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Introduccion

La enfermedad de Chagas es producida por el parasito Trypanosoma cruzi, y se
estima que se encuentran infectados de 8 a 10 millones de personas, solo en el
continente americano (OPS).

Las recomendaciones para el tratamiento tripanocida (Nifurtimox y Beznidazol) indican
que debe ser administrado en fase aguda, adquirida por cualquiera de las vias e
independiente de la edad, y en la fase crénica de nifios y adolescentes menores a 19
afios.

Por otro lado, numerosas investigaciones demostraron efectividad del tratamiento en
un porcentaje de infectados crénicos adultos, después de décadas de su finalizacién
(Fabbro y col. 2000, 2001, 2007. Viotti y col.2006).

La evaluacién de tratamiento en esta etapa de la infeccidn requiere estudios de
seguimiento prolongado, debido a la lenta progresion de la enfermedad, con
persistencia de serologia convencional reactiva, incluso mucho tiempo después de
realizado el tratamiento, siendo su negativizacion el criterio aceptado de cura.

Estas dificultades muestran la necesidad de contar con otras formas de evaluar el
tratamiento en menor tiempo.

El antigeno flagelar repetitivo de T cruzi (FRA), corresponde al extremo aminoterminal
de la proteina calpain cistein peptidasa de T cruzi de 1342 aminoéacidos, que posee 6
repeticiones de 68 aminoacidos, y es uno de los péptidos mas antigénicos de T cruzi,
ademas de mostrar alta especificidad y sensibilidad en su utilizaciéon el ensayos de
ELISA para diagnéstico de la enfermedad (Peralta y col, 2007).

Objetivo

Evaluar si ELISA FRA se anticipa a la serologia convencional en la negativizacién
posterapéuticas en adultos infectados crénicos.

Materiales y métodos

Disefio: estudio de cohorte retrospectivo.

Poblacién en estudio: pacientes en seguimiento que concurren al CIEN para la
realizacion de controles clinicos-serologicos-parasitologicos de la enfermedad de
Chagas. Se analizaron 277 muestras de suero correspondientes a grupo A: 46
personas infectadas por T cruzi sin patologia demostrable, no tratadas, con un
seguimiento promedio de 14,5 (x6,6) afios; grupo B: 38 personas infectadas con T
cruzi sin patologia demostrable que realizaron el tratamiento antiparasitario especifico
con un seguimiento promedio de 18,0 (x8,23) afios. La edad promedio en la que fue
administrado el tratamiento fue de 30,6 (x10,7) afios.

Los grupos fueron comparables en edad y sexo (Tabla 1). Como grupo control
negativo se procesaron 17 muestras de sueros de personas no infectadas.
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Tabla 1

Grupo | Sexo (F/IM) Edad Seguimiento
A 12/34 38,56 (*+ 13,2) afios | 14,5 (+6,6) afios
B 9/29 37,26 (+ 14,6) afios | 18,0 (£8,2) afios
Tests Pearson Student
p=0,8000 p=0,6699

Tratamiento: Segun Normas Nacionales al momento de su administracion. Nifurtimox
(Nx) 8-10 mg/kg/dia, durante 45-60 dias; Benznidazol (Bz): 5 mg/kg/dia por 30 dias.
Serologia: La serologia convencional realizada a todas las muestras fue
hemoaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFl), enzimoinmuno
ensayo (ELISA).

Conservacion de las muestras: Los sueros puros fueron conservados a -20°C y los
sueros glicerinados a 4°C (igual volumen de muestra y de glicerina bufferada). Se
utilizaron las muestras que presentaron reactividad similar al momento del chequeo.
Determinacién del anticuerpo especifico: Se utilizé una técnica de ELISA usando
como antigeno la proteina FRA.

Andlisis estadistico: Se utilizaron los test Shapiro-Swilk, de Wilcoxon, Mann Whitney,
ANOVA y GEE, para todas las pruebas se fijé un nivel de confianza del 95 % (p<0,05).

Resultados

Se compard el nivel de respuesta de Ac anti-FRA — iniciales y finales- en cada grupo.
Para los pacientes no tratados (grupo A), los valores se mantuvieron constantes a lo
largo del tiempo (Wilcoxon, p=0,2468). Figura 1.

En el grupo de pacientes tratados (B), las lecturas finales fueron menores a las
iniciales, siendo esta diferencia significativa (Wilcoxon, p=0,0001). Figura 2.

De los 46 pacientes del Grupo A no tratados, 45 fueron siempre reactivos para FRA 'y
para serologia convencional (SC). El restante no presenté reactividad para FRA y su
SC fue fluctuante (valores en el limite de corte para algunas reacciones y para otras
negativas).

En el Grupo B (tratados), fueron positivos para FRA al inicio 31/38 pacientes. De los 7
restantes que no presentaron reactividad en la muestra inicial analizada en esta
experiencia, correspondian a muestras post-tratamiento (mediana de 9 afios). Los
sueros pre tratamiento u obtenidos muy préximos a su finalizacion se encontraban en
mal estado de conservacion. Los 38 pacientes presentaron SC reactiva al inicio del
seguimiento.

Al final de seguimiento 10/31 pacientes tratados, reactivos al inicio, fueron negativos
para FRA y de ellos 9 negativizaron también la SC. Disminuyeron los niveles de Ac
anti-FRA en un 50% al menos, 11/31 pacientes tratados que no presentaron cambios
en SC. Un paciente no modifico los valores de FRA pero tenia solo un afio de
seguimiento post tratamiento.
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Se usO el modelo ANOVA para medidas repetidas, a fin de contemplar todas las
muestras estudiadas por paciente. Se encontr6 que los niveles de Ac anti-FRA
disminuyen a medida que aumentan los afios desde el momento de finalizacion del
tratamiento, siendo esta disminucién significativa. (p<0,05).

Se observé que los niveles de Ac anti-FRA caen 1.05 DO, por efecto del tratamiento,
con un Intervalo de confianza de (1,41-069) p<<0.05. Para hacer este andlisis se

utilizé el test GEE que contempla la interaccion del tratamiento y el orden de las
muestras de cada paciente.

Comparacion entre el nivel de respuesta ELISA-FRA y SC

Finalmente se restringio la observacion a 9 pacientes del Grupo B que negativizaron
tanto la serologia convencional como ELISA FRA. Se analizaron los tiempo de
negativizacion promedio, obteniéndose para la serologia convencional un tiempo de
negativizacion de 25,5 (+3,4) afios, y para ELISA FRA 20,2 (+5,1) afios.

También se analizé la diferencia entre los tiempos de negativizacion de cada prueba,
observandose que FRA se adelanta una media de 5,3 (+1,9) afios respecto de la
serologia convencional (p<0,05).



Conclusion.

Se observé una alta sensibilidad del ELISA FRA similar a la SC, ya que todos los
pacientes que no recibieron tratamiento fueron siempre reactivos para ambos test.

En los pacientes tratados que no presentaron reactividad en la primera muestra
disponible para este estudio, todas ellas post-tratamiento, se podria inferir que la
ausencia de estos anticuerpos fue por efecto del mismo.

Ademas en los sueros que fueron reactivos para ELISA FRA en la primera muestra, se
observo la seroconversién negativa y un significativo descenso de estos anticuerpos
en quienes no negativizaron.

La seroconversion negativa de ELISA FRA se anticipd a la serologia convencional en
5,3 (¢1,9) afios.

Estos resultados indican que la prueba ELISA FRA podria ser de utilidad como
marcador de infeccién activa y por tanto un test valido tanto para el diagndstico como
para el seguimiento y evaluacion post-terapéutica complementando a la serologia
convencional.
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