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RESUMEN

1 RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria endémica en muchas &reas de
Latinoamérica, pero debido a los flujos migratorios en las Gltimas décadas, se ha
convertido en una patologia frecuente en las consultas especializadas en Medicina
Tropical de Espafia. Por otro lado, las geohelmintiasis son parasitosis intestinales
ampliamente distribuidas y con una prevalencia elevada en zonas donde la enfermedad
de Chagas es endémica. Se sabe que las infecciones por helmintos en humanos pueden
modificar la respuesta inmunolédgica del hospedador frente a otras infecciones o la
respuesta frente a vacunas. El objetivo de los dos estudios que componen la presente
tesis es evaluar el impacto que tiene la coinfeccion por helmintiasis intestinales en la
presentacion clinica y microbioldgica de la enfermedad de Chagas en pacientes
cronicamente infectados. Una vez realizados los estudios se ha podido concluir que los
pacientes con enfermedad de Chagas que presentan una coinfeccion por un geohelminto
(y més especificamente una infeccion por Strongyloides stercoralis) tienen una mayor
probabilidad de tener una parasitemia de Trypanosoma cruzi detectable (medida por una
reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real en sangre periférica) que aquellos

pacientes sin coinfeccion.



RESUMEN

Chagas disease is a parasitic zoonosis endemic in Latin America. However, due to
migrant flows in the last decades, Chagas disease has become a frequent disease in
Spanish Tropical Medicine Units. On the other hand, soil-transmitted helminthes are
intestinal parasitic diseases broadly distributed and highly prevalent in areas where
Chagas disease is endemic. It is known that helminth infection in humans may modify
the immune response to other infections or even the antibody production after
vaccination. The main objective of the two studies of this thesis is to evaluate the
impact of intestinal helminth coinfection on the clinical and microbiological
presentation of Chagas disease in chronically infected patients. After performing the
studies, it has been concluded that in patients with Chagas disease, the presence of
intestinal helminthic coinfection (and specifically the presence of Strongyloides
stercoralis infection) increases the likelihood of having a detectable Trypanosoma cruzi
parasitemia (measured by real time polymerase chain reaction in peripheral blood)

compared with those patients without coinfection.
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2 INTRODUCCION

2.1 Introduccién a la enfermedad de Chagas.

2.1.1 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas (EC), causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, fue descrita por primera en 1909 por el médico brasilefio Carlos Chagas, quien
Ilegd a conocer el agente causal, el vector transmisor, el ciclo biologico, los sintomas y
signos clinicos, el método diagnostico e incluso administrd los primeros tratamientos
(1). Aunque ya hace mas de 100 afios que fue descubierta, la EC sigue siendo un
problema de salud a nivel mundial y un reto para los profesionales sanitarios. A pesar
de todos los esfuerzos por erradicar la enfermedad, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estima que actualmente hay 6 millones de personas infectadas, y que mueren
aproximadamente 10000 personas al afio debido a la afectacién cardiaca por la EC (2).
Originariamente, la EC era una enfermedad endémica en Sudamérica y Centroamérica
que afectaba principalmente a poblacién rural y en situacion de pobreza. Sin embargo,
la progresiva urbanizacién de esta poblacion y el aumento de la movilidad de ésta hacia
otros paises no endémicos (especialmente Norteamérica y Europa), han hecho que la EC

se convierta en un problema de salud a nivel mundial (3-5).

Actualmente la EC es endémica en 21 paises de América continental, desde el sur de los
Estados Unidos al norte de Argentina, de los cuales dos terceras partes pertenecen al
Cono Sur. Globalmente, el 13% de la poblacion residente en zona endeémica se
encuentra en riesgo de adquirir la EC. Los paises con mayor numero de casos estimados
de pacientes con EC son Argentina, Brasil, Mexico y Bolivia (2). Sin embargo, como se
ha comentado anteriormente, la EC ha cruzado las fronteras internacionales, afectando a

paises considerados clasicamente no endémicos. Actualmente existe riesgo de

11



INTRODUCCION

transmision en estos paises (no por via vectorial), siendo Europa y Estados Unidos las
zonas donde se estiman un mayor numero de casos, aungque también se han descrito
casos en Asia y Oceania (5-7). Debido a aspectos linguisticos y culturales, Espafia
recibe un porcentaje muy importante de la inmigracion procedente de zonas endémicas
para EC que se desplaza a Europa, siendo el pais europeo con mayor numero de
personas infectadas, como se refleja en las importantes series de pacientes con EC
publicadas (8-11) (Figura 1). Se estima que en Espafia viven aproximadamente 50000-
80000 personas con EC. También se ha reflejado en las diversas iniciativas y estrategias
que se han implementado en Espafia con el objetivo de controlar la transmision, como el
decreto ley de 2005 que obliga a la realizacion de cribado de EC en donantes de sangre
y tejidos procedentes de area endémica o los programas de prevencién de transmision
vertical de algunas Comunidades Auténomas como Catalufia, la Comunidad Valenciana

y Galicia (12).

Distribution of cases of Trypanosoma cruzi infection, based on official estimates
and status of vector transmission, worldwide, 2006-2009

Estimated number of cases Status of vector transmission
e <1000 B Countries without vector transmission

® 1000-99999

- @ 100000-99999%9

. >=1000000

No officially estimated cases

Wl Countries with 6ngoing vector tra

World Meath O 2t 4 3
Gontro ot Negacied. & World Health
! Diseases (NTO) : Organization
Word Heath Organization

Figura 1. Distribucion mundial de la enfermedad de Chagas (Fuente: OMS)
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2.1.2 Ciclo bioldgico y patogenia de la EC.

Como ya se ha comentado, T. cruzi es un protozoo hemoflagelado, siendo el reservorio
tanto animales domésticos como selvéaticos. Este parasito es una especie heterogénea,
con una diversidad genética muy alta, clasificAndose en 6 subespecies (Tcl-TcVI)
denominadas “discrete typing units” (DTUSs), cada una de ellas con una distribucion
geogréfica determinada y con diferencias en cuanto a la presentacion clinica y respuesta

al tratamiento (13).

La enfermedad se transmite principalmente en zona endémica por via vectorial a través
de insectos hemato6fagos de la familia Reduviidae, en concreto por mas de 150 especies
de triatominos pertenecientes a tres géneros (Triatoma, Panstrongylus y Rhodnius),
ampliamente distribuidos por Latinoamérica, que se pueden encontrar tanto en zona
selvatica como en el area domiciliar (especialmente en casas hechas de adobe) y
peridomiciliar (14, 15). Ademas de la via vectorial, hay otras vias de transmision,
teniendo muchas de ellas un papel fundamental en la transmision en zonas no
endémicas: transmision vertical de madre a hijo durante el embarazo, a través de
transfusiones de sangre, trasplantes de médula dsea y 6rganos solidos, transmision oral

a través de alimentos contaminados y por accidentes de laboratorio (16-20).

El triatomino al alimentarse de sangre de algin mamifero, elimina con las heces la
forma tripomastigota metaciclica del T. cruzi. Esta puede penetrar la piel a través de
pequefias soluciones de continuidad (muchas veces provocadas por el rascado, ya que
las heces del triatomino producen una irritacion local) o de mucosas (como la
conjuntiva). Dentro del hospedador, el tripomastigote penetra en diversos tipos

celulares, transformandose en la forma amastigota del parasito (Figura 2).

13



INTRODUCCION

Epimantigotes dfemntiate
Into metacydic trypomas bgates

o-(:¥

W mcoeted with fasces enter bite

WO OF FReoal membanes
such as the conjenciya

The triabomine wechor

‘takes 2 blood seaiand

Ingests bypomastigobes

¥
Intracefuls smatigobes

trnsiom into trypomastigobes
fiohow e by rupture of the Fost

£l and enber the bioodsineam

Trypomastigoes can infect other
Cols and start 2 new sepiication
oyche

Mbetacychc
penetmbe ceils at the b iew ound
site; insicie cells, they transform
Into amastigntes

Figura 2. Ciclo vital de T. cruzi (Fuente: Pérez-Molina JA et al. Lancet. 2018; 391: 82-94)

El amastigote se multiplica intracelularmente, hasta que la célula es destruida, liberando
tripomastigotes que penetraran en otras células de tejidos adyacentes o se diseminaran

por via hematégena hacia tejidos distantes, donde penetrardn nuevamente en otras
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células. El parasito puede invadir cualquier tipo de célula nucleada, pero tiene
predileccion por aquellas de origen mesenquimal. Los triatominos se infectan al
alimentarse de sangre de mamiferos infectados (tripomastigotes circulantes). Dentro del
intestino medio del insecto se transformaran en epimastigotes (forma exclusiva del
vector) y posteriormente emigraran al intestino posterior, diferenciandose en

tripomastigotes metaciclicos, forma infectiva para los mamiferos (4, 21).

En cuanto a la patogenia, hasta hace relativamente poco tiempo, se postulaba que el
dafio tisular se producia fundamentalmente por producciéon de autoanticuerpos. Sin
embargo, actualmente se sabe que el parésito produce un dafio directo sobre el tejido,
incluso en la forma crénica de la enfermedad (22, 23). Por tanto, la patogenia de la EC
es multifactorial (autoinmune, dafio tisular directo por el parasito) y también depende de
la DTU (diferente tropismo tisular y virulencia) y el estado inmunolédgico del
hospedador (24). A nivel inmunoldgico, y especialmente durante la fase aguda de la
enfermedad, es fundamental para el control de la infeccion una respuesta inflamatoria
con activacion de la produccion de anticuerpos y activacion de la respuesta inmune
innata por citoquinas proinflamatorias Th1 como el factor de necrosis tumoral o y el

interferon vy (25, 26).

