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I. RESUMEN

La enfermedad de Chagas, o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad causada
por el parasito Trypanosoma cruzi, siendo un insecto vector el responsable de la transmision
del parasito a los animales y al ser humano. Estos insectos depositan sus heces con los
microorganismos infectantes sobre la piel del huésped mientras se alimentan, los que entran al
organismo a través de la piel erosionada o de la mucosa. En el hombre, la infeccion puede ser
congénita o adquirida y afecta en grado variable a diversos drganos y sistemas, especialmente
el corazon y el tubo digestivo.

El diagndstico de laboratorio depende del estadio en el cual se encuentra la enfermedad.
La presencia del Trypanosoma cruzi estimula la produccién de anticuerpos IgG especificos en
el huésped. Durante la fase aguda, el diagnéstico se efectla directamente mediante la
observacion de los parasitos en sangre (por microscopia, hemocultivo o xenodiagnéstico) o por
métodos inmunoldgicos que detectan anticuerpos IgM. Durante la fase cronica se detecta la
respuesta IgG especifica siendo los métodos serol6gicos més utilizados: la hemaglutinacion
indirecta, la inmunofluorescencia indirecta y el inmunoensayo enzimatico. Estos métodos
practicos hacen posible su empleo como prueba de tamizaje, especialmente en el control de
donantes para los bancos de sangre y estudios epidemioldgicos.

En Guatemala, se cuenta con varias presentaciones comerciales de ensayos serologicos
para el diagnostico de la enfermedad; sin embargo no hay una garantia de la efectividad de los
reactivos ni regulacion para su venta. Siendo nuestro pais un area endémica de la enfermedad
de Chagas se considerd necesario evaluar los diferentes reactivos disponibles en el mercado
para un diagndstico efectivo en nuestra poblacion.

En el presente estudio se evalu6é sensibilidad, precisién, exactitud, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de nueve diferentes reactivos que se comercian en
Guatemala, los que fueron donados por las diferentes casas comerciales (A — I). Entre los
métodos se contd con una prueba rapida de membrana, una de aglutinacién con particulas de
latex y siete pruebas de inmunoensayo enzimatico. Para la evaluacion se utilizé un panel de 89
sueros, distribuido en 36 sueros positivos y 53 negativos, dentro de los cuales se incluyé 23
sueros problema.

Los resultados obtenidos en esta evaluacién demuestran que las pruebas de membrana
y aglutinacion con particulas de latex presentan una especificidad y sensibilidad del 90.56% al

92.5% respectivamente. Dos reactivos de la técnica de inmunoensayo enzimético, ( C e | )



presentaron una sensibilidad y valor predictivo positivo del 100% y el reactivo ( D ) de técnica
similar, posee una especificidad y un valor predictivo negativo del 100%.
Por los resultados obtenidos, estos tres reactivos de inmunoensayo enzimatico son

recomendables para el diagnostico de la enfermedad en la region de Guatemala.



II. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una enfermedad
parasitaria, causada por Trypanosoma cruzi. Este protozoo flagelado se transmite
normalmente al humano y otros mamiferos por la picadura de la chinche picuda, conocida
asi comunmente y que pertenece a la familia Reduvidae, y a los géneros Triatoma y
Rhodnius.

La chinche se alimenta de la sangre por medio de una picadura y la infeccién es
ocasionada por la inoculacién pasiva del parasito por medio de las heces, que la chinche
deposita en la piel, penetrando al cuerpo a través de la lesion de la picadura o cualquier
otra abrasion de la piel o las mucosas.

Se conocen tres etapas de la enfermedad: la fase aguda o corta, en la cual se presenta
malestar general, una fase asintomatica o indeterminada en la que el paciente no presenta
molestias y una fase cronica o terminal en la que hay lesiones importantes como
cardiopatia cronica y visceromegalia.

El diagnéstico de las tres fases se realiza con pruebas serologicas que detectan
anticuerpos IgG e IgM contra Trypanosoma cruzi presentes en el paciente, ya que los
métodos para deteccion del parasito tales como hemocultivo y xenodiagnéstico ademas de
ser invasivos requieren de un largo periodo para la obtencion del resultado. Estos métodos
son de gran utilidad para el control de donadores de sangre, donadores de 6rganos, control
de embarazadas y el seguimiento de recién nacidos asi como en encuestas
seroepidemiologicas.

Guatemala es un pais endémico de la enfermedad de Chagas, por lo que es
indispensable realizar un diagnéstico adecuado. El propésito del estudio es evaluar los
diferentes reactivos que las compafiias comerciales tienen disponibles en Guatemala y asi
recomendar la técnica que mas se adecle a nuestro medio. Para ello se utilizaran sueros de
pacientes provenientes de un &rea endémica, los que ya fueron evaluados en estudios
anteriores y por lo tanto se conoce su grado de reactividad con tres metodologias

diferentes.



. ANTECEDENTES

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una afeccion parasitaria,
hemética y tisular que reconoce como agente etiolégico el Trypanosoma cruzi. Este
protozoo flagelado se transmite normalmente al humano y a otros mamiferos, por la
picadura de la chinche picuda conocida asi comunmente y que pertenece a la familia
Reduvidae encontrandose varios géneros, entre ellos Triatoma y Rhodnius. La enfermedad
se extiende actualmente desde el sur de los Estados Unidos, México, Guatemala, El
Salvador, Costa Rica, Panama, Venezuela, Brasil, Argentina, Uruguay y Chile. En cualquiera
de éstos paises, lo hace en areas bien delimitadas. Actualmente se calcula que alcanza a
unos dieciséis a dieciocho millones de portadores, con repercusion patoldgica o sin ellay se
estima que cien millones de personas se encuentran en peligro de contraerla (1,2).

En 1,909 Carlos Ribeiro Justiniano Das Chagas, trabajando en el estado de Minas-
Gerais de Brasil, descubrio la enfermedad que se conoce hoy con su nombre. El
bacteridlogo Argentino Salvador Mazza lo conocié poco después, y empezé a investigar la
enfermedad, diagnosticando en 1,926 el primer caso agudo en su pais (3).

En Guatemala desde el primer reporte de un caso de la enfermedad de Chagas en
1,932 por Reichnow, muchos son los estudios que se han llevado a cabo a fin de determinar
su prevalencia y las areas endémicas de la misma. Los estudios realizados durante 1,935-
1,954 por Pefialver, Montenegro, De Ledn y otros, permitieron describir la zona endémica
del pais, que incluye los departamentos de Chiquimula, El Progreso, Zacapa, Santa Rosa,
Jutiapa, Jalapa. Estableciendo ademas que en dichos departamentos los vectores presentes
eran Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y Triatoma nitida (4-,6).

Durante 1,952 — 1,954 el Dr. Aguilar y el intenso trabajo de sus colaboradores permitié
la descripcion de la enfermedad en zonas rurales del pais, lo que contribuy6é para que se
realizaran las primeras acciones del gobierno con el fin de erradicar la enfermedad (4,6).

De 1,960 a 1,983 es poca la informaciéon que se tiene acerca de la investigacion y
epidemiologia de la enfermedad en nuestra poblacién (4,6).

Por el contrario, desde 1,984 hasta nuestros dias los registros de las investigaciones
realizadas por diferentes instituciones como: el Gobierno de Guatemala con el Gobierno del
Japén en estrecha colaboracion con la Universidad de San Carlos de Guatemala y la
Division de Malaria, a través de la firma de un convenio de cooperacién, con el apoyo de la
Organizacién Panamericana de la Salud; han permitido determinar la prevalencia de la
enfermedad en los diferentes departamentos en donde la enfermedad es endémica. Se



demostré la trasmision congénita en el departamento de Chiquimula, asi como la
transmision por medio de los donadores de sangre. Se han hecho estudios de evaluacion y
estandarizacién de los métodos diagndésticos para la enfermedad, se ha correlacionado la
seropositividad de muestras por medio de métodos inmunoquimicos. Ademas
investigaciones epidemioldgicas del vector de la enfermedad, asi como sus reservorios,

caracterizacién biolégica de las cepas de Trypanosoma cruzi entre otras (4,7-11,15-20).

A. Trypanosoma cruzi:

1. Morfologia: es un hemoprotozoario flagelado de 15 a 20 micras de largo, poco grueso o
delgado, con el extremo posterior terminado en punta, que mide el tercio de la longitud total,
citoplasma granuloso, nuicleo central, cinetoplasto grande (cuerpo parabasal y
bleferoblasto) y granulos de volutina.

En las células tiene la forma redondeada, sin flagelo, de amastigote localizandose de
preferencia en el tejido nervioso y musculos, en especial el miocardio. La célula afectada,
por la activa reproduccion binaria del parasito, adquiere forma quistica. Cuando el
tripanosoma completa su evolucion endocelular, en 4 a 5 dias, abandona el endoquiste,
parasita otras células vecinas o pasa al torrente para anidarse en tejidos distintos. En el

paso de amastigote a tripomastigote se encuentran formas de epimastigote (1,8).

