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GLOSARIO

ANTIGENO: molécula capaz de estimular la produccién de un anticuerpo y provocar
una respuesta inmunitaria.

ANTIGENO RECOMBINANTE: proteinas provenientes de ADN recombinante del T.
cruzi, traducidas por plasmidos y purificadas por técnicas de biologia molecular.

ANTIGENO TOTAL: grupo completo de moléculas de una célula que estimula la
produccion de un anticuerpo y desencadena una respuesta inmunitaria.

CARACTERISTICAS OPERATIVAS: atributos estadisticos que miden el
desempenio diagndstico de una prueba utilizada para el diagndéstico.

CONFIABILIDAD: también llamada reproducibilidad de una prueba implica la
cantidad de error que se comete al realizar la medicidn. Se puede encontrar la
confiabilidad intra-analista o inter-analista.

ESPECIFICIDAD: proporcion de personas verdaderamente no enfermas que han
sido catalogadas como tales mediante una prueba diagnéstica.

EXACTITUD: proporcion de individuos clasificados correctamente.

LIKELIHOOD RATIO POSITIVE (LR+): indice que indica cuantas veces es mas
probable que la prueba sea positiva en los individuos enfermos que en los no
enfermos.

LIKELIHOOD RATIO NEGATIVE (LR-): indice que indica cuantas veces es mas
probable que la prueba sea negativa en los individuos enfermos que en los no
enfermos.

PEPTIDOS SINTETICOS: unién de aminoacidos mediante enlaces peptidicos,
sintetizados artificialmente mediante procesos bioldgicos.

RENDIMIENTO DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS: es la capacidad evidenciada de
las pruebas diagndsticas para configurar adecuadamente los pacientes en
condiciones locales, frente a condiciones aleatorias y variables de contexto o
paciente. Una técnica con buen rendimiento, hace referencia a una prueba que en
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diferentes condiciones ambientales, analista o muestra pueda detecta la presencia
o ausencia de lo que se esta investigando.

SENSIBILIDAD: proporcion de personas verdaderamente enfermas que han sido
catalogadas como tales mediante una prueba diagnostica.

TECNICAS CONVENCIONALES: pruebas de ELISA configuradas con extractos de
antigenos totales o crudos provenientes del parasito.

TECNICAS NO CONVENCIONALES: pruebas de ELISA configuradas con
antigenos recombinantes, antigenos purificados o péptidos sintéticos.

VALIDEZ: capacidad de una prueba diagnostica para detectar correctamente la
presencia o ausencia de la enfermedad en cuestion y si esta realmente esta cumple
la funcién para la cual fue disefiada, se expresa matematicamente con indices como
sensibilidad y especificidad, entre otras.

VALOR PREDICTIVO POSITIVO: probabilidad condicional que los individuos con
una prueba positiva tengan realmente la enfermedad.

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO: probabilidad condicional que los individuos con
una prueba negativa no tengan realmente la enfermedad.
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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad de Chagas es producida por el Trypanosoma cruzi,
endémica en América Latina. Comienza con una fase aguda seguida por una fase
cronica que dura toda la vida, puede producir complicaciones cardiacas o
gastrointestinales en 30 a 40% de los infectados. El diagnostico es complejo, lo cual
constituye una barrera al acceso actualmente. El método recomendado por la OMS
en fase cronica es una combinacidn de dos pruebas inmunoseroldgicas con
diferentes configuraciones antigénicas. El procedimiento actual en Colombia es la
tamizacion con una ELISA y la confirmacion con una IFI.

Objetivo: Evaluar el rendimiento diagnéstico de siete pruebas de ELISA
convencionales y no convencionales para la deteccion de anticuerpos anti- T.cruzi.

Metodologia: Estudio observacional analitico de pruebas diagnosticas, donde se
usaron 501 muestras de suero de personas colombianas, se estimaron
caracteristicas operativas de pruebas ELISA individualmente y en binomios para
configurar un nuevo algoritmo de diagnostico seroldgico, en muestras de pacientes
colombianos frente a métodos de referencia del Instituto Nacional de Salud de
Colombia

Resultados: La sensibilidad de pruebas individuales fue entre 92,5% a 99,6% y
especificidad entre 94,6% a 97,9%. En relacion a las combinaciones, se observo
que la sensibilidad aumenta en pruebas en paralelo, mientras la especificidad
aumenta en pruebas en serie, llegando incluso al 99,9% con algunos binomios.