2.1.3 Presentacién clinica de la EC.

La presentacion clinica de la EC depende de la fase de la enfermedad en la que se
encuentre el paciente: fase aguda y fase cronica. La fase aguda de la enfermedad pasa
desapercibida en la mayor parte de las veces, y cuando aparecen signos y sintomas,
éstos aparecen a los 7-10 dias tras la infeccion. Los sintomas de la fase aguda suelen ser

inespecificos, como fiebre y malestar general, pudiendo aparecer adenopatias y
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hepatoesplenomegalia. En el lugar de la inoculacion puede aparecer una zona de
inflamacidn (chancro de inoculacion) o un edema palpebral unilateral cuando el lugar de
inoculacion es la conjuntiva (signo de Romafa). Esta fase aguda finaliza a las 4-8
semanas, cuando la parasitemia disminuye drasticamente, pasando la persona infectada

a la fase cronica de la enfermedad (21).

Sin embargo, en aproximadamente un 1-5% de los pacientes, la fase aguda se manifiesta
con cuadros clinicos graves, como son la miocarditis, la pericarditis o incluso la
afectacion del sistema nervioso central en forma de meningoencefalitis, pudiendo llevar
a la muerte del paciente (27, 28). Ademas, cuando la transmision se produce a traves de
la ingesta de comida o bebidas (como zumo de acai 0 de cafia de azlcar) contaminadas
con heces de triatominos, la probabilidad de presentar una manifestacion grave de la

fase aguda es mayor (18, 29).

Una vez concluida la fase aguda (4-8 semanas tras la infeccion), se establece la fase
cronica de la enfermedad. En la mayoria de los casos, el paciente se mantiene
asintomatico, sin presentar ningin tipo de afectacion visceral (fase crénica
indeterminada). Clasicamente se afirma que el 30-40% de los pacientes con infeccion
por T. cruzi van a presentar afectacion visceral durante la fase cronica de la EC (ya sea
afectacion cardiaca, digestiva 0 ambas), y que ésta aparece entre los 10 y los 30 afios
tras la infeccidn (30). Estos datos estan basados en series antiguas procedentes de areas
endémicas; sin embargo, publicaciones recientes realizadas en zonas no endémicas
muestran un perfil clinico de pacientes diferente, con poblacion méas joven y menor
afectacion visceral. El porcentaje de afectacion visceral también dependerd, de las
caracteristicas del parésito (DTU), caracteristicas del hospedador y de las técnicas

realizadas para evaluar la afectacion visceral (8-11, 27, 31-41). (Tablas 1y 2).
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La afectacion cardiaca en la fase cronica de la EC es la afectacion visceral mas
frecuente de manera global, y también la que méas condiciona el prondstico del paciente.
La frecuencia de la afectacion cardiaca varia segun las series, pero se estima que afecta
a un 15-45% de los pacientes infectados cronicamente. La EC afecta principalmente al
sistema de conduccion del estimulo eléctrico del corazén y al miocardio (32). Por tanto,
las principales manifestaciones de la cardiopatia chagasica seran: las alteraciones de la
conduccion (blogueo de rama derecha, hemibloqueo anterior o posterior, bloqueo de
rama izquierda, bloqueos auriculo-ventriculares, extrasistoles auriculares y
ventriculares, bradicardia, taquicardia ventricular) que producirdn sintomas como
palpitaciones, sincopes o incluso con episodios de muerte subita, y signos de
insuficiencia cardiaca secundaria a miocardiopatia dilatada (42, 43). Habitualmente,
antes de que la afectacién cardiaca esté establecida, se pueden observar alteraciones
electrocardiogréficas, por lo que el electrocardiograma (ECG) es una herramienta Util
para el cribado de cardiopatia chagasica (44). Otras pruebas de imagen, como el
ecocardiograma, muestran alteraciones caracteristicas como una fraccién de eyeccién
disminuida, alteraciones segmentarias de la contractilidad miocardica o aneurismas
apicales (45). Se estima que aproximadamente que cada afio un 1.4-5% de los pacientes
en fase cronica indeterminada progresan a afectacion cardiaca, y que fallecen 10000

personas cada afio debido a la afectacion cardiaca de la EC (46, 47).

La afectacion gastrointestinal es la segunda mas frecuente en la EC (10-20%), pudiendo
afectar a cualquier tramo del tubo digestivo, siendo las partes mas frecuentemente
afectadas el colon y el es6fago. La afectacion digestiva se debe a una péerdida de células
del sistema nervioso entérico, dando lugar a trastornos motores y dilataciones
(megaestfago y megacolon). Los sintomas mas frecuentes son el estrefiimiento, dolor

abdominal, dispepsia, disfagia y reflujo gastroesofagico (8). Las pruebas mas utilizadas
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para evaluar la afectacion digestiva son las pruebas baritadas (enema opaco y
esofagograma), aunque otras pruebas nos pueden dar informacion sobre la

funcionalidad, como la manometria esofégica y ano-rectal (48, 49).

Ademés, la EC aumenta el riesgo de padecer eventos tromboembdlicos,
fundamentalmente por la formacién de trombos en pacientes con miocardiopatia
dilatada o aneurismas apicales (50). Se ha estimado que la incidencia de ictus isquémico
de causa cardioembolica en pacientes con EC es de 2.7 casos por 100 pacientes y afio
(51). Ademas, la infeccidn por T. cruzi per se hace que aumenten determinados factores

de hipercoagulabilidad, favoreciendo la formacion de trombos (52).

La EC en fase cronica puede reactivarse, especialmente en pacientes con algin tipo de
inmunosupresién, presentando los pacientes parasitemias elevadas y manifestaciones
clinicas graves como la afectacion del sistema nervioso central (meningoencefalitis o
absceso cerebral), miocarditis o lesiones cutaneas (paniculitis, nédulos subcutaneos).
Estas manifestaciones clinicas graves se han descritos principalmente en pacientes con
coinfeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y en los receptores de

trasplantes (53, 54).

2.1.4 Diagnéstico de la EC.

El diagnostico de la EC va a depender fundamentalmente de la fase de la enfermedad en
la que se encuentre el paciente. Cuando la parasitemia es elevada (fase aguda,
transmision congénita o en la reactivacion durante la fase cronica) el diagndstico se
realiza mediante técnicas parasitolégicas directas en sangre periférica, y
excepcionalmente en otros fluidos como el liquido cefalorraquideo (55). La microscopia

directa de sangre periférica permite visualizar el tripomastigote en movimiento,
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pudiendo realizarse diferentes tinciones (Giemsa) sobre la extension periférica o la gota
gruesa, con una sensibilidad muy variable entre 34-85%. Diversas técnicas de
concentracion permiten aumentar la sensibilidad, como son el microhematocrito o el
método de Strout. Existen otras técnicas (hemocultivo, xenodiagndstico) que no se
utilizan en la actualidad en la préactica clinica, pero que se usan en laboratorios de

investigacion (56, 57).

Por el contrario, en la fase cronica de la enfermedad la parasitemia es muy baja e
intermitente, por lo que el diagnostico no se basara en técnicas parasitologicas directas.
En la fase crénica de la EC el diagndstico se basa en la deteccion de anticuerpos 1gG
anti-T. cruzi (técnicas serolégicas). Estas técnicas pueden ser convencionales (cuando
utilizan antigenos tanto del parésito completo como extractos purificados) o no
convencionales (antigenos recombinantes o péptidos sintéticos). Las técnicas mas
utilizadas son la inmunofluorescencia indirecta, la hemaglutinacion indirecta y el
enzimoinmunoandlisis (ELISA), siendo esta la que alcanza los mejores valores de
sensibilidad y especificidad (58). Segun los criterios de la OMS, para el diagndstico de
EC en su fase crénica es necesario tener dos técnicas seroldgicas diferentes positivas
(55). En un pequefio porcentaje de veces (alrededor del 3%), se produce una
discordancia entre las dos técnicas, en parte debido a posibles reacciones cruzadas con
otros protozoos hemoflagelados, como Leishmania spp. o Trypanosoma rangeli, siendo
necesaria la realizacion de una tercera técnica (59, 60). Por otro lado, en los ultimos
afios se han desarrollado diversas pruebas de diagnostico rapido que pueden ser Utiles en
areas rurales con dificil acceso al sistema sanitario o en estrategias de cribado masivo

(61).

En las ultimas décadas hemos presenciado un importante desarrollo de las técnicas de

deteccién del acido desoxi-ribonucleico (ADN) de T. cruzi en sangre periférica

21



INTRODUCCION

mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica puede utilizar
diferentes dianas, siendo las mas frecuentes la region variable del ADN del minicirculo
del kinetoplasto, secuencias repetidas del ADN satélite o genes del &cido ribo-nucleico
(ARN) ribosomal (62). En la fase aguda de la EC o en situaciones de reactivacion, estas
técnicas son de gran utilidad, ya que tienen mayor sensibilidad que las técnicas
parasitologicas convencionales (63). Su utilidad como prueba diagnostica en la fase
cronica de la enfermedad es mas discutida, ya que sélo es positiva en un 40-70% de las
veces dependiendo de los estudios. Sin embargo, se esta utilizando cada vez méas para
monitorizar a los pacientes tras el tratamiento, ya que su positividad indicaria un fracaso
del tratamiento. También se utiliza para detectar reactivaciones de la EC de manera

precoz en pacientes inmunosuprimidos (54, 64, 65).

2.1.5 Opciones terapéuticas de la EC.

Desde hace mas de 40 afios, los unicos medicamentos aprobados para la EC son el
benznidazol y el nifurtimox. Ademas, los dos medicamentos tienen una toxicidad nada
despreciable y su eficacia va a depender de la fase de la enfermedad en la que se

encuentre el paciente y del area geografica (varia segin la DTU) (66).

Debido a su mejor perfil de seguridad y a la experiencia acumulada de su uso, el
benznidazol es actualmente el tratamiento de primera eleccion. Aln asi, su toxicidad
lleva a la retirada del farmaco en un 7-30% de los pacientes. La dosis utilizada es la de
5mg/Kg/dia repartido en 2-3 tomas durante 60 dias. Los efectos adversos mas
frecuentes son: reacciones de hipersensibilidad y toxicodermia (los mas frecuentes, se

observan hasta en un 50% de los pacientes, y los que suelen condicionar la suspensién
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del tratamiento), alteraciones gastrointestinales, cefalea, artromialgias, y mas raramente

alteraciones del perfil hepético y neuropatia periférica (67).