2. Taxonomia: de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas el Trypanosoma cruzi recibe

la siguiente clasificacién taxondémica (1,5,8).

Subreino Protozoa
Filo Sarcomastigophora
Subfilo Mastigophora
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatide
Género Trypanosoma
Subgénero Schizotrypanum
Especie Trypanosoma cruzi

10



3. Ciclo de vida: Los estadios del parasito que incluye el ciclo de vida rural-urbano de

Trypanosoma cruzi son:

- Amastigote: Se localiza en los tejidos (miocardio, esofago, colon, neuroglia y sistema

reticulo endotelial) del huésped vertebrado. Se divide por fisién binaria.

- Epimastigote: se observan en aparato digestivo del vector y en medios de cultivo

especificos. Se divide por fisidn binaria.

- Tripomastigote: es la forma infectante (metaciclica) y también la forma hemaética

sanguinea.

- Esferomastigote: Es una forma de transicién frecuente entre las fases de amastigote y

tripomastigote, particularmente en el intestino del vector (8,9) (Anexo No. 1).

Existe también el ciclo urbano, que incluye exclusivamente al parasito en el hombre.
Este ciclo interhumano se desarrolla en el hombre como Gnico reservorio, quién al donar su
sangre con serologia positiva se encuentre atravesando la etapa crénica de la enfermedad,
que pasa por lo comun inadvertida. Generalmente los hemodadores son campesinos de
bajo nivel socioeconémico, que migran a la ciudad en busca de una mejor forma de vida y
se ven obligados a comercializar su sangre. Estos campesinos vienen de areas endémicas
en donde las viviendas son de madera y bajareque, y las condiciones precarias que

predominan en el area, se convierten en el habitat ideal para el desarrollo de los triatdminos

9).

4. Transmision: La forma mas frecuente de contraer la enfermedad es por el contacto con
las deyecciones infectantes de las chinches hematéfagas pertenecientes a la famillia
Reduviidae, dentro de la cual constituyen una subfamilia especial, Triatominae. Se conocen
alrededor de cien especies. En Guatemala Triatoma dimidiata es de amplia distribucién,
mientras Rhodnius prolixus y Triatoma nitida solamente en zonas restringidas (7) (Anexo
No. 2).
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Otro de los mecanismos de transmision es el interhumano, y en este sentido se ha
demostrado la contaminacion perinatal por transmision del Trypanosoma cruzi de la madre
al feto, la transmisién por lactancia y a través de la transfusién sanguinea que es mucho
mas frecuente y grave de lo que se cree, la contaminacion de profesionales especialmente
cirujanos y obstetras por contacto de la sangre del enfermo con heridas cortadas o de
instrumentos punzocortantes, los trasplantes de Organos infectados, la infestacion
accidental por contacto con material contaminante, accidentes de laboratorio relacionados
con la manipulacién de sangre de animales experimentales infectados y el descuido en el
manejo de cultivos del parasito. Ademas se estudia la posibilidad de transmision a través de
la relacion sexual, teniendo en cuenta la capacidad del parasito de atravesar cualquier
mucosa Yy el hecho de que se ha demostrado su presencia en el aparato genital femenino.
(1,5,8,11).

B. Enfermedad de Chagas:

Su evolucion se caracteriza por presentar tres periodos:

1. El periodo agudo o de inicio:

Dura alrededor de 4 a 10 dias. La mayor parte de los afectados por la enfermedad son
nifos, no porque estos sean mas susceptibles que los adultos, sino simplemente por estar
mas expuestos a la picadura de la chinche (9,10).

El comienzo de las molestias es subito, presentando el enfermo fiebre que oscila entre
38 a 39.5°C con un perfil intermitente e irregular generalmente con picos vespertinos; a
veces puede ser continua y elevada, relacionandose su intensidad con la gravedad de la
infeccién. Generalmente se acompafia de escalofrios, dolor de cabeza y de musculos,
malestar general e inapetencia. Muchas veces hay signos en el organismo que delatan la
puerta de entrada de la infeccidén siendo ellos: el complejo oftalmoganglionar y el chagoma
(2).

El complejo oftalmoganglionar o signo de Romafa, se caracteriza por. comienzo
habitualmente subito, hinchazoén elastica e indolora de los parpados superior e inferior de un
solo ojo, que toma color morado, conjuntivas rojas hinchazéon moderada del lado facial
correspondiente al ojo afectado. Esta afeccion es de gran valor diagndstico y desaparece
lentamente en el curso de la fase aguda (9).
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El chagoma consiste en zonas de endurecimiento cutaneo que pueden aparecer en
cualquier lugar del cuerpo. Estas zonas tienen un color rojo y alta temperatura local. Son
poco dolorosos y tienden a desaparecer luego de 2 a 3 meses.

El agrandamiento de ganglios indoloros suele aparecer en cuello, axila, higado y bazo.
El corazdn suele presentar alteraciones leves como insuficiencia cardiaca o evolucionar a
insuficiencia cardiaca congestiva, a veces de instalacion brusca y curso violento, que
conduce a la muerte en cuestion de horas o dias (10).

La hepatoesplenomegalia se presenta en 30 a 40% de los casos. El higado suele
aumentar rapida e intensamente de volumen al instalarse la insuficiencia cardiaca aguda. La
meningoencefalitis es rara y de prondstico reservado. Se presenta principalmente en
lactantes y en estos casos son comunes los movimientos convulsivos generalizados con

crisis frecuentes o espaciadas (1,9,10) (Anexo No. 3).

2. El periodo intermedio o de latencia:

Denominado forma subclinica o infeccion chagésica; cuya duracion es variable y puede
alcanzar varios afios. No hay ningun sintoma y la enfermedad se pone en evidencia por
medio de la seropositividad asintomatica de un individuo. La mayor parte de las personas
permanecen en este periodo el resto de sus vidas, y hay quienes se curan espontaneamente
(9,10) (Anexo No. 4).

3. El periodo cronico:

Es una manifestacién tardia de la infeccion. Se encuentra en un 15% de quienes han
padecido el contagio, caracterizandose por presentar alteraciones del corazéon y/o
alteraciones del tracto gastroduodenal. La pared ventricular presenta adelgazamiento y
fibrosis, que son mas intensas en el 4pice, donde apenas se aprecian las fibras musculares.
La persistencia de las lesiones miocardicas conduce a la insuficiencia ventricular, dilatacion
cardiaca, reduccién del volumen sistdlico y alteraciones de la conduccion caracteristicos en
este periodo. Los sintomas mas comunes son: palpitaciones, disnea, dolores referidos en el
area cardiaca, dolor en la zona hepatica y manifestaciones tipicas que se observan en el
electrocardiograma. La cardiopatia chagasica se produce en personas que son jovenes, es
decir que tienen un organismo relativamente sano (1,10,12).

El megacolon y megaeséfago son producto de la disfuncién motora de los segmentos

del colon y es6fago debido a la denervacion parasimpética (9) (Anexo No.5).

13



4. Diagnostico:
El diagnostico de la enfermedad de Chagas se realiza teniendo en cuenta los datos
clinicos, la procedencia del enfermo y la historia de su contacto con las chinches, asi como

los estudios de gabinete y de laboratorio (1,9).

a. Diagndstico parasitolégico:
Esta basado en la deteccion del tripomastigote del Trypanosoma cruzi por analisis
microscopico de muestras sanguineas. Generalmente se realiza durante el periodo agudo de

la enfermedad, ya que se requiere una alta parasitemia para detectar al parasito (13).

i. Métodos directos:

e Frote sanguineo: este puede ser coloreado con Giemsa y observar el parasito que
aparece en forma de U, S o media luna; u observacion microscépica del parasito en
sangre fresca colocada entre el porta y cubreobjetos, en donde se observa facilmente
el movimiento del protozoo (5,8).

e Concentracion de parasitos o la técnica de Strout: consiste en recolectar sangre en
tubo capilar y centrifugarlo para luego examinar al microscopio la interfase entre la
capa de células rojas y glébulos blancos para observar la presencia del parasito
moviéndose en la misma. También puede optarse por centrifugar el capilar y luego
cortarlo en la interfase para observar una gota de ésta al microscopio (18).

e EI método de Hoff es recomendado, este utiliza Cloruro de Amonio (0.87 P/V) para
lisar eritrocitos de sangre completa anticoagulada con EDTA y asi facilitar la

observacion del parasito (6,18).

ii. Métodos indirectos:

e Xenodiagnéstico: consiste en demostrar el parasito en las heces de triatomas de
laboratorio que 30 dias antes han picado al individuo sospechoso. Es un método
sensible y de facil interpretacion aunque es invasivo y se corre riesgo de infeccion
por parte de los manipuladores (1,15).

e Hemocultivo: se realiza inoculando sangre en medios como LIT (triptosa de infusion

de higado) y BHI (infusién de cerebro corazén). EI método es Util para el aislamiento
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del parasito en los periodos agudo y cronico, y es el método de referencia para el

diagnéstico (5,8).

b. Diagnostico seroldgico:

Se basa en la deteccidn de anticuerpos circulantes de tipo IgM al principio de la infeccién
(periodo agudo) y anticuerpos IgG conforme la enfermedad progresa (periodo intermedio y
cronico). Siendo uno de los principales soportes para el diagnéstico de la enfermedad de
Chagas (15).

i. Técnicas para la deteccién de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi:

¢ Fijacion de Complemento (FC o reaccion de Machado Guerreiro): Este término es
aplicado a una serie de ensayos en los cuales el complemento es activado o fijado
por un sistema de reaccion. Esté técnica pone en evidencia la reaccion antigeno-
anticuerpo, se desarrolla al afiadir un antigeno conocido, el cual puede ser de las
etapas de amastigote, tripomastigote y epimastigote del Trypanosoma cruzii; en
contra de un anticuerpo desconocido del suero de un paciente. La muestra del
paciente se incuba con los eritrocitos cubiertos de antigeno del parasito. Si la
hemdlisis no ocurre el anticuerpo desconocido esta presente en la muestra. La
técnica de FC posee alta sensibilidad tanto en la fase aguda como en la fase
cronica. En la enfermedad de Chagas esta reaccion se positiviza de 6 a 8 semanas

después del inicio de los sintomas (19,21-25).

e Reacciones de Aglutinacion Pasiva: Es una reaccidn seroldgica clasica que
comprende la aglomeracién de una suspension de particulas sobre las que se
encuentra el antigeno, por medio de un anticuerpo especifico. Este tipo de reaccién
tiene un principio semejante a la precipitacion, excepto por el tamafo fisico de las
particulas (latex, particulas de gelatina) es enorme, en comparacion con el de las
moléculas de antigeno soluble que utiliza en precipitacion. La reaccion se desarrolla
cuando los antigenos superficiales o aglutinbgenos que originan la reaccion de
aglutinacion, entran en contacto con los anticuerpos o aglutininas presentes en el
suero (22,23).

15



Las variaciones en la capacidad de distintos anticuerpos para causar aglutinacion,
dependen del caracter y el nUmero de sitios utilizables para la combinacion en cada
miembro que participa en la reaccion. Los anticuerpos IgM aglutinan mas intensamente
que los de tipo 1gG. El pH, temperatura, movimiento y presencia de electrolitos en el
medio son algunos de los factores que afectan la reaccion (25).

Esta reaccion de aglutinacion para diagnéstico de la enfermedad de Chagas se
fundamenta en el uso de particulas de latex sensibilizadas con antigenos citoplasmicos
y de membrana de Trypanosoma cruzi, en presencia de un liquido de contraste. Si la
muestra contiene anticuerpos anti Trypanosoma cruzi, éstos reaccionaran de forma
sensible y especifica, produciéndose una aglutinacion visible macroscopica. Esta
técnica es procedimiento rapido de tamizaje para la deteccién de anticuerpos, tanto IgM
como IgG (24-26).

Hemaglutinacion Indirecta o Pasiva (IHA/HAP): La hemaglutinacion es una
aglutinacion de eritrocitos recubiertos por antigenos; es un método sensible y especifico
para la identificacion de pequefias cantidades de antigenos solubles en la sangre y otros
liquidos del cuerpo.

La Hemaglutinacion Indirecta emplea el eritrocito como portador pasivo o inerte del
antigeno. Se lleva a cabo cubriendo artificialmente a los eritrocitos con una capa de
antigeno del parasito de Trypanosoma cruzi y luego aglutinandolos con anticuerpos
especificos presentes en el paciente infectado. Varios estudios han demostrado que en
la enfermedad de Chagas. El punto de corte en la hemaglutinacion pasiva da positividad
a una dilucién de 1/32 (15,25).

¢ Inmunoensayo enzimatico (ELISA):
Durante la década de los sesenta, se investigd ampliamente un gran ndmero de
reactivos que podrian ser de utilidad como trazadores o marcadores para la deteccion
de antigenos, anticuerpos y otros componentes séricos, basandose Unicamente en la
reaccion primaria Ag-Ac, lo que llevé al desarrollo de las técnicas llamadas de captador
y ligando como, la inmunofluorometria, el radioinmunoensayo y ensayos
inmunoenzimaticos (21).

Los ensayos inmunoenzimaticos se basan en dos fenémenos importantes; primero, en
el extraordinario poder discriminatorio de los anticuerpos que reside en su especificidad

y afinidad hacia los antigenos o haptenos y segundo, el alto poder catalitico y
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especificidad de las enzimas lo que las hace facilmente detectables. Por lo tanto, el
principio, de los ensayos inmunoenzimaticos descansa en dos pasos fundamentales, la
reaccidén entre los inmunoreactantes (anticuerpo con su correspondiente antigeno) y su
detecciéon utilizando enzimas como indicadoras que se unen a dichos reactantes.
Posteriormente el inmunoclomplejo unido a la enzima trazadora se pone de manifiesto
por reaccion con el sustrato sobre el que esta Ultima actia de manera especifica,
produciendo un compuesto coloreado que es medido espectofotométricamente (23,26).
Este principio es modificado segun el tipo de ensayo que se trate y asi podra realizarse
la deteccidn cualitativa o cuantitativa de antigenos o anticuerpos. Estos ensayos pueden
basarse en la amplificaciébn o en la modulaciéon de la actividad enzimatica. Existen
muchas variantes de los ensayos inmunoenzimaticos, que de manera general se
clasifican en base a la separacién fisica del antigeno ligado y el no ligado; los métodos
que requieren dicha separacion se denominan heterogéneos y los que no la requieren,
homogéneos (22,25).

Dentro de los métodos heterogéneos esta el método competitivo en fase sdlida, en el
cual los antigenos o anticuerpos se adsorben al inmunoreactante especifico. Estos
ensayos recibieron el nombre de ELISA de las siglas en inglés Enzyme Linked
Inmunosorbent Assay. En los métodos competitivos el anticuerpo se encuentra adherido
a un tubo, pozo o perlas de poliestireno (fase soélida), a este sistema se le denomina
inmunoadsorbente; se agrega la muestra que contiene cantidades desconocidas del
antigeno a detectar junto con una cantidad conocida de antigeno conjugado con enzima,
ambos antigenos compiten por los sitios de union de los anticuerpos, luego de un
periodo de incubacion se lavan los tubos, pozos o esferas. El conjugado no unido se
elimina en el lavado. Los tubos, pozos o esferas se incuban con la solucién de sustrato
especifico para la enzima, cuya reaccién es detenida y medida espectofotométricamente
(26).

Para el conjugado pueden utilizarse gran variedad de enzimas, éstas deben ser
estables, altamente reactivas, disponibles en forma pura que produzcan conjugados
estables y que sean baratos. Peroxidasa de rdbano y fosfatasa alcalina son los mas
utilizados por su bajo costo y facil conjugacion (21,22).

El sustrato debe ser barato, seguro y dar productos completamente solubles con
coeficientes de extincion alto (color denso por unidad degradada). Para algunos

propositos se puede preferir un substrato fluorogénico. Un sustrato muy conveniente es

17



el p-nitrofenilfosfato, otro es o-fenilendiamina. La reaccion puede ser detenida con
NaOH o H2S04 vy el producto amarillo es bastante estable (23,26).

Basicamente un ELISA se caracteriza por su facil ejecucion, alto grado de
reproducibilidad, extrema sensibilidad, se adapta a la automatizacion y es de bajo costo.
Actualmente debido a los avances de la tecnologia las compafias comerciales tienen a
la disposicion distintas presentaciones de los ensayos inmunoenzimaticos, para el
diagnéstico de la enfermedad de Chagas. Estan los que ponen en evidencia la
presencia 0 ausencia de anticuerpos IgG, las compafias que fundamentan su método
en el uso de un adhesivo biolégico para la activacion de las placas, lo que facilita la
inmovilizacion del antigeno ofreciendo asi una alta sensibilidad y lo denominan un
ensayo de segunda generacion; y otras que utilizan un antigeno recombinante a partir
de proteinas especificas de los estadios de epimastigote y tripomastigote de
Trypanosoma cruzi, ofreciendo obtener resultados reproducibles, especificos y con una
elevada sensibilidad (26-28,29-34).

v. Inmunofluorescencia indirecta (IFI):

Las técnicas de anticuerpos fluorescentes o de inmunofluorescencia son bésicamente
histoquimicas o citoquimicas, utilizdndose tanto para la deteccién de antigenos como de
anticuerpos. Un anticuerpo especifico se conjuga con un compuesto quimico fluorescente
(fluorocromo), lo que resulta en un marcador sensible con su reactividad inmunolégica
inalterada. El antisuero conjugado se adhiere a las células o tejidos fijandose a los
antigenos, formando un complejo inmune estable. Las proteinas que no son
inmunoglobulinas se deben remover por lavados con solucién amortiguadora de fosfatos y la
reaccién Ag-Ac se observa en un microscopio de luz ultravioleta (21,22).

