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La Enfermedad de Chagas es una patologia importada por inmigrantes en nuestro pais
y principal endemia en Latinoamérica. Para su correcto diagndstico debe interactuar todo el
equipo de salud y evaluar los datos clinicos, de laboratorio y epidemioldgicos. Es
importante resaltar que el laboratorio juega un rol fundamental y muchas veces
determinante en el diagnostico de la infeccion. Por ello, es imprescindible conocer dos
aspectos cruciales, de acuerdo a los objetivos del estudio: cuando realizar un andlisis y qué
pruebas efectuar.

Se realiz6 una revision bibliogréafica de los métodos y protocolos de diagndstico mas
eficaces para la EC. El diagndstico debe ser réapido, selectivo y especifico como Architect
Chagas®. EIl idéneo seria la combinacion de las técnicas parasitoldgicas (sangre),
inmunologicas (ELISA, IFI, HAI) y moleculares (PCR, HRM) en funcion de la fase de EC.

La enfermedad de Chagas (EC) es una antropozoonosis causada por un protozoo
hemoflagelado, Trypanosoma (Schyzotrypanum) cruzi (T. cruzi), incluido en el orden
Kinetoplastida y en la familia Trypanosomatidae. Es endémica en una amplia region de
Latinoamérica, afectando a 22 paises (Santos et al., 2016), y vinculada con aspectos
socioecondmicos Yy culturales deficitarios (ya que el vector se encuentra en areas rurales).
Aproximadamente 7 millones de personas de estas zonas estan afectadas (Luz et al., 2015).

La principal via de contagio en Sudamérica es por contacto directo con el vector.
Estos son artropodos reduvideos hematdfagos, de los cuales Triatoma infestans es el mas
importante desde el punto de vista epidemiolégico. Transmiten el parasito al picar para
alimentarse de sangre porque defecan sobre la piel o0 mucosas. El parésito, que esta en las
heces, se introduce en el organismo cuando el individuo se toca o se rasca la picadura
(Cobo, 2006; Pueyo Sanchez, 2010). En menor medida, se puede transmitir por ingesta del
parasito en alimentos contaminados- via oral. Fuera de los habitats de los reduvideos y
en zonas urbanas, las vias que predominan son: congénita, transfusion de sangre infectada,
trasplante de 6rganos contaminados o accidente de laboratorio (Murcia et al., 2013).

En las dltimas décadas, debido a los flujos migratorios poblacionales, ha aumentado
el namero de personas diagnosticadas de la EC en areas no endémicas como Norteamérica,

paises del pacifico occidental y europeos. De Europa, Espafia es el pais mas afectado y se
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estima que entre 50.000 y 70.000 personas padecen la EC (Roca Saumell et al., 2015:
Blasco-Hernandez et al., 2016).

La infeccion por T. cruzi se produce cuando los tripomastigotes metaciclicos entran

en contacto con la sangre y penetran en células del sistema inmunitario (macréfagos) por
fagocitosis. Ahi se transforman en amastigotes y se multiplican en el citoplasma celular.
Antes de salir de la célula, vuelven a la morfologia de tripomastigotes de nuevo y se liberan

rompiendo la célula. Alcanzan la circulacion y se diseminan por el organismo dando lugar a

la parasitemia. Desde la sangre pueden penetrar en diferentes células corporales.

En la primera fase o fase aguda el 95 % de los casos son asintomaticos y dura entre
30- 90 dias (Marquez et al., 2013). En los casos sintomaticos, 5 %, las manifestaciones son:

e Signo de Romaria- si el vector succiona la sangre en la zona periorbital- y Chagoma.

e Sindrome febril inespecifico: es el conjunto de signos y sintomas caracterizado por
fiebre de menos de 7 dias de duracion y se acomparia de 2 0 méas de los siguientes
signos: dolor de cabeza y/o detras de los ojos, malestar general, dolor articular y/o
muscular, diarrea, vomitos, falta de apetito y nauseas, manchas en piel, petequias,
leucopenia, trombocitopenia.

e Linfadenopatias, adenomegalias, hepatoesplenomegalia.

e Miocarditis: puede aparecer dolor toracico y signos de insuficiencia cardiaca y, en la
radiografia de torax un aumento de la silueta cardiaca. En el electrocardiograma
(ECG) pueden detectarse alteraciones del ritmo, blogueos auriculoventriculares,
complejos QRS con bajo voltaje y ondas T negativas.

e Meningoencefalitis, que cursa con: fiebre, crisis epilépticas, paralisis y coma.