En la fase aguda de la enfermedad se consiguen tasas de curacion elevadas, entre el 65-
85%); esta tasa es méas elevada en los casos de transmisién congénita, llegando a 95%
(68). Sin embargo, la tasa de curacion en la fase cronica disminuye drasticamente,
consiguiéndose unicamente en el 15-40% de los casos. Ademas, el criterio actual para
definir la curacién es la negativizacion de la serologia, lo que en la fase crénica de la EC
puede ocurrir a los 20 afios después de haber realizado el tratamiento, dificultando
mucho el seguimiento de estos pacientes (69). Hasta hace poco, se recomendaba ofrecer
tratamiento a todos los pacientes en fase cronica, recomendacion basada en la mejor
evolucidn clinica observada en los pacientes tratados con benznidazol; sin embargo,
ensayos clinicos recientes no muestran diferencias en la evolucion clinica en pacientes

con EC con afectacion cardiaca tratados con benznidazol o placebo (65, 70, 71).

Con toda esta evidencia, se recomienda ofrecer siempre tratamiento en la fase aguda, en
la EC congénita, en situaciones de reactivacion, en la fase cronica en nifios y menores
de 18 afios, y en mujeres en edad fértil (para evitar la transmision vertical). Aungue no
hay tanta evidencia, se suele ofrecer en personas con EC en fase cronica sin afectacion

cardiaca establecida por debajo de los 55 afios (55).

Por tanto, se hace necesario la basqueda de nuevos medicamentos mas eficaces y con
mejor perfil de seguridad. Dentro de los actuales candidatos, los que han arrojado
mejores resultados en los estudios preclinicos son los inhibidores de la sintesis del
ergosterol. Sin embargo, los primeros ensayos clinicos realizados en pacientes con EC
en fase cronica con estos compuestos (posaconazol y pro-ravuconazol) no han mostrado

los resultados esperados, ya que mostraron una supresion mantenida de la parasitemia
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durante el tiempo de tratamiento, pero un alto porcentaje de los pacientes volvia a tener

parasitemia detectable al suspender el medicamento (64, 72, 73).
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2.2 Introduccion a la modulacion inmunologica por geohelmintos.

Las helmintiasis intestinales, y especialmente los geohelmintos (uncinarias, Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis) son parasitosis
ampliamente distribuidas por areas tropicales y subtropicales, especialmente de Africa,
Latinoamérica, Sudeste asiatico y China. Su presencia esta claramente relacionada con
una infraestructura sanitaria limitada y unas condiciones higiénicas deficientes
(especialmente con una mala gestion de las aguas residuales), es decir, con la pobreza
(74). Se estima que més de 1500 millones de personas estan infectadas, lo que
corresponde a un 24% de la poblacion mundial. Aunque la mortalidad no es elevada,
estas infecciones si que producen una elevada morbilidad, especialmente en nifios en
edad escolar y preescolar, secundaria al retraso del crecimiento, déficit nutricional,
anemia y retraso cognitivo. Se estima que los geohelmintos ocasionan 4.98 millones de

YLDs (del inglés “years lived with disability”) anualmente (75).

La OMS recomienda diferentes estrategias para el control de las geohelmintiasis, como
la administracion masiva de medicamentos (con albendazol y mebendazol), la
educacion y las mejoras en el manejo de los residuos (74). Estas estrategias estan
focalizadas fundamentalmente al control de las uncinarias, A. lumbricoides y T.
trichiura, pero no son efectivas para el S. stercoralis (76). A pesar de que la prevalencia
de la estrongiloidiasis a nivel mundial es menor que la de las otras geohelmintiasis (80-
100 millones de personas), este helminto tiene dos caracteristicas que lo hacen
particularmente interesante: la capacidad de permanecer en el hospedador durante
muchos afios después de abandonar una zona endémica (por la capacidad de
autoinfeccion) y la posibilidad de producir cuadros clinicos graves (sindrome de

hiperinfestacion y estrongiloidiasis diseminada) (77).
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Los helmintos tienen la capacidad de modular la respuesta inmune de sus hospedadores,
permitiendo que el parasito pueda persistir durante largos periodos de tiempo. Los
diversos periodos de convivencia con los hospedadores a lo largo de la historia, las
estrategias de transmision y los nichos fisiologicos reflejan la variedad de actividades
inmunomoduladoras observadas en las tres categorias taxonomicas (nematodos,
cestodos y trematodos). Sin embargo, como regla general, todos ellos producen una
respuesta inmunolégica Th2 (con liberacion de citoquinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
13, activacion y proliferacion de células B, liberacion de inmunoglobulinas y activacion

y produccién de eosindfilos), a la vez que suprimen la respuesta Thl y Th17 (78-80).

Esta modulacién de la respuesta inmune del hospedador por parte de los helmintos
puede modificar la respuesta inmune frente a otras infecciones o incluso modificar la
produccion de anticuerpos tras una vacunacion, habiendo mdltiples ejemplos en la
literatura. Uno de los efectos que se ha observado, es que los pacientes con infecciones
helminticas que presentan una sepsis (generalmente por bacterias Gram negativas)
tienen una mejor supervivencia que los pacientes sin coinfeccion helmintica, debido a

una modulacién de la respuesta pro-inflamatoria que se produce en la sepsis (81).

También hay ejemplos de modulacion inmunoldgica por helmintos en pacientes con
tuberculosis. En un estudio realizado en Etiopia, en pacientes con y sin enfermedad
tuberculosa, la prevalencia de helmintiasis intestinales fue del 71% en pacientes con
tuberculosis y de 36% en los convivientes sanos, arrojando una “odds ratio” de 4.7 (82).
En otro estudio realizado en la misma zona de Etiopia, mostré6 como los pacientes con
tuberculosis que tenian una coinfeccion por un helminto tenian una menor proporcion
de baciloscopia positiva en esputo comparado con los que no estaban coinfectados (83).
Esto ocurre también en otras situaciones donde hay una polarizacion hacia una respuesta

inmune tipo Th2, como ocurre en los pacientes infectados por el VIH. Ademas, otro
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estudio mostrd6 como la eficacia de la vacunacion con bacilo de Calmette-Guérin es
menor en nifios con coinfecciones por helmintos comparado con los no coinfectados

(84).

Otros ejemplos del efecto inmunomodulador de los helmintos se ha descrito en
pacientes con infeccion por el VIH residentes en areas tropicales. Hay estudios que
describen que la presencia de helmintiasis intestinales (en concreto uncinarias) en
personas con infeccion por el VIH produce una disminucion en la cifras de linfocitos T
CD4+, asi como incrementos en la carga viral (85). Por otro lado, pacientes que reciben
tratamiento con albendazol para tratar una infeccion por A. lumbricoides, presentan un
aumento en el nimero de linfocitos T CD4+, incluso en ausencia de tratamiento

antirretroviral (86).

También encontramos ejemplos de como puede afectar la coinfeccion helmintica en
situaciones de infeccion por otro parasito, como la malaria. Un estudio realizado en 5
aldeas de la frontera occidental de Tailandia, mostré como los habitantes con infeccion
por geohelmintos presentaban una mayor probabilidad de presentar una malaria por
Plasmodium falciparum comparado con los habitantes no coinfectados, con un riesgo
relativo de 2.24. Ademas, el riesgo aumentaba de manera proporcional al nimero de

especies de helmintos diferentes que presentaba la persona. (87)

Como se ha comentado, la infeccion por un helminto no s6lo puede afectar a la
respuesta frente a otra infeccion, si no que puede afectar a la respuesta inmunologica a
una vacuna, alterando la produccion de anticuerpos. Un estudio realizado en Gabon para
evaluar un nuevo candidato para vacuna antimalarica en nifios de edad preescolar
observo que los nifios que presentaban una infeccion por T. trichiura tenian una

concentracion de anticuerpos vacunales significativamente menor que los nifios que no
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presentaban dicha infeccion, asi como una respuesta de linfocitos B de memoria
disminuida. Teniendo en cuenta esto hallazgos, los posibles futuros programas de

vacunacion contra la malaria deberan tener en cuenta la prevalencia de infeccion por

geohelmintos en las areas de aplicacion (88).
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3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO Y HIPOTESIS DE TRABAJO

Por tanto, las helmintiasis intestinales, especialmente los geohelmintos, son infecciones
altamente prevalentes y distribuidas principalmente por areas tropicales y subtropicales.
A pesar de que no confieren una elevada mortalidad, si que producen una morbilidad
muy importante, especialmente en edades pediatricas. Ademas, las infecciones por
geohelmintos pueden modificar la respuesta inmune del hospedador frente a otras
infecciones o modificar la respuesta inmunoldgica frente a una vacuna. Esto condiciona
que en situaciones de coinfeccion, la presentacion clinica y los hallazgos
microbioldgicos de determinadas infecciones puedan ser diferentes a las habituales.

Por otro lado, durante las dltimas décadas la EC ha pasado de ser una enfermedad
exclusiva de zonas rurales y empobrecidas de Latinoamérica a ser una enfermedad
urbana y llegar a zonas consideradas clasicamente no endémicas. Espafia recibe un gran
volumen de inmigrantes procedentes de Latinoamérica, siendo el segundo pais no
endémico con mayor nimero de casos de EC tras los Estados Unidos. Estos pacientes
que recibe Espafia proceden de &reas donde también son muy prevalentes las
infecciones por geohelmintos, siendo la coinfeccion helminto-EC frecuente en este tipo
de pacientes.

Los pacientes con EC que presentan una coinfeccion por un geohelminto podrian tener
una modificacion de su respuesta inmune frente a la primera, con posibilidad de

modificarse su expresion clinica o presentar cambios en los hallazgos microbiologicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Evaluar el impacto de la coinfeccion por helmintos intestinales en la presentacion

clinica y las caracteristicas microbioldgicas de los pacientes con EC en fase crénica o

indeterminada.

4.2 Objetivos secundarios

Determinar la prevalencia de infeccion por helmintos intestinales en pacientes

con EC en fase cronica o indeterminada.

Evaluar el impacto de la infeccidn por helmintos intestinales en la presentacion
clinica (afectacion cardiaca y digestiva) de los pacientes con EC en fase crdnica

0 indeterminada.

