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RESUMEN

Introduccién: los paises donde no es endémica la enfermedad de Chagas (EC)
enfrentan, entre sus desafios, la determinacion de su prevalencia en personas
provenientes de areas endémicas.

Objetivos: determinar la presencia de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi por
diferentes métodos serolégicos en muestras de suero de estudiantes de la Escuela
Latinoamericana de Medicina (ELAM), detectar la presencia del genoma del parasito
mediante técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-kDNA) en el grupo
estudiado y evaluar, preliminarmente, los métodos utilizados en el algoritmo de
trabajo para el diagndéstico de EC en Cuba.

Métodos: estudio descriptivo transversal en estudiantes de la ELAM, entre
septiembre y noviembre de 2012, a quienes, debido a la pesquisa del Programa de
Control Sanitario Internacional (CSI) del Ministerio de Salud Publica (MINSAP), se
les realizaron, a su ingreso a Cuba, estudios serolégicos y moleculares para el
diagndstico de EC, mediante cuatro métodos comerciales de diagndstico serolégico,
con empleo paralelo de la técnica de PCR-kDNA.

Resultados: la seropositividad, mediante métodos serolégicos, fue de 6,25 %,
detectandose el parasito en cinco estudiantes seropositivos. Se mostr6 presencia
del genoma del parasito (sensibilidad y especificidad diagnésticas: 100%) para la
técnica de PCR-kDNA. La sensibilidad y especificidad diagndsticas de esta, halladas
en este estudio preliminar, permiten considerarla una herramienta util para
diagnosticar EC en pacientes en fase cronica indeterminada.
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Conclusiones: los métodos seroldgicos y moleculares del algoritmo para
corroborar EC utilizados en esta investigacién, mostraron validez, seguridad
diagnostica y concordancia suficientes para justificar su uso en cada uno de los
niveles de confirmacion.
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ABSTRACT

Introduction: countries where Chagas disease is not endemic (CD) confront,
among their challenges, the determination of its prevalence in endemic area
people.

Objectives: determine the presence of anti-Trypanosoma cruzi antibodies by
different serological methods in serum samples of students from the Latin American
School of Medicine (ELAM), detect the presence of the parasite genome by
polymerase chain reaction (PCR-kDNA) in the studied group and evaluate,
preliminarily, the methods used in the working algorithm for the diagnosis of
Chagas disease in Cuba.

Methods: a cross-sectional descriptive study of ELAM students was conducted from
September to November 2012. These students underwent serological and molecular
studies for the diagnosis of CD, due to the research carried out by the Ministry of
Public Health (MINSAP) To Cuba, using four commercial methods of serological
diagnosis, with parallel use of the PCR-kDNA technique.

Results: seropositivity, using serological methods, was 6.25%, and this parasite
was detected in five seropositive students. The presence of the parasite genome
(diagnostic sensitivity and specificity: 100%) was shown for the PCR-kDNA
technique. The diagnostic sensitivity and specificity, found in this preliminary study,
allow it to be considered a useful tool to diagnose CD in patients with chronic
indeterminate phase. The serological and molecular methods of the algorithm to
corroborate CD used in this research showed sufficient validity, diagnostic reliability
and concordance to justify its use at each of the confirmation levels.

Keywords: Chagas disease; Trypanosomiasis; Trypanosoma cruzi.

INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias representan un problema de salud importante para
los paises subdesarrollados y, de manera creciente, para los del primer mundo,
dados los actuales estandares de vida y las migraciones humanas. Parasitosis
localizadas en regiones endémicas en el pasado, ganan hoy espacios en otras zonas
del planeta.

Paises no endémicos de la Enfermedad de Chagas (EC), causada por el
Trypanosoma cruzi, enfrentan la necesidad de determinar su prevalencia en grupos
de personas procedentes de areas endémicas donde permanecen por largos
periodos de tiempo.
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De acuerdo a Rassi y otros,! al menos 18 paises son endémicos de EC en América
Latina y el 20 % de su poblacién esta en riesgo de adquirir la enfermedad.

