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RESUMEN

La tripanosomosis americana o enfermedad de Chagas es causada por el protozoo

flagelado Trypanosoma cruzi. En la fase aguda, debido a la alta carga parasitaria en sangre,
el diagnostico es parasitologico directo. En la fase cronica, debido a la disminucion de la
carga parasitaria, se necesitan técnicas de diagnéstico inmunologico indirectas. La

tripanosomosis africana o enfermedad del suefio estd causada por dos subespecies de

Trypanosoma: Trypanosoma brucei gambiense y Trypanosoma brucei rhodesiense. Se
caracteriza por presentar glicoproteinas de alta variabilidad (VSG) que protegen al parasito

de nuestro sistema inmunitario.

En el presente trabajo se describiran las diferentes técnicas de diagnostico
inmunoldgico de las tripanosomosis americana y africana disponibles en la actualidad. Se

procederd, para ello, a la revision de la literatura cientifica en el los Gltimos 10 afios.

En la tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas: Hasta el momento no

disponemos de una técnica de referencia para el diagnéstico inmunoldgico. Segun la OMS,
se precisan dos test con resultados positivos. Disponemos de técnicas de diagndstico
inmunoldgico con alta sensibilidad y especificidad, tradicionales (ELISA, IFI, HAI) y de
nueva generacion (CMIA). Determinados test rapidos se ofrecen como alternativa a los
anteriores, especialmente Utiles en areas con pocos recursos. En caso de discrepancia de los
anteriores, se recomienda un tercer test confirmatorio como el western-blot. En la

tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio: La evidencia es mas limitada que en la

enfermedad anterior. El diagndstico seroldgico de la enfermedad del suefio requiere técnicas
que empleen mdltiples antigenos, que excluyan la obtencion de falsos negativos. Ademas,
también existen pruebas rapidas tiles en el cribado de la enfermedad pero por sus variables
valores de sensibilidad y especificidad, no deben de emplearse como técnicas para realizar

un diagnéstico definitivo.

PALABRAS CLAVE: T. cruzi, T. brucei, diagndstico, técnicas inmunolégicas.
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ABSTRACT

American trypanosomosis or Chagas disease is caused by the flagellate protozoan

Trypanosoma cruzi. In the acute phase, due to the high parasitic blood load, the diagnosis is
direct parasitological. In the chronic phase, due to the decrease in the parasite load, in direct

immunological diagnostic techniques are needed. African trypanosomosis or sleep disease is

caused by two subspecies of Trypanosoma: Trypanosoma brucei gambiense and
Trypanosoma brucei rhodesiense. It is characterized by high glycoproteins (VSG) that

protect the parasite from our immune system.

In the present work the different techniques of immunological diagnosis of the
American and African trypanosomosis available today will be described. To this end, a
review of the scientific literature will be carried out in the last 10 years.

In American tripanosomiasis or Chagas disease: To date, we do not have a

reference technique for immunological diagnosis. According to the WHO, two tests with
positive results are needed. We have techniques of immunological diagnosis with high
sensitivity and specificity, traditional (ELISA, IFI, HAI) and new generation (CMIA).
Certain rapid tests are offered as an alternative to the above, especially useful in areas with
few resources. In case of discrepancy of the previousones, a third confirmatory test like

western-blot is recommended. In African tripanosomiasis or sleeping sickness: The

evidenceis more limited than in the previous disease. The serological diagnosis of sleep
disease requires techniques that employ multiple antigens, which exclude the obtaining of
false negatives. In addition, there are also rapid tests useful in the screening of the disease,
but because of their variable values of sensitivity and specificity, they should not be used as
techniques for a definitive diagnosis.

KEY WORDS: T. cruzi, T. brucei, diagnosis, immunological technigues.
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INTRODUCCION

Trypanosoma es un protozoo perteneciente a la Familia Trypanosomatidae. Se
caracteriza por ser un protozoo hemoflagelado causante de las dos tripanosomosis mas
importantes en el mundo. Ambas son zoonosis, que cursan con un ciclo vital complejo en el

que el participa el ser humano como hospedador vertebrado®.

El diagndstico inmunoldgico se basa en la deteccion de anticuerpos IgG o IgM anti-
T.cruzi anti-T.brucei. En la fase crénica de las tripanosomosis la parasitemia disminuye
notablemente, por lo que sera en esta fase donde este tipo de diagndstico sera mas efectivo.
Las técnicas inmunoldgicas utilizan como antigenos tanto el paréasito completo o extractos
purificados, antigenos recombinantes o péptidos sintéticos?. El concepto bésico que debe
tenerse en cuenta es que lo que se busca no es el parasito y, por lo tanto, sus resultados

nunca proporcionan certeza diagnéstica y deben medirse en términos de probabilidad®.