Evaluar el impacto de la infeccidbn por helmintos intestinales en las

caracteristicas microbioldgicas (deteccion de ADN de T. cruzi mediante PCR en

sangre periférica) de los pacientes con EC en fase cronica o indeterminada.
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5 METODOS DEL TRABAJO 1

5.1 Disefio y poblacion del estudio

El primer trabajo se trata de un estudio prospectivo observacional realizado en la
Unidad de Medicina Tropical (Servicio de Enfermedades Infecciosas) del Hospital
Universitario Vall d’Hebron, incluida en el Programa de Salud Internacional del
Instituto Catalan de la Salud (PROSICS), durante el periodo de marzo de 2014 a febrero
de 2015.
Los criterios de inclusion fueron:

- Edad igual o superior a 18 afios.

- Diagnostico de EC en su fase cronica o indeterminada.

- Firma del consentimiento informado.

Los criterios de exclusion fueron:
- Tratamiento previo para la EC o para infecciones por helmintos.
- Embarazo.

- Cualquier tipo de inmunosupresion.

5.2 Procedimientos

El diagndstico de EC se realizd mediante la positividad de dos técnicas seroldgicas
diferentes siguiendo las recomendaciones actuales de la OMS (55): un ELISA con
antigeno recombinante (Bioelisa Chagas, Biokit, Llica d’Amunt, Spain), y un ELISA
con antigeno nativo (Ortho T.cruzi ELISA, Johnson & Johnson, High Wycombe, United

Kingdom).
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Se realiz6 una evaluacion cardiaca en todos los pacientes mediante un cuestionario
estructurado de sintomas, exploracion fisica, un electrocardiograma de 12 derivaciones
y una radiografia de torax. La afectacion cardiaca de los pacientes se clasificd siguiendo
la escala de Kushnir, descrita en la Tabla 3 (89). La evaluacion digestiva se realizd
mediante un cuestionario de sintomas, exploracion fisica y un enema opaco. Siguiendo
los criterios de Ximenes, se definié como enema opaco patoldgico aquel que mostraba

un dolicocolon o un didmetro sigmoideo superior a 6cm (90).

Estadios Definicion
Estadio 0 Electrocardiograma normal. radiografia torax normal asintomatico
Estadio 1 Electrocardiograma alterado. radiografia torax normal. asintomatico
Estadio 2 Cardiomegalia en la radiografia torax, asintomatico
Estadio 3 Sintomas compatibles con insuficiencia cardiaca

Tahbla 3. Escala de afectacion cardiaca de Kuschmir,

También se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR)
para detectar ADN de T. cruzi en una muestra de sangre periférica, siguiendo el

protocolo descrito por Piron et al (91).

Para el diagndstico de infeccion helmintica, se realizaron las siguientes pruebas en todos
los pacientes: hemograma convencional para detectar la presencia de eosinofilia
(definida como un recuento de eosindfilos >500 células/mm?® y/o >7%), examen
microscopico de tres muestras de heces recogidas en dias diferentes tras concentracion
mediante la técnica de formol-éter de Ritchie, cultivo fecal especifico para deteccion de
larvas de S. stercoralis (con carbon vegetal), deteccion de IgG anti-S. stercoralis en
suero mediante una técnica ELISA (SciMedx Corporation, Denville, NJ, United States).

La definicion de infeccion helmintica incluyd: infeccion confirmada (mediante la
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visualizacion directa de huevos o larvas de helmintos), e infeccidn probable (presencia
de eosinofilia y una serologia positiva para S. stercoralis en ausencia de otra causa de

eosinofilia).

5.3 Analisis estadistico

Las variables cualitativas se presentaron como numeros absolutos y proporciones,
mientras que las variables cuantitativas se presentaron como medianas y rangos. El test
de Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher se utilizaron para comparar la distribucion de
variables cualitativas, y el test de la U de Mann-Whitney para comparar la distribucién
de variables cuantitativas. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos
cuando el valor p era inferior a 0,05. Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa

estadistico IBM SPSS Statistics (Version 19.0; SPSS Inc, Chicago, IL, United States).

5.4 Confidencialidad de los datos y aspectos éticos

La recogida de datos se hizo con unos protocolos previamente establecidos y los datos
se introdujeron en una base de datos con un sistema de codificacion con el fin de
proteger la informacion personal de cada paciente. En la hoja de recogida de datos el
cddigo se relaciond con el nimero de historia clinica. Estas hojas son custodiadas por el
investigador responsable. EI protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Hospital Universitario Vall d’Hebron, y se obtuvo el consentimiento informado de
todos los participantes en el estudio. Los procedimientos fueron realizados de acuerdo
con los requerimientos éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki revisada en

2013.
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6 RESULTADOS DEL TRABAJO 1

Titulo: Impacto de la infeccion por helmintos en la presentacion clinica y

microbioldgica de pacientes con enfermedad de Chagas en fase cronica.
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Antecedentes: Las infecciones por helmintos son muy prevalentes en areas tropicales y
subtropicales, coexistiendo en areas endémicas para la EC. Las infecciones helminticas
en humanos pueden modular el sistema inmunolégico del hospedador, cambiando la
polarizacion Th1/Th2. Esta alteracion inmunoldgica podria modificar la respuesta
inmunologica a otras infecciones. El objetivo de este estudio es evaluar la relacion entre
las caracteristicas clinicas, microbioldgicas y epidemioldgicas en pacientes con EC con

la presencia de infeccion por helmintos.

Métodos: Estudio prospectivo observacional realizado en el Hospital Universitario Vall

d’Hebron (Barcelona, Espafa). Los criterios de inclusion fueron: edad superior a 18
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afios, diagnostico de EC, y no haber realizado tratamiento especifico para la EC
previamente a la inclusion. El protocolo de estudio incluia una evaluacion de la EC
(evaluacion cardiaca y digestiva, deteccion de ADN de T. cruzi medido por RT-PCR en
sangre periférica) y diagnostico de infeccion por helmintos (examen microscépico de
muestras de heces de 3 diferentes dias, cultivo especifico de heces para larvas de S.

stercoralis, y deteccion de IgG anti-S. stercoralis mediante una técnica ELISA).

Resultados: Se incluyeron 65 pacientes, 75,4% eran mujeres, con una mediana de edad
de 38 afios, y la mayoria procedian de Bolivia. Se observé afectacion cardiaca y
digestiva en el 18,5% y 27,7% de los pacientes respectivamente. La RT-PCR de T. cruzi
fue positiva en 28 (43,1%) pacientes. Se diagnostico infeccion helmintica en 12 (18,5%)
pacientes (11 de ellos con infeccion por S. stercoralis). No se observaron diferencias en
las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas entre los pacientes con y sin infeccion
helmintica. Sin embargo, la proporcion de pacientes con una RT-PCR de T. cruzi fue
mayor entre los pacientes con infeccién helmintica comparado con los pacientes sin

infeccion helmintica (75% versus 35,8%, p=0,021).

Conclusiones: Observamos una alta prevalencia de infeccion por S. stercoralis entre los
pacientes con EC atendidos en nuestra Unidad de Medicina Tropical. La
estrongiloidiasis se asocié de manera significativa a una mayor proporcion de RT-PCR

de T. cruzi positiva detectada en sangre periférica.

Trabajo publicado en: PLoS Neglected Tropical Diseases. 2016; 10(4): e0004663.
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Abstract

Background

Helminth infections are highly prevalent in tropical and subtropical countries, coexisting in
Chagas disease endemic areas. Helminth infections in humans may modulate the host
immune system, changing the Th1/Th2 polarization. This immunological disturbance could
modify the immune response to other infections. The aim of this study is to evaluate the rela-
tionship between clinical, microbiological and epidemiological characteristics of Chagas
disease patients, with the presence of helminth infection.

Methods

A prospective observational study was conducted at Vall d’'Hebron University Hospital (Bar-
celona, Spain). Inclusion criteria were: age over 18 years, diagnosis of Chagas disease,
and not having received specific treatment for Chagas disease previously to the inclusion.
The study protocol included Chagas disease assessment (cardiac and digestive evaluation,
detection of T. cruzi DNA measured by PCR in peripheral blood), and helminth infection
diagnosis (detection of IgG anti-Strongyloides stercoralis by ELISA, microscopic examina-
tion of stool samples from three different days, and specific faecal culture for S. stercoralis
larvae).

Results

Overall, 65 patients were included, median age was 38 years, 75.4% were women and
most of them came from Bolivia. Cardiac and digestive involvement was present in 18.5%
and 27.7% of patients respectively. T. cruzi PCR was positive in 28 (43.1%) patients. Hel-
minth infection was diagnosed in 12 (18.5%) patients. No differences were observed in clini-
cal and epidemiological characteristics between patients with and without helminth
infection. Nevertheless, the proportion of patients with positive T. cruzi PCR was higher
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among patients with helminth infection compared with patients without helminth infection
(75% vs 35.8%, p = 0.021).

Conclusions

We observed a high prevalence of S. stercoralis infection among chronic Chagas disease
patients attended in our tropical medicine unit. Strongyloidiasis was associated with signifi-
cantly higher proportion of positive T. cruzi RT-PCR determined in peripheral blood.

Author Summary

Helminth infections (viz. Strongyloides stercoralis, hookworms, Ascaris lumbricoides, Tri-
churis trichiura) are highly prevalent in tropical and subtropical areas, and some of these
infections may persist in the human host for many years after leaving the endemic area. It
is known that helminth infection in humans may modulate the host immune system. This
immunological disturbance could modify the immune response to other infections or the
antibody production after vaccination. We prospectively studied a group of patients with
chronic Chagas disease, with the aim of evaluate the impact of helminth co-infection in
the clinical manifestations and microbiological features of Chagas disease. We observed a
high prevalence of helminth infection (mostly due to S. stercoralis infection) among
chronic Chagas disease patients attended in our tropical medicine unit. Strongyloidiasis
was associated with significantly higher proportion of positive T. cruzi RT-PCR deter-
mined in peripheral blood. These data increase the scarce available information to under-
stand the role of PCR techniques in the management of Chagas disease patients. Further
studies are needed to deepen and confirm this interesting relationship.