El método indirecto o inmunofluorescencia indirecta, también llamado método de
antiglobulina, permite la identificacion de anticuerpos en sueros o fluidos no marcados. Es
una adaptacion de la reaccion de antiglobulina o de la técnica de doble anticuerpo. El
anticuerpo no conjugado es expuesto al antigeno epimastigote o tripomastigote de
Trypanosoma cruzi, luego de su unién se lava y la reaccién se pone de manifiesto con un
segundo anticuerpo conjugado (antiglobulina). Un aspecto importante de esta técnica es que
puede utilizarse un conjugado polivalente o bien monovalente, en relacion a las clases de
inmunoglobulinas que se desean detectar, es decir que un conjugado polivalente detecta
cualquier clase de anticuerpo, mientras que uno monovalente es especifico contra una clase

de inmunoglobulina solamente (IgG, IgM, IgA) (25).
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Es el método mas ampliamente usado en el laboratorio de inmunologia debido a su alta
sensibilidad. La literatura refiere que IFI se positiviza de 2 a 3 semanas aproximadamente

después de iniciar la infeccion chagésica, detectando anticuerpos IgM (15,23).

vi. Inmunocromatografia:

Se fundamenta en la deteccién cualitativa de los anticuerpos. EI método emplea una
combinacién de un anticuerpo especifico adherido a una proteina, la cual se conjuga en
particulas muertas y los antigenos estan adheridos a la fase sélida que es la membrana. La
muestra se afiade en la superficie adsorbente. Mientras la muestra traspasa el area del
conjugado, la mezcla traspasa la fase sélida hasta llegar a los antigenos. Si los anticuerpos
frente a Trypanosoma cruzi estan presentes en la muestra, se adhieren a los antigenos de la
fase soélida, produciendo una banda en la ventana de los resultados del paciente. Si los
anticuerpos no estadn presentes en la muestra traspasa la ventana de resultados del
paciente y no se forma la banda. Para asegurar la validez de los resultados, el ensayo
incluye un control en el procedimiento (25,29).

b. Deteccion de Antigenos de Trypanosoma cruzi::

i. PCR (reaccion de polimerasa en cadena): ha demostrado que puede detectar hasta 1
parasito por 10 ml de sangre (23).

ii. Electroforesis: es altamente especifico debido a la constitucion molecular del
Trypanosoma cruzi (5,18).

iii. Western Blot: empleado para el estudio de antigenos purificados, con el propésito de

implementar pruebas serolédgicas altamente sensibles y especificas (25).

c. Diagndstico clinico:

i. Electrocardiograma: demuestra bloqueo de rama derecha y hemi bloqueo anterior
izquierdo, que dada la baja incidencia de patologia diferencial lo convierte en un estudio de

alta especificidad en nuestro medio (1,10).

ii. Radiologia baritada: puede demostrar la presencia de un megaesofago o un megacolon al

observar la dilatacion del bario en las respectivas visceras (9).
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En el caso de miocardiopatia la radiologia revela una sombra megacardiaca que es muy

especifica (1,8).

iii. Radiografia de torax: muestra cardiomegalia debido a la masiva proliferacion del parasito
(10).

5. Pronéstico:

En la fase aguda el prondstico depende de la edad, el estado de nutricién, el tipo y la
intensidad de manifestaciones presentadas por el paciente.
Casi siempre la enfermedad tiene caracter mas grave en los lactantes sobre todo en los
de corta edad, a los que puede ocasionar la muerte.
En la cardiopatia chagasica crénica el prondstico es variable y depende principalmente,
del grado de aumento de corazon, el tipo de trastorno del ritmo cardiaco, del grado de
insuficiencia cardiaco y de la tendencia evolutiva de la infeccion. La muerte puede

sobrevenir subitamente o bien luego del padecimiento imputable a falla del corazén (1,11).

6. Tratamiento:

Los medicamentos disponibles el mercado son:

a. Lampit (nitrofurazona): Las dosis prescritas son: en nifios: 15-20 mg/kg/dia y en adultos: 5
mg/kg peso/dia iniciales incrementando lentamente hasta alcanzar una dosis de 10 mg/kg
peso/dia

b. Radanil (benzimidazol): 5 mg/kg peso/dia por 30 dias.

Entre las primeras semanas los efectos secundarios de ambas sustancias suele ser:
anorexia, intolerancia digestiva, exantema (lo que puede llegar a ser del tipo de la dertmatitis
exfoliativa) y fotodermatitis. En casos de déficit enzimatico de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa, ambos medicamentos podrian inducir anemia hemolitica. Al final del
tratamiento puede aparecer afeccion del sistema nervioso central, insomnio, alucinaciones y

psicosis (10).
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IV. JUSTIFICACIONES

La deteccidén de anticuerpos séricos para los componentes de Trypanosoma cruzi
es el principal soporte para el diagnostico de la enfermedad de Chagas, ya que los métodos
parasitolégicos requieren de 20 a 60 dias, frecuentemente carecen de sensibilidad, son
laboriosos y son un procedimiento doloroso y traumatico para el paciente.

En nuestro pais el Ministerio de Salud Publica a través del Laboratorio Unificado de
Control de Alimentos y Medicamentos (LUCAM) regula el registro y comercializacién de los
reactivos de diagndstico. Sin embargo solo se exige el registro sanitario, sin ninguna
evaluaciéon que garantice la efectividad de los productos en nuestro medio antes de su
comercializacion.

Siendo Guatemala un area endémica de la enfermedad de Chagas y tomando en
cuenta que la transfusion sanguinea es una de las vias de transmision mas frecuente, el
diagnostico seroldgico permite realizar el tamizaje en el control de donadores para el banco
de sangre asi como estudios epidemioldgicos.

Por ello, es necesario realizar una evaluacion de los reactivos comerciales para
recomendar el mas efectivo disponible en el mercado, que permita un diagnostico confiable

en nuestra poblacion.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

1. Evaluar los reactivos disponibles en el mercado para el diagnéstico de la enfermedad de

Chagas en la poblacién guatemalteca.

B. Objetivos especificos

1. Determinar especificidad, sensibilidad, exactitud, valor predictivo positivo, valor predictivo

negativo de los reactivos en estudio.

2. Recomendar la técnica més confiable para el diagndstico de la enfermedad.
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VI. HIPOTESIS

Al menos dos de los reactivos evaluados en el estudio, son Utiles para el diagnéstico de la

enfermedad de Chagas en la poblacién guatemalteca.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo:

En el estudio se incluyeron nueve juegos de reactivos donados por diferentes
compafias comerciales: CHAGAS STAT-PAK (Chembio Diagnostic Systemms), ABBOTT
CHAGAS ANTICUERPOS EIA (Abbott Laboratorios de Brasil), TEST ELISA PARA CHAGAS
(BIOS Chile, Ingenieria Genética S.A.), CHAGATEST ELISA; CHAGATEST ELISA
recombinante v.3.0; CHAGATEST LATEX (Wienner lab.), CHAGAS’ IgG ELISA (Meridiam),
CHAGASCREEN ELISA (Sanofi Diagnostics Pasteur), PATHOZYME CHAGAS (Omega

Diagnostics Limited).

B. Recursos:

1. Recursos humanos:
a. Estudiante de Quimica Bioldgica: Lilian Queusely Camey Mijangos

b. Asesoras: Licda. Vivian Matta de Garcia y Licda. Ana Margarita Paz de Ramirez

2. Recursos Institucionales:

a. Departamento de Citohistologia de la Escuela de Quimica Bioldgica de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

b. Banco de Sangre del Hospital General “San Juan de Dios”.

c. Laboratorio Clinico Santa Elisa.

d. Centro de Referencia de Inmunoanalisis (CERIA).

e. Arquisa

f. Comercial Selecta

g. DILAB S.A.

h. Merck Centroamericana S.A.
i. Servimedic

j. Distribuidora Almar

k. Abbott Laboratorios, S.A.
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C.
1
a
b.
c
d.
e
f.
h

Material y Equipo

. Material:

Pipeta automatica graduable de 5-50 ul
Pipeta automatica graduable de 100-500 ul
Pipeta multicanal automética graduable 50-100 ul

Placas de fondo oscuro

. Contenedores de reactivos para pipeta multicanal

Recipiente para descartar

. Puntas para pipeta de 0-200 ul

Puntas para pipeta de 500-1000 ul
Pinzas no metélicas
Dispensador de esferas

Gradillas para tubos de ensayo

. Tubos de ensayo

Cubierta adhesiva de placas
Guantes descartables
Bata de manga larga

Hojas de trabajo

. Equipo:

Refrigerador de 2 a 8 °C
Incubadora de 37 °C

Agitador por rotacion

Lector de ELISA

Lavador automatico
Incubador COMMANDER PPC
Lector COMMANDER

Quick Wash (lavador de esferas)
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3. Reactivos:

a. Set de reactivos CHAGAS STAT-PAK: (Chembio Diagnostic Systems)

b. Set de reactivos CHAGASCREEN ELISA: (Sanofi Diagnostics Pasteur)

c. Set de reactivos CHAGATEST ELISA: (Wienner lab.)

d. Set de reactivos CHAGATEST LATEX: (Wienner lab.

e. Set de reactivos CHAGATEST ELISA recombinante v.3.0: (Wienner lab.)

f. Set de reactivos CHAGAS’ IgG ELISA: (Meridiam)

g. Set de reactivos ABBOTT CHAGAS ANTICUERPOS EIA: (Abbott Laboratorios Brasil)

h. Set de reactivos PATHOZYME CHAGAS: (Omega Diagnostics Limited.)

i. Set de reactivos TEST ELISA PARA CHAGAS: (BIOS Chile, Ingenieria Genética S.A.)