Para que las probabilidades de éxito en el diagnostico inmunolégico se acerquen a la
certeza es imprescindible seleccionar adecuadamente el método a emplear, el momento de la
toma de muestra y, asimismo, interpretar adecuadamente los resultados. Estos se expresan
como Positivos o Negativos (todo o nada), lo cual merece una interpretacion diferente. Por
otro lado, los informes no se expresan en unidades concretas sino relativas (“titulo”) vy,
asimismo, se establece un valor de corte arbitrario que puede no ser el mismo para distintas
regiones geograficas, por la presencia en alguna de ellas de otros parasitos que puedan

interferir en el diagnéstico, dando “reacciones cruzadas™,

Existen dos tipos de tripanosomosis humanas que son causadas por distinta especie
de Trypanosoma: Tripanosomosis americana o enfermedad de Chagas causada por el
protozoo flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y la Tripanosomosis africana o enfermedad
del suefio causada por dos subespecies de Trypanosoma. Trypanosoma brucei gambiense y
Trypanosoma brucei rhodesiense .

Tripanosomosis americana o Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas comprende una fase aguda, seguida de una fase cronica,
con una parasitemia escasa y una clinica que va desde la ausencia de sintomas hasta una
cardiopatia severa. El paréasito es transmitido por un vector hematéfago (triatomino) cuando

defeca sobre la picadura que el mismo ha realizado para alimentarse. También es transmitida
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por la ingesta de alimentos contaminados, a través de transfusion de hemoderivados, de

trasplante de tejidos no controlados asi como de madres a hijos *.

Esta enfermedad de Chagas es endémica en América Latina y se estima que existan
aproximadamente entre 7 y 8 millones de personas infectadas y 25 millones de personas se
encuentran en riesgo de padecer la enfermedad. Los constantes flujos migratorios han
favorecido la presencia de pacientes con esta enfermedad en todos los continentes. Este
hecho ha llevado a que los profesionales sanitarios se actualicen para poder dar respuesta a
tal demanda asistencial®. En zonas no endémicas, como es el caso de Espafia, se estima por
la gran afluencia de inmigrantes de los paises donde esta enfermedad es endémica. En
nuestro entorno se estima que hay 42.000 adultos y se espera que unas 17.000 personas van
a requerir de atencion medica por cardiopatia chagésica. Las principales vias de transmision
es paises no endémicos son la sanguinea y la congénita. A nivel general en Europa no hay
una legislacién para la prevencion de la transmision de T. cruzi a través de las donaciones de
sangre, s6lo hay normas o directivas al respecto. Otra dificultad radica en que la percepcién
del riesgo por parte de las comunidades afectadas es muy baja, a lo que se suma que no
todos los centros sanitarios ofrecen programas de cribado y que muchos de los profesionales

de la salud no tienen experiencia en el diagndstico y manejo de pacientes con Chagas®.

El diagndstico de la enfermedad de Chagas depende en gran medida de la fase de la

enfermedad en que se encuentre el paciente:

En la fase aguda, que perdura hasta unas 6 semanas después de la infeccion, los
pacientes muestran sintomas inespecificos, como fiebre o dolores de cabeza. En esta fase la
parasitemia es elevada por lo que se podria detectar el parasito mediante métodos directos en
sangre periférica. La microscopia directa de sangre periférica en fresco permite visualizar al
tripomastigote (forma infectante del parasito) en movimiento. También es posible realizar
diferentes tinciones (Giemsa) sobre extension periférica o gota gruesa de sangre periférica.
La sensibilidad se puede incrementar mediante técnicas de concentracion como son el
microhematocrito o el método de Strout. La técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa 0 PCR es un método de diagndstico molecular que detecta el ADN del parasito
que se encuentra en la sangre de los pacientes. En general, es una técnica mas sensible que la
microscopia, ya que puede detectar pequefias cantidades de ADN de T. cruzi en la sangre.

Sin embargo, su implementacién requiere de un laboratorio especializado®. En nuestro
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entorno, la PCR se utiliza cada vez mas para el diagndstico precoz de la enfermedad de

Chagas congénita’.

En la fase crénica, que puede durar hasta 30 afios, la mayoria de pacientes se
muestran asintomaticos. Aproximadamente uno de cada tres pacientes desarrolla
complicaciones cardiacas (insuficiencia cardiaca, arritmias) y uno de cada diez,
complicaciones digestivas, neuroldgicas o mixtas. En esta fase la parasitemia suele ser baja
0 indetectable, y la sensibilidad no supera el 60% incluso empleando técnicas de PCR. Por

ello, el diagnéstico es indirecto mediante métodos inmunoldgicos o seroldgicos’.
Tripanosomosis africana o Enfermedad del Suefio.

La enfermedad del suefio, se transmite mediante la picadura de la mosca tsetsé
perteneciente al género Glossina. Esta mosca se encuentra en el Africa subsahariana pero
solo algunas especies transmiten la enfermedad. Los tripanosomas forman parte del grupo
salivaria debido a la modalidad de transmision por la picadura del vector. La infeccion por
picadura se denomina inoculante®. Es una enfermedad con inicio agudo y velocidad de
progresion mas rapida. Se desarrolla en tres fases: chancro de inoculacion, enfermedad
aguda (fiebre y linfadenopatia) y posteriormente tras meses o afios el parasito puede afectar

al sistema nervioso central (somnolencia diurna e insomnio)®.

