con estimaciones del riesgo absoluto

para un periodo de tiempo relevante.

Otros andlisis — Describa otros andlisis efectuados (de subgrupos, interacciones o sensibilidad).
Discusion Resultados clave — Resuma los resultados principales de los objetivos del estudio.
Limitaciones — Discuta las limitaciones del estudio, teniendo en cuenta posibles fuentes de sesgo o de imprecisién. Razone

tanto sobre la direccion como sobre la magnitud de cualquier posible sesgo.
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Interpretacion — Proporcione una interpretacion global prudente de los resultados considerando objetivos, limitaciones,

multiplicidad de analisis, resultados de estudios similares y otras pruebas empiricas relevantes.

Generalidad — Discuta la posibilidad de generalizar los resultados (validez externa).
Otra Financiacion — Especifique la financiacion y el papel de los patrocinadores del estudio vy, si procede, del estudio previo en el
informacion que se basa el presente articulo.

Recuperado de “Declaracion de la Iniciativa STROBE (Strengthening the Reporting of Observational studies in Epidemiology): directrices para la
comunicacion de estudios observacionales” de Von, E., Altman, D., Egger, M., Pocock, S., Gotzsche, P., & Vandenbroucke, J., (2008). J Prod Innov Manage,
22 (2), 144-150.
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