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RESUMEN
Toxoplasma gondii es el parasito causante de la Toxoplasmosis,
infeccion que por lo general agueja a pacientes que presentan infeccion
por VIH, lo que genera un desafio para su diagndéstico. En este sentido,
se planteo el objetivo de determinar la seropositividad de pacientes con
VIH empelando unidades arbitrarias de anticuerpos contra Toxoplasma
gondii. Se recolectaron un total de 100 muestras de sueros de
pacientes con VIH, provenientes de las diferentes provincias de la
region Loreto. Se midieron titulos de anticuerpos IgG mediante un
Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA). Posteriormente,
se utilizé dos enfoques matematicos (método tradicional, métodos de
unidades arbitrarias de anticuerpos) para definir un punto de corte
Unicamente basado en los datos analizados, y poder determinar la
seropositividad de nuestra poblacion (seronegativa, seropositiva). Se
observo, que la seropositividad para el primer enfoque matematico tuvo
resultados del 89% seropositivos y 11% seronegativos; Mientras que
para el segundo enfoque se obtuvo un resultado del 95% seropositivos,
3% seronegativos y 2% indeterminados. En conclusion, se demostré
gue con ambos enfoques permiten determinar la seropositividad de una
poblacién. Sin embargo, la utilizacion de unidades arbitrarias de
anticuerpos nos permite de manera general expresar resultados
(seropositivos y seronegativos) sin la necesidad de tener una poblacion

no expuesta a la infeccion.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, seropositivos, seronegativos,

isotipos 1gG.
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ABSTRACT
Toxoplasma gondii is the parasite that causes Toxoplasmosis, an
infection that usually affects patients with HIV infection, which creates a
diagnostic challenge. The aim of this study was to determine the
seropositivity of HIV-infected patients by using arbitrary antibody units
against Toxoplasma gondii. A total of 100 serum samples were
collected from HIV-positive patients from the different provinces of the
Loreto region. IgG antibody titers were measured using an Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Subsequently, two
mathematical approaches (traditional method, and antibody arbitrary
unit methods) were used to define a cut-off point based solely on the
data analyzed, in order to determine the seropositivity of our population
(seronegative, seropositive). It was observed that seropositivity for the
first mathematical approach resulted in 89% seropositive and 11%
seronegative; while the second approach resulted in 95% seropositive,
3% seronegative, and 2% indeterminate. In conclusion, both
approaches were shown to determine the seropositivity of a population.
However, the use of arbitrary antibody units allows us to generally
express results (seropositive and seronegative) without the need to

have a population not exposed to infection.

Keywords: Toxoplasma gondii, seropositive, seronegative, IgG

isotypes.
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INTRODUCCION
La Toxoplasmosis es una infeccion oportunista ocasionada por el
protozoario intracelular obligado Toxoplasma gondii (T. gondii)®, que
por lo general afecta a personas con infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), especialmente a pacientes que no
reciben la profilaxis adecuada, que desconocen de su seropositividad

0 que presentan células T CD4 menores a 100 células/mm3®),

En el mundo la prevalencia de T. gondii varian de acuerdo a las
condiciones de sanidad, habitos alimenticios, costumbre o método de
deteccion®. En América Latina, Oriente, Medio Oriente, Europa
Central, Sudeste Asiatico y Africa las tasas de infeccién varian del 10
al 70 %, en los EE.UU y Reino Unido varia del 8 al 22%, en América
central y Europa Continental la tasa de infeccion son del 30 al 90%®.
Mientras que para el Peru se estima una tasa de exposicion del 40 al

74% segun investigacion cientifica®.

Aungue la seroprevalencia de T. gondii es muy comun en la poblacion
mundial, la incidencia de la Toxoplasmosis en la amazonia peruana es
baja, complicando asi la caracterizacion de sus factores de riesgo®);
esta complicacion se manifiesta con la respuesta inmune del huésped,
es decir, etapa de eliminaciébn o enquistamiento. Sin embargo, esta
manifestacion clinica tiende a variar en pacientes con VIH, porque la
presencia de T. gondii en el SNC es considerado como el inicio del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Aunque muchos

pacientes con SIDA no llegan a desarrollar Toxoplasmosis,



principalmente porque nunca han estado expuestos al parasito o

porque la respuesta inmune del organismo infectado lo elimind®.

Se sabe que el sistema inmunitario tiene la capacidad de bloquear la
accion invasiva celular del parasito y evitar su replicacion masiva. Dicha
accion esta relacionada estrechamente con la exposicion al parasito;
generando anticuerpos que brindan informacion sobre el estado
seroldgico de la persona infectada (infeccion activa, latente o pasada).

Datos que pueden ayudarnos a generar un diagnostico presuntivo(®),

No obstante, el diagnostico como estdndar de oro para la
Toxoplasmosis en paciente VIH/SIDA siguen siendo las
manifestaciones clinicas y tomografias. Al mismo tiempo, este
diagndstico tiene sus limitaciones, porque aproximadamente el 40% de
pacientes VIH/SIDA tiene sospechas de Toxoplasmosis, lo que genera

un desafio para su diagndstico, control y erradicacion®.

Hoy en dia, el Perd no es ajeno a la realidad mundial, debido a que en
nuestro pais se vienen desarrollando investigaciones que buscan la
detecciéon de T. gondii en fase aguda, cronica o infecciones pasadas.
Una de las técnicas que mayor se usa para la deteccién de T. gondii es
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), asimismo, esta técnica
presenta muchas desventajas; como el tiempo para dar resultados,

ademas de los equipos y materiales con alto valor econémico.

En consecuencia, es necesario la busqueda de un diagndstico rapido,
confiable y sensible con base en la serologia que permitan la deteccion

de T. gondii. En este sentido, se planted el objetivo de determinar la



seropositividad de pacientes con VIH empelando unidades arbitrarias
de anticuerpos contra Toxoplasma gondii; Estimar los valores de
absorbancia a unidades arbitrarias de anticuerpos y poder determinar
la seropositividad de cada muestra problema. Finalmente comparar la
seroprevalencia entre valores de absorbancia y unidades arbitrarias de
anticuerpos. En donde, definimos un punto de corte Unicamente a partir
de los datos analizados aplicando un método estadistico de
clasificacion de mixtura de distribucion gaussiana, para determinar la
media y desviacion estandar de nuestra poblacion seronegativa y

seropositiva.



1.1.

CAPITULO I: MARCO TEORICO

Antecedentes

En 2023, se recolectaron 87 muestras de sangre de mujeres
embarazadas que buscan atencidén prenatal en el Departamento de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario de Benha, Egipto;
Con el objetivo de comparar Nano-Gold ELISA, ELISA y PCR para el
diagndstico de toxoplasmosis congénita utilizando el antigeno de
superficie SAG1 de Toxoplasma gondii. Este estudio demostré que
Nano-Gold ELISA tuvo una sensibilidad del 97.3% y una especificidad
del 100%, versus 89.2% y 94% para ELISA, con una precision del
diagndstico del 98.9% para Nano-Gold ELISA, y 91.95% para ELISA;
respectivamente no hay diferencia estadistica entre PCR y Nano-Gold

ELISA®,

En 2022, un estudio retrospectivo evalu6 509 sueros de corddn
umbilical y sangre periférica de bebés en el Departamento de
Parasitologia y Micologia de la Universidad de Toulouse 3, Centro
Hospitalario de la Universidad de Toulouse, Francia; Con el objetivo de
precisar el diagnostico de la Toxoplasmosis congénita y detectar
anticuerpos IgA e IgM anti-Toxoplasma. Donde obtuvieron resultados
de sensibilidad a IgA por ELISA del 60.57 % y 56.52%, y sensibilidad a
IgM por ISAGA del 73.26% y 82.35, respectivamente el resultado no
aumentd significativamente el diagndstico serologico de la

Toxoplasmosis congénita®©),

En 2022, para este estudio se contd con la participacion de un total de
81 participantes referidos al Hospital de Ahvaz, Iran, para la prueba de

4



Toxoplasmosis; Con el objetivo de terminar el estado serolégico
mediante Inmuno-PCR versus ELISA en la deteccién de IgG e IgM
contra T. gondii. De las 81 muestras, 4 y 30 resultaron positivos para
IgM e IgG por el método de ELISA, ademas, de las 81 muestras, 42 y
39 tuvieron IgG avidez, mientras que el 59 de 81 fueron detectadas
positivas mediante la técnica de IPCR. Donde el coeficiente de valor
kappa, entre IPCR y ELISA mostr6 una fuerte concordancia (0,360,
Valor de p < 0,001). Con una sensibilidad del 66.0% y una especificidad
del 60.0%. Estos valores demuestran una fuerte concordancia entre el
método de IPCR y ELISA, sin embargo, se requiere de mas

investigacion complementaria en este sentido(b,

En 2020, un total de 30 muestras de suero de ratones fueron evaluadas
frente a antigenos excretados y secretados de Toxoplasma gondii, en
el Departamento de Patologia, Facultad de Medicina Veterinaria,
Ramas de Ciencia e Investigacion, Universidad Islamica Azad,
Teheran, Iran; Con la finalidad de disefiar un Nano kit-ELISA de
diagndstico de Toxoplasmosis de alta sensibilidad y especificidad. Los
resultados obtenidos demostraron que la sensibilidad y especificidad
del Nano kit — ELISA fue del 80 y 86.66 %, respectivamente, posterior
a eso ambas mejoraron a 93.33%. Esto revel6 la mejora significativa
de la sensibilidad y especificidad utilizando nanoparticulas de oro en el

disefio de kit de ELISA(!2),

En 2015, este estudio desarrollo y validé una prueba de ELISA interno
para el diagnostico de Toxoplasmosis en el Departamento de

Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad de Peradeniya, Sri

5



Lanka; Con un total 130 pacientes analizados mediante ELISA interno
y ELISA kit, ademas de una prueba de avidez. Los resultados para este
estudio demostraron que los valores de corte 6ptimo para ELISA
interno estaban dentro del rango de 0.85 a 0.98, con una sensibilidad
del 95.3% y una especificidad del 98.3%. Estos valores mostraron una

fuerte correlacion entre ambas pruebas(1?),

En 2015, este estudio tuvo como objetivo desarrollar un nuevo método
de captura de antigeno basado en nanoparticulas de microesferas
magnéticas cubiertas de anticuerpos policlonales IgG, llevado a cabo
en el Departamento de Parasitologia, Facultad de Ciencias,
Universidad del Cairo, Egipto. Los resultados de estudio demostraron
gue el método tuvo una sensibilidad del 98% y una especificidad del
96.4%, valor predictivo positivo del 96% y un valor predictivo negativo
del 98.1% superior a la prueba de ELISA tipo Sdndwich. Demostrando
gue el uso nanoparticulas de microesferas magnéticas ofrece la ventaja
potencial de mejorar las pruebas de diagnostico de las

toxoplasmosis(14),

En 2010, con el fin de contribuir en el diagndstico erroneo de los casos
sospechosos de toxoplasmosis, el Instituto de Medicina Tropical,
Universidad de Sao Paulo, Brasil, evalué la eficiencia de ELISA
empleando péptidos derivados de antigenos excretados-secretados de
T. gondii, denominados SAG-1, GRA-1 y GRA-7. El estudio utilizd
péptidos individuales como combinados con el objetivo de establecer
un perfil confiable para la toxoplasmosis agua/reciente con una sola

muestra de suero. En donde obtuvieron resultados de una mejor

6



discriminacion utilizando la combinacion de péptidos, lo cual pueden
ser utilizados como marcadores seroldgicos, mejorando la eficiencia del

ensayo para la fase agua/reciente de la toxoplasmosis®.