La enfermedad del suefio es endémica en 37 paises de Africa, Trypanosoma brucei
gambiense causa la enfermedad en 24 paises de Africa occidental y central y Trypanosoma
brucei rhodesiense que causa la enfermedad en 13 paises de Africa oriental y sur. La
enfermedad es, sobre todo, rural pero estd apareciendo en zonas urbanas debido al éxodo
rural, los conflictos y la facilidad de viajar. Alrededor de 300.000 a 500.000 personas estan
infectadas. Es una enfermedad poco frecuente en los turistas, aunque de vez en cuando se

describen casos importados en Europa’.

El diagndstico se establece mediante técnicas directas en fase aguda que se basan en
el examen parasitologico de la sangre y del liquido cefalorraquideo. Los métodos de

diagnéstico indirecto son Utiles cuando la enfermedad afecta al sistema nervioso central®.
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OBJETIVO

Describir las diferentes técnicas de diagnostico inmunoldgico de las tripanosomosis

americanay africana disponibles y recomendadas en la actualidad.

METODOLOGIA

Se ha realizado una busqueda bibliografica, consultando las bases de datos Medline,
Scopus, uptodate, Pubmed y google académico. En la busqueda se han incluido los

siguientes términos:

“T. cruzi”, “T. brucei”, “diagnostico inmunologico tripanosomosis”, “epidemiologia de las
tripanososmosis™,” immunological techniques” “diagnostico enfermedad de Chagas”,
“diagnostico enfermedad del suefio”, “enfermedad de Chagas”, “enfermedad del suefio”,
“tripanosomosis humana africana”, “técnicas inmunoserologicas”, “indirect diagnosis of

trypanosomas”, entre otros.

Se han revisado abstracts, tanto en inglés como en espafiol, de estudios publicados
preferentemente desde el afio 2011 hasta la actualidad. Los articulos fueron inicialmente
seleccionados por el titulo y en segundo lugar por la lectura del resumen.

Al tratarse de un articulo de revision no se ha realizado analisis estadistico pero si
se han tenido en cuenta en los resultados diferentes aspectos relacionados. En el marco
tedrico gue se expone a continuacion se mostraran los principales hallazgos obtenidos tras la
lectura critica de la bibliografia consultada, donde se incluyen apartados especificos que
hacen referencia a las técnicas de diagndstico inmunoldégico de ambas enfermedades

tropicales.
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RESULTADOS

Técnicas inmunologicas para el diagnostico de la enfermedad de Chagas:

Actualmente no existe una técnica de referencia para el diagndstico de la
enfermedad de Chagas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la

realizacion de dos pruebas basadas en diferentes principios y antigenos. En caso de

discordancia se deber4 de realizar una tercera prueba para confirmar la infeccion * *°.A
continuacidn se detallan las diferentes técnicas diagndsticas mas destacadas:

a) Técnicas convencionales:

Las técnicas indirectas mas empleadas son: Inmunofluorescencia indirecta (IFI),
hemoaglutinacién indirecta (HAI) y el enzimoinmunoanalisis (ELISA). Estas pruebas de
deteccion de anticuerpos son muy sensibles, pero su especificidad estd limitada por su
reactividad cruzada con anticuerpos de pacientes con otras parasitosis como leishmaniosis
(enfermedad con la misma distribucién geografica que la enfermedad de Chagas)®. A
continuacion se detallan en que se basan estas técnicas citadas anteriormente, asi como los

antigenos que son necesarios para llevarlas a cabo y como interpretarlas:
a.1) Inmunofluorescencia indirecta (IFI):

Esta técnica inmunoldgica estd basada en la reaccion antigeno-anticuerpo. Emplea
antigenos particulados, es decir, el parésito entero es fijado con formaldehido o
glutaraldehido. La particularidad de esta técnica es que emplea un segundo anticuerpo (anti-
anticuerpo humano) con una sustancia fluorescente, normalmente isotiocianato de
fluoresceina. La lectura de los resultados de esta prueba debe realizarse en microscopio
equipado con luz UV. Esta técnica ha demostrado tener una elevada especificidad que

complementa y ratifica el resultado reactivo obtenido en el tamizaje de la infeccion 2%,

a.2) Hemaglutinacion indirecta (HAI):

En esta técnica se sensibilizan globulos rojos con antigeno del parasito. Se basa en la
propiedad que tienen las proteinas de adsorberse sobre la superficie de los globulos rojos de
carnero o ave modificada quimicamente, por ejemplo, ya que son estos los que actian como
antigenos. Si en el suero del paciente existen anticuerpos contra los antigenos del parasito,

los globulos rojos se aglutinan. Este hecho permite observar los resultados a simple vista
12,13
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a.3) Ensayo inmunoenzimatico (ELISA):