Se caracteriza por elevada parasitemia, detectable por: métodos parasitologicos
directos o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Imaz-Iglesia et al., 2015).

Las formas méas graves se asocian a: déficits nutricionales, inmunosupresion (SIDA),
edad inferior a 5 afios y brotes de transmisién oral, que se cree que suelen ir asociados a
inoculacion de cargas parasitarias mas elevadas (Pueyo Sanchez, 2010). La fase aguda en
paises no endémicos solo se puede observar en neonatos por transmisién congénita,

personas trasfundidas o trasplantadas (Roca Saumell et al., 2015).
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Si la infeccion no ha sido tratada, se puede pasar a la segunda fase: cronica o
indeterminada, quedando latente durante décadas o toda la vida del paciente.

1. Forma indeterminada: aparece aproximadamente en el 70-80 % de los infectados, es
asintomatica y los enfermos se caracterizan por:

a.  Pruebas seroldgicas positivas o diagnostico parasitologico confirmado

b.  Ausencia de sefiales y de sintomas de EC

c. ECG convencional normal y radiografias normales de corazén, eséfago y colon

La infeccion se puede reactivar con la concomitancia de una enfermedad grave o en
condiciones de inmunosupresion severa por trasplante de 6rganos o SIDA.

2. Forma sintomética: se da hasta en el 20-30 % de los casos. Puede cursar con:

a. Forma cardiaca. Lesion del musculo cardiaco, engrosamiento cardiaco, arritmias;
el 30 % (Herrador et al., 2015; Conners et al., 2016). La miocarditis cronica es
lenta y progresiva, se manifiesta por cardiomegalia visible con una radiografia de
torax y con el tiempo, conduce a un cuadro de fibrosis miocardica que puede
desencadenar arritmia ventricular.

Sintomas: trastornos del ritmo cardiaco, aneurismas ventriculares, cardiopatia
congestiva y tromboembolias. Puede llegar a producirse fallo cardiaco y muerte
subita (Murcia et al., 2013).

b. Forma digestiva, neurologica (menos del 5 %) o combinada. Alteraciones del
tracto digestivo como megaes6fago y megacolon; hasta un 10 % (Kannen, 2015).
Son consecuencia de una lesion del sistema nervioso entérico que produce
dilatacion del tubo digestivo (megaes6fago, megaestomago, megaduodeno,
megayeyuno, megaileon, megacolon) y trastornos motrices gastrointestinales,
como acalasia esofagica, alteraciones del vaciado gastrico, alteracion del transito
intestinal y colestasis (Murcia et al., 2013).

Sintomas:
e Megaesofago: disfagia, odinofagia, dolor toracico y regurgitacion.
e Megacolon: estrefiimiento cronico y dolor abdominal.

c. Imagenes radiograficas anormales de corazdn, es6fago y colon.

La inflamacion cronica, a la larga, condiciona la disfuncion autonémica,
microinflamaciones y fibrosis de los 6rganos afectados, produciendo lesiones irreversibles.
En el origen de este dafio tisular puede encontrarse (Pueyo Sanchez, 2010; Roca Saumell et
al., 2015):
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e Elefecto patogénico directo del parésito.

e Un efecto destructivo mediado por anticuerpos (Ac) propios.

e Alteraciones de la microcirculacion.

La parasitemia es indetectable y no es constante por lo que los métodos serol6gicos
son los mas indicados para el diagnéstico en estos casos (Imaz-lglesia et al., 2015):
destacan hemoaglutinacion indirecta (HAI), ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) y test de inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Angheben et al., 2015).

Existe tratamiento para la EC con benznidazol o nifurtimox. Son extremadamente
toxicos y tienen efectividad limitada cuando la enfermedad es crénica (80 % de fracasos).
Aungue si es efectivo en la reduccién de la transmision congénita en fase aguda (80 % de
éxitos) (Blasco-Hernandez et al., 2016).

Actualizar los protocolos y métodos de diagnostico de la enfermedad de Chagas en
Espafia para evitar el contagio y contribuir de forma global a eliminar la enfermedad. El
diagnostico de laboratorio tiene un papel importante en el control y hay que saber: cuando

realizar un analisis y qué pruebas efectuar.