En 2008, el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas,
Instituto de Salud, Estados Unidos de América; Demostré datos
reproducibles con el método de diluciones de muestras mediante
adicién de sueros estandar diluido en serie a cada placa de ELISA.
Método que proporciona un titulo de anticuerpo confiable con menos
mano de obra que otros métodos con el objetivo de apoyar el desarrollo

de vacunas futuras®®),

Todo estos antecedentes han motivado a varios investigadores en la
ultima década, quienes han desarrollado investigaciones basados en
modelos matematicos y enfoques estadisticos utilizados en el analisis
de datos de anticuerpos para demostrar una reduccion constante de la
carga de infecciones en el mundo, debido a que varios paises apunta
a la eliminacion de la enfermedad en un futuro cercano; y para superar
este problema, las medidas alternativas basadas en anticuerpos contra
antigenos especificos han ganado interés en la epidemiologia, lo que
permite estimar la exposicion a la enfermedad en ausencia de
individuos infectados; Y para poder determinar esto, los anticuerpos
IgG juegan un papel fundamental en la lucha contra una infeccion. En
particulas los isotipos de IgG cumple la funciébn de controlar la
enfermedad y proporcionar nuevos conocimientos sobre el desarrollo

de estrategias de control y comprensién de la transmision®17),



1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

Bases tedricas

Toxoplasma gondii

En los afios 1908 Nicolle y Manceaus reportaron en el tejido de un
roedor africado “Ctenodactylus gundi” la presencia de Toxoplasma
gondii. El género de este parasito hace referencia a su forma arqueada
que viene del griego “toxon” y “plasma” que significa vida; en cuanto al
nombre de la especie se lo relacion6 con el nombre vulgar del roedor
“gundi”®®, Este parasito es la causa de la enfermedad crénica que
perturba al sistema nervioso central; por lo general asintomatico en
individuos inmunocompetentes. Mientras que en individuos
inmunocomprometidos conduce a una enfermedad grave o letal,

especialmente pacientes VIH/SIDA®9),

Clasificacion taxon6mica

Filo : Apicomplexa
Clase : Sporozoea
Subclase : Coccidia
Orden : Eucoccidida
Suborden  : Eimeriina
Familia : Sarcocystidae

Subfamilia : Toxoplasmatinae
Género : Toxoplasma

Especie : Toxoplasma gondii*®.
Epidemiologia
Toxoplasma gondii tiene una distribucibn cosmopolita debido a sus

multiples vias de transmision. En continentes como América del norte,

Europa y Asia, la principal forma de transmision se da por el consumo



1.2.4.

de carne poco o mal cocida; mientras que en los continentes de
Ameérica central, América del Sur y Africa la infeccion se transmite
mediante la contaminacion fecal del suelo con heces de gatos que
eliminan ooquistes®®?, Sin embargo, la prevalencia de Toxoplasma
gondii en pacientes VIH es diferente segun geografia. En paises en via
de desarrollo es del 34 y 55 %, y en paises desarrollados es del 26%.
Estos datos nos llevan a colocar a la toxoplasmosis como la causa mas
comun de lesion cerebral y la mas importante en temas de morbilidad

y mortalidad(@21.22),

Biologia del parasito
El ciclo de vida de Toxoplasma gondii esta dividido en dos etapas: la
primera etapa se da en el hospedero definitivo y la segunda en el

hospedero accidental (figura 1).

En cuanto a sus formas infectantes Toxoplasma gondii presenta 3
formas. 1) Ooquistes presentes en la fase sexual que se desarrollan en
el intestino del gato (figura 2). 2) Taquizoitos (multiplicacion rapida)
(figura 3), y 3) bradizoitos (multiplicacion lenta que forma quistes
tisulares), este estadio se puede encontrar en cualquier tejido del
organismo parasitado, ademas se lo considera como el estadio de

latencia (figura 4)(324),



Tissue cyst

Tissue cyst

Sporulated
oocyst 0

Figura 1- Toxoplasma gondii ciclo de vida. Marcia Attias et al,
202004,

Figura 2- Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii en el hospedero definitivo.

Marcia Attias et al, 202024,
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Figura 3 - Taquizoitos de Toxoplasma gondii. Marcia Attias et al, 20204,

Figura 4 - Quiste tisular y bradizoitos de Toxoplasma gondii. Marcia Attias

et al, 20204,
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Figura 5 - Secuencia de eventos de division por endodiogenia. Marcia Attias

et al, 20204,

Por otro lado, la fase asexual (endodiogenia) (figura 5) puede originarse
en cualquiera de los hospedadores intermediarios cuando éstos entran
en contacto con el material fecal (ooquistes esporulados) del hospedero
definitivo o por la ingestion de bradizoitos albergados en quistes

tisulares de otros hospedadores intermediarios (figura 1)23:24),

1.2.5. Morfologia de Toxoplasma gondii en modelo murino y linea celular.

12



Figura 6 - Quiste de Toxoplasma gondii en cerebro de ratdn con tincion de

giemsa. Christian A. Guerra-Manihuari, 2019.

Figura 7 - Quiste tisular de Toxoplasma gondii en linea celular con tincion

de giemsa. Christian A. Guerra-Manihuari,2019.
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Figura 8 - Taquizoitos de Toxoplasma gondii lisando una linea celular.

Christian A. Guerra-Manihuari, 2019.

Figura 9 - Taquizoitos de Toxoplasma gondii en tinciéon de giemsa. Christian

A. Guerra-Manihuari, 2019.
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1.2.6. Anticuerpo
Proteina circulante, producida en respuesta a la exposicion a
estructuras extrafias conocidas como antigenos, que son mediadores
de la inmunidad humoral frente a todas las clases de microbios.
Constituyen aproximadamente el 20% de la proteina total del plasma
sanguineo, puesto que, la sangre contiene tres tipos de globulinas, aq,

B,y v, en funcién de su tasa de migracion electroforética(?>26),

Los anticuerpos son gama (y) globulina y existen cincos clases: IgG,
IgM, IgA, IgD e IgE. La funcion mas importante de los anticuerpos es
neutralizar toxinas y virus, opsonizar microorganismos Yy facilitar la
fagocitosis, activar el sistema de complemento y prevenir la adhesion
de los microorganismos a la mucosa. Los anticuerpos solo son
sintetizados por células B y existen en dos formas: los anticuerpos
unidos a la membrana en la superficie, que actiian como receptores de
antigenos, y los anticuerpos secretados, que sirven para la defensa

frente a organismos patégenos(?5:26),

IgM o IgD de membrana IgG de membrana lgG secretada

Y

|
i
Figura 10 - Forma membranaria y secretada de los anticuerpos, Abbas et

al, 202229,
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1.2.7.

A

Desnaturalizacion

N

Antigeno

Cualquier sustancia que pueda unirse especificamente a una molécula
de anticuerpo o al receptor de células T (TCR). Los antigenos son
reconocidos por anticuerpos, y pueden ser cualquier tipo de molécula
biologica, como metabolitos intermediarios simples, azucares, lipidos,
autacoides y hormonas, asi como macromoléculas, glucidos

complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas®>,

Determinante Determinante Determinante neoantigénico
conformacional lineal (creado por proteolisis)
B Determinante
H ﬂ accesible

a/ ) f/ Falta de

Determinante determinante
inaccesible
Desnaturallzacmn N Lugar de
c Desnaturalizacion proteolisis
limitada

Determinante
nuevo

‘E%

=

% 531

Determinante perdidol
por desnaturalizacion

IgG unida a IgG unida a N ) l\

determinante determinante en . .
solo en proteina proteina original Determinante cerca
desnaturalizada y desnaturalizada del lugar de proteolisis

L il 7 ]

Figura 11 - Naturaleza de los determinantes antigénicos, Abbas et al,

1.2.8.

2022@5),

Respuesta Inmunitaria adaptativa

La respuesta inmunitaria adaptativa esta mediada por células
denominadas linfocitos y sus productos. Los linfocitos expresan
receptores muy diversos capaces de reconocer un enorme niamero de
antigenos. Existen dos poblaciones principales de linfocitos, linfocitos
By T, que median diferentes tipos de respuesta inmunitaria adaptativa.

Pero para proteger al individuo con eficiencia, el sistema inmunitario
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debe satisfacer cuatro necesidades principales. La primera es el
reconocimiento inmunitario: es necesario detectar la presencia de una
infeccion. La segunda tarea es contener la infeccion y de ser posible
eliminarla, lo que pone en marcha la funcién efectora inmunitaria; al
mismo tiempo, la respuesta inmunitaria debe de mantenerse controlada
de que no dafie por si misma al organismo. De esta manera el
organismo tiene la capacidad de regularizarse o autorregularse. La
cuarta y Ultima tarea es proteger al organismo contra enfermedades
recurrentes de los mismos patdgenos y generar una memoria

inmunitaria exitosa(@>27,

Células plasmaticas

Antigeno X %
+ antigeno Y

34: Linfocito B anti-X A S Y

o}p&Linfocito B anti-Y

Antigeno X

@ Célula Respuesta Linfocitos B
;§ X, plasmatica secundaria de memoria
% i anti-X
w
0 -
% Linfocitos B Célula
3 de memoria . plasmatlc:a
g Respuesta Linfocitos B
© primaria Respuesia de memoria
3 }g}(‘ anti-X primaria
% ; Llnfoc:ltc:-s B wrgenes anti-Y
= | | |
2 4 6 1
Semanas I

Figura 12 - Respuesta inmunitaria adaptativa. Abbas et al, 2022(5),

1.2.9. Respuesta inmune en infeccién por Toxoplasma gondii.
Los huéspedes que albergan el parasito, desarrollan respuesta inmune
de tipo celular como humoral, y hay proteccién contra la reinfeccién. La

inmunidad se logra en la infeccidon inicial, mediante la actividad

17



1.2.10.

reproductiva intracelular y destruccion celular del parasito. A medida
gue se genera la respuesta inmune, y mediante la sintesis de
anticuerpos, se lisan los parasitos y estimulan la produccion de quistes
tisulares; en este momento los Taquizoitos son lisados por la accion de
los anticuerpos y sistema de complemento, pero no destruyen los
bradizoitos intracelulares en fibroblastos, fibra muscular, células
hepaticas y neuronas. Por otro lado, la destruccion de parasito también
se genera tras la respuesta de los macréfagos, por la via metabdlica
oxidativa, donde el interferon gama estimula a los fagocitos para liberar
peréxido, lo que genera la lisis del parasito. Sin embargo, en los
macrofagos no se activa el sistema, ya que el parasito genera una
vacuola parasitéfora, lo que le permite evadir la respuesta inmune, y
cuando existe una baja de inmunidad, se rompen los quistes y se
produce reaccion inflamatoria de tipo celular, mediada por los linfocitos

T y macréfagos®@),

Patologia y patogenia
La severidad del sindrome clinico es determinada por el grado de

necrosis celular y de la reaccion inflamatoria@).