Seglin Requena-Mendez A y otros,? la situacion epidemiolégica se complica hoy en
muchos paises de Europa y otras regiones, como consecuencia del flujo de
inmigrantes provenientes de regiones endémicas, convirtiéndose la enfermedad en
un problema de salud importante, por el creciente nimero de individuos infectados.

Ello concita significativa atenciéon y esfuerzos diagndsticos y terapéuticos. De
acuerdo a criterios de Granjon 3, Castro-Sesquen y otros 4 se ha incrementado la
necesidad de detener el actual patron de diseminacion de tripanosomiasis
americana en y desde paises endémicos hacia regiones no endémicas, por lo que el
diagndstico tiene un rol principal.

Dada la ausencia de vectores de la enfermedad en paises no endémicos, los
sistemas de control sanitario e higiénico epidemioldgico difieren de los
implementados para regiones endémicas de EC. Por ello, se recomienda una
estrategia de prevencion basada en un sistema de pesquisa seroldgica integrada a
algoritmos diagndsticos que aseguren eficacia, eficiencia y efectividad en el
enfrentamiento de esta entidad.

Se impone ejecutar medidas higiénico-sanitarias y antiepidémicas sobre las vias de
transmisién no asociadas a los vectores (transfusiones de sangre, trasplantes de
6rganos, congénita) y, sobre todo, vigilancia epidemioldgica de individuos con
permanencia en areas endémicas.®

Pioneros en ello fueron los ingleses, que cuentan desde 1999 con un sistema de
cribado para donantes de sangre con riesgo de infeccién por T. cruzi. Mas tarde le
siguieron ltalia y Espafia (2005), Francia (2009) y Suiza (2013).%5 En Australia,
Suecia y Portugal, los individuos con riesgo de infeccién por T. cruzi son excluidos
de las donaciones de sangre y en Holanda, quienes padecen EC no son autorizados
a efectuar donaciones de sangre u 6rganos.” En muchos paises no endémicos de la
enfermedad no existen estos sistemas de pesquisa y control, debido al poco
desarrollo de técnicas diagndsticas. No existe una legislacion internacional para
pesquisa de gestantes provenientes de areas endémicas, con excepcion de algunas
regiones de ltalia y Espafia, aunque en Portugal, Suiza, Estados Unidos y el Reino
Unido se han implementado algunas iniciativas no gubernamentales.?

El diagndstico de infeccion por T. cruzi depende de la fase de la enfermedad en que
se halle el paciente y debe apoyarse en la informaciéon epidemioldgica, clinica y
pruebas de laboratorio.®8

En la fase crénica de la enfermedad, el diagndstico parasitolégico directo esta
comprometido por la baja parasitemia. Este es esencialmente serolégico, por lo que
las técnicas mas comunes son el ensayo inmunoenzimatico sobre fase sélida
(ELISA), la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la hemaglutinaciéon indirecta
(HAI).° Este diagndstico debe ser realizado usando, al menos, dos pruebas
serolégicas de principios metodoldgicos diferentes. La Organizaciéon Panamericana
de la Salud y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OPS/OMS) recomiendan
considerar positivos los individuos con dos pruebas serolégicas positivas.0-11

Dada la persistencia de la respuesta inmunoldégica, los métodos serolégicos son
poco utiles para definir el criterio de curaciéon y poseen baja especificidad por la
posibilidad de reacciones cruzadas con otros parasitos, fundamentalmente
Leishmanias s pp y Trypanosoma rangeli.!?

121
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Militar. 2016;45(2)

Mundialmente, se conocen hasta 11 métodos seroldgicos para diagnoéstico rapido,
alcanzando los mejores desemperios el SERODIA®-Chagas test, el Immuno Comb®
Il Chagas Ab Kit, y el SD Bioline Chagas Ab Rapid test.1®

También se investigan métodos para diagnoéstico molecular a partir de ADN
proveniente del cinetoplasto. Duarte y otros evaluaron cinco métodos seroldgicos y
dos moleculares para diagndstico rapido y determinaron que el Bioelisa Chagas®
test mostré las mejores sensibilidad y especificidad diagnésticas. La amplificacion
del ADN de T. Cruzi por PCR exhibi6é bajos valores de sensibilidad y altos indices de
especificidad.*

El diagndstico rapido de EC es un reto. En 2011, la OMS estim6 una tasa mundial
de subregistro diagndstico cercana al 94 %. Ello impone continuar desarrollando
investigaciones en el diagnéstico de EC.