Introduction

Chagas disease is a parasitic infection caused by the hemoflagellated protozoan Trypanosoma
cruzi. Chagas disease is an endemic disease of Latin America affecting rural and poor popula-
tion; nevertheless, progressive urbanization and the increase of population mobility during last
decades, have made Chagas disease an urban and global disease outside endemic countries:
mainly in United States and Spain [1, 2].

After the acute phase of the infection, a subsequent usually asymptomatic chronic stage (or
indeterminate phase) takes place during years; after 20-30 years, up to a 30-40% of patients
will develop the symptomatic chronic phase, with cardiac and/or digestive involvement [2].
Chagas disease diagnosis in the chronic phase is based on serological tests. Due to the low para-
sitaemia in this phase, classical direct parasitological tests (microhematocrit, hemoculture,
xenodiagnose) are usually negative [3]. Nevertheless, more sensitive tests such as the polymer-
ase chain reaction (PCR) have being developed [4]. The percentage of positive T. cruzi PCR in
peripheral blood in patients with Chagas disease in the chronic phase highly varies depending
on the study: it ranges from 80% to 90% in studies performed in endemic countries, and is
lower in non-endemic countries, ranging from 28% to 66% [5-10]. T. cruzi PCR is not rou-
tinely performed in the management of chronic Chagas disease patients, but is becoming very
useful in specific situations, such as follow-up in immunosuppressed patients in order to detect
reactivation or in clinical trials to detect treatment failures [11-13]. However the role of the T’
cruzi PCR in the chronic phase of Chagas disease needs to be defined.
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Helminth infections (viz. Strongyloides stercoralis, Necator americanus, Ancylostoma duode-
nale, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura) are highly prevalent in tropical and subtropical
areas, coexisting in Chagas disease endemic areas, and some of these infections may persist in
the human host for many years after leaving the endemic area [14]. It is known that helminth
infection in humans may modulate the host immune system, changing the Th1/Th2 polariza-
tion. This immunological disturbance could modify the immune response to other infections
or the antibody production after vaccination [15, 16].

The aim of the present study is to evaluate the relationship between clinical and epidemio-
logical characteristics of chronic Chagas disease patients, with the presence of helminth
infection.

Materials and Methods

Ethics statement

The study protocol was approved by the Ethical Review Board of the Vall d’Hebron University
Hospital (Barcelona, Spain), and written informed consent was obtained from all patients. Pro-
cedures were performed in accordance with the ethical standards laid down in the Declaration
of Helsinki as revised in 2000.

Study protocol

This is a prospective observational study performed at the Infectious Diseases Department of
the Vall d’Hebron University Hospital, a tertiary hospital included in the International Health
Program of the Catalan Health Institute (PROSICS Barcelona, Spain), from March 2014 to
February 2015. All adults (over 18 years old) with recently diagnosis of Chagas disease in the
chronic or indeterminate form attended during the study period were offered to participate.
Exclusion criteria included: previous treatment for Chagas disease or helminth infections, preg-
nancy or immunosuppression.

Diagnosis of Chagas disease was performed through two positive different serological tests
according to WHO recommendations [17]: an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
with recombinant antigen (Bioelisa Chagas, Biokit, Llica d’Amunt, Spain), and an ELISA with
crude antigen (Ortho T.cruzi ELISA, Johnson & Johnson, High Wycombe, United Kingdom).
Cardiac and digestive involvement was assessed through a clinical symptoms questionnaire,
physical examination, 12-lead electrocardiography, chest radiography, and barium enema.
Patients were stratified according to the clinical Kuschnir classification for cardiac involvement
assessment [18]. Pathologic barium enema was defined by dolichocolon or sigmoid
diameter > 6cm (megacolon) [19]. A real time PCR (RT-PCR) to detect T. cruzi DNA in
peripheral blood was performed in all patients according to the method described by Piron et
al [20].

For helminth infection diagnosis, microscopic examination of stool samples from three dif-
ferent days after concentration techniques using Ritchie’s formalin-ether technique were per-
formed in all patients. A faecal culture for S. stercoralis larvae detection (charcoal culture) was
also performed. Moreover, blood cell count to detect presence of eosinophilia (defined as >500
cells/mm?® and/or >7%), and detection of serum IgG anti-S. stercoralis by ELISA (SciMedx
Corporation, Denville, NJ, United States) were conducted.

Definition of helminth infection included: confirmed infections through direct observation,
and probable infection (presence of eosinophilia and positive S. stercoralis serology in the
absence of other causes of eosinophilia).
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Statistical analysis

Categorical data are presented as absolute numbers and proportions, and continuous variables
are expressed as medians and ranges. The ¥ test or Fisher exact test, when appropriate, was
used to compare the distribution of categorical variables, and the Mann-Whitney U test for
continuous variables. Results were considered statistically significant if the 2-tailed P value was
<0.05. SPSS software for Windows (Version 19.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA) was used for
statistical analyses.

Results

Overall, 72 patients were included during the study period. Six patients were excluded because
they did not complete the study protocol; therefore, 66 patients were analyzed. The median age
of patients was 38 (18-67) years, and 50 (75.8%) were women. The vast majority came from
Bolivia (64 patients, 97%) and, at the time of the first visit, the median duration of residence in
our country was 9 (1-14) years, and 41 (62.1%) patients had traveled again to their countries
after arriving to Spain (most of them spent less than 2 months in their countries, and stayed in
an urban setting). Cardiac involvement was diagnosed in 12 (18.2%) patients (nine patients in
the stage I, and three patients in the stage I of the Kushnir classification respectively). Eighteen
(27.3%) patients presented abnormalities in the barium enema: 16 patients with dolichocolon,
and 2 patients with megacolon. At the time of Chagas disease diagnosis, T. cruzi RT-PCR in
peripheral blood was positive in 28 (42.4%) patients.

Helminth infection was diagnosed in 12 (18.2%) patients: two patients with confirmed
infection (one patient with S. stercoralis and another patient with Hymenolepis nana), and 10
patients with probable infection. Patients with helminth infection had a median eosinophil cell
count of 500 (100-1200) cells/mm?>. Table 1 shows other protozoan parasites observed in the
microscopic examination of stool samples. When comparing main clinical and epidemiological
characteristics between patients with and without helminth infection, no differences were
observed (Table 2). Nevertheless, the percentage of patients with positive T. cruzi RT-PCR was
higher in patients with helminth infection compared with those without helminth infection
(75% versus 35.2%, p = 0.021).

Discussion

We prospectively studied 66 adult patients with Chagas disease to evaluate the relationship
between microbiological, clinical and epidemiological characteristics with the presence of

Table 1. Protozoan parasites observed in stool ples of Chagas di: p

Parasites isolated Number of patients (n = 66)

Parasites of uncertain significance

Blastocystis hominis 23 (34.8%)
Dientamoeba fragilis 7 (10.6%)
Non pathogenic

Entamoeba coli 6 (9.1%)
Entamoeba sp 3 (4.5%)
lodamoeba butschlii 3 (4.5%)
Endojim@( panaiETs sy TN : : 2 ,(3%,)

NOTE. Data are reported as number (%) of patients.

doi:10.1371/journal.pntd.0004663.t001
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Table 2. Main clinical and epidemiological characteristics of Chagas disease patients visited at Vall d’Hebron University Hospital from March 2014
to February 2015.

Overall Patients with helminth infection Patil without helmi infection P

(n =66) (n=12) (n=54) value
Age, years 38 (18-67) 41 (28-65) 38 (18-67) 0.247
Gender, male 16 (24.2%) 5 (41.7%) 11 (20.4%) 0.145
Time of residence in our country, 9(1-14) 9.5 (1-14) 9 (1-14) 0.967

years

Cardiac involvement 12 (18.2%) 3 (25%) 9 (16.7%) 0.376
Digestive involvement 18 (27.3%) 3 (25%) 15 (27.8%) 1
Positive T. cruzi RT-PCR 28 (42.4%) 0 9 (75%) S A L s _ 19(852%) s 0102}

NOTE. Data are reported as number (%) of patients or median (range).

doi:10.1371/journal pntd.0004663.t002

helminth infection. Positive T. cruzi RT-PCR was more frequent in patients with helminth
infection compared with those without helminth infection.

Although the study was carried out in a limited group of Chagas disease patients, clinical
and epidemiological characteristics found in the study population were similar to those found
in larger studies performed in non-endemic countries: most of them coming from Bolivia,
young people, majority of women, and low prevalence of cardiac and digestive involvement [2,
8-10]. Therefore, our study population is representative of the Chagas disease population diag-
nosed and treated in non-endemic areas.

Helminth infection has been diagnosed in 18.2% of the study population, being strongyloi-
diasis the most frequent infection (all except from one). The S. stercoralis infection predomi-
nance was rather expected, since the median time of residence in Spain in our population was 9
years, thus decreasing the probability of other helminth infections such as Ascaris lumbricoides,
hookworms or Trichuris trichiura. S. stercoralis is distributed worldwide, being more frequent
in tropical and subtropical areas. High prevalence has been found in Latin American countries
where Chagas disease is also endemic, hence co-infection is supposed to be high in this area
[21]. Scarce information about the prevalence of strongyloidiasis in Bolivia is available, and it is
centered in at risk groups [22]. A study published by Ramos et al showed a S. stercoralis sero-
prevalence of 44.4% among Bolivian immigrants living in Spain [23]. Although our study was
not focused on intestinal protozoa, it is important to note the high prevalence of Blastocystis
hominis and Dientamoeba fragilis infections (34.8% and 10.6% respectively) observed in our
study population; despite their pathogenicity remains uncertain and controversial, the presence
of these parasites may be used as a marker of potential exposure to other pathogenic parasites.