1.2.10.1. Toxoplasma gondii y los Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos aumentan de tamafo, hay hiperplasia de las
células reticulares, semejante a un granuloma, a veces con células
epitelioides, principalmente en los foliculos germinativos. Ademas, se
observan grupos de macréfagos con citoplasma eosinofilico. Rara vez

se encuentra el parasito en cortes histoldgicos(8:30),

18



1.2.10.2. Toxoplasma gondii en Musculos, pulmones e higado
En el corazébn y musculo esqueléticos se da invasion celular
intersticiales y fibras musculares, con destruccion de las células en fase
aguda o formacion de quistes en la fase crénica. Cuando hay
diseminacion a los pulmones, los macrofagos alveolares y otras células
pueden estar parasitadas, y aparecen focos de necrosis, pero no se
forman abscesos o cavidades. Por ultimo en el higado invade cualquier

linea celular presente, lo que genera toxoplasmosis hepatica(@:39),

1.2.10.3. Toxoplasma gondii en sistema ocular
Es considerado una de las localizaciones mas importantes y frecuentes
del parasito. Donde se produce retinocoroiditis o uveitis anterior
granulomatosa, intensa inflamacion de la retina, presencia de quistes y

varios grados de necrosis@8:20),

1.2.10.4. Toxoplasma gondii y el Sistema Nervioso Central
Diferentes investigaciones indican que T. gondii cruza la barrera
hematoencefélica del sistema nervioso central a través de diferentes
métodos celulares. La barrera Hematoencefélica estd formada de
microvasos rodeados por una capa celular endotelial con alianzas
estrechas, donde los pericitos envuelven las uniones estrechas y los
astrociticos proporcionan la capa final. Sin embargo T. gondii no
poseer cilios y flagelo, pero es capaz de impulsarse utilizando motores
de antina - miosina lo que genera movimiento “motilidad deslizante”
(figura 7). Ante esta suposicion, se han presentado modelos de ingreso
de T. gondii al SNC. Primer modelo, entrada paracelular: en la que T.

gondii migra directamente a través de las uniones estrechas de la capa
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celular endotelial. Segundo modelo, entrada trascelular: en la que T.
gondii infecta células endoteliales, se replican y luego salen por el otro
lado basolateral de las células endoteliales (lisando célula huésped), y
tercer modelo, “Caballo de Troya”: mediante el cual T. gondii infecta
una célula inmunitaria y se infiltra en el SNC, luego lisa la célula y entra

al parénquima cerebral (figura 8)©D,

moving
junction

moving
junction

Figura 13 - Invasion de Taquizoitos de Toxoplasma gondii a una célula

huésped. Marcia Attias et al, 20204,

- e -
® ~ Immune Cell ®
T.gondii (1)
- (- -

Figura 14 - Interaccion fisica y celular entre el SNC y Toxoplasma gondii.

Oscar A. Méndez et al, 201761,
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1.2.11. Enfoque matematico para analizar datos serolégicos
Para determinar el estado seroldgico de un individuo utilizamos dos

enfoques.

1.2.11.1. Enfoque matematica tradicional
Se manipula una muestra de un individuo no expuesto para determinar
la distribucion de los titulos de anticuerpos en una poblacion
seronegativa subyacente. Estadisticamente, los titulos de anticuerpos
son transformados logaritmicamente para tener una aproximacion de
distribucion gaussiana de los datos; entonces, se define la clasificacion
seroldgica de la muestra por la regla de 3 desviaciones estandar para
determinar el rango de los titulos de anticuerpos bajo el supuesto de
una variable aleatoria gaussiana de los datos. En donde se clasifica
como seropositivos si los titulos de anticuerpos exceden la media mas
3 desviaciones estandar, de lo contrario los individuos se consideran

seronegativos(®),

1.2.11.2. Enfoque matemético de Unidades Arbitrarias (UA)
Asumimos que la muestra estd compuesta por una mezcla de
seronegativos y seropositivos latentes; donde se analizan muestras
mediante el modelo gaussiano de mezclas de dos poblaciones; valor
promedio (u0) y desviacion estandar (c0) para los seronegativos, y
valor promedio (ul) y desviacion estandar (ol) para los seropositivos,
la distribucion de muestreo se describe mediante la siguiente

ecuacion®:

x| o 15 00,00, 71) = H [(1 - ) fN(yu,cg) (x;) + an(yl,al) (xi)]

i=1
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Ddnde Xies el nivel de anticuerpos del nimero de individuos;/N (u0, 60)

®Dy /"N (1,01 @ son probabilidades de poblaciones seronegativas y

seropositivas, y T es la probabilidad de muestrear un individuo
seropositivo de la poblacidon. A partir de este punto la probabilidad de
clasificacion de un individuo con titulos x de anticuerpos como

seropositivo 0 seronegativo es en base a la siguientes formulas®):

an{HL»UL) (x)
(1-m) fN(.un,on) (x) + ﬂfN(M»UL} (x) )

p—lx =1- p+|x'

p+|x =

Y la clasificacion final de los individuos en la poblacién se describe de la

siguiente manera:

seronegative,  if x; < ¢
C; = {indeterminate, if ¢ < x; <c"
seropositive,  if x; > ¢",

Donde C~ y C* son valores de corte de anticuerpos que aseguran una
clasificacion mayor al 95%; sin embargo, aquellos individuos con titulos de

anticuerpos entre C~ y C* son considerados indeterminados®).
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1.3.

Definicion de términos basicos

Seropositividad: Resultado de una prueba de laboratorio que indica la
presencia de un marcador especifico, por lo comun un anticuerpo, en
la sangre(32).

ELISA: Ensayo de Inmunoadsorcion ligado a Enzimas. Es un ensayo
serologico para determinar anticuerpos séricos en muestras de suero
o plasma(32).

ISAGA: Ensayo de aglutinacion inmunoabsorbente. ES un ensayo
serologico que permite de manera cualitativa ver la reaccién entre
antigeno y anticuerpo9),

IMB-ELISA: El ensayo de nanodiagndstico perla inmunomagnética, es
una prueba seroldgica que permite la captura de antigeno mediante
nanotecnologia magnética®®.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa. Técnica molecular que
permite la amplificacién in vitro de una muestra de ADN de interés en
varias copias idénticas®,

Anticuerpo: proteina sérica de defensa que se genera frente a una
respuesta inmune del hospedero infectado(25).

Antigeno: proteina extrafia que provoca una respuesta
inmunitaria(25).

Respuesta inmunitaria: capacidad del organismo en reconocer lo

propio y lo no propio frente a una infeccion o respuesta primaria(25).
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2.1.

2.2.

CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

Formulacion de la hipotesis

Empleando Unidades Arbitrarias de Anticuerpos podemos determinar la seropositividad de una poblacion con VIH expuesta

0 no expuesta a Toxoplasma gondii.

Variables, indicadores e indices

Variable Definicion Tipo por su Indicador indices Escglq ge Valores
naturaleza medicion
: . >1-—2048
Presencia de un marcador Positivo Unidades Razon UA
especifico en respuesta a una arbitrarias
Seropositividad |  sustancia extrafia producida Cuantitativo de
por Uf,'] organismo Negativo anticuerpos Razén <1UA
patégeno(32).

24




3.1.

3.2.

CAPITULO Ill: METODOLOGIA
Area de estudio
El estudio se realiz6 en la region Loreto (18 M 3°45'49°S73°16’18'W),
gue se encuentra dividido en 8 provincias: Maynas, Putumayo, Mariscal
Ramon Castilla, Loreto, Requena, Ucayali, Alto Amazonas y Daten del

Marafion. Ubicada al nororiente del Peru.

RUTUMAY®)

DATENDEMIARANON - MARISCARAVON[CASTINIAY

Provincias de Loreto

(REQUENAY
Alto Amazonas

Datem del Marafnén
Loreto
Mariscal Ramon Castilla
B Maynas
Putumayo
Requena
Bl ucayali

Figura 15 - Mapa de la Region Loreto. Ramén uIar-Manihuari,

2023.

Tipo y disefio de estudio

El estudio fue de tipo no experimental descriptivo, con alcance analitico,
de corte transversal y retrospectivo, desarrollado en el Centro de
Investigacion de Recursos Naturales - CIRNA, Laboratorio de Biologia
Molecular e Inmunologia, ubicado en la ciudad de lquitos, provincia de

Maynas, departamento de Loreto.
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3.3.

3.3.1.

3.3.2.

Disefio muestral

Poblacion

La poblacion de estudio estuvo constituida por los participantes
enrolados entre los afios 2019 y 2022 en el Hospital Regional de Loreto
‘Felipe Santiago Arriola Iglesias” provenientes del proyecto:
“‘Diagnostico Novedoso de Nanoparticulas para el Estudio de
Toxoplasmosis y Chagas cerebral en pacientes con VIH que viven en
América Latina”. El estudio incluyé tres grupos: pacientes
hospitalizados con sindromes neurolégicos, pacientes hospitalizados
sin sindromes neuroldgicos, e individuos asintoméaticos que acuden a

consulta ambulatoria.

Seleccion de la muestra

Un total de 100 muestras de sangre fueron colectadas (previo
consentimiento informado del participante o tutor del mismo) utilizando
el protocolo bajo la aprobacién ética del Hospital Regional de Loreto
(anexo 3), ubicado en la ciudad de Iquitos, distrito de Punchana,

provincia de Maynas, departamento de Loreto.

3.3.3. Criterio de seleccién

3.3.3.1. Criterios de Inclusién

e Pacientes que contaron con consentimiento informado del
proyecto “Diagnostico Novedoso de Nanoparticulas para el
estudio de Toxoplasmosis y Chagas en pacientes VIH que viven

en América Latina.
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e Pacientes seropositivos a VIH mayores de 18 afos que fueron
atendidos en el Hospital Regional de Loreto “Felipe Santiago

Arriola Iglesias

3.3.3.2. Criterio de exclusion

3.4.

e Pacientes que no participaron del proyecto: “Diagnostico
Novedoso de Nanoparticulas para el estudio de Toxoplasmosis

y Chagas en pacientes VIH que viven en América Latina.

e Pacientes seronegativos a VIH y menores de 18 afios.

Material biolégico y muestra control

3.4.1. Procesamiento de la muestra sanguinea

3.4.2.

Se colectd 6 ml de sangre venosa en un tubo colector con activador de
codagulo, luego se procedio a centrifugar la muestra a 3250 RPM por 10
minutos a 20 °C. Posterior a eso se separ6 el suero del coagulo en
diferentes viales de 1.5 ml, y guardados a — 20°C hasta su posterior

uso(33),

Obtencion de las muestras control

Las muestras de sueros control (positivo y negativo) que se obtuvieron
de pacientes con PCR en tiempo real (QPCR) positivo 0 negativo al gen
repetitivo 529 (REP529) en liquido cefalorraquideo, e IgG positivo o
negativo a Toxoplasma gondii (previa revision del consentimiento
informado y la autorizacion del uso futuro de muestras biologicas del

paciente)®4),
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3.4.3. Obtencion del Antigeno Lisado Total (ATL) de Toxoplasma gondii
Se obtuvo ATL de Taquizoitos de Toxoplasma gondii (cepa referencial
internacional RH) por parte del Laboratorio de Biologia Molecular - 116
del Instituto de Investigacion en Enfermedades Infecciosas, en
colaboracion con la Universidad Peruana Cayetano Heredia, y el
Centro de Investigacion en Recursos Naturales de la Universidad

Nacional de la Amazonia Peruana.