Segun Reis-Cunha JL y otros, es aconsejable realizar la pesquisa e identificacion de
nuevos antigenos de T. cruzi.’® Enriquez GF y otros, expresaron gque existen nuevas
técnicas que podrian incluirse en algoritmos mas eficientes, como la PCR en tiempo
real, de mayor sensibilidad y rapidez diagnésticas, para identificar individuos con
alta parasitemia.l® La técnica de Western blot sobre antigenos de excrecion-
secreciéon de epimastigotes de T. cruzi, ha mostrado efectividad en el diagndstico
temprano y confirmatorio.*”

Las limitaciones en sensibilidad y especificidad de las pruebas parasitoldgicas y
seroldgicas, especialmente para diagnostico de la fase crénica, explican el interés y
la necesidad de establecer un método directo mas sensible, que permita el
monitoreo del parasito y confirmar la etiologia.'® La principal técnica probada en la
investigacion de T. cruzi, directamente en la sangre de pacientes, es el ensayo
molecular por la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR).*°

Diferentes secuencias blanco se han utilizado para diagndstico molecular por PCR.
Entre ellas: los minicirculos del cinetoplasto (kDNA),'* la regién nuclear repetitiva
de 195pb,?° los miniexones,?! el ARNr 24S vy la proteina flagelar F29,%? la regién
repetitiva de 1025pb 22 y la histona H2A.24-26

La PCR se recomienda indistintamente para diagnéstico de la tripanosomiasis
americana en diferentes programas de control en paises endémicos y no endémicos
de esta parasitosis y el diagnéstico en la fase crénica, si las pruebas seroldgicas no
son conclusivas.?”-?8 Ademas, se preconiza como prueba confirmatoria solo después
de tamizaje de donantes de sangre y para el diagnostico de infecciones en fase
aguda o congénitas y para el seguimiento terapéutico después del diagnostico.?® Se
considera un paciente con EC si resulta positivo a dos pruebas serolégicas o
positivo a PCR, cuando se sospecha una enfermedad crénica.?-3°

En Cuba, Ruiz y otros®! estudiaron un grupo de 46 estudiantes entre 2002 y 2003,
hallando una seropositividad de 13,4 % (6/46 estudiantes), utilizando dos métodos
serolégicos. Serra y otros,3? hallaron (2012) 50 positivos (6,6 %), al estudiar, entre
2009 y 2010 a 756 estudiantes, de la Facultad de Ciencias Médicas Salvador
Allende. Estos estudios tienen como debilidad haber empleado solo el método
serolégico UMELISA® CHAGAS para determinar y reportar la presencia de la
enfermedad.

Desde hace algunos afios se establecié un algoritmo (ver Anexo) para el
diagnostico de EC, con el tamizaje inicial como base, utilizando la técnica de
diagndstico serolégico desarrollada y producida en Cuba, UMELISA® CHAGAS vy la
confirmacioén posterior en el Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia del
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IPK (LNRP-IPK) de las muestras positivas mediante dos métodos seroldgicos de
principios diferentes y el método de PCR-kDNA. Esta estrategia permite proteger la
poblacion cubana contra esta enfermedad exotica, reforzar la vigilancia
epidemioldgica sobre el personal foraneo y colaborar con los paises de la region.
Sin embargo, es importante evaluar el algoritmo diagnéstico aplicado y la utilidad
de cada uno de los métodos empleados hoy en cada una de las etapas de este.

Por ello el objetivo es determinar la presencia de anticuerpos anti- Trypanosoma
cruzi por diferentes métodos seroldgicos en muestras de suero de estudiantes de la
ELAM, detectar la presencia del genoma del parasito mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-kDNA) en el grupo estudiado, y evaluar,
de forma preliminar, los métodos utilizados en el algoritmo de trabajo para el
diagnostico de enfermedad de Chagas en Cuba.