D. Métodos:

1. Set de reactivos CHAGAS STAT PAK:

a. Se removi6 el numero necesario de placas del envoltorio y se colocd sobre superficie
plana.

b. Se identificd la unidad de test con el nUmero o nombre del paciente.

c. Se agreg6 5 ul de suero al pozo correspondiente

d. Utilizando el gotero se agrego lentamente 6 gotas (240 ul's) del diluyente provisto, en el
pozo de la muestra.
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e. Se leyeron los resultados al transcurrir 15 minutos, las muestras con resultado positivo

presentaron una doble banda puarpura, las negativas solamente la banda en el area de

control de la membrana y las dudosas con una banda débilmente coloreada en el area

de muestra y una bien coloreada en el area del control de la membrana.

2. Set de reactivos CHAGASCREEN ELISA:

a. Los reactivos y las muestras se estabilizaron a temperatura ambiente antes de

iniciar la prueba. Se realizé la diluciéon de la muestra y/o controles (dos controles
positivos y tres negativos) con el diluyente de muestras, asegurandose de colocar los
mismos en el seno del liquido y no sobre las paredes o el fondo del pozo. Se enjuagé
la pipeta con el diluyente depositado en el pozo para asegurar una correcta

homogenizacion, de acuerdo a la siguiente tabla.

Desconocida Control Control
Positivo Negativo
Diluyente de muestra: 200 ul 200 ul 200 ul
Control Positivo 10 ul
Control Negativo 10 ul
Muestra 10 ul

Una vez cargadas las muestras en cada tira se mezcl6 suavemente los laterales de la
microplaca durante 10 segundos.

Para evitar la evaporacion, se cubrio la placa con un papel autoadhesivo e incubé por
30 minutos a 37°C.

Se aspir6 cuidadosamente el liquido de cada pozo colocdndolo en un recipiente para
desechos biolégicos que contenia 5% de hipoclorito de sodio. A continuacion, se
lavé 5 veces con buffer de lavado empleando cada vez aproximadamente 300
ul/pozo. El liquido después de cada lavado, se descartd también en el recipiente con
hipoclorito. Al finalizar el ultimo lavado, se elimind por completo el liquido residual,

invirtiendo la microplaca y golpeandola varias veces sobre papel absorbente,
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ejerciendo una leve presion con la mano sobre los laterales mayores del soporte,

para evitar la caida de las tiras pozos.

c. Se agreg6 60 ul de conjugado a cada pozo. Se mezclé e incubé como en el paso

(). Posteriormente se lavé como en el paso (b).

d. Se agregd a cada pozo: 50 ul de substrato Ay 50 ul de substrato B. Se mezcld
como en el paso (a), e incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos.
e. Luego se agreg6é 50 ul gota de solucion de parada a cada pozo. Se mezclo

aplicando suaves golpes durante 10 segundos.

Se leyd en espectrofotometro a 450 nm, se calcul6 el punto de corte (promedio de los
tres controles negativos + 0.200). Un resultado positivo se obtiene usando la muestra con
una absorbancia mayor de este valor, y un resultado negativo usando las muestras con un

valor menor al punto de corte.

3. Set de reactivos CHAGATEST ELISA / CHAGATEST ELISA recombinante v.3.0:

Se llevo a temperatura ambiente los reactivos y las muestras antes de iniciar la prueba.
Una vez iniciado el procedimiento se completd sin interrupcion. Se proceso
simultdneamente 2 controles positivos (CP), 3 negativos (CN) y los desconocidos (D). Se
depositd la muestra y/o controles sobre el diluyente de muestras, asegurandose de colocar
los mismos en el seno del liquido y no sobre las paredes o el fondo del pozo. Se enjuago la

pipeta con el diluyente dispensado en el pozo asegurando una correcta homogenizacién.

a. Se agrego6 a cada pozo de la microplaca 200 ul del diluyente de muestras y 10 ul de: 3
controles negativos, 2 controles positivo y las muestras desconocidas. Se cubri6 la placa
con cinta adhesiva y se mezclé aplicando golpes suaves en los laterales de la

microplaca durante 10 segundos.
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b. Se incubd a 37°C durante 30 minutos. Se aspirdé cuidadosamente el liquido de cada
pozo recibiéndolo en un recipiente de desechos bioldégicos que contenia 5% de
hipoclorito sodico.

c. Se lavé 5 veces con buffer de lavado empleando cada vez aproximadamente 300
ul/pozo. Al finalizar el udltimo lavado, se elimino por completo el liquido residual,
invirtiendo la microplaca y golpeandola varias veces sobre papel absorbente, ejerciendo
una leve presion con la mano sobre los laterales mayores del soporte, para evitar la
caida de las tiras de pozo.

d. Se agregé en cada pozo 50 ul de conjugado.

e. Seilncubd a 37°C durante 30 minutos.

f. Selavdé como se indica en el paso 3.

g. Se agregl substrato, 50 ul del A + 50 ul del B, se mezcl6 e incub6 30 minutos a
temperatura ambiente.

h. Se dispenso 50 ul de solucion de parada.

i. Se hizo la lectura en espectrofotometro a 450 nm. El valor de corte se calculé a partir
del promedio de los tres controles negativos sumando 0.300. Todas las muestra debajo
de este valor se tomaron negativas. La zona de indeterminada se calcula a partir del
valor de corte +/- 10%.

Se consideré muestras no reactivas a las que presentaron absorbancias menores a las
del limite inferior de la zona indeterminada. Las muestras reactivas presentaron absorbancias
mayores al limite superior de la zona de indeterminacién y las que presentaron valores en el

intervalo de zona indeterminada se analizaron nuevamente.

4. Set de reactivos CHAGATEST LATEX:
Se llevo los reactivos y las muestras a temperatura ambiente. El antigeno latex se agito

antes de usar. En uno de los sectores delimitados de la placa de vidrio se coloco:

Muestra 1 gota (50 ul)
Contraste 1 gota (50 ul)
Antigeno-Latex 1 gota (50 ul)

Usando un palillo descartable, se mezclé durante 4-5 segundos la mezcla hasta obtener

una suspension uniforme en toda la superficie del sector.
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Se coloco la placa en un agitador de rotacion horizontal, agitandose la placa durante 5
minutos y luego se observo macroscopicamente los resultados, manteniendo la placa bien
iluminada.

Al no disponerse de un agitador mecénico, la agitacion puede realizarse de forma
manual, balanceando la placa continuamente durante 7 minutos. En las muestras positivas
se observé aglutinacion en la placa de fondo oscuro; y en las muestras negativas no hubo
aglutinacion.

5. Set de reactivos CHAGAS' IgG ELISA:

a. Las muestray los controles se diluyeron 1:21 con el diluyente IgG de muestras.
Se dispensé 100 ul del suero diluido en cada pozo de la microplaca.

c. Se cubrio6 la microplaca con el autoadhesivo e incubd durante 30 +/- 2 minutos a 37
°C.

d. Se lavaron los pozos con la solucion de lavado. Se utiliz6 de 250 a 300 ul de la
solucién de lavado, luego se aspiré y repitié procedimiento.

e. Se agrego6 100 ul del conjugado a cada pozo.

—h

Se repitio paso c.

Se repitié paso d.

= @

Se agreg6 100 ul de solucion de substrato a cada pozo.

Se repitié paso c.
j. Se agreg6 100 ul de la solucion de parada a cada pozo.

k. Se hizo lalectura a 405 nm .

La absorbancia del control positivo debe de ser mayor de 0.500, la del control negativo
menor de 0.250. El promedio de tres controles negativos es el valor de corte. Si de alguna de
estas tres muestras no se obtuvo el valor correspondiente, no hay valor de corte para
determinar el resultado de las muestras.

6. Set de reactivos ABBOTT CHAGAS ANTICUERPOS EIA:

Se utilizaron tres controles negativos, tres controles positivos y las muestras.
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Antes de comenzar el procedimiento de ensayo, se llevd todos los reactivos a

temperatura ambiente y mezcl6 suavemente. Se ajustd el Incubador Dinamico

COMMANDER, el bafio Maria o equivalente a una temperatura entre 38 y 42 °C.

Identificando los pocillos de la placa de reaccién para cada muestra o control.

a. Dilucion de muestras:

Se pipeted 10 ul de cada control y muestra en el fondo de un tubo de ensayo.

Se dispensé 400 ul de diluyente de muestra en cada tubo de ensayo.

Se aseguré una mezcla adecuada, agitando ligeramente las placas.