When comparing epidemiological, clinical and microbiological characteristics between
patients with and without helminth infection, the first group had statistically significant higher
proportion of positive T. cruzi RT-PCR in peripheral blood than the second group (75% and
35.2% respectively). To our knowledge, no previous study has addressed the possible implica-
tions of Chagas disease and helminth co-infection in humans. Nevertheless, some interesting
studies in animal model have been published with similar findings. Monteiro et al described
higher prevalence of T.cruzi-positive blood cultures in golden lion tamarins infected with 7.
cruzi when they were co-infected with intestinal helminths of the Trichostrongylidae family,
which is coherent with the results obtained in our study [24]. Another study performed with T.
cruzi infected mice went in depth in this relationship between helminth infection and T cruzi
parasitaemia: no differences in the parasitaemia were found between non co-infected and early
co-infected mice (the T. cruzi infection took place 2-4 weeks after Taenia crassiceps infection),
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however, late co-infected mice (the 7. cruzi infection took place 8-12 weeks after Taenia crassi-
ceps infection, when a predominant Th2-type cytokine response is expected) showed signifi-
cantly higher parasitaemia compared with non co-infected and early co-infected mice [25].

Strongyloides spp infection in the murine model induces a Th2 response and regulatory
cytokine induction (IL-10), leading to a suppression of pro-inflammatory cytokines and dimin-
ishing Th1 response [26]. These pro-inflammatory cytokines (Th1 response) are present in the
acute phase of Chagas disease [27]. Thus, co-infection with different parasites may result in
complex interactions, which may lead to altered immunological responses of the host.

The relationship between positive T.cruzi RT-PCR in peripheral blood and helminth infec-
tion (mostly strongyloidiasis) found in this study provides highly relevant data to better under-
stand the role of the PCR in the management of Chagas disease patients. Helminth infection
could increase the probability of having a positive T. cruzi PCR. Given that current clinical tri-
als that evaluate treatment efficacy in Chagas disease are based on the positivity of T. cruzi
PCR, this fact may be relevant. [13, 28]. Further studies are needed to evaluate the impact of
treating the helminth infection on the positivity of T. cruzi PCR.

Another issue that has to be taken into account is that almost all patients in our study came
from Bolivia. The geographical distribution of the different T. cruzi discrete typing units
(DTUs) differs from country to country, which may have impact in the clinical presentation or
in the proportion of patients with positive T. cruzi PCR in peripheral blood [29].

This study has some limitations. First of all, as we have mentioned previously, the study has
been performed with a relatively small number of patients; nevertheless, the study population
is representative of Chagas disease patients attended in Spanish tropical medicine units. Sec-
ondly, the diagnosis of strongyloidiasis has relied in serological tests in most of the cases.
Although serology is not the gold standard for the S.stercoralis infection diagnosis, previous
studies have demonstrated its usefulness [30]. New tests based on molecular biology such as
PCR could increase the accuracy of helminth infection diagnosis. Finally, T. cruzi PCR was
determined only at one point, which may underestimate the kinetics of the parasite.

In summary, we observed a high prevalence of S. stercoralis infection among chronic Chagas
disease patients attended in our tropical medicine unit. Strongyloidiasis was associated with
significantly higher proportion of positive T. cruzi RT-PCR determined in peripheral blood.
These data increase the scarce available information to understand the role of PCR techniques
in the management of Chagas disease patients. Further studies are needed to deepen and con-
firm this interesting relationship.
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7 METODOS DEL TRABAJO 2

7.1 Disefio y poblacion del estudio

Ante los resultados del primer trabajo, se disefid un estudio para confirmar la asociacién
de infeccidon por S. stercoralis y mayor proporcion de RT-PCR de T. cruzi positiva en
una mayor cohorte de pacientes con EC. El segundo trabajo se trata de un estudio
transversal realizado en el Hospital Universitario Vall d’Hebron y en el Banco de
Sangre y Tejidos de Catalufia (BSTC), donde se incluyeron a todos los donantes de
sangre que fueron diagnosticados de EC desde el 2005 al 2015 mediante las técnicas de
cribado realizadas durante la donacion voluntaria de sangre en el BSTC. Desde 2005, en
el BSTC se realiza un cribado para la deteccion de EC de manera rutinaria en todos
aquellos donantes de sangre que hayan nacido (o cuya madre haya nacido) en una zona
endémica para la EC, o que hayan residido en una zona endémica (92). En los casos en
que el donante referia tener EC durante la entrevista previa a la donacion, no se
permitia la donacion de sangre. En las muestras de sangre de los donantes en que se

diagnostica EC, se realiza una RT-PCR de T.cruzi para deteccion de ADN.

De todos los pacientes incluidos se recogio informacion demografica obtenida durante
la entrevista previa a la donacion (edad, sexo, pais de origen), e informacién
microbioldgica (serologias y RT-PCR de T. cruzi). Las muestras de suero de los
pacientes incluidos fueron enviadas al laboratorio de Microbiologia del Hospital

Universitario Vall d’Hebron para la realizacion de la serologia de S. stercoralis.
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7.2 Procedimientos

El diagndstico de EC se realiz6 mediante la positividad de dos técnicas seroldgicas
diferentes siguiendo las recomendaciones actuales de la Organizacion Mundial de la
Salud (55): un ELISA con antigeno recombinante (ARCHITECT CHAGAS test o
PRISM CHAGAS test, Abbott Laboratories, Wiesbaden, Germany), y un ELISA con
antigeno nativo (Antigen ORTHO® T. cruzi ELISA Test System, Ortho-Clinical
Diagnostics, Raritan, New Jersey, United States). La RT-PCR para detectar ADN de T.
cruzi en una muestra de sangre periférica se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por

Piron et al (91).

El diagndstico de estrongiloidiasis se basé en la deteccion de IgG anti-S. stercoralis en
suero mediante una técnica ELISA (SciMedx Corporation, Denville, NJ, United States).
La serologia se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit incluye pocillos
de microtitulacién recubiertos con la fraccion soluble del antigeno de larva filariforme
L3 de S. stercoralis. En este estudio, utilizamos un punto de corte de 0,200; el test se
consider6 positivo si el indice (proporcién entre la densidad Optica medida en la muestra
y 0,200) era igual o superior a 2. Ademas, basandonos en un estudio previo donde una
técnica seroldgica similar fue utilizada, se analizaron los resultados teniendo en cuenta
como positivo un indice igual o superior a 2.5, incrementandose la especificidad de la

prueba a un 100% para el diagnéstico de una estrongiloidiasis confirmada (93).

7.3 Andlisis estadistico

Aungue se incluyeron todos los pacientes que fueron diagnosticados de EC en el
momento de la donacion de sangre durante el periodo de 2005 a 2015 en el BSTC, se

estimé un tamafio de la muestra para asegurar un poder estadistico suficiente.
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Basandonos en nuestro estudio previo, asumimos unos porcentajes de positividad de
RT-PCR de T. cruzi en ambos grupos de 35% y 75% respectivamente, con lo que 23
paciente por grupo aseguraria una potencia superior al 80% para mostrar diferencias
entre ambos grupos (con un valor alfa inferior a 0,05). Las variables cualitativas se
presentaron como numeros absolutos y proporciones, mientras que las variables
cuantitativas se presentaron como medianas y rangos. El test de Chi-cuadrado o el test
exacto de Fisher se utilizaron para comparar la distribucion de variables cualitativas, y
el test de la U de Mann-Whitney para comparar la distribucion de variables
cuantitativas. Se realizé un analisis multivariado usando un modelo de regresion
logistica binomial. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos
cuando el valor p era inferior a 0,05. Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa

estadistico IBM SPSS Statistics (Version 19.0; SPSS Inc, Chicago, IL, United States).

7.4 Confidencialidad de los datos y aspectos éticos

La recogida de datos se hizo con unos protocolos previamente establecidos y los datos
se introdujeron en una base de datos con un sistema de codificacion con el fin de
proteger la informacion personal de cada paciente. Ademas, las muestras de suero
fueron enviadas al Hospital Universitario Vall d’Hebron previa anonimizacion de las
mismas. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Universitario Vall d’Hebron, y se obtuvo el consentimiento informado de todos los
participantes en el estudio en el momento de la donacion de sangre. Los procedimientos
fueron realizados de acuerdo con los requerimientos éticos establecidos en la

Declaracién de Helsinki revisada en 2013.
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Titulo: La infeccién por Strongyloides stercoralis aumenta la probabilidad de
detectar ADN de Trypanosoma cruzi en sangre periférica en pacientes con

enfermedad de Chagas.

Autores: Fernando Salvador!, Elena Sulleiro?, Maria Piron®, Adrian Séanchez-

Montalva?!, Silvia Sauleda®, Daniel Molina-Morant!, Zaira Moure? e Israel Molina®

1Servicio de Enfermedades Infecciosas. Hospital Universitario Vall d‘Hebron,

Universitat Autonoma de Barcelona, PROSICS Barcelona, Barcelona, Espafia.

2Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Vall d‘Hebron, PROSICS Barcelona,

Barcelona, Espafa.

3Banco de Sangre y Tejidos de Catalufia, Laboratorio de Seguridad Transfusional,

Barcelona, Espana.

Antecedentes: En un estudio previo realizado por nuestro grupo se observo que la
infeccion por S. stercoralis en pacientes con EC estaba asociada a una mayor
proporcion de pacientes con deteccion de ADN de T. cruzi medida por RT-PCR en
sangre periférica. El objetivo de este estudio es confirmar esta asociacion en una cohorte

mayor de pacientes.

Métodos: Se trata de un estudio transversal donde se incluyeron todos los pacientes
diagnosticados de EC desde el 2005 al 2015 mediante el cribado realizado en la
donacion de sangre en el BSTC. Se recogieron datos demograficos y del resultado de la
RT-PCR de T. cruzi. El diagnostico de infeccion por S. stercoralis se realizo mediante

una técnica serolégica en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (Barcelona, Espafia).
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Resultados: Un total de 202 donantes de sangre diagnosticados de EC fueron incluidos.
La RT-PCR de T. cruzi fue positiva en 72 (35,6%) pacientes, y la serologia de S.
stercoralis fue positiva en 22 (10,9%) pacientes. Los pacientes con una serologia para S.
stercoralis positiva tuvieron una mayor proporcion de RT-PCR de T. cruzi positiva
comparado con los pacientes con serologia negativa (54,5% versus 33,3%, p=0,05).
Esta diferencia se incrementd cuando se tuvo en cuenta un punto de corte para la
serologia de 2.5, lo que incrementa la especificidad del test para diagnosticar una

estrongiloidiasis confirmada (60% versus 33%, p=0,017).