Revision exhaustiva de la evidencia cientifica disponible utilizando (PubMed, Scielo,
Elsvier, Scholar Google). Ademéas de analizar distintas guias clinicas de Espafia y de
algunos paises latinoamericanos sobre protocolos de actuacion.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, diagnéstico enfermedad de Chagas, enfermedad
de Chagas en Espafia, PCR, HRM, Architect Chagas®.

Desde el comienzo del siglo XXI, los movimientos migratorios han hecho que la EC
se extienda fuera de sus fronteras, se ha diagnosticado un nimero creciente de personas
enfermas en areas no endémicas. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que
10.000 personas mueren por la EC cada afio (Blasco-Hernandez et al., 2016). La mortalidad

y morbilidad asociada tienen una consecuencia econémica global de 7,2 mil millones de
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dolares (Conners et al., 2016). Por ello, el diagndstico debe ser eficaz y prevenir el contagio
a otras personas por trasplantes, sangre infectada o via congénita.

Independientemente de la via de transmision de T. cruzi, cuando éste ingresa en el
organismo, cumple sus primeros ciclos de desarrollo en el hospedador, que comprenden
entre 7 a 15 dias- periodo de ventana- tras el cual se pueden detectar tripomastigotes. Es
indispensable conocer dicho periodo para evitar la realizacion de estudios parasitoldgicos
y/o seroldgicos en un momento inadecuado, con la consecuencia de posibles resultados
falsos negativos.

Tras el tiempo de latencia, comienza la fase aguda, y como se indica en la Figura 1,

las pruebas parasitolégicas presentan una sensibilidad (S) superior al 95 %, las cuales

pueden llegar al 50 % o menos en el periodo cronico de la enfermedad.
A partir de los 30 dias y durante todo el curso posterior de la infeccion, las pruebas
serologicas presentan una S cercana al 100 % al poder detectar Ac contra el Trypanosoma.

[l Parasitoldgico Il serolégico
100

50

I Latencia Agudo Croénico

Infeccion

Figura 1: sensibilidad de las técnicas de diagnostico en las 3 fases de la EC, segun el estudio
de Basso y Moretti (2015)

En el diagnostico, es necesario considerar los antecedentes epidemiologicos del
paciente que indiquen el posible contacto directo o indirecto con el parasito, y las
evidencias clinicas (aunque mas del 50 % son asintomaticos). Siempre requiere

confirmacién mediante la deteccion del parasito o pruebas serolégicas.
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Fuera de América Latina continental, la poblacion idonea de diagndstico son: adultos

autéctonos o que hayan vivido largas estancias en estos paises, segun la Figura 2.

Todos los pacientes adultos originarios de Latinoamérica continantal:

- Anamnesis
- Exploracian fisica
Si

(2} embarazadas,
(3} inmunodeprimidos,
(4) con sintomas sugerentes de EC.

(1) antecedentes epidemiologicos sugestivos (haber residido en zona rural, en casas de adobe,
conocer la EC en el pais de origen, haber recibido transfusiones en zona endémica),
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Figura 2: Abordaje de la EC en poblacion adulta en atencion primaria de salud en Espafia

(Roca Saumell et al., 2015). Rx: radiografia.

Si es poblacion pediatrica, Figura 3, se debe diagnosticar la enfermedad lo antes

posible porque la morbilidad y la mortalidad son mas graves en nifios menores de 5 afios.

Seran susceptibles de estudio nifios en edad de 0-14 afios, con los siguientes antecedentes

epidemiologicos:
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Pacientes de 0 a 14 anos atendidos en un centro de APS

Revisar antecedentes epidemioldgicos:

1. haber nacido en Latinoamérica continental,

2. haber nacido en area no endémica para EC pero haber vivido durante un periodo
superior a un mes en algun pais de Latinoamérica continental,

3. hijos de una madre nacida en algun pais de Latinoamérica continental,

4. haber recibido alguna transfusiéon de hemoderivados en algun pais de Latinoamérica

continental,
5. haber sido receptores de algun trasplante de un 6rgano en algun pais de Latinoamérica
continental.
Recién nacidos de Lactantes de 1-9 Nifos/ninas de > 9 meses de edad
<1 mes de vida meses de edad

\—lli :

; - Serologia Trypanosoma cruzi
Revisar carné de embarazada y
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Figura 3: Abordaje de la enfermedad de Chagas en poblacion pediatrica en atencion primaria

de salud en Espafia (Roca Saumell et al., 2015) APS: atencién primaria de salud; Rx: radiografia.