El objetivo de esta técnica es la deteccion cualitativa de anticuerpos 1gG dirigidos
contra T. cruzi en suero o plasma de humanos. Se realiza en placas cuyos pocillos han sido
tapizados con extractos totales de las cepas de T. cruzi incluyendo antigenos de membrana
altamente inmunogénicos. Posteriormente, se lava para eliminar proteinas séricas no
involucradas en la union antigeno-anticuerpo, se agrega un reactivo constituido por
anticuerpo anti-inmunoglobulinas humanas marcado con una enzima (usualmente
peroxidasa o fosfatasa alcalina). Si las muestras analizadas contienen anticuerpos especificos
para T.cruzi, estos formaran un complejo estable con los antigenos que recubren los pocillos
Después de un periodo de incubacién y nuevos lavados, los anticuerpos anti-lgG humanas
marcados con peroxidasa se uniran al complejo formado. Finalmente, en la etapa de
incubacion con el sustrato cromogénico, la peroxidasa unida al complejo producird una
coloracion que permitird detectar las muestras reactivas para T.cruzi. Para la medicion de
esta intensidad de color es necesario contar con un espectrofotometro de lectura vertical. La
reaccion se detendra por medio de la adicion de é&cido sulfdrico. Eventualmente, en
laboratorios de baja complejidad se puede efectuar la lectura visual. Esta técnica ha

demostrado ser altamente sensible para el tamizaje de la infeccion® *2,

Debido a que la prueba ELISA ha demostrado ser la técnica més sensible, a

continuacion se describiran distintas versiones de esta técnica:

- Prueba comercial de Chagas (Trypanosoma cruzi) 1gG-ELISA® (NovaTec Inmuno-

diagnostica GmbH):

Esta prueba utiliza como antigeno una proteina de fusion denominada TcF que codifica para
cinco epitopos procedentes de antigenos distinta del parasito tales como TcD, PEP-2,
TcLol.2, Tce y una variante polimorfica de este dltimo denominada TcHi29. Se
determinaron los valores de absorbancia de dicha prueba comercial y se compararon los
resultados positivos y negativos con otras pruebas seroldgicas tales como la IFI y ELISA
convencional. El antigeno empleado fue un extracto total preparado a partir de epimastigotes
de cultivo de una cepa previamente caracterizada. En la mayoria de los casos la prueba
comercial de ELISA permitio diferenciar a los pacientes infectados de los individuos control
con una clara y amplia diferencia en los valores estudiados. Los valores de absorbancia de
los pacientes sintomaticos fueron significativamente mas altos que los de los pacientes

asintomaticos. Diversos estudios han demostrado la capacidad de estos epitopos de inducir

8
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la respuesta inmune humoral en el curso de la enfermedad en pacientes con enfermedad de
Chagas. La evolucién de la técnica ELISA basada en el antigeno TcF mostrd porcentajes de
sensibilidad y especificidad de entre 98.94% y 100%°. Una de las aplicaciones mas
importantes de esta técnica de inmunodiagndstico es su uso en zonas endémicas, en donde la
prueba debe discriminar a los individuos infectados de aquellos que sin estarlo pueden tener
otras condiciones que generen falsos positivos. Es por esto que, ademas del grupo de
controles sanos, en diversos estudios se han incluido otros grupo control, tales como
individuos con factores de riesgo quienes por vivir o haber vivido en zonas endemicas de la
enfermedad pueden desarrollar respuesta inmune especifica tanto humoral como celular
frente al parésito, individuos infectados con Leishmania ya que este parasito comparte al
pertenecer a la misma familia que T. cruzi comparte con este algunos de sus epitopos e
individuos con enfermedad cardiaca no infectados®. Los resultados que se han obtenido
indicaron que si bien estos individuos control presentaron valores de absorbancia similares a
los del grupo de individuos sanos, en la mayoria de los casos se pudo discriminar entre
individuos infectados y no infectados™.

- Kit ELISA Chagas IICS V.1:

Debido a la alta prevalencia de la enfermedad de Chagas y el riesgo de adquirir una
infeccion por T. cruzi a través de una transfusion de sangre de donantes infectados impulsé
al desarrollo de un kit de ELISA para el diagnéstico de la enfermedad a nivel local*.

Para validar la calidad de los resultados obtenidos en el diagnostico seroldgico es esencial
implementar controles tanto internos como externos, ademas el laboratorio debe realizar una
eleccion adecuada de los test de diagnosticos antes de implementar su utilizacién en la rutina

diagnostica diaria™.

Al realizar el tamizaje serolégico lo ejecutan de modo adecuado profesionales capacitados,
siguiendo las buenas practicas de laboratorio y utilizando pruebas diagndsticas de buena
calidad e instrumentos bien calibrados, se obtienen resultados precisos y confiables, capaces

de mantener el riesgo de transmisién de enfermedades dentro de limites aceptables™.