Conclusiones: Los pacientes con EC que tienen una serologia para S. stercoralis
positiva tienen una mayor proporcion de RT-PCR de T. cruzi positiva en sangre
periférica que aquellos que tiene una serologia negativa, lo que refleja el potencial

efecto inmunomodulador de S. stercoralis en paciente coinfectados con T. cruzi.

Trabajo publicado en: Tropical Medicine and International Health. 2017; 22: 1436-

1441. Doi: 10.1111/tmi.12970
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9 DISCUSION

Se han realizado por tanto dos trabajos en poblacion latinoamericana con EC en fase
cronica, donde se ha observado una elevada proporcion de pacientes coinfectados con
una helmintiasis intestinal. Ademas, los pacientes que presentan una coinfeccion por un
geohelminto (y en concreto por S. stercoralis) tienen una mayor probabilidad de
presentar una RT-PCR de T. cruzi positiva en sangre periférica que aquellos pacientes
no coinfectados. A continuacion, y dado que el segundo trabajo es una confirmacion de
los hallazgos observados en el primero, se realizara una discusion conjunta de ambos

trabajos.

En ambos trabajos, la poblacién de estudio es una poblacion joven, con mayoria de
mujeres, la mayor parte de ellos en la fase crdnica indeterminada (sin afectacion
visceral), y siendo Bolivia el pais de origen mas frecuentemente observado entre los
pacientes. Este perfil de poblacion de pacientes con EC es similar al encontrado en otras
series de pacientes descritos en nuestro pais y otros paises europeos, donde el porcentaje
de pacientes procedentes de Bolivia es superior al 90% (8, 10, 11). Por tanto, se trata de

una poblacion representativa de los pacientes con EC en zona no endémica.

De todas maneras, Ilama la atencion que en el segundo trabajo, a pesar de que Bolivia es
el pais de origen mas frecuente, el porcentaje es inferior al del primer trabajo y al del
resto de series mencionadas (77.2%). Esto es probablemente debido a que la fuente de
los pacientes es el BSTC, donde se realiza cribado universal a todas las personas
procedentes de zona endémica; en el segundo trabajo y las otras series, la fuente de los
pacientes son aquellos diagnosticados en Unidades de Medicina Tropical, donde puede
haber un sesgo debido a la concienciacion de los profesionales sanitarios en cribar

poblacion boliviana. Algunos estudios ya comentan el infradiagnostico de la EC en
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poblacién latinoamericana viviendo en Europa, y muy probablemente sea mayor en los
pacientes procedentes de paises diferentes a Bolivia, precisamente por esta falta de

sospecha en estos pacientes (94).

Ya es conocido que la prevalencia de geohelmintiasis en Latinoamérica es elevada. Una
reciente revision de la literatura sobre la prevalencia de geohelmintos en Sudamérica
estimo una prevalencia de infeccion por A. lumbricoides de 15.6%, una prevalencia de
infeccion por T. trichiura de 12.5% y una prevalencia de infeccion por uncinarias de
11.9% (95). Respecto a la prevalencia de infeccion por S. stercoralis, los datos son
mucho mas limitados, ya que los estudios de prevalencia no se realizan con pruebas
diagndsticas suficientemente sensibles para diagnosticar esta parasitosis; aun asi, hay
areas de Sudamérica con prevalencias superiores al 20%, como algunas zonas de

Argentina, Ecuador, Venezuela, Per y Brasil (96).

En cuanto a Bolivia, la informacion sobre la prevalencia de estrongiloidiasis es escasa, y
procede de estudios antiguos realizados en poblacion de riesgo (97, 98). Un estudio
publicado recientemente muestra una seroprevalencia para estrongiloidiasis del 6% en el
afio 2013 en poblacién del Chaco boliviano (99). Sin embargo, también tenemos
informacién procedente de estudios de prevalencia realizados en poblacién boliviana
que reside en paises europeos. Dos estudios espafioles mostraron una seroprevalencia
para S. stercoralis del 18% y 44% respectivamente (100, 101). Otro estudio realizado en
Suiza observo una seroprevalencia del 8.4% en poblacién latinoamericana en general,
siendo el 48% procedente de Bolivia (102). Por tanto, teniendo en cuenta que en las
mismas zonas en que la EC es endémica, también son muy prevalentes las infecciones
por geohelmintos (incluyendo la infeccion por S. stercoralis), no es extrafio que la

coinfeccion entre EC y geohelmintos se dé con frecuencia.

50



DISCUSION

La prevalencia de infeccion por helmintos observada en el primer estudio fue del
18.2%, siendo en todos los casos una infeccion por S. stercoralis (practicamente todos
diagnosticados a través de serologia) excepto en un caso, que tenia una infeccién por
Hymenolepis nana. En el segundo estudio solo se realizo serologia de S. stercoralis, ya
que solo se disponia de sueros de los pacientes. En ningun caso se diagnosticé de otras
geohelmintiasis (A. lumbricoides, T. trichiura y uncinarias), lo que no es de extrafiar, ya
que la mediana de tiempo de residencia fuera del pais de origen de los pacientes fue de
9 afios, tiempo suficiente para que se rompa el ciclo biologico de éstos parasitos y se
eliminen, cosa que no pasa con S. stercoralis, que debido a su ciclo de autoinfeccién

puede permanecer durante décadas en el hospedador.

En el primer estudio, practicamente todos los casos de infeccion por S. stercoralis se
diagnosticaron por serologia, y en el segundo estudio, ésta técnica fue la Unica que se
pudo realizar para el diagndstico. Aungue la deteccién de anticuerpos IgG frente a S.
stercoralis no es la prueba de confirmacion para el diagndstico de estrongiloidiasis (es
dificil diferenciar infeccidn actual de infeccion pasada, reaccion cruzada en situaciones
de infeccién por otros nematodos), cada vez hay mas datos que demuestran la utilidad
de estas técnicas tanto en el diagndstico de la estrongiloidiasis como en el seguimiento
de los pacientes tras el tratamiento para confirmar la curacion (103, 104). Ademas, en el
segundo trabajo se realizaron también los calculos teniendo en cuenta un punto de corte
de la serologia més alto (se consideraba positiva con un indice igual o superior a 2.5), lo

gue aumenta la especificidad de la prueba (93).

La afectacidn visceral por la EC s6lo se pudo evaluar en el primer estudio, siendo la
proporcion de pacientes que presentaron algun grado de afectacién cardiaca de 18.2%
(ninguno con cardiopatia avanzada), y un 27.3% de los pacientes presentaron afectacion

digestiva (s6lo dos con megacolon). Como se ha comentado previamente, estos
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porcentajes son similares a los encontrados en otras series similares descritas en zona no
endémica para EC (8, 10, 11). Al comparar la afectacion cardiaca y digestiva entre los
pacientes con coinfeccion helmintica y sin coinfeccion, no se encontraron diferencias
entre ambos grupos; aunque el porcentaje de afectacion cardiaca fue ligeramente
superior en el grupo de pacientes con coinfeccion (25% versus 16.7%), ésta diferencia
no era significativamente estadistica. Por tanto, con los datos de nuestro estudio no
podemos demostrar que el hecho de tener una coinfeccion helmintica influya en la
presentacion clinica de la EC, aunque esto puede deberse al reducido tamafio de la

muestra del primer estudio.

Sin embargo, si que se encontraron diferencias respecto a los hallazgos microbioldgicos.
La probabilidad de tener una parasitemia de T. cruzi detectable (mediante deteccién de
ADN de T. cruzi por RT-PCR en sangre periférica) fue mayor en el grupo de pacientes
con coinfeccion helmintica (y, en concreto, por S. stercoralis) comparado con el grupo
de pacientes no coinfectados. En el primer estudio la proporcion de RT-PCR de T. cruzi
positiva fue de 75% y 35.2% (p=0.021) respectivamente en cada grupo; en el caso del
segundo estudio, las proporciones fueron de 54.5% y 33.3% (p=0.05) respectivamente,
diferencia que aumenta al considerar como punto de corte de la serologia de S.

stercoralis un indice de 2.5 (60% versus 33%, p=0.017).

Se ha comentado anteriormente que la DTU de T. cruzi, que tiene una marcada
distribucion geografica, puede tener implicacion en la presentacion clinica, los datos
microbioldgicos y la respuesta al tratamiento (13). En ambos estudios, el origen de los
pacientes fue mayoritariamente de Bolivia, donde circulan unas DTUs determinadas
(principalmente Tcll y TcV), lo que puede actuar como un factor de confusion a la hora
de analizar los resultados. En el primer estudio s6lo 2 pacientes tenian una nacionalidad

diferente a la boliviana, asi que era dificil analizar ente hecho. Sin embargo, en el
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segundo estudio, méas del 20% de los pacientes no eran bolivianos. En el analisis
univariado, la proporcion de pacientes procedentes de Bolivia era mayor en el grupo de
pacientes coinfectados comparado con los no coinfectados. No obstante, al realizar el
estudio multivariado, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos
respecto a la nacionalidad, tanto en el analisis inicial como en el realizado con un punto
de corte de la serologia de S. stercoralis de un indice de 2.5. Por tanto, las diferencias
encontradas respecto a la deteccion de la parasitemia se debieron Unicamente a la

presencia de coinfeccién por S. stercoralis, y no por proceder de Bolivia.