No es necesaria la aparicion de una sintomatologia clinica para diagnosticar la EC dada
la frecuencia de enfermos asintomaticos o con sintomas inespecificos. Se distingue entre
infeccion con antecedentes epidemioldgicos y pruebas de laboratorio positivas vy

enfermedad si aparecen sintomas caracteristicos.




Es presumible una posible EC cuando hay signos y sintomas evidentes de:

e Afectacion cardiaca, cuyo diagnostico debe realizarse mediante estudios con ECG y
radiografia de térax y se recomienda ecocardiografia. En caso de detectar anomalia,
se puede someter al paciente a otras pruebas indicadas por los servicios de
cardiologia, complementarias y optativas: estudio Holter de 24 horas, prueba de
esfuerzo, coronariografia o biopsia miocéardica (Pueyo Sanchez, 2010). En la

Imagen 1 se ve una biopsia de musculo cardiaco.

Imagen 1: Imagenes histolégicas de miocardio.
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e Afectacion digestiva chagastica. El cribado se lleva a cabo haciendo una evaluacion
del colon mediante esofagograma- teniendo en cuenta las técnicas de Rezende- y
enema opaco- teniendo en cuenta las técnicas de Ximenes. Se podrian hacer
estudios complementarios de: parasitos en heces- por si los sintomas atribuidos a la
EC son causados por parasitos intestinales, manometria esofagica y endoscopias
para valorar el estado de la mucosa esofagica (Pueyo Sanchez, 2010; Roca Saumell
et al., 2015).

En neonatos, la sintomatologia puede aparecer progresivamente, por lo que se deben
realizar controles clinicos durante las primeras semanas de vida. Debe determinarse el

grado de afectacion cardiaca, neuroldgica o respiratoria (Pueyo Sanchez, 2010). Criterios:

Generales

-Apgar <5almin/<7alos5 min

- Bajo peso al nacer: <2.5¢g

- Fiebre (> 37,5 °C) o hipotermia (< 35 °C)

- Linfadenopatia

- Esplenomegalia y/o hepatomegalia

- Ictericia

- Hemorragias cutaneas (petequias) o edemas masivos

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

Signos de meningoencefalitis

- Irritabilidad
- Llanto quejumbroso
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- Apatia
- Crisis convulsiva
- Fontanela tensa

Signos de miocarditis

- Distermia

- Hipofonesis de ruidos cardiacos

- En radiografia de torax: cardiomegalia

- ECG: bajos voltajes de QRS, prolongacién de PR o QT, taquicardia sinusal con cambios primarios de
onda T

Distrés respiratorio:

- Polipnea o hipoventilacién simétrica bilateral

- Cianosis

- Frecuencia respiratoria rapida

- Hiporreactividad a estimulos

- Hipotension arterial (Presion arterial sistdlica, PAS < 75 mm Hg)

- Torax: volumen pulmonar disminuido, caja toracica campaniforme, patrén reticulogranular difuso y
homogéneo y broncograma aéreo que sobrepasa la silueta cardiaca. En los casos mas graves el pulmon esta
totalmente opaco y casi no se distingue la silueta cardiaca.

Analiticos:

- Linfocitosis (> 24.000 cel/mmc) o linfopenia (< 10.000 cel/mmc)
- Anemia ferropénica

- Velocidad de sedimentacion globular (VSG) elevada

- Hipoalbuminemia

- Proteinuria

- Elevacion de transaminasas

Conjunto de pruebas de laboratorio que determinan la infeccion por T. cruzi. Puede
efectuarse a través de test parasitoldgicos directos o indirectos (aislan el tripomastigote),
métodos moleculares y métodos serolégicos (Pueyo Sanchez, 2010).

e Test parasitologicos directos: examen en fresco, gota gruesa, frotis y concentracion

de Strout. El que mas S tiene es el examen en fresco; es el mas simple y consiste en

examinar una gota de sangre al microscopio entre un porta y un cubre. Sin embargo, el

valor predictivo positivo depende del grado de parasitemia. La técnica de

concentracion de Strout se realiza en sangre obtenida sin anticoagulante y se analiza el
sedimento de glébulos rojos y blancos para observar al tripomastigote. En neonatos,
esta técnica se realiza con un volumen de sangre menor.