METODOS

Estudio descriptivo transversal a un grupo de 80 estudiantes de la ELAM, durante el
periodo septiembre - noviembre de 2012, empleando métodos seroldgicos y
moleculares. Se determindé la seropositividad teniendo en cuenta los criterios
internacionales establecidos por la OPS/OMS, que consideran una muestra de suero
positiva si son reactivos al menos dos de los cuatro métodos seroldgicos utilizados
(UMELISA® CHAGAS, Smart Test ELISA Ab, ySD BIOLINE Chagas Ab Rapid Test).
Se utilizo el paquete del programa Epidat 3.1 (Direccion Xeral de Saude Pubilica,
Organizacién Panamericana de la Salud, Galicia, Esparfia). Se realiz6 la deteccion
molecular mediante extraccion de ADN a partir de sangre periférica utilizando la
técnica de RCP-ADNKk, con los cebadores sintéticos especificos S35 y S36.

Para la evaluacion preliminar del algoritmo de confirmacion se evalu6 cada uno de
los métodos seroldgicos utilizados. Se precis6 su validez a partir de la
determinacion de la sensibilidad y especificidad diagnésticas, utilizando como regla
de oro la positividad a dos de los tres métodos serolégicos empleados. La seguridad
se evalud a partir de la determinacion de los valores predictivos positivos y
negativos. Finalmente, se determind la concordancia de los métodos seroldgicos
utilizados entre si y entre los métodos serolégicos y molecular, a partir del indice de
kappa de Cohen's calculado mediante el programa Epidat 3.1. Para la interpretaciéon
de la concordancia entre los métodos se utilizé la escala de valoracién propuesta
para este indice: 0: sin acuerdo; 0,01-0,20: insignificante, 0,21-0,40: baja, 0,41-
0,60: moderada, 0,61-0,80: buena; 0,81-1,00: excelente.

RESULTADOS

Hallamos cinco seropositivos (6,25 %), con el empleo de cuatro métodos
comerciales de diagndstico seroldgico. Este valor de seropositividad coincide con la
seroprevalencia de EC estimada en Bolivia (6,75 %) reportada por Bern y
Montgomery en 2009.33

Utilizamos la técnica de PCR-kDNA (S35-S36) observandose la banda especifica de
330 pb, lo que demuestra infeccién exclusiva por T. cruzi (ninguno infectado con T.
rangeli, ni con una infecciébn mixta de ambos parasitos).
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DISCUSION

El uso de la PCR para diagnostico de la enfermedad de Chagas crénica es objeto de
controversia. El rango de su sensibilidad diagndstica varia entre 50-100 %, aunque
la especificidad se acerca, en la mayoria de los estudios, a 100 %.2° La variabilidad
de estos valores de sensibilidad depende de factores técnicos tales como: el
volumen de la muestra colectada, las condiciones y conservaciéon de la muestra, el
método utilizado para la extraccion del ADN, la secuencia blanco del parasito y los
cebadores seleccionados, los reactivos usados, asi como las condiciones en el
termociclador. La variabilidad de la sensibilidad de la PCR también ha sido
explicada, en parte, por la presencia intermitente y la cantidad de parasitos
circulantes en el momento que se colecta la muestra de sangre.® De ahi la
necesidad de continuar los estudios de evaluacién de técnicas de PCR y
comparacion de diferentes ensayos, con vistas a determinar el método con mejor
sensibilidad y especificidad diagnésticas, sobre todo en la fase crénica de la EC.