Este interesante hallazgo de cémo la coinfeccién por un helminto puede modificar la
parasitemia de T. cruzi (o la probabilidad de detectar ADN en sangre periférica) es la
primera vez que se ha descrito en personas con EC. Sin embargo, hay estudios previos
realizados en modelo animal que describen hallazgos similares. Un estudio realizado
por Monteiro et al observé que primates (tamarinos le6n dorados) con infeccién por T.
cruzi presentaban una proporcion superior de parasitemia detectable (medida por
hemocultivo de T. cruzi) en aquellos primates coinfectados por helmintos intestinales de
la familia Trichostrongylidae que en aquellos casos en que no presentaban dicha
coinfeccion (105). Estos resultados son totalmente coherentes con los resultados
observados en nuestros dos estudios. Otro estudio realizado en modelo murino
profundiza més en esta relacion entre la coinfeccion helmintica y la parasitemia de T.
cruzi. Se midio la parasitemia de T. cruzi en ratones infectados sin coinfeccion
helmintica, en ratones que se infectaron tras 2-4 semanas de haber sido infectados con
Taenia crassiceps (coinfeccion temprana), y en ratones infectados tras 8-12 semanas de
haber sido infectados con T. crassiceps (coinfeccion tardia). La parasitemia fue

significativamente mayor en los ratones con una coinfeccion tardia (donde se espera una
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respuesta inmune predominantemente Th2) que en aquellos con una coinfeccion

temprana o sin coinfeccion (106).

Este efecto que produce en el grado de parasitemia de T. cruzi la coinfeccién por S.
stercoralis puede ser explicado por la diferente respuesta inmunoldgica que despierta
cada uno de estos paréasitos en el hospedador. La infeccion por S. stercoralis produce
una respuesta inmune tipo Th2 (con liberacion de citoquinas como la IL-3, IL-4, IL-5,
IL-13) y una induccion de citoquinas reguladoras (IL-10) que conducen a una supresion
de la liberacién de citoquinas proinflamatorias (como el interferdn y) caracteristicas de
la respuesta inmune tipo Thl (107). Sin embrago, este perfil de citoguinas
proinflamatorias caracteristicas de la respuesta inmune Thl (interferén y y factor de
necrosis tumoral o) son precisamente las que se liberan durante la fase aguda de la EC
como respuesta del hospedador para intentar controlar la elevada parasitemia que

aparece en estas fases iniciales de la infeccion (25).

Por tanto, tiene légica pensar que una respuesta inmunoldgica Th2 inducida por una
infeccion helmintica, con la consecuente supresion de la respuesta inmune Thi, lleve al
paciente con EC a un menor control de la parasitemia de T. cruzi, siendo mas probable

que detectemos el ADN de T. cruzi por RT-PCR en sangre periférica.

Otros estudios que profundizan en la respuesta inmunoldgica que se produce en el
hospedador infectado por T. cruzi podrian apoyar esta hipétesis. Es conocido que
durante el embarazo, de manera fisioldgica, hay un aumento de la respuesta inmune Th2
y una supresion de la respuesta Thl, todo ello para aumentar la supervivencia del feto,
pero incrementando la susceptibilidad de la embarazada a determinadas infecciones
(108). También se sabe que durante el embarazo en mujeres con EC, la parasitemia es

mayor, siendo mas probable observar una RT-PCR de T. cruzi positiva en sangre
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periférica (109). Un estudio reciente realizado en Bolivia con mujeres embarazadas con
EC observo que aquellas que vivian en domicilios con presencia de triatominos
infectados por T. cruzi y, por tanto, expuestas a reinfecciones (lo que potencia la
respuesta inmune Th1l), tenian mayor porcentaje de RT-PCR para T. cruzi positiva que
aquellas que vivian en domicilios sin presencia del vector y, por tanto, con baja
probabilidad de reinfeccion (110). Todos estos estudios son coherentes con la hipotesis
de la modificacion de la parasitemia de T. cruzi en funcion del balance entre la respuesta

inmune Th1/Th2.

Por tanto, teniendo en cuenta los resultados de ambos estudios, podemos concluir que la
infeccion por S. stercoralis en pacientes con EC aumenta la probabilidad de detectar
ADN de T. cruzi por RT-PCR en sangre periférica. Este hallazgo puede tener
implicaciones importantes y debe tenerse en cuenta a la hora de interpretar los

resultados de la RT-PCR de T. cruzi en determinadas situaciones.

Una de las utilidades de ésta técnica diagndstica que esta teniendo mas relevancia en los
ultimos afios es su utilizacion como herramienta para evaluar nuevas opciones
terapéuticas para la EC dentro de ensayos clinicos: un resultado positivo tras la
finalizaciéon del tratamiento significa un fracaso terapéutico (64, 65, 72, 73). Si la
presencia de una infeccion por S. stercoralis (u otro helminto) puede aumentar la
probabilidad de tener una RT-PCR de T. cruzi positiva, el diagndstico de infecciones
por helmintos en personas que participan en estos ensayos clinicos tiene una especial
relevancia, especialmente si los ensayos clinicos se llevan a cabo en areas endémicas

para la EC, donde la infeccion por geohelmintos es altamente frecuente.

Otra situacion en que la deteccion de RT-PCR de T. cruzi tiene importancia es en las

mujeres embarazadas con EC, debido a que la parasitemia detectable durante el
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embarazo se ha asociado a una mayor probabilidad de transmision congénita de la EC
(111). Por tanto, nuevamente, una infeccion por S. stercoralis podria aumentar la
probabilidad de tener una RT-PCR de T. cruzi positiva, lo que podria llevar a un mayor
riesgo de transmision congénita, aunque esta hipotesis deberia ser confirmada mediante

estudios disefiados para responder esta hipdtesis.
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10 LIMITACIONES

La presente tesis doctoral se compone de dos articulos, siendo el objetivo del segundo
estudio la confirmacion de los resultados que se observaron en el primer estudio. Esto
hace que los estudios sean complementarios y que las limitaciones que se encuentran en

uno se hayan podido subsanar en el otro y viceversa.

En el primer estudio la principal limitacion es el reducido tamafo de la muestra, lo que
obliga a interpretar los resultados con cautela. Sin embargo, en el segundo estudio,
realizado con una muestra mucho mayor y suficiente para aportar una potencia
estadistica adecuada, arroja unos resultados similares. En el caso del segundo estudio, la
limitacién principal es que no se disponen de datos clinicos como la presencia de
afectacion visceral por EC (cardiaca o digestiva), presencia de eosinofilia, estudio
coproparasitologico. No obstante, estos datos si que estdn presentes en el primer

estudio.

Hay algunas limitaciones que son comunes a los dos estudios. La mas relevante es el
hecho de que el diagndstico de estrongiloidiasis se ha hecho casi en la totalidad de los
pacientes en base a la positividad de técnicas seroldgicas que, como ya se ha
comentado, puede tener problemas de especificidad al no poder diferenciar estas
técnicas entre infeccion pasada y actual, o presentar reacciones cruzadas con otros
helmintos. Aun asi, la serologia de S. stercoralis presenta una muy buena rentabilidad
para el diagnostico de estrongiloidiasis y su seguimiento tras tratamiento (103, 104). Y
no solo eso, si no que al aumentar el punto de corte para considerar la serologia como
positiva, se incrementa la especificidad de la técnica para el diagndstico de una
estrongiloidiasis confirmada hasta practicamente el 100% (93). Por otro lado, el hecho

de que los pacientes de nuestros estudios presenten una media de residencia en nuestro
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pais de casi 10 afios, reduce de manera drastica la posibilidad de tener una infeccién por

otro geohelminto.

Otra limitacién comun a los dos estudios es que sélo se evalGa una sola RT-PCR de T.
cruzi en sangre periférica por paciente. La parasitemia en la fase cronica de la EC, a
pesar de que siempre es de bajo nivel (excepto en las reactivaciones), es algo dindmico
y oscilante, y por tanto, es posible que en el mismo paciente la RT-PCR de T. cruzi

pueda tener resultados diferentes si se mide en momentos distintos.
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11 CONCLUSIONES

1. La prevalencia de infeccion por helmintos intestinales en poblacion
latinoamericana residente en Barcelona con EC en fase crénica o indeterminada

fue elevada (10.9%-18.2%).

2. La helmintiasis diagnosticada mayoritariamente fue la infeccién por S.
stercoralis, que estaba presente en todos los pacientes coinfectados excepto en

un caso.

3. La infeccion por S. stercoralis en pacientes con EC en fase cronica o
indeterminada no modifica la presentacion clinica respecto a la presencia o no de

afectacion cardiaca o digestiva.

4. Los pacientes con EC en fase cronica o indeterminada que presentan una
infeccion por S. stercoralis tienen una probabilidad mayor de tener una
parasitemia detectable medida por deteccion de ADN de T. cruzi por RT-PCR en

sangre periférica comparado con aquellos pacientes sin coinfeccion.

5. Estos hallazgos se deben de tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados
de la RT-PCR de T. cruzi, especialmente cuando se utiliza esta herramienta para

evaluar el fracaso tras la realizacion de tratamiento especifico para la EC.
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12 LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

En base a los resultados obtenidos en los estudios que componen la presente tesis
doctoral, se puede concluir que la presencia de infeccion por S. stercoralis en pacientes
con EC aumenta la probabilidad de detectar ADN de T. cruzi por RT-PCR en sangre
periférica. El siguiente paso es comprobar si al eliminar la infeccion por S. stercoralis,
la proporcion de pacientes con RT-PCR de T. cruzi positiva se iguala a la de los
pacientes que no tenian la coinfeccidn. Para poder demostrar este siguiente paso, se ha
disefiado un estudio observacional prospectivo en el que a los pacientes con EC se les
realizara estudio coproparasitolégico, serologia de S. stercoralis, y RT-PCR de T.cruzi
en sangre periférica de manera sistematica. Aquellos en que se diagnostique una
infeccion por S. stercoralis recibirdn tratamiento con ivermectina. Posteriormente, se
realizara seguimiento durante 6 meses a todos los pacientes (tanto los coinfectados que
han recibido tratamiento con ivermectina como los que no presentan coinfeccion) con
realizaciéon de RT-PCR de T. cruzi de manera bimensual. De esta manera se podra
evaluar si la proporcion de RT-PCR de T. cruzi positiva se iguala en ambos grupos tras

el periodo de seguimiento.

Otra tarea que queda por hacer, y que se puede realizar dentro del estudio anteriormente
descrito, es determinar el perfil de citoquinas séricas en los pacientes incluidos, para ver
si hay un predominio de respuesta inmune Thl o Th2, y si éste se relaciona con la

ausencia o presencia de infeccion por helmintos respectivamente.
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