Discusién: La prueba de antigenos totales tuvo un alto desempenio para el tamizaje
de la poblacién general colombiana. La mayoria de las pruebas de antigenos
recombinantes resultaron adecuadas para la confirmacion de casos sospechosos,
de una manera igual a la IFI.

Conclusién: El rendimiento de la mayoria de las pruebas fue adecuado, por tanto,
el binomio debe estar constituido por antigenos totales como primera prueba y como
prueba complementaria una de antigenos recombinantes o péptidos sintéticos. De
esta forma, se reemplaza la inmunofluorescencia indirecta como confirmatoria,
eliminando barreras importantes en el acceso al diagnostico en Colombia.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, sensibilidad y especificidad, ensayo de
inmunoadsorcion enzimatica.
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ABSTRACT

Introduction: Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi,
endemic in America Latina. It begins with an acute phase followed by a life-long
chronic phase that causes cardiac and gastrointestinal complications in 30-40% of
those infected. Diagnosis is complex, which currently poses a barrier to treatment
access. The World Health Organization recommends chronic phase diagnosis with
a combination of two serologic tests with different antigenic configurations. The
current procedure in Colombia is initial screening with an ELISA with confirmation by
an immunofluorescent assay (IFA).

Objective: Evaluate the diagnostic performance of seven conventional and
unconventional ELISA tests for detection of T.cruzi antibodies.

Methodology: This was an observational study using 501 serum samples from
Colombian patients which measured operational characteristics of ELISA tests
individually and in binomial combinations against current procedures used by the
Colombian National Institute of Health, to help configure a new serologic diagnostic
algorithm.

Results: Individual sensitivity ranged from 92.5 to 99.6%, and specificity ranged
from 94.6 to 97.9%. Use of simultaneous binomial combinations produced higher
sensitivity, while specificity was increased with sequential combinations, up to 99.9%
in some cases.

Discussion: Total antigen assays performed well for screening of the general
Colombian population. Their antigenic configuration permits detection of the majority
of positive patients. The majority of recombinant tests were adequate for detection
of suspected cases, performing nearly as well as the IFA.

Conclusion: Performance of most of test was appropriate, therefore, two-stage
testing should consist of a total antigen assay in the first stage followed by a
recombinant or synthetic peptide test. This would allow for replacement of the
indirect immunofluorescence assay as a confirmatory test, eliminating an important
barrier to diagnosis in Colombia.

Key words: Chagas Disease, sensitivity and specificity, enzyme-linked
immunosorbent assays.
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1. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (ECh) es una enfermedad zoondtica producida por la
infeccion del parasito Trypanosoma cruzi (T.cruzi) y transmitida generalmente por
contacto con las heces de los vectores triatominos, sangre y/o secreciones de
reservorios infectados, por otras vias como la transfusional y/o trasplante de
organos y por medio de transmision oral con alimentos infectados (1-3)

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se encuentran
alrededor de 5.742.167 personas infectadas en América Latina, encontrandose
ampliamente distribuida en la mayoria de los paises. Es una enfermedad que
representa cierto grado de complejidad a la hora de realizar un diagnostico veraz y
oportuno, asi como su tratamiento, manejo y seguimiento, convirtiéndose asi en un
problema de salud publica, dejando una gran carga de morbilidad y discapacidad;
estudios han indicado evidencia que la Enfermedad de Chagas esta asociada
estadisticamente con un exceso de mortalidad y anualmente la tasa de mortalidad
se incrementa con la severidad clinica (5).

La ECh esta incluida por la OMS en el grupo de enfermedades desatendidas, las
cuales se perpetuan en entornos de climas tropicales y humedos, ambientes con
francas limitaciones en saneamiento basico, condiciones ambientalmente
insalubres, constante contaminacion ambiental y dificultades en el acceso a agua
potable, sin dejar atras el dificil acceso en atencion primaria en salud, condiciones
que caracterizan a las poblaciones con pobreza extrema (1,2).