3.4.4. Medicion de titulos de IgG
Se realiz6 un Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)

para la deteccion de anticuerpos IgG anti — Toxoplasma gondii.

Se diluyé el ATL con una solucién salina tamponada de Bicarbonato
Carbonato (BBC) (marca Teknova) hasta una concentracién final de
1lpg/ml y se afiadié 100 pl de la dilucion a cada pozo de las placas
inmunoabsorbente (marca Nunc). Posterior a esto, se dejo incubando
durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron cinco veces en
rotacion constante por 5 minutos con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) pH 7,4 (marca Sigma), que contenia Tween 20 (marca
Merck) al 0,05 % (PBS-T). A continuacion, las placas se bloquearon
con una soluciéon de bloqueo (PBS 1x que contenia leche desnatada al
5 %) durante 2 h. Culminado el tiempo se procedi6 a lavar cinco veces
con PBS-T. Luego, se diluyeron los sueros problemas en concentracion
de 1:500 con solucion de lavado (Tween 20 al 0,05 %, PBS 1X) que
contenia leche desnatada al 1 % antes de afadir 100 ul a cada poso
de la placa por duplicado e incubarse durante 1 hora a 37°C. Culminado

el tiempo de incubacion, se lavo cinco veces la placa con solucion de

28



3.4.5.

lavado para eliminar los anticuerpos residuales. A continuacion, se
incub6é una dilucibn de 1:10000 de anticuerpos secundarios anti-
humanos de cabra conjugados con peroxidasa de rabano picante
(HRP) (marca Southern Biotech) y se afiadié 100 pl a cada pozo de la
placa e incubado durante 1 h a 37°C. Después de la incubacion, las
placas se lavaron tres veces con solucion de lavado para eliminar los
anticuerpos secundarios restantes y dos veces con PBS 1X. Luego, se
agrego 50 pl de 3,3, 5,5'-tetrametilbencidina (marca Sigma) a los pozos
para detectar la presencia de anticuerpos secundarios. Después de 3
minutos de incubacion, esta reaccion se detuvo mediante la adicion de
50 upl de HCI 0,25 M. Finalmente se realiz6 la lectura mediante
densidades 6pticas (DO) a 450 nandmetros (nm) utilizando un lector de
placas (OSYS MR DINEX). Todas las muestras se evaluaron por
duplicado, y en cada placa se tuvo un grupo de sueros de control
positivo compuesto por 15 muestras positivas para IgG especificas a
Toxoplasma gondii y se diluy6é en proporciones establecidas de 1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800, 1:25600,
1:51200 y 1:102,400, asi como tres controles negativos de residentes
sanos, Peru (n=2) y EE. UU. (n = 1) que nunca han estado expuestos

a Toxoplasma gondii (anexo 1)(17,35-38,38-40)

Definicién de seropositividad

Todo este andlisis se realiz6 en el programa R estudio, utilizando el
paquete “placa” que permite convertir los datos en forma de placa (facil
de pensar) en datos ordenados (facil de analizar), disminuir errores

sistematicos y estimar las Unidades Arbitrarias de Anticuerpos a partir

29



3.4.6.

3.4.7.

de densidad Optica, con el fin de mantener la calidad de las muestras,

eliminar réplicas y reducir observaciones®?,

Método tradicional

Definimos la poblacién seronegativa de una muestra, ademas de las de
interés a analizar, es decir, una poblacidon de individuos no expuestos.
Dénde definimos positivos si se exceden de la media mas tres
desviaciones estandar (SD) de la poblacién seronegativa utilizando la
densidad o6ptica en escala logaritmica, siempre y cuando se tenga la

poblacion de individuos no expuestos(anexo 2)®17:42),

Método de Unidades Arbitrarias (UA)

Se optimizo6 las lecturas de densidad oOptica (OD) obtenidas mediante
el ensayo de ELISA para poder convertir OD en UA. En donde cada
placa tuvo una dilucién seriada en la fila A, y a cada dilucién seriada se
le otorgd una unidad arbitraria de anticuerpo, la cual se determin6 de
acuerdo a su dilucion conocida. Se extrajo el reciproco de la dilucién
inicial para ser divida con el reciproco final (factor final entre la dilucién),
y a partir de esa fraccion se calculé las UAA a parte de la muestra
problema por duplicado, blanco, y controles (positivos y negativos). A
partir de este modelo creamos una curva estandar usando las OD y las
UAA de la dilucion seriada, mediante un modelo log — logistico de
cuatro parametros con el paquete drc. Posteriormente, se cred el
control de calidad de las réplicas con el coeficiente de variacion
intraplaca y se uso la curva estandar para estimar los valores de UAA
para cada muestra problema (valor puntual e intervalo de confianza), y

con estos valores poder clasificar positivos y negativos mediante la
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distribucion de UAA, usando curva de distribuciéon normal “modelo de

mixtura de distribucion gaussiana”(anexo 2)®@17:42),
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4.1.

4.2.

CAPITULO IV: RESULTADOS

Establecimiento de una curva estandar

Utilizando la metodologia de Sepulveda et al, 2015, Miura et al, 2008.
Para poder determinar unidades arbitrarias de anticuerpos, se realizo
12 veces la dilucion seriada de un pool de muestras positivas, y a partir

de esa fraccion se calculé las unidades arbitrarias (Tabla 1).

Tabla 1 — Calculo de las UA a partir de la dilucién seriada.

Dilucién Reciproco de dilucion Factor UA
STD 1/50 50 102400/50 2048
STD 1/100 100 102400/100 1024
STD 1/200 200 102400/200 512
STD 1/400 400 102400/400 256
STD 1/800 800 102400/800 128
STD 1/1600 1600 102400/1600 64
STD 1/3200 3200 102400/3200 32
STD 1/6400 6400 102400/6400 16
STD 1/12800 12800 102400/12800 8
STD 1/25600 25600 102400/25600 4
STD 1/51200 51200 102400/51200 2
STD 1/102400 102400 102400/102400 1

Prediccion de la curva estandar e intervalo de confianza.

Las unidades arbitrarias se estimaron a partir de la densidad Optica (eje
Y) de una dilucién seriada con referencia a una curva estandar que se
personifica en el eje X (figura 9). Para luego realizar el control de
calidad de réplicas con el coeficiente de variacion intraplaca (figura 10);
De esta manera, estimar las unidades arbitrarias para la curva y

muestras problemas (valor puntual e intervalo de confianza) (figura 11).
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Figura 17 - Control de calidad de réplicas con el coeficiente de variacion
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estandar y muestras problemas.
4.3. Distribucién de anticuerpos

Para poder determinar la seropositividad de anticuerpos anti —
Toxoplasma gondii, y clasificarlos como negativos y positivos a partir
de las Unidades Arbitrarias, se realizo la distribucion lineal gaussiana
(figura 12) y distribucion normal gaussiana (figura 13), usando el
método de clasificacion por modelo de mixtura de distribucion
gaussianas a partir de las densidades Opticas (eje y) y la estimacion de
unidades arbitrarias (eje x). Ademas de la identificacion de valores

faltantes como control de calidad (figura 14).
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4.4. Determinacion de la seropositividad
Para poder determinar el estado serolégico de nuestra poblacion;
definimos el punto de corte Unicamente a partir de los datos bajo
analisis, asumimos que las muestras estdn compuestas por una
mixtura de distribucion gaussianas de dos componentes aplicando un
método estadistico de clasificacion de mixtura gaussianas para poder
determinar la media y desviacién estandar (SD) de dos poblaciones

(positiva y negativa) (figura 15).
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4.5. Clasificacion seroldgica

La clasificacion seroldgica se realiz6 mediante el punto de corte en base a la probabilidad de clasificacion mayor al 95%,
teniendo como resultados para el método matematico tradicional con un punto de corte a partir de la densidad oOptica >
0.213 OD, donde se obtuvo resultado de 89 seropositivos, y <0.213 OD, se estuvo resultados de 11 seronegativos, mientras
que, para el método de unidades arbitrarias, definimos un punto de corte > 2 UA, donde se obtuvo resultados de 95

seropositivos, y < 2 UA, se obtuvo resultados de 3 seronegativos; Sin embargo, obtuvimos 2 muestras que no superaban

0 se encontraban cerca del punto de corte, a estas muestras lo clasificamos como indeterminados (tabla 2).

Tabla 2 - Clasificacidén serolégica

. . Replicas . Punto de Desviacion
Método o Tipo de o Tipo de . i ., , . .
N° placas . N° muestras por corte estandar  Clasificacion serolégica Porcentaje
empleado experimento lectura : .
muestra promedio  promedio
; Seropositivos 89 89.0%
) 8 IgG 100 2 Densidad 513 g221 0D
Método Optica )
tradicional Seronegativos 11 11.0%
Total 100 100.0%
; i Seropositivos 95 95.0%
Método de Estlrggmon
Unidades 8 1gG 100 2 Unidades >2 102 UA Seronegativos 3 3.0%
Arbitrarias Arbitrarias
Indeterminados 2 2.0%
Total 100 100.0%
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CAPITULO V: DISCUSION
Es importante enfatizar que la presente investigacion se centra en
diferentes literaturas utilizadas para determinar la seropositividad de
pacientes con VIH contra Toxoplasma gondii. Se sefialan varias
investigaciones que proponen enfoques y técnicas de diagnostico para

detectar la exposicion a T. gondii*344),

Uno de los métodos mas manejados es el de ELISA, técnica
ampliamente utilizada en el diagnostico de T. gondii. Sim embargo, se
recalca que aun no existe un método universal para determinar la

seropositividad de una poblacién en particular(b,

Para abordar esta limitacion, se menciona el desarrollo de un nuevo
método de diagndstico llamado “Nano-Gold ELISA” propuesto por
Nagwa SM Aly. et al, 2022. Segun su estudio, este método revela una
alta sensibilidad (97,3%) y especificidad (100%) en la deteccion de T.

gondii®.

En contraste, otro estudio realizado por Maude F. Lévéque. et al, 2022,
qguien, evalu6 sueros de cordén umbilical y sangre periférica de bebés
para precisar el diagnéstico de la Toxoplasmosis congénita. Los
resultados mostraron anticuerpos IgA e IgM anti-Toxoplasma con una
sensibilidad relativamente baja (60.57 y 73.26%), lo que sugiere que
estos seromarcadores pueden no ser adecuados para el diagnéstico

serolégico de la enfermedad®?,

Ademas, se menciona un estudio realizado por Masoumeh Mardani-

Kataki. et al, 2022, que realiz6 la técnica de Inmuno-PCR de IgG e IgM
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contra T. gondii. Los resultados mostraron una sensibilidad del 66.0%
y una especificidad del 60.0%, sin embargo, €l sugiere investigacion

adicional para mejorar estos resultados®?,

Otros enfoques incluyen el uso de un Nano kit-ELISA desarrollado por
Khodadadi, A., et al, 2020, que mostré una sensibilidad y especificidad
del 80%(2, asi como el uso de Nanoparticulas de microesferas
magneéticas propuesta por Shereen Hegazy, et al, 2015, que publico

resultados favorables en el diagnéstico de la toxoplasmosis4),

No obstante, D Iddawela, et al, 2015, a través de su investigacion
demostrd una alta sensibilidad del ELISA interno, refutando el trabajo

desarrollo por los kit comerciales®3).