e Métodos parasitologicos indirectos: cultivo de biopsias en medio Novy-MacNeal-
Nicolle, y los hemocultivos en medio Liver Infusion Tryptose (LIT) o infusion cerebro-
corazén; son métodos especificos pero tienen baja S (20-50 %; Margioto Teston et al.,
2016). El hemocultivo es el método de eleccion en la poblacion neonatal- fase aguda
de EC- porgue aporta mayor precocidad de resultados ya que se observa entre los 7 y

21 dias (Basso y Moretti, 2015). El xenodiagnostico se utiliza en investigacion y se
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requieren 10 ninfas de T. infestans para que se alimenten de la persona sospechosa y se
buscaran las formas tripomastigotes en las deyecciones. Este es (til en todas las etapas
de la enfermedad con una S aproximada de 98-100 % en la fase aguda y 50-70 % en la
cronica (Werner et al., 2008). Los pacientes diagnosticados de EC cronica basado en el
analisis seroldgico, tienen hemocultivo y xenodiagndstico negativo; por lo que no son
técnicas de eleccion.

Meétodos parasitolégicos moleculares: se basan en la detecciébn de secuencias
especificas de ADN del parasito. Se han descrito varias dianas de amplificacion, siendo
las mas utilizadas por su alta S y especificidad (E), las PCR que amplifican el ADN
satélite y el ADN de minicirculo de kinetoplasto de T. cruzi. Se incluyen: PCR
cualitativa, cuantitativa y en tiempo real.

Ventajas: atil en casos agudos, cronicos, inmunodeficiencias, donantes de drganos (en
los cuales la serologia no es util por los bajos niveles de Ac) y en la evaluacion y
seguimiento del tratamiento. Es esperable mayor S en técnicas de PCR en pacientes en
fase aguda, ya que existe mayor parasitemia y, por lo tanto, se puede detectar el ADN
parasitario. En la fase cronica, debido a la escasez de parasitos circulantes- se confinan
a tejidos- las pruebas de PCR presentan menor S. Sin embargo, es importante resaltar
que en la S también influyen el método de extraccion de ADN vy el volumen de sangre
que se emplea.

Estos métodos nos permiten identificar al T. cruzi y asignar el genotipo o tipo de
unidad discreta de tipificacion (DTU). Para definir qué DTU es, se amplian distintas
regiones de genes especificos como: gen minexdn, la region del dominio variable del
gen codificante para el ARNr 18S, region del dominio divergente del gen codificante
para el ARNr24S (Manrique-Abril et al., 2013).

Inconvenientes: no es una técnica actualmente validada (Basso y Moretti, 2015) porque

hay una gran variabilidad en la S, sumado a algunas limitaciones en cuanto a costo e
infraestructura necesaria (Ferrer, 2015; Margioto Teston et al., 2016).

Métodos seroldgicos: basados en la determinacion de Ac contra antigenos (Ag)
especificos: hemaglutinacion indirecta (IHA), inmunofluorescencia indirecta (IFI),
técnicas de ELISA y transferencia de Western.

ELISA es el mas usado porque tiene un alto nivel de automatizacion y flexibilidad para

usar con distintos Ag. Estos Ag son de epimastigotes de T. cruzi, forma que se

10
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multiplica en el vector, se adhieren a inmunoglobulinas del suero y son evidenciadas
por una segunda inmunoglobulina con reaccién colorimétrica.

IF1 permite detectar Ac en diferentes muestras bioldgicas y se observa la reaccion en
un microscopio de fluorescencia.

Las técnicas de ELISA e IFI fueron las que mostraron mayor cantidad de positivos,
tanto en la fase aguda como en la cronica segin la comparacién de técnicas
moleculares elaborada por Ferrer et al. (2012). Estas pruebas presentaron falsos
positivos que correspondieron a individuos con Leishmaniasis visceral. La S de las

pruebas inmunoldgicas en fase aguda fue menor que en fase cronica, como se esperaba

segun la Figura 1.

Los métodos seroldgicos mencionados, tienen alta S y E en inmunocompetentes. Las

muestras que resulten positivas deben ser enviadas al laboratorio de Referencia de

Parasitologia del Instituto de Salud Publica (ISP) o a los centros autorizados por éste para

su confirmacion. En el caso de donantes chagasicos provenientes de tamizaje (ELISA-IFI),

debe realizarse una contramuestra (Figura 4).