Entre las multiples ventajas de la utilizacion del ELISA Chagas test 1ICS V.1 esta su alta
sensibilidad y especificidad: 97% y 99%, respectivamente'®. El Chagas test 11ICS V.1 ha

demostrado reunir los requisitos necesarios para ser empleado en el diagnostico de la



ia no se hace responsable de la in

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

enfermedad. Sin embargo, se ha visto la necesidad de seguir implementando mejoras al kit

para que este pueda ser también aplicado a sistemas automatizados™.

- Chagastest ELISA lisado:

Se realiza diluyendo la muestra en la placa cuyos pocillos se encuentran sensibilizados con
antigenos de T. cruzi, correspondientes a zonas altamente conservadas entre distintas cepas.
Si la muestra contiene anticuerpos especificos, éstos formaran un complejo con los
antigenos y permaneceran unidos a la fase sélida. La fraccion no unida se elimina por lavado
y luego se agrega el conjugado con peroxidasa), el cual reacciona especificamente con los
anticuerpos anti-T.cruzi inmunocapturados. El conjugado no unido se elimina por lavado. La
presencia de peroxidasa unida al complejo se revela mediante el agregado del sustrato
cromogeénico, tetrametilbencidina. Las muestras reactivas desarrollan color azul celeste. La
reaccion enzimatica se detiene mediante el agregado de acido sulfarico, produciendo un
viraje del color celeste al amarillo. Posteriormente se mediré la densidad Optica en forma
bicromatica a 450/620-650 nm 0 a 450 nm*®.

La presencia o ausencia de anticuerpos anti-T.cruzi se determina relacionando la absorbancia
de la muestra respecto al valor del cut-off, definido como: Cut-off = CN + 0,200 (CN:

promedio de las D.O. del Control Negativo'®).

Una muestra inicialmente reactiva puede ser no reactiva en las dos repeticiones. Esto puede
deberse a contaminacion cruzada de un pocillo no reactivo por una muestra reactiva,
contaminacion de la muestra durante la dispensacién, imprecision en el dispensado de
muestra, conjugado y/o revelador en el pocillo, reutilizacion de tips, o contaminacion del

pocillo con hipoclorito u otros agentes oxidantes'®.

En ciertos casos una muestra no reactiva puede presentar una reaccién falsamente reactiva,
tanto en el analisis inicial como en sus repeticiones. Algunas causas de este fendmeno
pueden ser la contaminacion de la muestra durante la extraccion, procesamiento o
conservacion, presencia de sustancias interferentes, tales como autoanticuerpos, farmacos,
etc, asi como la dispensacion y/o aspirado ineficiente de la solucién de lavado (sistema

obstruido) *°.

Este chagastest demostr6 mediante maultiples estudios una elevada
especificidad, sensibilidad y precision por lo que es una de las técnicas de eleccion para el

diagndstico de la enfermedad™®.
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- Test ELISA Chagas IlI:

Como en los otros casos, la muestra sera positiva cuando la absorbancia sea mayor que el
cut-off adquiriendo una coloracion amarilla y, por el contrario serd negativa cuando su
absorbancia sea menor que el cut-off. En este caso el cut-off es igual a 0,391. Las muestras

dudosas o positivas deben repetirse por duplicado®’.

b) Técnicas de Nueva Generacion: Inmunoensayo quimioluminiscente de

microparticulas (CMIA).

El inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas (CMIA), comercializado
como ARCHITECT Chagas®, se ha convertido en una alternativa para el diagnostico de la

enfermedad de Chagas en la rutina asistencial a las técnicas anteriores *°.

En los estudio con las técnicas convencionales anteriores se emplean extractos
crudos del parésito como antigeno, obteniendo resultados de sensibilidad que varian entre el
95% y el 100%. En las técnicas de nueva generacion se utilizan antigenos y/o péptidos
sintéticos, lo que supone una mejoria de la sensibilidad y especificidad, especialmente

importante a la hora de evitar falsos positivos y negativos'®.

Este ensayo emplea cuatro antigenos recombinantes que contienen 14 regiones
antigénicas diferentes, que corresponden a los tres tipos morfolégicos del parasito en su
ciclo bioldgico que son las formas encontradas tanto en el hospedador como en el insecto
vector. A su vez, este test es capaz de detectar 76 de 76 muestras que contenian anticuerpos
anti-T. cruzi mostrando una sensibilidad del 100%. En el caso de las muestras negativas se
detectd 86 de las 89 muestras, por lo que la especificidad es del 96,6%. Ademas, el indice de
concordancia de este ensayo con las técnicas ELISA e IFI fue de 0,96 y 0,91

respectivamente™.

En conclusion, el ARCHITECT Chagas®, demuestra tener una sensibilidad y una
especificidad similares a los tests ELISA e IFI utilizados en nuestra rutina diagndstica.
Gracias a una total automatizacion, permite procesar un mayor nimero de muestras, de
manera mas rapida, con una mayor estandarizacion y reproducibilidad de los resultados, asi

como una interpretacion totalmente objetiva de los mismos.