La enfermedad cursa con una etapa aguda que ocurre pocos dias después del
ingreso del parasito al torrente sanguineo, el 90% de los pacientes infectados son
asintomaticos, algunas veces es caracterizada por malestar general y fiebre por mas
de siete dias, entre otros sintomas, cuando se hace evidente esta fase sin un
tratamiento etiologico, puede llegar a ser mortal; la fase cronica va desde la
ausencia de signos y sintomas (forma indeterminada) a enfermedad grave y muerte
prematura y las manifestaciones clinicas tipicas estan relacionados con la
afectacion patolégica de corazon, esofago, colon, o una combinacion, y son
agrupadas en tres formas principales: cardiaca, digestiva y cardio-digestiva (1,2,6).
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Los métodos diagnosticos a utilizar dependen de la fase clinica de la enfermedad,
bajo sospecha de fase aguda los métodos a utilizar deben ser los parasitologicos
directos, tales como la observacién del parasito en preparaciones de sangre fresca
o métodos moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (6,7).
Sin embargo, la alternativa del diagndstico de una fase aguda en caso de no ser
posible el uso de los métodos parasitologicos, es la practica de los métodos
seroldgicos, teniendo en cuenta la gran antigenicidad del T.cruzi que permite
detectar después de pocos dias de la infeccion, anticuerpos frente a distintos
antigenos del parasito (8—10).

El diagnostico confirmatorio de la fase aguda también puede ser realizado por
seroconversion de un resultado negativo a positivo entre dos pruebas pareadas con
30 a 90 dias de intervalo, insistiendo inicialmente en las pruebas parasitologicas,
pero constituye una alternativa y una gran herramienta en caso de no ser posible
confirmar la parasitemia (9,11).

A lo largo de los afios los métodos seroldgicos a través de los cuales se determinan
los anticuerpos anti T. cruzi han evolucionado, desde el afio 1913 cuando Guerreiro
y Machado prepararon un antigeno para la reaccion de fijacion de complemento,
hasta la fecha donde existen las llamadas pruebas convencionales de extractos
antigénicos totales, lisados o crudos del parasito completo como la ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay), la IFl (Inmunofluorescencia Indirecta) y la HAI
(Hemaglutinacién Indirecta) y las no convencionales de antigenos recombinantes y
péptidos sintéticos o purificados que se encuentran disponibles en el mercado; cada
uno de estos métodos tiene una configuracion diferente en relacion a su
composicidon antigénica, forma de evidenciar la reaccion y método de lectura. Segun
la configuracion de las mismas, algunas suelen gozar de mejor sensibilidad y otras
de mejor especificidad (6,12,14,15).

Las técnicas de ELISA, se han utilizado en el diagnostico de enfermedades
infecciosas desde la década de los 70, considerandose metodologias altamente
sensibles (95%), que no necesitan gran infraestructura, ni equipos biomédicos
especializados, ademas los profesionales que realizan los ensayos se pueden
capacitar facilmente. En conclusion, son ensayos rapidos y fiables que pueden
otorgar seguridad a la hora de un diagndstico (6,16,17).

Desde los afos 80, con el avance de la tecnologia del ADN recombinante, fue

necesario el mejoramiento de las pruebas seroldgicas por varios motivos, a) para la
deteccion de donantes infectados con T.cruzi, b) el adecuado diagnostico y
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tratamiento de los pacientes infectados y c) la vigilancia de las gestantes en riesgo
de infeccidn, asimismo esta tecnologia recombinante se implementdé como una
herramienta para evitar las reacciones cruzadas que se pueden presentar con las
técnicas convencionales con otros parasitos, principalmente Leishmania sp. y
Trypanosoma rangeli, disminuyendo los posibles falsos positivos e incrementando
su especificidad a pesar de comprometerse su sensibilidad (18,19).