Muestra inicial

ELISA negativa

Solicitar IFI

/\

ELISA positiva

Solicitar IFI

Negativa Positiva ELISA positiva- ELISA positiva-
IFI negativa IFI positiva
Y
) . Confirmar con
Descarta infeccién PCR

Contramuestra o

en ISP o centros Chagasico
autorizados

Figura 4: Algoritmo
para el diagndstico de
laboratorio de EC en
pacientes

inmunocompetentes.
Guias clinicas de la
enfermedad de
Chagas (2008). ISP:
instituto de salud
publica.

La deteccion de Ac es el principal método de diagndstico de la EC en bancos de

sangre. El inconveniente fundamental de estos test es el amplio rango de S y E que

presentan dependiendo del método y Ag usado. Siempre se requiere la confirmacion

serologica mediante dos métodos que utilicen Ag distintos para efectuar el diagndstico

definitivo. En caso de discrepancia, se deberia utilizar una tercera técnica.
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Existen reactivos comercializados para el diagnostico serolégico de la infeccién por T.
cruzi desde el afio 2000. Uno de los ensayos mas sensibles y especificos es ARCHITECT
Chagas ® (Iborra-Bendicho et al., 2012), el cual fue estudiado como test individual para el
diagndstico de la EC crdnica por el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid
(Rebollo et al., 2014). Emplea 4 Ag recombinantes (TcF, FP3, FP6 y FP10) que contienen
14 regiones antigénicas diferentes. Estas regiones representan las 3 morfologias del parasito
en su ciclo biolégico- amastigote, tripomastigote y epimastigote- formas encontradas tanto
en el insecto como en el hospedador. Architect Chagas ® permite el diagndstico de EC
tanto en fase aguda como croénica. La diversidad antigénica constituye la base de su elevada
S (100 %). A pesar de tener menor E (96,6 %) que el resto de las pruebas (ELISA, IFI), el
ensayo Architect Chagas ® muestra una clara discriminacion entre muestras positivas y
negativas, lo que la convierte en una técnica adecuada para el diagnostico y puede ser
admitida como técnica de cribado.

Ademas, la total automatizacion del test permite procesar un mayor numero de
muestras de manera mas rapida, con una mayor estandarizacion y reproducibilidad de los

resultados, asi como una interpretacion totalmente objetiva de los mismos.

Con los metodos de diagnostico convencionales se pueden dar falsos positivos por
reacciones cruzadas con Leishmania spp, Trypanosoma rangeli, Treponema pallidum o
Plasmodium spp. ya que estos parasitos comparten epitopos antigénicos. Pero segin un
estudio de 2015 hay un método serologico de citometria de flujo no convencional,
denominado FC-TRIPLEX Chagas/ Leish 1gG1, que usa Ag de leishmaniasis visceral y de
EC basado en un algoritmo de andlisis de IgG1l anti-Trypanosomatidae. Este método
serologico aporta nuevas posibilidades para resolver resultados serolégicos inconclusos
debido a la velocidad, precision y reproducibilidad. Es especialmente Util para aquellos
individuos que procedan de areas endémicas tanto de T. cruzi como de Leishmania spp

(Teixeira-Carvalho et al., 2015). Es mas relevante para zonas latinoamericanas.

El diagnostico debe ser rapido, selectivo y especifico como Architect Chagas®. El
idéneo seria la combinacion de las técnicas parasitoldgicas (sangre), inmunoldgicas
(ELISA, IFI, HAI) y moleculares (PCR, HRM).

12



S
S
=
[e)
=
~
Y]
I
Y]
=~
S
~
S
I
)
—
~
S
)
Q
<
=
S
o~

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

Tenemos dos situaciones principales de riesgo: embarazo y recién nacidos.

Si es una mujer embarazada con riesgo endémico de infeccion, el cribado se hace
mediante una prueba seroldgica durante el primer trimestre de embarazo, entre las 8 y 12
primeras semanas de gestacion. Si la primera visita es posterior a las 12 semanas de
embarazo, se hard en la primera analitica una prueba seroldgica de la EC.

La prueba seroldgica de cribado sera un ELISA con Ag completo, cuyos valores de S
de las distintas prestaciones oscilan entre 98 % y 100 %, mientras que los valores de las E
oscilan entre 97 % y 100 %. (Pueyo Sanchez, 2010).

Si la prueba sale negativa, la paciente deberd seguir el control clinico habitual del
embarazo. Si por el contrario, es positiva, debe realizarse una prueba seroldgica de
confirmacion, se recomienda que sea objetiva y con un Ag distinto del que se ha utilizado
en la prueba de cribado. Se propone realizar un ELISA recombinante, basado en Ag
recombinantes que combinan epitopos representativos de diferentes estadios del T. cruzi,
para la deteccion de Ac.