11
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C) “Test rapidos™:

Desde hace afios, existen varios test rapidos en el mercado, sin embargo, su
especificidad, sensibilidad y practicidad no habian sido evaluados de forma independiente,
sino solamente por parte de las empresas farmacéuticas que los producen. Recientemente se
han publicado los resultados de un estudio promovido por la OMS y Médicos Sin Fronteras
(MSF) entre otros, en los que han colaborado 11 laboratorios de referencia de diferentes
zonas geogréficas, y se ha evaluado el funcionamiento de 11 test rapidos comercializados
para el diagnostico de la enfermedad de Chagas. El estudio trata de evaluar tanto

sensibilidad como especificidad, asi como el facil manejo de los mismos*?.

Estos test emplean muestras de sangre, suero o plasma. Son cualitativos y sus
principales ventajas son la facilidad de realizacion y menor coste, sin la necesidad de equipo
eléctrico, personal de laboratorio especializado o refrigeracion, y la rapidez, dado que

permiten la entrega casi inmediata de resultados®®,

De los 11 test evaluados, ocho de ellos obtuvieron una elevada especificidad y
sensibilidad, similares a las de los métodos convencionales comentados anteriormente. De
estos, se excluyeron 2 considerandose test semirapidos, es decir, los resultados se
observaron entre las 2 y 3 horas después de la aplicacion de la muestra y que ademas,
requerian para ello un minimo de infraestructura y de personal entrenado. Los 7 tests mas
recomendables fueron: OnSite Chagas Ab Rapid test, WL Check-Chagas®, Typanosoma
Detect™ Rapid Test, Chagas Quick Test®, SD- Chagas Ab Rapid®, Serodia® Chagas y
Immunocomb® Il Chagas Ab. De esta manera, el estudio concluyd con la recomendacion
de realizar el cribado y vigilancia de la enfermedad, pero teniendo en cuenta que los

resultados deben de ser posteriormente confirmados por un laboratorio de referencia®.
d) Técnica de confirmacion: Western-blot.

Las pruebas de deteccion de anticuerpos mencionadas anteriormente, en conjunto
han demostrado elevada sensibilidad. Sin embargo, cuando existe un conflicto diagndstico
(problemas de especificidad), por ejemplo por reacciones cruzadas con otras parasitosis, es

necesario llevar a cabo esta técnica confirmatoria del diagnéstico™®.

Los antigenos empleados en este caso son antigenos de excrecion-secrecion de
epimastigotes de T. cruzi cepa C1 Arequipa. La interpretacion de los resultados se realizd

tomando los siguientes criterios de reactividad: a) para una muestra positiva se debe

12
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observar coloracién en una o méas de las ocho bandas especificas. b) Un resultado es

negativo si no aparece coloracién en ninguna de las bandas™®.

El uso de antigenos de excrecion-secrecion permitio aumentar la sensibilidad en
relacion a otras investigaciones con la misma u otras técnicas. La utilizacién de antigenos
totales de epimastigotes o fracciones de epimastigotes en el diagnostico serologico, pueden
dar lugar a falsos positivos, principalmente debido a la reactividad cruzada con los
anticuerpos desarrollados frente a otras enfermedades parasitarias. Estos problemas pueden
ser superados mediante el uso de muestras que contengan antigenos especificos de T. cruzi,
los que deben ser reconocidos por todos o la mayoria de los pacientes con enfermedad de
Chagas™®.

La especificidad de esta técnica alcanza el 100% y supera en todos los trabajos a la
conseguida en las técnicas de ELISA, Hemaglutinacién Directa e Inmunofluorescencia
Indirecta, que son las més empleadas®. En cuanto a la sensibilidad se alcanzan valores del
95.4%, aceptables y comparables con los obtenidos por diversas investigaciones con esta

técnica en la enfermedad de Chagas™.

La principal ventaja es que permite la seleccion y utilizacion solo de los antigenos
especificos que son reconocidos por los anticuerpos en la circulacion sanguinea. Ademas,
dado que los antigenos de excrecion-secrecion constituyen un importante estimulo al sistema
inmune del hospedador, rapidamente generan la produccién de anticuerpos especificos, que

pueden ser detectados permitiendo un diagnéstico precoz *°.

La principal limitacion de esta técnica es que resulta dificil realizar comparaciones
entre laboratorios, principalmente debido a la heterogeneidad de las cepas y las
preparaciones antigénicas utilizadas. Ademas, el tamafio de los geles, la concentracién de
poliacrilamida utilizada, asi como los diferentes marcadores de peso molecular,
proporcionan variaciones en la separacion de las bandas y el establecimiento de los

respectivos pesos moleculares *°.