Se transfirieron 200 ul de cada muestra o control diluido al pocillo correspondiente
de la placa de reaccion.

b. Primera incubacion:

Se afiadio una esfera a cada pocillo que contenia un control o una muestra diluida.
Se cubrié con una hoja adhesiva, agitando la placa ligeramente para cubrir las
esferas y asi eliminar las burbujas de aire que hayan quedado atrapadas.

Se Incubéd a una temperatura entre 38 y 42 °C durante 55 a 65 minutos.

Se retird y desecho la hoja adhesiva.

Se lavo cinco veces con el lavador automatico de esferas.

c. Segunda incubacion:

Se afiadi6 200 ul de conjugado diluido a cada pocillo de reaccién.
Se aplicé una nueva hoja adhesiva; agitando la placa ligeramente.
Se incub6 a temperatura entre 38 a 42 °C durante 28 a 32 minutos.
Se retird y desechd la hoja adhesiva.

Se lavl cada esfera igual que el inciso 4.6.2
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d. Desarrollo del color:

Se transfirieron las esferas inmediatamente a los tubos de ensayo.

Se purgo el dispensador inmediatamente antes de dispensar la solucién de sustrato
OPD.

Se aspiré 300 ul de solucién de sustrato de OPD recién preparada en dos tubos

vacios (blancos de sustrato) y después en cada tubo que contenia una esfera.

iv.  Se cubri6 e incubd a temperatura ambiente durante 28 a 32 minutos.
v. Se afiadié 1 ml de acido sulfarico 1 N a cada tubo y agité para mezclar.
e. Lectura:

i.  Enmodo 0, se blanque6 el instrumento con el tubo de agua.

ii. Se determind la absorbancia del blanco de sustrato. Para que sea valido, el valor
del blanco de sustrato que debe ser igual o superior a 0.020 e igual e inferior a
0.040. Se detuvo el ensayo del Modo 0.

iii. Se selecciono6 el modo para procesar el ensayo ABBOTT CHAGAS ANTICUERPOS
EIA.

iv.  Se blanqueo el instrumento con el blanco de sustrato valido.

v.  Se determind las absorbancias de los controles y de las muestras.

7. Set de reactivos PATHOZYME CHAGAS:

®© oo o

Se diluyé los controles y las muestras 1:25 afiadiendo 20 ul de muestra o control a
480 de diluyente de suero.

Se agregd 100 ul de las diluciones a cada pozo.

Se incub6 60 minutos a 37°C.

Se descarté el contenido de los pozos y lavé 3 veces con el buffer de lavado.

Se agreg6 100 ul del conjugado a cada pozo, mezclandose cuidadosamente 5

segundos.
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8.

> @a =~

Se incubo6 30 minutos a 37°C.

Se descart6 el contenido de los pozos y lavé 3 veces.

Se agreg06 100 ul del substrato a cada pozo y mezclé cuidadosamente 5 segundos.
Se incubo en obscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Se agreg6 100 ul de la solucién de parada a cada pozo. Agitandose 30 segundos.

Se hizo la lectura a 450 nm.

Set de reactivo TEST ELISA PARA CHAGAS:

Se coloco 200 ul de la solucién de dilucién de suero en cada uno de los pocillos que
se utilizaron.

Se agregaron 20 ul de suero a cada pocillo. Incluyéndose 1 control positivo alto, 2
controles positivos bajos y 2 controles negativos.

Se sell6 la placa con el papel autoadhesivo provisto, para impedir la evaporacion de
los reactivos e incubd por 30 minutos a 37°C +/- 1.

Se lavé 4 veces de forma manual la placa con solucion de lavado diluida, eliminando
la solucion después de cada lavado.

Después del ultimo lavado se puso la placa invertida golpeandole suavemente sobre
el papel absorbente. No se permitié que la placa se secara.

Se agreg6 100 ul del conjugado a todos los pocillos.

Se sell6 la placa de la misma forma que el punto C, e incub6 por 30 minutos a 37°C
+/-. Se lavo la placa de manera similar a la descrita en los puntos D y E.

Revelado: se agregd 50 ul de Substrato A y luego 50 ul de Substrato B a cada
pocillo, se incubé la placa a oscuridad absoluta y a temperatura ambiente durante 30
minutos exactos.

Se detuvo la reaccidén agregando 100 ul de H2SO4 3N a cada pocillo. Los pocillos
positivos inicialmente de color azul intenso se tornan amarillos; los pocillos negativos,
incoloros o levemente azulados, permanecieron incoloros o presentaron una leve
coloraciéon amarilla.

La placa se ley6 utilizando un lector de microplaca, usando un filtro de 450 nm.

Se consideré negativas a las muestras que presentaron una absorbancia menor al
valor de corte = 0.35 (X control positivo bajo + X control negativo); y positivas a las

gue presentaron una absorbancia mayor a este valor.
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E. DISENO DEL ESTUDIO:

1. Tipo de estudio:

Este estudio fue de tipo descriptivo, transversal, prospectivo.

2. Disefio de muestra:

El muestreo de la investigacion fue de tipo no probabilistico por conveniencia. Las
pruebas se aplicaron a 89 sueros provenientes de estudios previamente realizados en el
Departamento de Citohistologia, los que fueron escogidos por conveniencia y distribuidos de
la siguiente forma: 30 sueros con reactividad positiva a tres diferentes metodologias, 30
sueros con reaccion inespecifica o dudosa y 30 sueros negativos, asi como los controles
positivo y negativo de cada presentacion. El trabajo experimental fue un estudio ciego, para
lo cual a tanto las muestras como a los reactivos se les asigné un codigo para su proceso

buscando la objetividad de los resultados.

3. Andlisis de resultados:

Los resultados obtenidos fueron comparados con los datos de estudios anteriores en el
departamento de citohistologia. Asi una muestra se considero positiva, negativa o dudosa
de acuerdo a la reactividad, que presentara a tres diferentes metodologias entre ellas:
ELISA, IHA, RLAT y/o IFI. Las muestras escogidas para el estudio se determinaron
positivas por presentar reactividad a tres técnicas diferentes, las muestras dudosas dieron
reactividad a una de las tres técnicas y las negativas sin ninguna reaccién a tres pruebas.

Los datos obtenidos fueron analizados en tablas de contingencia de 2X2 en el programa
Epi Info versién 6.02, de las cuales se obtuvieron los indices estadisticos de las pruebas
evaluadas como: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo
negativo y exactitud.

Los criterios para recomendar el reactivo que se adecle al diagndstico de la
enfermedad de Chagas en nuestro medio seran las pruebas que presenten altos indices de

sensibilidad, especificidad, exactitud y valor predictivo positivo y negativo.
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VIIl. RESULTADOS

Para la realizacion de este estudio fueron seleccionados por conveniencia 89 sueros de la
seroteca del Departamento de Citohistologia, los cuales habian sido analizados por diferentes
metodologias como Inmunofluorescencia indirecta, Inmunoensayo enzimatico, Hemaglutinacion
indirecta, Aglutinacion con particulas de gelatina, Aglutinacion con particulas de latex y cultivo;
algunos de estos sueros fueron evaluados por todos y / o al menos por tres de estas
diferentes técnicas.

La poblacion de sueros se distribuy6 de la siguiente forma: 36 muestras consideradas
positivas por presentar una reactividad positiva a un minimo de tres diferentes metodologias y
63 muestras consideradas negativas bajo el mismo criterio. Entre la poblacion de muestras
negativas se incluyo intencionalmente 23 catalogados por este estudio como sueros problema,
por haber dado una reaccién positiva a una de tres metodologias diferentes. Sin embargo,
éstos sueros fueron considerados negativos ya que segun el criterio de la OMS, deben de
obtenerse minimo dos pruebas serolégicas diferentes con el mismo resultado a fin de confirmar
una infeccion.

Los reactivos evaluados durante el estudio comprendieron tres grupos de diferentes
metodologias: El grupo No. 1 conformado por la prueba de membrana en el que se incluyo:
reactivo A, el grupo No. 2 que incluyé aglutinacion por medio de particulas de latex: al reactivo
B vy el grupo No. 3 con los reactivos de inmunoensayo enzimatico: a los reactivos C, D, E, F, G,
H e I (ver tabla 1).
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Tabla No. 1

COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES
PRINCIPIOS DE LOS METODOS