Por consiguiente, es necesario destacar la necesidad de buscar nuevos
instrumentos 'y enfoques estadisticos para determinar la
seropositividad. En este sentido, se menciona la propuesta de
Sepllveda, et al, 2015®), que utiliza modelos matematicos y enfoques
estadisticos para analizar datos de anticuerpos, lo cual nos ha
permitido establecer una curva estandar con un probabilidad de
clasificacion mayor al 95% y estimar valores de unidades arbitrarias de

anticuerpos en cada muestra problema.
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CAPITULO VI: CONCLUSION
Se logro determinar una curva estandar, y estimar unidades arbitrarias
de anticuerpos.
Se determind el estado serolégico para cada muestra problema;
teniendo como resultado final 89% seropositivos y 11% seronegativos,
aplicando el método matematico tradicional, mientras que, para el
método de unidades arbitrarias, obtuvimos resultados del 95%
seropositivos, 3% seronegativos, y 2% indeterminados.
Se demostré6 mediante la comparacién de datos de ambos métodos,
gue el método de unidades arbitras de anticuerpos permite de manera
general expresar resultados de datos de anticuerpos y poder
determinar el estado seroldgico de un individuo sin la necesita de tener
una poblacién no expuesta.
Ademaés, nuestros hallazgos pueden contribuir a una mejor
comprensién de la clasificacion seroldgica de una poblacion en general,
y poder evaluar las respuestas de los isotipos IgG como marcadores
de la inmunidad humoral, conjuntamente comprender su papel en la
proteccion frente a otros antigenos que podrian ser candidatos a

vacunas.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

e Realizar estudios seropidemiol6gicos en las demas regiones del Peru
aplicando el método de unidades arbitrarias y ampliando el nimero de
participantes que permitan determinar la infeccion por Toxoplasmas
gondii.

e Aplicar este tipo de estudios en una poblacion no inmunocomprometida
para determinar el estado seroldgico y entender el flujo continuo de los
titulos de anticuerpos, ademas de comparar datos.

e Realizar estudios de avidez para comparar titulos de anticuerpos entre

poblaciones expuestas y no expuestas a Toxoplasma gondii.
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ANEXOS

Anexo 1 - Flujograma del ensayo de ELISA indirecto

Sensibilizacién de la Placa Bloqueo de la Placa Incubacién en movimiento Dilucion de sueros Incorporacion de sueros

Incubacién por 16 h a 4°C Previa serie de lavados 60 RPM por 2 h

Incorporacion del sustrato Incubacion en movimiento Incorporacion del conjugado Dilucion de conjugado Incubacién en movimiento

Previa serie de lavados

60 RPM por 1 h Previa serie de lavados 60 RPM por 1 h
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Incorporacion del reactivo
Lectura a 450nm

Reaccién colorimétrica
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Anexo 2 - Guia de trabajo para la estimacion de las unidades arbitrarias de

anticuerpos

e sobre el template:

- pestaiia 1l
- informacién de las condiciones del experimento (de la plantilla
original)

10-abr-19
Objetivo Determinar anticuerpos IgG contra MSP1-19 kDa para Plasmodium vivax y P. falciparum
Condiciones:

1) [Agl=1 ug/ml PfMSP1-19

2) Serum: muestras de pacientes portadores del VIH

3) Dilution standar sample (Pool) = 1/50, 1/100, 1/200/ 1/400....

4) Dilution of samples and controls (+/-) = C+/-, 1/200 (50ul) (AB Wash solution/ Skim Milk 1.5 %)
5) Absec = IgG Jackson Dilution 1/6000 (50 ul)

6) Buffer sustrate:(TMB 60 min)(50 ul)

7) Solution Stop HCL0.25M (25 ul)

8) Lecture OD:450

9) Operator: KA

- pestafia 2

- las etiquetas de muestras y numeros de densidad Optica

(ejemplo)
AlBlc|p|E[F[G[H|1|J[K[L[M[N]

1 Drrug 1 2 3 4 5 ] 7 B 9 10 11 1z
2 A A A A A A A A A A A A

3 B A A A A A A A A A A A

4 |C A A A A A A A A A A A

5 |D A A A A A A A A A A A

6 |[E B B B B B B B B B B B

7 F B B B B B B B B B B B

8 |G B B B B B B B B B B B

9 H B B B B B B B B B B B
_10 |
11 |Kiling 1 2 3 4 5 ] 7 B 9 10 11 1z
_12 |A 98 95 92 41 17 2 15 18 1 05 05 03
i3 |B 15 B8 3 12 11 o8 12 04 06 01 02 04
14 |C 72 21 7 11 0.8 13 0.2 18 1 0.2 0.4 0.2
15 |0 0.4 0.2 0.1 0.5 0.3 0.2 0.1 0.1 0.5 0.5 0.3 0.4
16 |E 37 7 2 03 02 04 08 01 1 02 04 02
17 _|F 99 99 99 99 99 61 5 22 13 02 03 02
18 |6 99 33 4 05 03 02 02 03 02 02 04 02
19 |H 98 99 99 97 o8 99 98 97 B5 22 8 05
_20 |

e Motivo:

- en el analisis usaremos el paquete en R llamado “plater” que permite

manejar los datos de una forma mas rapida
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e Los desafios estadisticos:

- multiples placas

- definir seropositivos

multiples placas -

problema
- variabilidad de condiciones experimentales
entre placa
fuentes:
- dia
- reactivos
- pipeteo
solucion:
curva estandar
procedimiento:
- agregar una dilucién seriada de un mismo pool
positivo en cada placa
- estandarizar las mediciones de todas las
placas con respecto a la curva estandar,
usando una escala arbitraria de unidades de
anticuerpos.
caracteristicas:
- dejamos de utilizar la lectura inicial cruda de

densidad optica (OD)

- utilizamos la lectura estandarizada (arbitraria)
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de unidades de anticuerpos (AU)

la lectura estandarizada es util para:

- asegurar la comparabilidad

muestras de un solo estudio y

las

- definir la poblacion seronegativa y

seropositiva, independiente a

variabilidad entre placas

la

la lectura estandarizada no es comparable

entre estudios

figura 1

e — 7|7‘ 2 3 4 5 & 7 8 9 10
A STD 450 | STD 41100 | STD /200 | STD 1/400 | STD 4/800 | STD 111600 | STD 1/3200 | STD 1/6400 |STD 1/12800] STD 1/25600
B NN147-4 NN115-2 NN145-1 NN148-5 NN201-4 NN148-5 NN148-7 NN148-8 NN123-2 NN135-2
C 31-May-17 31-May-17 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17
D NN1435-2 NN115-2 NN135-5 NN137-2 NN111-1 NN152-1 NN152-2 NN132-3 NN152-4 NN153-1
E 31-May-17 31-May-17 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17 | 31-May-17
F NN155-4 NN155-5 NN155-6 NN127-& NN127-7 NN127-8 NN132-2 NN127-1 NN131-1 NN125-2
G 31-May-17 31-May-17 31-May-17 31-May-17 31-May-17 31-May-17 1-Jun-17 1-Jun-17 1-Jun-17 1-Jun-17
H NN125-1 1-Jun-17 NN156-3 1-Jun-17 NN156-2 1-Jun-17 NN112-1 1-Jun-17 Blank C+

figura 2

Dilutien Reciprocal of Dilution Factor ELISA Ab units

STD 1/50 50 102400/50 2048

STD 1100 100 102400100 1024

STD 1/200 200 102400/200 512

STD 1/400 400 102400/400 256

STD 1/800 800 102400/800 128

STD 11600 1600 1024001600 64

STD 1/3200 3200 102400/3200 32

STD 1/6400 6400 102400/6400 16

STD 1/12800 12800 102400/12800 g

STD 1/25600 25600 102400/25600 4

STD 1/51200 51200 102400/51200 2

STD 1102400 102400 102400/102400 1
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figura 3

oD

QC plot: 4-parameter log-logistic madel per plate

N1 N2 N3 N4
Plate
................... o2 SO} »
. / .
I -

¥

- N4
- —— NG
s NG N7 1 100 -

Ab.unit

definir

seropositividad

resultado

- positivo 0 negativo mediante un punto de corte
meétodo 1
procedimiento
definir la poblacién seronegativa de una muestra
aparte de las de interés a analizar, es decir, una
poblacién de individuos no expuestos.
definir positivo si exceden la media + 3sd de la
poblacidon seronegativa
la medida usual es OD (en escala logaritmica)
en caso se tenga a la poblacion de individuos no
expuestos, también se puede aplicar con AU
metodo 2
procedimiento

definir el punto de corte Unicamente a partir de los
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datos bajo andlisis

asumimos que:

la muestra estd compuesta por una mixtura de
distribuciones normales o gaussianas (una negativa y
una positiva)

se aplica un método estadistico de clasificacién de
‘mixtura  de distribuciones gaussianas” para
determinar la media y SD de dos poblaciones
(negativa y positiva) o mas.

definimos un punto de corte en base a la probabilidad
de clasificacion mayor al 95%

el resultado final se da en

S- negativos,

sO indeterminados,

s+ positivos

ventajas:

no requiere de la poblacién de individuos no
expuestos

si el muestreo es transversal y la probabilidad de
colectar positivos ha sido muy similar a la de colectar

negativos
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figura 4

0.005

0.004 4

0.003 A
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fig5

Ab.units: 3-component distribution Cutoff Classification

N

50

0.008

00

ED.
. |

0.008

Density

0.003

classification probability

Number of Data Points

0.000

0 500 1000 1500 2000 0 500 00 1500 2000 s 50
Ab.units Ab.units Component

- Las actividades a ejecutar implican:

1. Leer en R todas las placas de ELISA (n=8)
a. coordinar un template/plantilla de ingreso de datos
b. nombrar a cada archivo con el cédigo de placa, p.e.:
I. template-toxo_ig-p001
ii. template-toxo_ig-p002
iii. template-toxo_ig-p003
iv. template-toxo_ig-p00#
c. transformar todas las placas de formato xIsx a csv

d. leer multiples placas con paquete plater
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e. construir una sola base de datos con informacién de todas las

placas

2. Estandarizar las lecturas de las placas de ELISA, es decir, convertir

densidades Opticas (OD) a unidades de arbitrarias de anticuerpos (UA):

a. Cada placa tendra una dilucion seriada en la fila A (a parte de

las muestras problema por duplicado, blanco por duplicado, un

control positivo y un control negativo)

e i

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12

A STD 1/50 STD 1/100 | STD 1/200 | STD 1/400 | STD 1/800 | STD 11600 | STD 1/3200 | STD 1/6400 | 5TD 1/12800|5TD 1/25600| STD 1/51200| STD 11102400
B NN147-4 NN113-2 NN145-1 NN145-5 NN201-4 NN148-5 NN142-T NN148-2 NN123-2 NN125-2 NN115-1 NN113-3
[ 31May-17 | 31May-17 | 31May-17 | 31-May-17 | 31May-17 | 31May-17 | 31May-17 | 31May-17 | 31-May-17 | 31May-17 | 31-May-17 | 31-May-17
D NN148-2 NN115-2 NN135-5 NN137-2 NN111-1 NN152-1 NN152-2 NN132-3 NN152-4 NN153-1 NN153-2 NN153-3