La sensibilidad y especificidad diagnésticas de la técnica de PCR en nuestro estudio,
teniendo en cuenta la positividad a cuatro pruebas serolégicas con fundamentacion
diferente, fue del 100 %. Este resultado concuerda con los reportados por Avila y
otros®# quienes, al estudiar 114 pacientes en fase crénica de la enfermedad, 91
seropositivos y 23 seronegativos (teniendo en cuenta la positividad a dos métodos
seroldgicos), encontraron 100 % de sensibilidad y especificidad. La actual
constituye una evaluacién preliminar de este ensayo, teniendo en cuenta el nUmero
de individuos estudiados. Futuros trabajos, donde se evalle un mayor nimero de
estudiantes, permitiran determinar la validez y seguridad diagndsticas de la PCR-
kDNA, contribuir a los estudios de evaluaciéon de técnicas de PCR y comparar
diferentes ensayos, para determinar el método con mejor sensibilidad y
especificidad para el diagnéstico de EC, especificamente en la fase crénica.

Hoy, el algoritmo de trabajo (fig. 1) para confirmacién diagndéstica de EC, tiene
como base el tamizaje inicial, utilizando la técnica serolégica desarrollada y
producida en Cuba, UMELISA® CHAGAS (Centro de Inmunoensayo, Cuba), método
que se realiza a todas las personas con sospecha clinica de la enfermedad o como
parte de la pesquisa que realiza el programa de CSI a quienes laboran por largos
periodos en paises endémicos o a estudiantes latinoamericanos que comienzan a
estudiar en Cuba. Seguidamente, a los pacientes seropositivos mediante el
UMELISA® CHAGAS, se les practica dos métodos serolégicos de principios
diferentes en el LNRP-IPK: SDBIOLINE Chagas Ab Rapid Test y Smart test ELISA
Abo Bioelisa Chagas, Biokit, asi como el método de PCR-kDNA. La positividad de los
métodos seroldgicos y/o de la PCR indica la presencia de T. cruzi y, por ende, la
confirmacion de la enfermedad.

En cuanto al diagnéstico de laboratorio, la infeccién por T. cruzi es una entidad
compleja y su evolucion natural se relaciona a la eficacia de los diagndsticos
parasitologico y serolégico. La demostracion del parasito es efectiva,
principalmente, en la fase aguda. Desafortunadamente, el 98 % de los afectados se
diagnostica en la fase crénica. En ella, la herramienta que permite demostrar la
infeccion por este protozoo es, principalmente, la determinacion de los anticuerpos
Ig G anti- T. cruzi especificos. Aunque se realizan numerosos estudios para evaluar
las distintas pruebas de deteccion de anticuerpos especificos anti - T. cruzi,®>2% no
existe consenso en la eleccidén de una técnica de referencia. Recientemente, Afonso
y otros,®® publicaron una revisién sistematica sobre el diagnéstico serolégico de EC,
que incluyo 80 estudios publicados y 61 ensayos sobre la precision de los métodos
serolégicos para el diagnéstico de EC y hallaron una sensibilidad de 90 % y
especificidad de 98 %. La comparacion de los ensayos ELISA con los que no son
ELISA hall6 sensibilidad y especificidad similares. Los métodos comerciales
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resultaron mas sensibles que otros (91 % vs 81 %) pero fueron igualmente
especificos (99 % vs 97 %).

Los cuatro métodos seroldgicos empleados en nuestro estudio forman parte del
algoritmo diagndstico del LNRP-IPK. La sensibilidad (100 %), del UMELISA®
CHAGAS, apoya su uso para esta etapa inicial de tamizaje. Estos mostraron
excelente concordancia con otros métodos comerciales empleados en esta
investigacion. La especificidad diagnostica (98,7 %) fue congruente con lo indicado
por el fabricante (sensibilidad y especificidad diagnésticas de 100 %). No existen,
hasta donde conocemos, otros estudios donde se evallen la validez y seguridad
diagndsticas de este método.

Seguidamente, el algoritmo utiliza un segundo ensayo comercial
inmunocromatografico, como método confirmatorio seroldgico, que mostré elevada
validez y seguridad diagndsticas (sensibilidad y especificidad de 100 %), en nuestro
estudio, ademas de rapidez y facilidad para su utilizacién. Nuestros resultados,
concuerdan con lo propuesto por los fabricantes y la evaluacion de Ji y otros,®”
quienes informan una sensibilidad diagnéstica entre 99,2 % y 99,3 % y
especificidad de 100 % para la prueba rapida SD BIOLINE Chagas Ab Rapid Test.
Estos resultados avalan su empleo como segunda técnica serolégica para confirmar
los casos positivos por UMELISA® CHAGAS.