En caso de discrepancia entre las pruebas de cribado y de confirmacion diagnostica,
debe realizarse una tercera prueba, una IFI aunque podrian elegirse otras pruebas con
rendimientos similares en funcion de la experiencia de los laboratorios. La S de la IFI es del
95 %, y la E del 100 %, pero su lectura depende del técnico.

Estas pruebas serologicas tendran que llevarse a cabo por laboratorios especializados y
cualificados con experiencia.

Ademas, como pruebas complementarias se puede hacer una PCR a partir de las
muestras de sangre y de las cepas aisladas de los hemocultivos positivos. La finalidad es
comprobar la integridad del ADN y detectar la presencia de inhibidores de la muestra.

Cuando las pruebas confirman que la mujer presenta infeccion por T. cruzi debe
realizarse la valoracion del estado clinico para evaluar la forma de la enfermedad
(indeterminada, cardiaca, digestiva u otras). Segun el estado de gestacion, se realiza un
ECG y retrasa el resto de pruebas radiologicas. El estudio y el seguimiento los puede llevar
a cabo un médico de atencion primaria (o el médico del hospital de referencia), con
posterior derivacion al especialista correspondiente, si es necesario.

El embarazo no tiene por qué complicarse especialmente. Debe seguirse el control
habitual, pero es recomendable asegurar la visita con el obstetra. En caso de que la mujer
presente sintomas de sufrir la enfermedad, el embarazo debera derivarse, en funcion del

riesgo, al nivel ya establecido segun el Protocolo de seguimiento del embarazo.
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El grado de severidad lo determina, especialmente, la cardiopatia.

Diagnostico en recién nacidos: entre el 60 % y el 90 % no presentan clinica y, por lo
tanto, la atencion neonatal debe ser habitual. Se realizaran pruebas diagnosticas:

e Microstrout: Se obtiene una muestra de sangre en un tubo capilar, centrifugar y
observar al microscopio la interfase entre el plasma y los glébulos rojos (la capa
leucocitaria) buscando la presencia de tripomastigotes en movimiento. Otra alternativa
es realizar un extendido para tincion con coloracién con Romanosky. Se puede extraer
de cualquier parte excepto del cordén umbilical, para no confundir con la sangre de la
madre. Si es positivo, deberd iniciarse el tratamiento. La técnica es una de las mas
sensibles por lo que estd siendo ampliamente utilizada para diagnosticar casos de
Chagas congenito.

e Pruebas serologicas: puede ser ELISA pero se realiza a los 9 meses de vida para evitar
la presencia de anticuerpos de origen materno. En el caso de serologia positiva, debe

tratarse la infeccion por T. cruzi.

El tratamiento debe empezarse en cualquiera de los siguientes casos:
e Neonatos con sintomas clinicos de la enfermedad
e Examen parasitologico o microhematocrito positivo
e Serologia positiva a los 9 meses de vida.

El seguimiento de los nifios en los que se ha iniciado el tratamiento incluye analiticas
de control a la segunda semana de tratamiento y cada 4 semanas mientras que dure el
tratamiento o en cualquier caso que aparezcan sintomas. Las serologias deben repetirse de
forma anual hasta su negativizacion.

En los casos en los que no se haya iniciado el tratamiento del recién nacido, el pediatra
del centro deberia realizar el seguimiento, que incluira la serologia de los 9 meses. Si sale

negativa se puede dar el alta al paciente.

Se han descrito 6 unidades discretas de tipificacion (DTU) en funcion de las
caracteristicas genéticas y su origen (vectores, mamiferos, etc). Los DTU son
agrupamientos de aislados o cepas del parasito que tienen un determinado genotipo y

caracteristicas biologicas, epidemiologicas o clinicas similares que se asocian a
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determinados tipos de enfermedad. Es decir, debemos tener en cuenta que hay diversidades
genéticas entre las cepas del parasito. Se denominan Tc y en nlmeros romanos:

e Tcl ha sido aislada més frecuentemente del ciclo de vida del parésito salvaje

e Tcll es la principal linea genética aislada de la sangre de los pacientes de

Sudamérica

e TclV ha sido el ultimo estudiado, implicado recientemente en dos brotes de EC

aguda adquirida oralmente en la Amazonia occidental brasilefia.