E 31May17 | 31May17 | 31May17 | 31May17 | 31May17 | 31Mayl7 | 31May17 | 31Mayl7 | 31May17 | 31Mayl7 | 31Mayl7 | 31-Mayd7
F NN155-4 NN155-5 NN155-6 NN127-6 NN127-7 NN127-8 NN132-2 NN127-1 NN131-1 NN128-2 NN1518 LLD37-1

G 31May-17 | 31Mey17 | 31May17 | 31Mayl7 | 31Mey17 | 31Mayl7 | 1dunl? 1dun-17 1Jun-17 1dun-17 1Jun-17 1dun-17

H NN128-1 1Jun-17 NN15E-2 1dun-17 NN15E-2 1dun-17 NN112-1 1dun-17 Blank o+ C- Blark

b. A cada dilucion seriada le

corresponde una unidad arbitraria

de anticuerpos (UA; en la imagen: ELISA Ab units). Ver en la

tabla la correspondencia:

Dilution

STD 1/50

STD 1/100

STD 1/200

STD 1/400

STD 1/800

STD 1/1600

STD 1/3200

STD 1/6400

STD 1/12800

STD 1/25600

STD 1/51200

STD 1/102400

c. En cada placa,

Reciprocal of Dilution

50

100

200

400

800

1600

3200

6400

12800

25600

51200

102400

Crear

Factor

102400/50

102400/100

102400/200

102400/400

102400/800

102400/1600
102400/3200

102400/6400

102400/12800

102400/25600

102400/51200

102400/102400

densidades opticas (OD) vy

ELISA Ab units

2048

1024

512

256

128

64

32

1

una curva estandar

usando

las unidades arbitrarias

las

de

anticuerpos (UA) de su dilucion seriada, usando un modelo log-

logistico de cuatro parametros con el paquete drc.
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QC plot: 4-parameter log-logistic model per plate

1 100 1 100
Ab.unit

d. Generar figuras de control de calidad de réplicas con el

coeficiente de variacion intraplaca;

QC plot: Intra-plate coefficient of variation

N1 N2 N3 N4
100
75
50 i | | | Plate
: ; ; ‘ o Nt
R 11 4 eeee
- . » [y LI o . N2
oL Seed e A * L e Bk || el
o 025 050 075
a. [ NE N7 » N4
100 T
| * N5
754 | .
504 o N7
F1-2 L I | R [ B A
. P2 .
ol WP . & B o Slen B . on
025 050 075 025 050 075 025 050 075
mean.OD

e. En cada placa, usar la curva estandar para estimar los valores

de UA para cada muestra problema (valor puntual e intervalos
de confianza)

Estimates of antibody units (AU) per plate and phenotype

N1 N1 N2 N3
sympiomatic asympiomatic
1.00
075 ?
? — &
0.50 o
= - = )
0.25 + . lgg
0.00 -* =~ -~ s ®° /
® i

a ag
Q N4 N5 NG N7 * iggl
T
g " i y ? symplomatic symptomatic * igg2

1.004 T ® igg3

0754 - * igg4

; L d
0.50 < E
- o
0.25 —
0.004
1 100 1 100 1 100 1 100
Ab.units

3. Clasificar como positivos y negativos a los resultados de UA;

a. A partir de la distribucion de UA,
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density

0.005

0.004 H

0.003 4

0.002 4

0.001 4

0.000 4 —
0 500 1000 1500 2000
Ab.units

b. Clasificar usando curvas de distribucibn normal, usando el
método de clasificacibn por modelos de mixtura de

distribuciones gaussianas.

Ab.units: 3-component distribution Cutoff Classification

b M 150

0.009

0.006

Density

i 50
0.003 055
0.000 b 0.00 o —

classification probability
o
o
Z

Number of Data Points

0 500 1000 1500 2000 [} 500 1000 1500 2000 s s0 s+
Ab.units Ab.units Component

c. Ejecutar control de calidad de clasificacion con controles
positivos y negativos y compararlos con
i. el punto de corte de clasificacion generado en el paso
anterior.

ii. el punto de corte usando OD (tradicional)
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UNIVERSIDAD JOHNS HOPKING
HOSPITAL NATIONAL DOS DE MAYO, LIMA, PERU
HOSPITAL NAGIONAL CAYETANO HEREDIA, LIMA, PERU
HOSPITAL REGIONAL DE LORETO, IQUITOS, PERU
HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS, SANTA CRUZ, BOLIVIA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES ADULTOS HOSPITALIZADOS

Investigador principal: Dr. Robert Gilman

Titulo del estudio: “Diagndstico novedoso de
cerebral en pacientes con VIl que: wven
No IRB.: 00009528 )

Patrocinador/Soporte/Financi do'por: Instituto Nacional de Salud de los Tistados Unidos
(National Institutes of-Health) - R

Versidén y fecha: Version 1.1/ 10 de lll(.l(}l’l\KC del 2019

nanoparticulas para Toxoplasmosis y Chagas
en América Latina”

.

Informacion clave s sobre ¢l estudio.
Usted esta sicndo invitado a participar ¢én un estudio dc mvcsng.luon Usted puede m.garsc a
pacticipar o puede retirar su consentimiento Pt .mlr]umr motivo, sin ninguna penalidad, Si

usted decide no participar en el estudip o retirarée del ‘estudio en cualquier momento no
.afectard su cuidado y atencién en el hospital. & r ¥ % .

Gl prop051t0 de este proyccto de mve‘:ugauon ¢ estudiar a Jas personas infectadas con VIH
con y sin problemas en sus cerebros, médula espinal. 0 nervios (sistema nerviosa). Este estudio
espera mejorar el diagnéstico de problemas neuroldgicos en personas infectadas con VIH.
Esperamos desarrollar nuevas pruchas- utilizando orina y saliva pa!a dyudar a los doctores a
identificar infecciones de una manera mds facil. -

Usted esta siendo invitado a-par LlClpar en.este nsrudm porque €s un adu]to que vive con VIH.
Su'participacion podx faayudar a pdClCl]tL.S futuros con condiciones similares a la suya.

Sl es que acepta pm tic ipar-en este esmdlu ustul

o Permitird que revisemos su historial médico durante cl estudlo

« Completard vna visita xmua] del estudio que mduud un examen fisico y duram dos
horas.

« Donard sangre, orina, saliva y cualquier otra muesrra de ﬂuldos corperales colectada
por su doctor que sobre luego de que se han realizado todas las pruebas diagnésticas en

- e} hospital, para realizar una serie de pruebas para diferentes infecciones, -

a Aceptard gue le hagan una tomografia’ computarizada (TC) y probablcmentc una
radiografia de torax y un electrocardiograma de su corazon, si es que estas pruebas son
necesarias para su cuidado clinico. -

« Completara dos visitas de ‘seguimiento. las primeras 3 semanas despucs de la primera

visita, y la segunda 6 meses después. Cada una de estas visitas durard aproximadamente
una hora. ’

« Considerard el uso de sus especimenes en investigaciones futuras.

Algunos resultados de las prucbas no le serdn devueltos porque atn no estin aprobados.
Algunas pruebas, como la'TC de cabeza, serdn realizadas y pagadas por el estudio.
wrcd umnnu.l luluusddn por favor contintic leyendo,

P ;
4
( Page 1 of 10
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Comite Institucional de
tica an Inuastigacion

prisma
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Los detalles de este estudio figuran lineas abajo. importante que usted entienda esta
informacion para poder tomar una decision informada sobre su participacion en este estudio
de investigacion.

e daremos una copia de este formato de consentimicento. Usted debe preguntar a los
investigadores mencionados anteriormente, o a los miembros del equipo de investigacién

N . . : ’
cualquier pregunta que tenga sobre este estudio en cualquier momento,

(Por qué sc estd realizando este estudio?

La infeceion por el VI dafia su cuerpo porque ataca una parte de su sistema inmune llamado
células CD4. “Tener menos de estas células CD4 1o hace mis propenso a contracr cicrtos tipos de
inlecciones. También puede hacer yue ciertas infecciones sean mds graves de lo que son para
personas que tienen la infeccion por el VIIL Algunas de estas infecciones pucden infectar su
cerebro.

la enfermedad de Chagas cs causada por un organismo llamado 7Trypanosoma cruzi. La
mayorfa de las personas contracn csta enfermedad después de haber sido picadas por un
insecto ("vinchuca, “chinche”, o “chirimacha”) que lleva la infeccién. La enfermedad de Chagas
podria causar problemas en muchas partes de su cuerpo, pero los problemas mds graves
involucran a su corazdn y a su cerebro. Las personas estén infectadas con VIH y Chagas,
podrian presentar una enfermedad de Chagas més grave que aquellas personas que no estdn
intectadas con VI Toxoplasma gondii, otro “bicha” o pardsito, que puede causar problemas
neuroldgicos en personas que estan infectadas por el VIIL

Asimismo, la tuberculosis, ademas de alectar los pulmones, puede afectar el sistema nervioso
en individuos infectados con VIIL Estas y muchas otras condiciones presentan sintomas
e dificil para su equipo médico encontrar Jas mejores maneras de
speramos desarrollar mejores pruebas para identificar

similares, por lo que
diagnosticarlas y tratarlas. Nosotros e
estas infecciones de Jas que uLilizamos actualmente.

;Quién puede participar en este estudio?
l.as personas con ¢l Virus de Inmunodeficiencia Hlumana (VI11) pueden participar.

Nosotros estamos invitando a que se unan al estudio a personas positivas a VIH con una
posible infeccién neuroldgica y sinuna infeccion neurolégica.

;Qué sucederd si usted decide participar en el estudio?

Si acepta participar ¢n este estudio, le pediremos que haga lo siguiente: Revisaremos sus
historia clinica para determinar si tiene problemas relacionados a su infeccion con el VIH y/u
otras infecciones. También podemos encontrar que cicrtas pruebas ya se han hecho, y no habra
necesidad de repetirlas.

Los procedimientos son los siguientes:

Visita inicial
1. Un miembro del equipo del estudio le realizard varias preguntas sobre su condicién, sus
sintomas, sus enfermedades previas y su tratamicento, su vivienda anterior y algunos de
sus hihitos,
2. Podriamos hacerle un pequenio pinchazo en la yema del dedo parva detectar 1a
enfermedad de Chagas con solo una gota de sangre,

v wllavncannnnnae

4
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3. Tomaremos una muestra de sangre alrededor de 3 a5 cucharaditas. Nosotros
chcrminarcnws si usted tiene la enfermedad de Chagas, toxoplasmosis, sifilis, u otras
infecciones. Otras pruchas de sangre nos dardn mas informacion acerca de cémo la
infeccion con ¢l VI u otras infecciones estdn afectando su cucrpo. Jil tipo de prucbas
variarin en funcion de su condicion médica. Esta muestra sc recogera mediante la
introduccion de una aguja en su vena, La muestra serd tomada por una persona con
experiencia. Utilizaremos una aguja nueva y estéril para cada persona. Cualquier prueba
que no esté relacionada con su tratamicnto médico no serd pagada por este estudio.