REACTIVO | | MATERIAL ANTIGENICO | |[MATERIAL RECUBIERTO
Anticuerpo especifico anti
T. cruzi combinado a una
. . Placas
proteina conjugada a . ‘e
. : inmunocromatograficas
A particulas inertes y : ;
. ; recubiertas de material
antigeno unidos a una base o
)~ o antigénico
sélida, no especifican
estadio
Antigenos C|toplasm|co_s y Suspension al 1% de
B de membrana de T. cruzi en ; .
. L particulas de latex
presencia de un liquido de sensibilizadas
contraste
C Antigeno de T. cruzi, no Esferas recubiertas de
especifican estadio antigeno
Antigeno purn‘lcan . Pozos recubiertos de
D T. cruzi, no especifican . e
. antigeno purificado
estadio
Microplaca con pozos
Antigeno citoplasmico y de | | que contienen antigenos
E membrana de T. cruzi, no citoplasmicos y de
especifican estadio membrana de T. cruzi
inmovilizados
Policubeta con pocillos
Antigeno citoplasmico y de | | que contienen antigenos
F membrana de T. cruzi, no citoplasmicos y de
especifican estadio membrana de T. cruzi
inmovilizados
Antigeno recombinante de
T. cruzi a partir de proteinas Pozos recubiertos de
G especificas de los estadios | |antigenos recombinantes
de epimastigote inmovilizados
tripomastigote
Pozos con adhesivo
Antigeno de T. cruzi, no _b|ol_qg|co para la
H activacion de las placas

especifican estadio

recubiertas con antigeno
de T. Cruzi

Antigeno recombinante
especifico de T. cruzi, no
especifican estadio

Pozos recubiertos de
antigeno recombinante
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Durante el proceso de la evaluacion de los 89 sueros, a cada uno se les asignd un cédigo
y se trabajé en ciego para asi buscar la objetividad de los resultados. Todos los reactivos
fueron procesados siguiendo las estrictas indicaciones sefialadas en los procedimientos de las
diferentes casas comerciales. Se incluyeron los diferentes controles positivo y negativo durante
el proceso de cada ensayo individualmente. Los juegos de reactivos de casas comerciales
gue requirieron equipo especial fueron procesados en instituciones estatales como el Banco de
Sangre del Hospital General "San Juan de Dios" y en laboratorios particulares como el
Laboratorio Clinico Santa Elisa y el Centro de Referencia de Inmunoandlisis, quienes contaban

con el equipo necesario para ello.

RESULTADOS AGRUPADOS SEGUN CONCLUSION
Con los datos obtenidos de cada suero se determind la sensibilidad, especificidad,
exactitud, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de los diferentes juegos de
reactivos comerciales. Utilizando como estandar de referencia la reactividad positiva de los
sueros en al menos tres metodologias diferentes, y la reactividad negativa de los mismos a tres

metodologias distintas. (Cuadro reportado por el Departamento de Citohistologia)

C
A
E
F
G
B
I
H
D
CONCLUSION
SEGUN DEPTO.
CITOHISTOLOGIA

Positivos 40 |24 128 |34 |38 |31 |43 |38 | 27

w
[ep}

w
o

Negativos 49 |51 |60 | 55|50 |56 |45 |51 | 60
No
Reacciona 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Dudosos 0Ol12{]1j]0j]0,2]1|]0]2] 23

Los indices estadisticos fueron analizados por el programa estadistico Epi Info version

6.02 que proporciono los resultados de los mismos asi como el intervalo de confianza de estos.
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Las pruebas del reactivo de la prueba rapida de membrana A present6 una especificidad
del 92.5%, mientras que la prueba de aglutinacion de particulas de latex presenté un 90% (Ver
tablas No. 3 y No. 4). Los juegos de reactivos de inmunoensayo enzimético evaluados
presentaron un rango de especificidad del 84.9 al 100%.

En relacion a la sensibilidad la prueba rapida de membrana presentd 63.9%, la de latex
77.8 y las de inmunoensayo enzimatico un rango 77.8% - 100%.

En lo que respecta al valor predictivo positivo el rango obtenido fue de 81.8 - 100%,
siendo la prueba D la que presentdé n 100%; sin embargo al tomar en cuenta el indice de
prevalencia de la Enfermedad de Chagas adquirida de 0.18 % el rango oscila de 0.12 a 0.73%.

El rango de valor predictivo negativo fue 79 — 100% para los juegos de reactivos
evaluados, siendo las pruebas C e | las Unicas que dieron un 100%, aunque tomando en cuenta
la prevalencia de la enfermedad todos los reactivos demuestran un 100% del valor (Ver tabla
No. 5).

Tabla No. 3

PRUEBA RAPIDA DE MEMBRANA

Reactivo |Sensi IC Espe IC Vp+ IC Vp- IC Exact |Pvp+ | Pvp-
A 63.9 |46.2-78.7| 92.5 |80.9 - 97.6| 85.2| 65.4-95.1| 79| 66.5-87.9|80.68 | 0.15 100
Tabla No. 4
AGLUTINACION DE PARTICULAS DE LATEX
Reactivo | Sensi IC ESPE IC Vp+ IC Vp- IC Exact| Pvp+ | Pvp-
B 77.77 1 60.4 - 89.3| 90.56 | 83.4 —98.5|84.84| 73.1-97.5/90.3| 74.1-93.4| 83.9 | 0.14 | 100
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Tabla No. 5
INMUNOENSAYO ENZIMATICO

Reactivo | Sensi IC Espe IC Vp+ IC Vp- IC Exact| PVP* | PVP-
C 100% | 88 —100 |92.45%| 81-98 | 90 75-97 |100%| 91-100 | 95.5 | 0-23 | 100
D 78.78 |77.1-59.4| 100 |91.4—100| 100 | 84.5-100 | 88 |74.9-93.7/88.76| 0.58 | 100
E 77.77 |60.4-89.3| 98.11 |91.6—100/96.65/ 85-100 |86.66/75.2-93.8/89.88| 0-73 | 100
F 88.88 | 73-96.4 | 96.22 |85.9-99.3/194.11| 78.9-99.0 |92.72|81.6 - 97.6/93.25| 0.42 | 100
G 88.88 | 73-96.4 | 88.77 |76.3-95.3/84.21|168.1 - 93.4/92.25/80.3 - 97.5/88.76 | 0.14 | 100
H 91.7 | 76.4—-97 | 90.6 |78.6-96.5|86.8 | 71.1-95.1 | 94.1 |82.8-98.5/ 91 | 0.17 | 100
[ 100 | 88—-100 | 84.9 |71.9-92.8| 81.8 |66-8-91.3/100%|90.2 - 100 |91.01| 0.12 | 100
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Siendo Guatemala un pais endémico de la Enfermedad de Chagas y la hemotransfusion
una de las vias de transmisibn mas importante, los ensayos seroldgicos son una alternativa
aceptable para la deteccion de portadores de la infeccién, ya que inmediatamente después del
inicio de la misma es probable detectar la presencia de anticuerpos IgG especificos, que
caracteriza a ésta en su etapa crénica.

Las pruebas de membrana y la prueba de aglutinacién con particulas de latex estan
siendo utilizadas para el tamizaje en la deteccidon de anticuerpos anti - Trypanosoma cruzi ya
gue se caracterizan por proporcionar resultados de una forma rapida. La evaluacién realizada
en este estudio demostr6 que la especificidad del 90% al 92.5% que presentaron estas
pruebas las hace capaces de identificar a los pacientes que no presentan infeccién, es decir al
porcentaje de individuos sanos. Sin embargo el dato obtenido de estas dos metodologias debe
de confirmarse por una técnica que garantice la confiabilidad de los mismos; siguiendo con las
normas que dicta la OMS para el diagnéstico de una enfermedad. De las 89 membranas del
reactivo A se tuvo 2 membranas que no reaccionaron y 12 que dieron reacciones inespecificas,
el fallo puede atribuirse a la fecha vencida que presentaba un set de 25 membranas de los 4
sets de reactivo que fueron donados, estas membranas pertenecian al set con fecha de
caducidad vencida. Los datos afectaron el calculo total de los indices estadisticos.

Los reactivos de inmunoensayo enzimatico, C e | , que presentaron un valor de
sensibilidad y valor predictivo negativo del 100%; ambos sets de reactivos son capaces de
diagnosticar la enfermedad de Chagas. Su elevada sensibilidad en el diagndstico, garantiza al
usuario una tasa de falsos negativos baja. Por lo que una prueba sensible es la mejor eleccion
para descartar el diagnéstico de una enfermedad congénita o adquirida, ya que se desea un
resultado negativo que sea confiable y el reactivo proporcione pocos falsos negativos. Incluso
una prueba de alta sensibilidad es la mejor opcidn si los factores de riesgo y costo son iguales.
Ambas pruebas requieren de equipo sofisticado para su ejecucion, aunque el costo del kit de
reactivos sea accesible al bolsillo.
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El reactivo D que presentd6 un 100% de especificidad y valor predictivo positivo; su
elevada especificidad proporciona una tasa de falsos positivos baja; siendo esta la prueba ideal
para el tamizaje de donadores en un banco de sangre. El reactivo de esta casa comercial
ademas de ser accesible en el mercado, es de facil ejecucibn y no necesita de equipo
sofisticado para su ejecucién. Sin embargo al tomar en cuenta el indice de prevalencia de
0.18% la Enfermedad de Chagas adquirido en nuestro pais los valores predictivos positivo y
negativo varian puesto que la proporcion de quienes padecen la enfermedad realmente es baja,
puesto que el blanco de un test es proporcionar un diagndstico acertado.