Técnicas inmunoldgicas para el diagnéstico de la enfermedad del suefio:

En cuanto a la enfermedad del suefio, se caracteriza predominantemente por una
infeccion temprana de la sangre y posteriormente por una fase de infeccion cerebral tardia.
Durante ambas el parasito expresa un conjunto de glicoproteinas de superficie variables

(VSGs) que se encargan de proteger el parasito de la respuesta inmune del huésped ya que

13
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conduce a ondas ciclicas de parasitemia, ya que cada glucoproteina es reemplazada por una
nueva VSG. Esta variacion antigénica complica su diagnostico y requiere la utilizaciéon de
técnicas inmunoldgicas que resulten eficaces®.

Por esta razon, se han realizado estudios para el desarrollo y la evaluacion de la
capacidad diagnostica de las técnicas, seleccionando antigenos en un formato multiple. La
ventaja del ensayo multiple es que permite evaluar la capacidad diagndstica de varios
antigenos especificos de una enfermedad dada. Ademas, para conseguir que el diagnostico
sea lo mas fiable posible, se han seleccionado proteinas sin alta variabilidad genética. El
objetivo del estudio fue desarrollar un ensayo inmunolégico para evaluar la vigilancia sero-
epidemiolégica®,

Se clonaron los loci de ocho antigenos de T. brucei gambiense y se expresaron
estos genes en bacterias. Los antigenos fueron sometidos a este tipo de ensayos multiples,
utilizando sueros de los pacientes con la enfermedad del suefio para evaluar el potencial
inmunodiagndstico de los antigenos?.

El ensayo demostrd datos variables en cuanto a sensibilidad y especificidad segun
el antigeno empleado. Estos resultados sugirieron que los pacientes con esta enfermedad
producen anticuerpos heterogéneos contra antigenos variables después de la infeccion. La
inclusion de varios antigenos ayud6 a eliminar falsos negativos por el uso de un Unico
antigeno. Ademas, la sensibilidad que se adquiere al realizar el diagndstico se mejora
notablemente?.

Los resultados demuestran la utilidad de aplicar ensayos mudltiples para el
desarrollo y evaluacion de antigenos anti-T.brucei gambiense para uso en vigilancia sero-
epidemiolégica®,

En la actualidad hay diversos test seroldgicos que buscan anticuerpos anti-T.b.
gambiense en el suero de los pacientes. Estas pruebas no pueden utilizarse para realizar un
diagnostico definitivo de la enfermedad debido a que tanto los valores de sensibilidad como
de especificidad son variables, pero pueden ser un buen método de cribado. De estas pruebas
seroldgicas la mas empleada en el cribado de la enfermedad es la prueba de aglutinacion con
tarjeta para T.b. gambiense (CATT). Esta técnica se basa en la aglutinacién de
Trypanosomas liofilizados en presencia de un anticuerpo especifico. Los datos de
sensibilidad se encuentran entre 94-98%. Sin embargo, los datos obtenidos de especificidad
dependen de si se usan diluciones de sangre entera o de plasma o de las reacciones cruzadas
con anticuerpos contra otros Trypanosomas no patdgenos. Las personas que son CATT

positivas deben de someterse a la aspiracién de ganglios linfaticos .
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DISCUSION
Hasta el momento no disponemos de una técnica de referencia “gold standard” para
el diagndstico inmunoldgico para ninguna de las tripanosomiasis. En la Enfermedad de

Chagas, se considera el diagnostico cuando dos test diferentes resultan positivos.

Hasta el momento hemos visto que las técnicas inmunoldgicas convencionales o
“tradicionales” IFI, HAI y ELISA en todas sus modalidades son pruebas diagndsticas que
han demostrado alta especificidad y sensibilidad para el diagnostico de esta tripanosomiasis.
Las técnicas de nueva generacion CMIA (Architect) muestran una capacidad diagnostica
similar a las pruebas convencionales y ofrecen mejoras en cuanto a su automatizacion y
procesamiento de resultados. A su vez, se espera que determinados test rapidos se
consoliden como prueba diagndstica alternativa y/o complementaria a las anteriores.-En caso
de que dos de los test anteriores no coincidan en su diagnéstico debemos recurrir a una

tercera técnica, el western-blot, para confirmar o descartar dicho diagnéstico.

Conviene recordar que las técnicas anteriores son Utiles solo en la fase cronica de la
enfermedad y presentan como desventaja comun que no resultan Gtiles en el diagnostico de
Chagas cronico en pacientes con inmunodeprimidos ni en Chagas congénito debido a que

los niveles de anticuerpos en el neonato (hasta méas alla de 9 meses) proceden de la madre®.

El diagnéstico de esta enfermedad se realiza en funcién del lugar geogréafico, de los
recursos disponibles y del propdsito del mismo. La eleccion de una técnica u otra depende,
en gran medida, de si el diagnostico se lleva a cabo en una zona endémica, América Latina 'y

Africa, 0 no endémica, como por ejemplo Espafia’?.