4. Le pediremos muestras de saliva y orina para intentar desarrollar nuevas pruebas para
cierlas infecciones. En el futuro, cstas pruebas podrian permitir a los médicos evitar
tomar sangre para las pruebas diagnosticas. L.e daremos un recipiente para recolectar la
orina y una esponja especial para colectar la saliva. Adicionaimente, pediremos
cualquier otro fuido bioldgico que su doctor colecte, pero no necesite.

5. Si a usted no se le ha tomado una radiografia de térax en el Gltimo mes,
probablemente le pediremos permiso para hacerle una para ver si su corazén ha
aumentado de tamaiio (cardiomegalia). Este procedimiento tomard aproximadamente
10 minutos. Si usted cs una mujer menor de 45 afios, le pediremos una prucba de
embarazo antes de tomarle la radiografia de torax. Si estd embarazada, no le tomaremos
la radiografia de torax.

6. Ll médico del estudio le realizard un examen integral prestando especial atencion al
corazon, ¢l sistema nervioso y ol cerebro. El examen incluird algunas pruebas para
medir sumemoria, atencion y su capacidad lingiiistica.

7. Probablemente solicitaremo$  tomar "un electrocardiograma
presuntivo clinico es posilivo a chagas o su prueba rdpida a chagas es positiva Si el
paciente se le ha realizado un electrocardiograma durante su hospitalizacién inicial, no
liene que repetir la prueba. Solo serd necesario repetir la prucba 6 meses después

| donde le haremos un clectrocardiograma (EKG) para ver como csta funcionando la

\ parte eléctrica de su corazén. Para esta prueba le colocaremos parches adhesivos en los
brazos, las piernas y el pecho, que cstaran unidos con pequeiios cables a una maquina.
liste proceso no es doloroso y tomard solo 5 minutos. Los resultados estardn
disponibles inmediatamente después de . terminar la prucba, pero también serdn
enviados a un especialista para su andlisis. )

8. Probablemente le haremos una tomografia computarizada si es que no le han tomado
una previamente para’evaluar su condicion médica. Para realizar esta prueba se le
pedird que permanczca quieto micnlras que una maquina toma una imagen de su

cabeza.

si su diagnostico

Pruebas de seguimiento .

1. Podrfamos pedirle que regrese cn 3 semanas y 6 meses a dos visitas adicionales como
un paciente externo para que podamos ver cémo se estd sintiendo y si sus problemas
neurolGgicos se encuentran mejor o peor. En eslas visitas revisaremos su expediente
médico para ver si los doctores han identificado nuevos problemas desde que nos vimos
por Gltima vez, haremos algunas preguntas y le realizaremos un examen fisico.

2. También le pediremos muestras de sangre, salivay orina. Las pruebas de sangre
podrfan variar en funcién a su condicion médica, pero no le tomaremos mas de S
cucharaditas de muestra, Adicionalmente, pediremos cualquier residuo de los otros
fluidos bioldgicos que su doctor colecte, pero no necesite.
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3. Potrfames-restizalTe otro EKG y otra tomografia computarizada, dependiendo de su
condicién médica. Para la tomografia computarizada, se le pedird que permanezca
quicto mientras que una maquina toma una imagen de su cabeza.

El propésito de estas prucbas y del exdmen fisico cs determinar c6mo Ja enfermedad esté
alectando su cuerpo y ver si podemos determinar qué caus sus problemas neurolégicos.

Cualquicr resultado que podria ser Gtil para su atencién médica serd compartido con su médico
tan pronto como esté¢ disponible. Si desea sus resultados, puede solicitarlos en cualquier
momento.

¢Los resultados de las pruebas seran compartidos con usted?

Este estudio incluye algunas pruebas de investigacién que pueden producir informacién clinica
que podria serle Gtil. Compartiremos esta informacién con usted si es que la solicita. Si tiene
una prucba de flujo lateral de Cryptococcus, los resultados se compartiran con su médico.

¢Cudnto tiempo estara en el cstudio?

Usted participard en este estudio por 6 meses. La visita inicial durard aproximadamente 2
horas. Se harin dos visitas de seguimierito, 3 semanas y 6 meses luego de la visita inicial, que
durardn aproximadamente 1 hora. Almacenaremos sus muestras por 5 afios.

;Cudles son los riesgos o molestias del estudio?

Extracciéon de sangre

La extraccién de sangre puede causar molestias, sangrado o moretones donde la aguja
entra al cuerpo. En casos raros, puede causar desmayos. Hay un pequeiio riesgo de
infeccion. Estos son los mismos riesgos que se asocian cada vez que tenga una prueba
de sangre. Las personas que tomardn la muestra de sangre seran capacitadas. Ellos
limpiaran su picl antes de tomar la muestra de sangre y usaran una aguja estéril nueva

para cada paciente.
Estudios por imégenes g3 8
Este estudio de investigacion incluye la exposicién a radiacién por rayos X o rayos
gamma, Esta exposicion a la radiacion es solo para fines de investigacion y no forma
parte de su atencion médica. L.os rayos X y los rayos gamma de fuentes naturales o
médicas pueden dafar el material genético (ADN) en sus células. A dosis bajas, el
cuerpo generalmente pucde reparar ¢l dafo.

La exposici6n a la radiacién que obtendri en este estudio de investigacién es de 0,52
rem (un rem es una unidad de vadiacién absorbida). Esto cs mds que el 0.3 rem que ‘f“
persona promedio obtiene cada aiio de fuentes naturales como el sol, el espacio
exterior, el aire, los alimentos y el suclo. Es inferior alos 5 rems de radiacion permitidos

cada afio para las personas que estdn expuestas a la radiacion en sus trabajos.

aqui es lo que obtendrd de este estudio de
investigacidn solamente. No incluye ninguna exposicion que pueda haber recibido 0 que
reciba de otras prucbas fuera de este estudio que son parte de su atencion médica. El
riesgo de radiacion se acumula con cada exposicion. Debe considerar su propio histor‘ial
de exposicion a la radiacion por pruebas (como radiografias o tomografias

La exposicion a la radiacion descrita

Comite Institucional de
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;.()l}1pu.tar|‘/.:l(k|s] al (Ichdir sobre la radiacion en este estudio. Si tiene preguntas sobre
a cantidad total de radiacion que recibird, debe consultar a su médico. ;

Entrevistas o cuestionarios

Las preguntas del estudio estén disehadas para no ser ofensivas o discriminatorias. Sin
embargo, si siente que una pregunta le incomoda, podria no responderla sin afectar su
participacion ca el estudio.

Usted puede sentirse cansado o aburrido cuando estamos haciéndole las preguntas o
completando los cuestionarios. Usted no tiene que contestar ninguna pregunta que no
desee contestar y puede pedir tomar un descanso en cualquier momento.

Privacide rsonal

Hay un pequedo riesgo de violacion de la confidencialidad, lo que significa que otras
personas podrian conocer su historia médica o caracteristicas personales. Haremos
todo lo posible para evitar que las personas que no estén involucradas en el estudio o en
la atencion médica obtengan esta informacion. I.as prucbasy entrevistas se llevaran a
cabo con la mayor privacidad posible. Solo sus médicos y el personal del estudio
tendrdn accesa a los resultados de las prucbas. No compartiremos ninguna informacién
acerca de usted con nadic sin su permiso. Los datos sobre usted seran almacenados con
un cédigo, no con su nombre. Por favor, consulte la seccién ";Como se protegerd la
confidencialidad de su informacién?" para saber mds sobre como protegeremos la
confidencialidad dc esta informacion. * % : :

;Como se protegera la confidencialidad de su informacién?

Toda la informacién registrada cn papel en este estudio sera almacenada en un lugar seguro
bajo llave, a donde sélo tendrd acceso el personal del estudio. Los registros electronicos se
almacenaran de manera anénima utilizando un codigo de estudio en lugar de su nombre. Estos
registros electronicos serén almacenados en una computadora encriptada protegida con una
contrasefia. La clave de la vinculacion de su nombre y su codigo de estudio se almacenaran por
separado. E] equipo de investigacién que trabaja en ¢l estudio colectard su informacién. Esto
incluye la informacién obtenida por medio de los procedimientos descritos en este formato de
consentimiento. También pueden recopilar otra informacion, incluyendo su nombre, direccién.
fecha de nacimiento, y la informacion de sus registros médicos. Esto podria incluir informacion
sobre el VIH y pruebas genéticas, ¢ tratamiento por el abuso de drogas o alcohol, o problemas
de salud mental. 1 equipo de investigacién sabra su identidad. Pondremos esta informacién a
disposicion de_sus médicos para su seguridad. Si cree. que este estudio podria afectar su
atencion clinica, por favor informe a su médico.. * &

Este estudio estd protegido por un Certificado de Confidencialidad que ayuda a mantener st
informacién privada cuando es almacenada en los Estados Unidos.

;Cuales son los posibles beneficios de participar en este estudio?

Las investigaciones son disenadas para cl beneficio de la sociedad mediante la adquisicion de
nuevos conocimientos. Probablemente se le realizardn otras pruebas que pueden darle
informacion acerca de su salud. Estas pruebas pucden incluir una TC de cabeza, la que le
proporcionard a su médico mds informacién sobre sus posibles condiciones de salud. La
informacién recopilada sobre lo que sucede cuanda las personas tienen la infeccion por el VIH
y una infeccién neurolégica puede ayudar a los médicos a tomar decisiones de tratamiento
para otros pacientes en el futuro. Ademils, a informacién adquirida en cste estudio puede

[
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fermedad de Chagas, toxoplasmosis y

ayudar a los médicos a diagnosticar y tratar mejor la en . . '
ar a los médicos a cuidar mejor de las

tuberculosis. La informacién de este estudio podria ayud
personas con infeccién por el VIH.

n colectados durante el

y los bioespecimenes que sO

;Qué pasard con la informacién
estudio?

e

Sus biocspecimenes pueden ser usados para diferentes
respetindose la confidencialidad y anonimato de los individuos '
. Aigunos de los especimenes serdn utilizados para las pruebas descritas anteriormente.
Si hay muestras sobrantes, nos gustaria contar con su permiso para almacenarlas para

futuras investigaciones.

La Universidad Johns Hopkins y nuestros colaboradores de investigacién trabajan para
promover la ciencia y la salud publica. La informacién y los biocspecimencs que
colectemos de usted son importantes pard este trabajo. Cuando hablamos“ de
bioespecimenes nos podemos referir a cualquiera de los siguientes: sangre, tejido,
saliva, orina, células, entre otros. La mayoria de los bioespecimenes contienen ADN, que

cs el codigo genético de cada persona.

usted no serd el duefio de la informacién y/o los
hioespecimenes colectados de usted como parte del estudio de investigacion. Si los
investigadores los usan para crear un nuevo producto o idea, incluyendo aquellas que
tienen un valor comercial, usted no se beneficiard econdmicamente.

Si participa en este estudio,

;Cudl es el proposi ste repositorio de especimenes o “biobanco”?

La investigacion con sangre, tejido o fluidos corporales (cspecimenes) puede ayudar a
los investigadores a cntender como funciona el cuerpo humano. Los investigadores
pueden desarrollar nuevas pruebas para encontrar enfermedades, o nuevas maneras de
tratar enfermedades. Ln el futuro, la investigacion puede ayudar a desarrollar nuevos
productos, como por ejemplo farmacos. Los especimenes son utilizados comunmente
para investigaciones genéticas. Algunas veces los investigadores colectan y almacenan
muchos especimenes y los usan para diferentes tipos de investigacion, o los comparten
con otros cientificos; esto ¢s llamado repositorio de especimencs o "biobanco”.