Ademas, las cepas difieren en las propiedades biolégicas y meédicas incluyendo
virulencia, patogenicidad, resistencia a los medicamentos, respuesta inmune, niveles de
parasitemia y tropismo tisular (Pérez-Molina et al., 2015). Por ello, segun el estudio
realizado por Margioto Teston et al. (2016), la diversidad genética tiene gran impacto en la
habilidad de detectar T. cruzi con las técnicas de examen en fresco, hemocultivo, PCR y
ELISA. Realizaron un estudio con ratones a los que se les habian inoculado las 3 cepas de
T. cruzi para comparar la reproducibilidad de las técnicas y con qué cepa son mas sensibles:

1. Examen en fresco: se han visto variaciones estadisticamente significativas con
diferencias en el porcentaje de animales con resultados positivos, siendo Tcll >
TclV> Tcl. La parasitemia causada fue en diferentes niveles.

2. Hemocultivo: se han visto variaciones estadisticamente significativas, los animales
infectados con la cepa Tcll fueron los Unicos que tenian la prueba positiva.

3. Diagndstico molecular por PCR convencional: hubo diferencias en los porcentajes de
PCR positiva, Tcll > Tcl > TclV. El porcentaje varia entre las cepas Tcl y TclV
mientras que todos los animales a los que se les habia inoculado la cepa Tcll, tenian
la prueba positiva.

4. Analisis serolégico, ELISA: muestran el orden de positividad tal que Tcll > TclV >
Tcl.

Sin embargo, a pesar de la buena S de los test seroldgicos, numerosos estudios de la
EC ha revelado un elevado porcentaje de ensayos de PCR positivos en individuos
serologicamente negativos. Estas pruebas muestran que la PCR es una técnica que deberia
ser usada en paralelo a test serologicos para el diagnostico, debido a la capacidad de
detectar sujetos seronegativos. Por ello, una buena combinacién seria con High Resolution
Melting (HRM), método que permite una adecuada y congruente discriminacion entre los
genotipos de T. cruzi porque hay diferencias estadisticamente significativas en la

temperatura de desnaturalizacion de cada DTU (Higuera et al., 2013). HRM es un analisis

15



S
S
=
[e)
=
~
Y]
I
Y]
=~
S
~
S
I
)
—
~
S
)
Q
<
=
S
o~

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

de alta resolucién de fusion, es una técnica de biologia molecular basada en el estudio y
comparacion de curvas de desnaturalizacion de las cadenas de ADN. A partir de la PCR se
amplifica una secuencia de ADN de interés y se le afiaden colorantes fluorescentes con el
fin de que se intercalen en el ADN, como por ejemplo SYBR Green, SYTO Dye o
Chromofy. Este método es capaz de discernir entre pequefias diferencias secuenciales de
fragmentos obtenidos por PCR.

La parasitemia de Tcll tiene un porcentaje positivo mayor que en los ratones a los que
les habian inoculado las otras dos cepas (Tcl y TclV) en todos los métodos de deteccion.
Puede deberse al periodo de latencia mayor y mayores niveles de parasitemia. El aumento
en la deteccién de Tcll con ELISA se relacionaria a que se usan antigenos homologos; esta
es la cepa predominantemente encontrada en sangre humana. Los datos indican que una
combinacion de los diferentes métodos aumenta la capacidad de detectar infecciones
especialmente para Tcl. En conclusidn, la diversidad de T. cruzi debe tenerse en cuenta en

el diagnostico de la EC en el laboratorio.

1. Laenfermedad de Chagas es una de las principales patologias importadas en Espafia y
de las principales endemias en Latinoamerica.

2. Con el fin de controlar la enfermedad, el primer paso es un buen diagndstico en las
zonas endémicas y no endémicas.

3. Para efectuar el diagnostico definitivo de la enfermedad de Chagas, no existe una
prueba suficientemente sensible y especifica para confirmarla. Siempre se requiere la
confirmacidn serolégica mediante dos métodos que utilicen Ag distintos.

4. EIl diagnostico iddneo seria combinar el uso de las técnicas logicas, inmunoldgicas y
moleculares de acuerdo a la fase de la enfermedad que se sospecha y las caracteristicas
del paciente.

5. Se deben tener en cuenta los distintos genotipos segun las regiones y los posibles falsos

positivos con otros parasitos que dan reacciones cruzadas en las pruebas diagnosticas.
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