Las zonas endémicas se caracterizan por tener, en general, recursos limitados y un
gran nimero de pacientes en fase aguda, muchos de ellos en zonas geograficas aisladas y
con falta de servicios basicos como electricidad o agua. Con frecuencia, los pacientes se
encuentran en fase aguda con parasitemias elevadas. Por su bajo coste, se prefiere el
diagnostico parasitoldgico directo mediante microscopia. El diagnéstico inmunolégico
mediante técnicas convencionales se reserva para pacientes con sospecha de Chagas en fase
cronica. Los test rapidos se han convertido en la esperanza para mejorar el infradiagnéstico

de esta enfermedad en poblaciones sin recursos.

El mundo desarrollado se considera zona no endemica y suelen disponer de mas

recursos. La mayoria de los pacientes se encuentra en la fase crénica de la enfermedad, por

15



ia no se hace responsable de la in

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

lo que los métodos inmunoldgicos son las pruebas diagnosticas habituales. Se dispone de
hospitales altamente cualificados y laboratorios de referencia capaces de realizar todas las
técnicas inmunoldgicas disponibles: test rapidos, convencionales y/o de nueva generacion
para el diagnostico y western-blot para confirmacion “en caso de empate”. Hasta el
momento se solicitan en caso de sospecha clinica y en determinadas circunstancias como en
bancos de sangre para transfusion y trasplante de érganos. En neonatos con madre enferma
de Chagas se utilizan junto a la PCR. Por el contrario, en este entorno, no siempre estos
recursos son accesibles. En ambientes rurales alejados de las grandes ciudades e incluso en

la Atencién Primaria no siempre es facil acceder a estos estudios®.

Se necesita una mayor evidencia en el diagnostico inmunoldgico de la enfermedad de
Chagas para lo cual se esperan nuevos estudios de investigacion. Al igual que sucede en
otros &mbitos de la medicina, seria deseable disponer de métodos de cribado o screening y
métodos diagnosticos. De forma, con un test de cribado negativo seria suficiente para
descartar la enfermedad gracias a una sensibilidad y valor predictivo negativo cercano al
100%. Los test rapidos estan llamados a convertirse a ser la prueba de cribado de eleccién,
especialmente en &reas con pocos recursos, endémicas o no endémicas. En el caso de
obtener un Test rapido positivo seguiria siendo necesario un segundo test, convencional o de
nueva generacion y de un tercer test en caso de discrepancia. Por el momento, se precisan al

menos dos test positivos “en paralelo” y no “en serie”.

En cuanto al diagnostico de la enfermedad del suefio se han encontrado problemas en
ambas fases de la enfermedad, sobre todo relacionados con la enorme variacion antigénica
que llevan a cabo los parasitos mediante modificaciones en sus glicoproteinas de superficie
(VSG)®. Por esta razén, nuestro sistema inmune es incapaz de detectar, identificar y
eliminar al parésito, y se producen ondas ciclicas de parasitemia, al ser reemplazada cada
VSG por una nueva. Es por ello, que se han llevado a cabo estudios que evallan
simultdneamente mdaltiples antigenos, que han demostrado tener altos valores de
especificidad y sensibilidad®®?. Se necesitan nuevos estudios que aporten mas luz y

evidencia en esta enfermedad.

Antes de concluir no me olvido de reconocer las limitaciones que tiene este trabajo.
No tiene el rigor propio de una revision sistematica o de un metanalisis. A pesar de ello,

considero que puede ser una puesta al dia de interés para profesionales de la salud.
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CONCLUSIONES
En la tripanosomosis americana o enfermedad de Chagas:

- El diagndstico inmunoldgico de las tripanosomosis tiene especial utilidad en la fase cronica

de la enfermedad, cuando la carga parasitaria ha disminuido notablemente.

- Hasta el momento no disponemos de una técnica de referencia para el diagndstico
inmunoldgico. Segun la OMS, se precisan dos test con resultados positivos y un tercero
positivo en caso de discrepancia de los anteriores.

- Las técnicas de diagnostico inmunoldgico tradicionales (ELISA, IFI, HAI) han demostrado

ser elevadamente sensibles y especificas.

- Las Técnicas de Nueva Generacion como el inmunoensayo quimioluminiscente de

microparticulas (CMIA) son una alternativa a las anteriores con una serie de mejoras.

- Determinados Test rapidos se ofrecen como alternativa a los anteriores, especialmente

utiles como test de cribado y en areas con pocos recursos.

- En los casos de duda, al realizar el diagnostico se necesita una tercera técnica

inmunoldgica confirmatoria, el Western-blot.
En la tripanosomosis africana o enfermedad del suefio:
- La evidencia es mas limitada que en la enfermedad anterior.

- Debido a la peculiaridad de T. brucei de cambiar constantemente sus glicoproteinas de
superficie, el diagnostico seroldgico de la enfermedad del suefio requiere técnicas que

empleen multiples antigenos, que excluyan la obtencion de falsos negativos.

- Ademas, también existen pruebas rapidas Utiles en el cribado de la enfermedad pero por
sus variables valores de sensibilidad y especificidad, no deben de emplearse como técnicas

para realizar un diagnostico definitivo.
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