[l propésito de este repositorio o biobanco cs hacer mayor cantidad de investigacién en
el futuro que nos permita entender, diagnosticar, tratar y curar enfermedades. Nosotros
almacenaremos lo que sobre de sus muestras de sangre, ovina, saliva y fluido
cerebroespinal. Probablemente utilizaremos esas muestras en el futuro para
invest‘igacién en VIH, otras infecciones, o investigacién genctica para determinar la
relacién entre genes, el ambiente, y los habitos o dietas de las personas, y diferentes
enfermedades,
1é el s eci) s?
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para que hagan investigacion, pero su nombre u otros identificadores no serin
compartidos.

£Qué son los Estudi s de Asociacién del Genoma (GWAS, por sus siglas en inglés)?
Los Institutos Nacionales de Salud De Estados Unidos (N1 han establecido un:xvha';;: de
datos nacional que contendrd informacion de muchos individuos de diferentes partes

del pais, incluyendo su informacion médica y genética. La informacion de sus
bioespecimenes serd depositada en esta base de datos de los Estados Unidos y serd
compartida con otros investigadores. El acceso a esta base de datos nacional serd
controlado y estara limitado a otros investigadores. Los resultados de todas las

personas cn ¢l estudio, no solo los de usted como un individuo, se pondrén a disposicién
del pablico.

¢Cudles son los posibles beneficios para usted?
Los estudios que utilicen especimenes de este repositorio pueden resultar en
informacion adicional que serd (til para entender cémo ciertos genes humanos afectan

la respuesta del organismo ante enfermedades neurolégicas infecciosas en paciente con
VIl

¢Cuadles son los posibles riesgos o molestias relacionados al uso de sus especimenes?
Se pueden presentar riesgos que cn estc momento son desconocidos. A veces hay
preocupaciones, incluso si son hipotéticas, de que las personas puedan descubrir cosas
sobre usted (por cjemplo, que sus genes lo hacen susceptible a una determinada
enfermedad). Estas preocupaciones se minimizan con este repositorio, ya que las
muestras no podran vincularse con su identidad, por lo que scrd imposible que alguien
sepa qué muestra(s) proviene(n) de usted.

| 2Usted recibird algo por el uso de sus especimenes?
No hay ningiin pago por participar en este estudio. Los costos del transporte publico o
estacionamiento por venir a las visitas del estudio serdn reembolsados. Usted no
[ recibird ningan pago adicional o donacién por el uso de sus muestras. Estas muestras

bioldgicas pueden servir para analizar y diagnosticar enfermedades oportunistas que
puedan dafiar su salud.

ZQuién es el duerio de sus especimenes?

Cualquier muestra de sangre, fluidos corporales o tejidos obtenidos para este estudio se
convierte en propiedad exclusiva de la Universidad Johns Hopkins. Esta organizacion
puede retener, preservar o desechar sus especimenes y puede usarlos para
investigaciones que pueden resultar en aplicaciones comerciales. No hay planes para
compensarlo por ¢l uso comercial futuro de estas muestras.

(Usted recibird resultados de estudios futuros que utilicen sus especimenes?
No se espera que las investigaciones futuras que utilicen sus especimenes produzcan
nueva informacion que sea necesario compartir con usted personalmente. Ademas, en

caso lo hagan, serfa imposible compartirla con usted, pues las investigadores no ticnen
informacién que lo identifique.
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:Coma se compartivd su informacion y/o bivespecimenes ahora y en el futuro?
Compartic informacion y/o bioespeeimenes s parte de la mvestigacion y puede
incrementar la cantidad de conocimiento adquirido en este estudio.

A wmenudo,  compartiv informacion/bioespecimenes s un - requerimiento del
financiamicento o para publicar los resultados del estudio. También es necesaria para
permitir que otros investigadores validen los hallazgos del estudio y creen nuevas ideas.
Suinformacion y/o bioespeefmences podria ser compartida:

« Directamente con colaboradores de investigacion, otros investigadores,
patrocinadores, agencias gubernamentales, editores de artfculos y otros socios
de investigacion

« A través del gobierno u otras bases de datos/repositorios

1a colaboracién entre investigadores, que generalmente involucra que se compartan
informacion/bioespecimenes, puede cambiar a través del tiempo y puede continuar
luego de que termine el estudio.

Nosotros harcmos ¢l - mayor. esfuerzo para  proteger y mantener  su
informacién/bioespecimenes de una manera segura. Cuando compartimos informacién,
nosotros limitamos su uso y con qué otros equipos de investigacion pueden ser
compartida. Generalmiente, si es que compartimos su informacion/bioespecimences sin
identificadores (como su nombre, direccion, fecha de nacimiento) no se necesitan
nuevas revisiones y aprobaciones del Comité de [itica Institucional (CL1) para utilizar
esta data con nucvos propositos. Si es que compartimos informacion/bioespecimences
con identificadores, cualquicr nuevo uso necesitard revision y aprobacion del CEly ellos
determinarén si es que $e necesita un consentimiento adicional,

Los investigadares de Johns Hopking quizds utilicen los bioespecimenes colectados en
este estudio para investigaciones con otros proposites, los ‘que pueden  incluir
desarrollo de lineas celulares, secuenciamicnto genético, y pruebas genéticas. Esta
investigacion futura puede no estar relacionada al estudio actual y puede incluir
colaboradores externos.

Nebido a que la ciencia avanza constantemente, avin no sabemos que pruebas se podrian
realizan en investigaciones futuras. Si es que sus bioespecimenes son probados/usados
en maneras no descritas en los parrafos anteriores, le pediremos al CEl que revise y
agrqcbclestos nuevos usos y ellos determinardn si es que se necesita un consentimiento
adicional.

¢Usted d'eber;i pagar algo para participar en este estudio?
No hay ningtin costo por participar en este estudio.

¢(Usted rgciblré algiin pago si es (que participa en el estudio?
:I::ahf"ny nm.gur; pago por participar en este estudio, Los costos del transporte piblico o
stacionamiento por venir a las visitas del estudio sor: , .
tac as visitas serdn reembolsados por un mo
¢ ‘ il . d sados nto
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alejadas del centro hospitalario se les pagard ¢l costo total del pasaje y alimentacion del
pacicnte y su cuidador, tutor o acompaiante.

;Usted pucde retirarse del estudio antes de que termine?

Usted puede retirarse de este estudio en cualquier momento, sin penalizacion. Los
investigadores también ticnen el derecho de suspender su participacion en cualquier
momento. Fsto podria ser porque usted ha tenido una reaccion inesperada, no sigue Jas
instrucciones, o el estudio se ha cancelado. Dejar este estudio tempranamente no le
impedird recibir atencion médica. Usted seguird recibiendo los procedimicntos y el
tratamicnto necesario de su médico de acuerdo con las normas del Ministerio de Salud del
Perd o Bolivia. Si deja el estudio tempranamente, podriamos usar o divulgar su informacion
de salud que se ha recogido si la informacién cs necesaria para este estudio o cualquier
actividad de seguimicnto.

¢Qué es ¢l Comité de ftica Institucional (CEI) y como lo protege?

Iiste estudio ha sido revisado por el Comité de Yetica Institucional (CEI). EI CEI estd formado
por un grupo de personas, incluyendo cientificos y personas de la comunidad, que revisan
estudios de investigacién en humanos. El CEI puede ayudarte si es que tienes preguntas
acerca de tus derechos como participante de una investigacion o si ticnes alguna otra
pregunta, preocupacién o queja acerca de cste estudio de investigacion, Usted puede
contactar el CL1 de la Universidad Johns Hopkins llamando al 410-955-3193 o escribiendo
un correo a jhsph.irboffice@jhu.e

:Qué debe hacer si es que tiene preguntas acerca del estudio, o estd herido o enfermo
como resultado de participar en el estudio? y !
Llame al investigador principal, el Dr. Robert Gilman al +51 1-464-0221 o +1 410-614-
3639, Si usted desca puede contactar al investigador principal por corrco a
gilmanboh@gmail.com. Si usted no puede comunicarse con el investigador principal o
desea hablar con alguien més, llame a la oficina del CEI al: . ‘
Hospital Nacional Dos de Mayo: +51328-0028 - Dra. Judith Elisa Herrera Chévez
CIEI Universidad Peruana Cayetano Heredia: +51319-0000 anexo 201352 - Dra. Frine
Samalvides Cuba 2
Hospital Regional de Loreto: +51965870530 -- Dr. Cesar Johnny Ramal Asayag
Hospital San Juan de Dios: +59133352866 - - Dra. Rosmery Gross
Universidad Catdlica Boliviana “San Pablo”: +59133442999 Dr. Jorge Ybarnegaray Urquidi
Asociacion Benéfica Prisma: + 51 209-0400 Anexo 246. Salomén Zavala Correo:
mmateo@prisma.org.pe s
Comité Institucional de Etica en Investigacion del Hospital Cayetano Heredia: +514819502
Dr. Jorge Luis Hung Yep

Documentando la eleccién de los participantes :
leccién/Almacenamiento de los bioespecimenes para u uras investigaci

Usted puede aceptar o rechazar la recoleccion y el almacenamiento de bidcspecimcnes para
ﬁfturas investigaciones, incluyendo la inclusion de la informacién obtenida de sus
blocspecI{nencs en el repositorio de los Estados Unidos. Usted puede participar en el presente
CStL.ld.l'O sin necesidad de aceptar el uso a largo plazo de sus bioespecimenes. Indique su
ducnsmn. a continuacion marcando la casilla correspondiente. Puede cancelar —este
consentimiento y solicitar Ia eliminacion de su muestra del almacenamiento contactando al
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Aceero O No Acepror]

Contacto futuro

Nos gustaria obtener su permiso para que nuestro equipo de investigacion lo contacte cn el
futuro. Tenga en cuenta que su decisién a continuacién no impide que otros investigadores de
Johns Hopkins lo contacten para realizar otras investigaciones. Indique su decisién a
continuacién marcando la casilla correspondicnte.

AcepTo O No aceproQ

¢Qué significa su firma en este consentimiento informado?

Su firma en este consentimiento informado significa que usted ha revisado toda la informacién
incluida en este documento, ha tenido la posibilidad” de hacer preguntas, y ha aceptado
participar en ¢l estudio. Usted no renunciard a ningtin derecho legal al firmar este formulario
de consentimiento. .

LE DAREMOS‘UN/.\. COPIA DE ESTE CONSENTIMlﬁNTO INFORMADO FIRMADO Y FECHADO

P

FFirma del participante Nombre completo

Fecha/Hora:

Firma de la persona que obtuvo el consenumlento " Nombre completo
F echa/Hom ‘

Firma del Representante Legal (R1.) Nombre completo

Fecha/Hora:

Para ADULTOS que NO SON CAPACES DE DAR CONSENTIMIENTO

Relacién entre el RLy el participante
Fecha/Hora

(Indique por qué el RL est4 autorizado a actuar como un sustituto de la toma de decisiones
de atencién médica segdn las leyes estatales o locales)

Firma del Representante Legal (RL) Nombre completo
liecha/Hora
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