El T.cruzi es un parasito protozoo con una gran diversidad genética que permitio la
conformacién en seis grupos diferentes llamados DTUs (Unidades Discretas de
Tipificacién) nombrados Tcl a TcVl. En Colombia, predomina el linaje Tcl que
circula en ciclos selvaticos y domeésticos, sin embargo, estudios en pacientes en
fase cronica demuestran coinfeccidn de Tcl-Tcll, Tcl-TclV, asi como la presencia
unica de Tcll (20-22). Se ha evidenciado que las miocarditis moderadas en
Argentina estan relacionadas con Tcll, TcV y TcVI, mientras que las miocarditis
graves al igual que en Colombia estan relacionadas con Tcl (21). En un reciente
estudio se evidencid que los pacientes pueden presentar poliparasitismo o
coinfeccidn detectandose infecciones mixtas antes del tratamiento y en algunos
pacientes fue identificada una segunda DTU después del tratamiento diferente a la
inicial, concluyendo que las DTU detectadas en un mismo paciente pueden variar
con el tiempo, indicando que el poliparasitismo puede ser frecuente (22, 23).

Es importante tener en cuenta que la respuesta inmune se puede afectar en los
pacientes inmunocomprometidos por procesos naturales o patoldgicos, sin
embargo, todo paciente susceptible de recibir o donar un érgano, que padezca
enfermedades autoinmunes o inmunosupresion por el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) debera ser estudiado por métodos serologicos (9,10).

Teniendo en cuenta que la infeccion con T.cruzi de la madre es un elemento
necesario en el origen de un caso congénito y dado que en Colombia se han
caracterizado zonas endémicas como el departamento del Casanare donde fue
hallada una prevalencia global en madres de 4,0%, las medidas de control clinico
deben iniciar antes del nacimiento del bebé, a través de la evaluacion de toda mujer
embarazada (10,24). Aunque se estima que la transmision de T.cruzi durante el
embarazo ocurre en menos del 20% de las madres infectadas, se han reportado
prevalencias del 5% en el sur de Brasil, 2% en el centro de Brasil y una tasa de
transmision del 4-6% en Argentina, Bolivia y Paraguay, asimismo se puede
presentar incluso, en zonas donde la transmisién vectorial ha sido interrumpida
(25,26).
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En los recién nacidos de madres infectadas y asintomaticos, siempre y cuando sea
posible se debe realizar investigacion del T.cruzi mediante pruebas parasitoldgicas,
si sus resultados son negativos o no fue posible practicarlas, deberan ser repetidas
en lo posible durante los primeros tres meses después de nacer o recurrir a las
pruebas seroldgicas 10 meses después de su nacimiento, un diagndstico serolégico
positivo a esta edad implicara la necesidad de iniciar un tratamiento antiparasitario,
pero un diagndstico serologico negativo excluira completamente la infeccion
(8,10,12,27).

A pesar de los continuos avances, segun OMS ningun ensayo seroldgico alcanza
por si solo 100% de sensibilidad y 100% de especificidad, razén por la cual el
diagnostico serologico se basa en la concordancia de al menos dos técnicas de
principio antigénico diferente (1,2,8,28).

Existen muchas alternativas en el uso de las técnicas de ELISA en laboratorios
clinicos y bancos de sangre en Colombia, tanto en zonas endémicas como no
endémicas. Sin embargo, en la practica con estudios de desempefio diagnadstico,
unos bajos valores de sensibilidad o especificidad o problemas de diagndstico
debidos a una baja prevalencia se compensaran con el disefio muestral o a nivel
indvidual combinando pruebas de diagndstico ya sea tanto en paralelo como en
serie. La seleccién de las pruebas, el proceso de muestreo, la combinacién de
pruebas y la forma de interpretacidon de los resultados haran posible una definicion
completa del diagnostico (29,30).

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Colombia, se inicié de manera progresiva posterior a la publicacién del informe
técnico de expertos de la OMS del afno 2002 la implementacion de las pruebas
convencionales (ELISA e IFl) para el diagnodstico de la ECh, en este informe se
recomendoé para establecer un paciente como infectado, contar con minimo dos
pruebas positivas de diferente principio y en caso de una discrepancia realizar una
tercera prueba.