El LNRP-IPK utiliza un método serolégico tipo ELISA comercial. Se propone el uso
preferencial del Smart Test ELISA Ab, con elevada validez y seguridad diagndsticas,
en concordancia con lo informado por el fabricante (sensibilidad y especificidad
diagndsticas de 98 %). Estos resultados no descartan la utilizacion del Bioelisa
Chagas, Biokit, ensayo que mostr6 validez y seguridad diagndstica coherentes con
lo informado por el fabricante (sensibilidad diagnéstica entre 99,3 % y 100 % y
especificidad de 98,6 %) y otros estudios de comparacion de técnicas serolégicas
publicados.®® Este método mostro excelente concordancia segun los datos
obtenidos en los estudiantes evaluados en nuestra investigacion.

Una posible explicacion técnica de los resultados falsamente positivos en el ELISA
(Bioelisa Chagas Biokit), podria deberse a la composicién del conjugado. Este
contiene anti - Ig M ademas de anti - Ilg G humana. Si bien algunos autores
defienden la utilidad diagnéstica de la evaluacion de los anticuerpos Ig M,3° estos,
por su baja especificidad, pueden generar resultados discordantes.*®

En este estudio la PCR evaluada demostré validez y seguridad diagnésticas
elevadas, con excelente concordancia con los métodos seroldgicos utilizados. Ello
parece apoyar su empleo en el algoritmo, sobre todo en la futura estrategia
terapéutica en los pacientes y en los resultados discordantes que pueden ocurrir
con métodos serolégicos, si bien generalmente el nimero de casos estudiados,
I6gicamente, es limitado en paises no endémicos.

En este estudio preliminar, nuestros resultados demostraron la utilidad de cada uno
de estos métodos dentro del algoritmo que utiliza el LNRP-IPK para el diagndstico
de la enfermedad. Estudios futuros deben evaluar un mayor niumero de muestras,
para comparar los métodos serolégicos utilizados en nuestro pais para el
diagndstico de esta parasitosis y valorar mejor el algoritmo diagnéstico que hoy se
emplea, a fin de perfeccionar nuestras herramientas de control sanitario
internacional y garantizar una eficaz vigilancia epidemiolégica para mantenerlo libre
de esta parasitosis. Los métodos serologicos utilizados en el algoritmo diagnéstico
para confirmar EC en Cuba, en los resultados de este estudio, mostraron validez,
seguridad diagnoéstica y suficiente concordancia para justificar su uso en cada uno
de los niveles de confirmacién del diagndstico.
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La sensibilidad y especificidad diagndsticas, halladas en nuestro estudio (100 %),
mediante la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR-kDNA),
permitieron considerarla una herramienta Gtil para el diagnostico de la enfermedad
de Chagas en pacientes en fase crdnica indeterminada.

UMELISAE
CHAGAS

POSITIV

9]

(Sospeshoso)

1 1
Muestra Muestra Sangre total en
de suero Hidrocloruro de guanidina
IPK o EDTA
—T IPK
| |
Inmunoensayo enzimatico Inmunocromatografia —I—
(ELISA) en tiras. —®  PCR
Bicelisa Chagas o Biokit SD BIOLINE Chagas Ab
Smart Test ELISA Ab
| POSITIVO
CHAGAS
| || CONFIRMADO:
Dos pruebas Dos pruebas | | Una positiva y la TRI;'FEE’I?E&TO
anteriores anteriores otra negativa | |
negativas positivas RESULTADO
DISCORDANTE NEGATIVO
NO TRATAR
NO TRATAR CHAGAS
CONFIRMADO:
IMPONER
TRATAMIENTO

Fig. 1. Algoritmo para el diagndstico de la Enfermedad de Chagas que utiliza el Laboratorio
Macional de Referencia de Parasitologia del IPK.
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