La sensibilidad y especificidad moderada que presentaron los reactivos D, E, F, Gy H
fundamentan sus metodologias, por ejemplo a un adhesivo biolégico que activa las placas e
inmoviliza el antigeno, ofreciendo una estabilidad durante el ensayo. Algunos basan su
metodologia en técnicas bioquimicas utilizando ADN recombinante a partir de proteinas
especificas del antigeno, asegurando que la mezcla antigénica brinda resultados reproducibles
y de elevada sensibilidad. A pesar de los avances tecnolégicos que actualmente brindan las
diferentes casas comerciales al poner a disponibilidad los denominados ensayos de tercera
generacion, que se basan en la utilizacion de proteinas especificas de los diferentes estadios
de Trypanosoma cruzi, existe variabilidad en las especies y entre regiones, lo que hace ineficaz
al reactivo para el diagnostico de la enfermedad.

Durante el estudio se asigné a los reactivos una clave, para unificar el criterio de como
nombrar las presentaciones comerciales que distribuyen las diferentes casas comerciales. Se
les pidio autorizacidén de publicar la marca que distribuyen, a la cual algunas casas comerciales
accedieron y otras no.

En el mercado de nuestro pais contamos con pruebas accesibles, facil ejecucion, alto
grado de reproducibilidad, sensibles, especificas y de bajo costo al alcance de los usuarios para

proporcionar un diagndstico confiable a nuestra poblacién.
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X. CONCLUSIONES

1. Los reactivos de las casas comerciales C e | presentaron un 100% de sensibilidad por lo
que son capaces de diagnosticar con mayor precision la Enfermedad de Chagas en la

region de Guatemala.

2. Los tres reactivos C, | y D de inmunoensayo enzimatico fueron los que presentaron
mayores indices estadisticos por lo tanto son Utiles para el tamizaje del diagnéstico de la

Enfermedad de Chagas.

3. Las pruebas de membrana y aglutinacion de particulas de latex proporcionan resultados

rapidos que deben ser confirmados con técnicas mas confiables.
4. Los reactivos evaluados para el diagnostico de la Enfermedad de Chagas no presentan el

desempefio adecuado para nuestra poblaciébn debido a la baja prevalencia de la

enfermedad en nuestro pais.
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Xl. RECOMENDACIONES

1. Lainspeccion y evaluacién de los diferentes reactivos disponibles en el mercado antes
de su venta deberia ser una norma general que dictamine el Ministerio de Salud

Puablica y Asistencia Social.

2. Los reactivos C e |, por presentar una alta sensibilidad pueden ser utiles en el

diagnéstico de la Enfermedad de Chagas, ya sea congénita o adquirida.

3. Los reactivos D y E presentaron los valores mas altos de especificidad, por lo que

podrian utilizarse en el tamizaje de donadores de Banco de Sangre.
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Xlll. ANEXOS

ANEXO No. 1

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

Ruptura celular que

Penetra a varios tejidos, Hiera ¢ 86 pardsios
particularmente miocardio E

Penetra por mucosas y piel, \

al ser detectado por la chinche
HOMBRE e

™~
Tripanosoma metaciclico Tripanosoma sanguineo . i
(estadio infectante) se (estadio diagnoslico) R
liberan en materia fecal
de la chinche

CHINCHE

Ingestion
e sy AL
A \ gL Xy
* . g N b

) T, i
Tripanosoma Y\_/ y
metaciclico Epimastigote en
en intestino medio intestino medio

REFERENCIA: Valdespino JL et al. Enfermedades Tropicales en México; Diagndstico,
Tratamiento y Distribucién geogréfica. Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia
Epidemioldgico. Secretaria de Salud. 1994.381p.P. 282
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ANEXO No. 2

Vector de la enfermedad de Chagas de mas amplia distribucion.

Triatoma dimidiata.

REFERENCIA: Molynux DH et al. TRIPANOSOMA and LEISHMANIA, Parasites of Man and
Domestics Animals. International Publications Service Taylor & Francis Inc.,
1,983.294p.P.177
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ANEXO No. 3

Diagndstico y Tratamiento de la enfermedad de Chagas aguda.

Se sospecha por:

+ Sindrome tebril, hapatossp) galis, lintadenopatis
- Edemas bipaipebral unitstaral
+ Chagoma de inocuiacion

[ anTECEOENTES EMDEMIOLOGICOS

- Vivienda de adobs, lacho de paima, plse de lisrre

L_ ]_ Residencia en dreas endémices

o]

Evamen diraclo de
sangre incluysndo
Strout

inoculacion
en animsi Hamocullivo Xenodisgndstico
POSITIVO o o &
" R rg DIAGNOSTICO
[rosawo . A POSITVO DESCARTADO
- G
DIAGNOSTICO n €
CONFIRMADO o ;
s
DIAGNOSTICO L
CONFIRMADO é D
(o] o WE]
DIAGNOSTICO

CONFIRMADO ’J"—‘

VWV N

Benzimidazol: § mgﬂ:?ule por 30 dlas
TRATAMIENTO: Nifios 16 - 20 mg/kgidia
Niturtimox: Adullos S mgikg/dis; 10 mglkg/dia

REFERENCIA: Valdespino JL et al. Enfermedades Tropicales en México; Diagndstico,
Tratamiento y Distribucién geografica. Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgico. Secretaria de Salud. 1994.381p.P.288
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ANEXO No. 4

Diagnéstico y tratamiento de la enfermedad de Chagas indeterminada.

ENFERMEDAD DE CHAGAS INDETERMINADA
Se sospecha por:
= Asintomética

- Serologia positiva en sujetos detectados en forma casual
(Bancos de sangre)

Inocutacién en animales ' Xenodlagnéstico

[\
[TL:‘! ‘-‘n,;n Se clasifica como

seropositivo,

seguimlento EWE

seralogico
petiddico

l DIAGNOSTICO
CONFIRMADO
DIAGNOSTICO

CONFIRMADO

N

Se clasifica
como
seroposltivo,
seguimlente
seroldglico
perlodico

Benzimidazol 5 mg/kg/dia por 30 dies

TRATAMIENTO:
Nifurtimox: 5 mgrkg/dia; 10 mg/kg/dia

REFERENCIA: Valdespino JL et al. Enfermedades Tropicales en México; Diagndstico,

Tratamiento y Distribucién geogréfica. Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia

Epidemioldgico. Secretaria de Salud. 1994.381p.P.290
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ANEXO No. 5

Diagnostico y tratamiento de la enfermedad de Chagas cronica.

ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA

Se sospacha por:

+ Insuliclencis catdiaca, arritmias, mi diopatie con dil
« Megeesdingo, megacolon

"y

[ [ ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS

-« Aasidancia an deses endémicas
- { I « Vivienda de sdobae, techo de palima, piso de lierrs
[roerss)
-1 [

ECG, Rayos X |
f

Xenodiagndstico

DIAGNOSTICO
DESCARTADO

e DIAGNOSTICO
i DESCARTADO
DIAGNOSTICO
CONFIRMADO DIAGNOSTICO

CONFIRMADO
DIAGNOSTICO
CONFIRMADO

A pW

TRATAMIENTO: TRATAMIENTO:
SINTOMATICO: Digitélicas, " Benzimidazol: 5 mgfkg/dia por 10 dias
d licos, antiarriimicos, .
n::::pp:wi. cirugia Nifurtimox: 5§ mg/kg/din; 10 mg/kg/din

REFERENCIA: Valdespino JL et al. Enfermedades Tropicales en México; Diagndstico,

Tratamiento y Distribucion geogréfica. Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia

Epidemioldgico. Secretaria de Salud. 1994.381p.P.289
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ANEXO No. 6

10 de septiembre del 2000

Licenciada:
Eugenia Marroquin
ALMAR

Ciudad

Estimada Licda. Marroquin:

Al saludarla muy atentamente por este medio nos permitimos hacer de
su conocimiento que el Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia, se encuentra realizando una evaluaciéon de los reactivos disponibles en
Guatemala para el diagnéstico de la Enfermedad de Chagas. Esta investigacion se realizara
con 94 sueros, los cuales seran seleccionados de la seroteca que se encuentra en el
Departamento y que contiene todos los sueros que se han coleccionado durante los mas de
diez afos que hemos realizado estudios sobre esta enfermedad. Los sueros seleccionados
comprenderan sueros positivos por hemocultivo, sueros negativos por hemocultivo y otras
metodologias, sueros positivos a leishmaniasis y sueros de pacientes con enfermedad
autoinmune. Con éste estudio se desea evaluar la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo negativo y positivo, y los resultados obtenidos seran enviados a las autoridades
de salud tanto del Ministerio de Salud Publica como del Seguro Social; adjunto sirvase
encontrar una copia del anteproyecto de la investigacion.

Tengo conocimiento que la compafiia que usted representa distribuye
un kit de reactivos para la deteccion de anticuerpos anti-T cruzi, por lo que por este medio
solicitamos a usted su colaboracion con ésta investigacién en el sentido de proporcionar en
calidad de donacion el reactivo suficiente para el proceso de las 94 muestras.

Esta investigacion serd realizada en estudio ciego y al finalizar se le
entregara una copia del informe final.

Agradeciendo de antemano su colaboracion con ésta investigacion se
suscribe de usted,

Licda. Lilian Camey Licda. Vivian Matta
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