El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) del Instituto Nacional de Salud (INS),
en calidad de laboratorio referente de la Red Nacional de Laboratorios de Salud
Publica en Colombia, adopt6 y estandarizé las técnicas de ELISA e IFI con
antigenos extraidos de cepas de T.cruzi provenientes de pacientes autoctonos de
diferentes regiones del pais; a pesar de ser pruebas con alta sensibilidad y
especificidad, éstas generaron en su uso barreras en el acceso, dado que la IFI
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corresponde a una técnica con un alto nivel de requerimientos técnicos en el
laboratorio (31).

A pesar de los grandes esfuerzos desarrollados por mas de una década para que
las entidades territoriales contaran con los insumos, equipos, infraestructura y
recurso humano para realizar estos ensayos, Cucunuba et al., 2017 indica que entre
el 2012 y 2014 el promedio de ejecucidén de pruebas de confirmacion después de
realizada la primera prueba fue del 68% (32). Fue hasta el afilo 2015 cuando se
documento y divulgo a través del seminario “Hacia la Eliminacion de las Barreras en
el Acceso al Diagnostico y Tratamiento de Enfermedad de Chagas en Colombia” en
Bogota, que la barrera inicial existente era la confirmacién diagnostica de los
pacientes sospechosos con ECh.

Posterior a esto, el INS a través del Programa Nacional de Enfermedad de Chagas
ha unido esfuerzos junto con el Ministerio de Salud y Proteccion Social y con la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) entre otras entidades
internacionales, como el Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) para lograr
el objetivo principal que corresponde al mejoramiento del acceso del diagndstico,
tratamiento integral y seguimiento de los pacientes a través de la descentralizacion
de los procesos en las entidades territoriales y el fortalecimiento de las capacidades
locales.

La IFI tiene varias limitaciones técnicas que dificultan su uso en todas o en la
mayoria de las entidades territoriales del pais, inicialmente la capacidad para
producir el antigeno de T.cruzi en el LNR del INS, el cual resulta insuficiente para
cubrir la demanda, se requieren reactivos de alto costo y de produccion limitada, un
microscopio de fluorescencia de un costo elevado en compra y mantenimiento,
condiciones de infraestructura especiales y finalmente un entrenamiento especifico
para los profesionales que deseen realizar la prueba.

Por este motivo, el algoritmo de diagndstico serolégico para la ECh propuesto por
la OMS en el afio 2002, utilizando una ELISA convencional y una IFI, ha perdido su
operatividad en Colombia y se ha limitado a pocos Laboratorios de Salud Publica
Departamentales (LSPD), algunos centros de investigacion y laboratorios privados.
La falta de implementacion de este algoritmo de diagndstico en Colombia, ha traido
consigo varias dificultades administrativas, técnicas y cientificas que han afectado
no solo al sistema de salud, si no directamente a los pacientes que necesitan de un
oportuno diagndstico.
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La mayoria de los pacientes a quienes se les sospecha la ECh, son pacientes que
residen en zonas rurales, los cuales deben tener mas de cinco contactos con el
sistema de salud para acceder a una prueba diagnostica. Los pocos pacientes que
acceden a ella, solo se les realiza la prueba de ELISA en un laboratorio clinico y
pueden tardar entre seis meses y un afio para que se les realice la IFl como prueba
complementaria en otro laboratorio diferente. Las Entidades Promotoras de Salud
(EPS) y las Instituciones Prestadoras del Servicio (IPS) no tienen el conocimiento
suficiente en relacion al diagndstico para orientar a los pacientes en los
procedimientos, por lo cual el paciente sin orientacion administrativa desiste,
perdiendo asi la oportunidad de la confirmacion diagndstica, evaluacion clinica y
tratamiento. Para las pocas entidades que conocen el algoritmo de diagndstico
seroldgico pero no cuentan con los insumos y equipos necesarios para su ejecucion,
lamentablemente recurren a la tercerizacion del servicio, remitiendo las muestras a
laboratorios clinicos privados de mayor infraestructura que utilizan tecnologias de
las cuales se desconoce su desempefo diagndstico y a la vez agravan la situacion
en términos de oportunidad, ya que los pacientes deben esperar aun mas tiempo
los reportes de resultados.

La transmision congénita de la ECh es un problema en muchos paises endémicos
e inclusive no endémicos donde existe migracion interna, en Colombia han sido
pocos los estudios que han dado respuesta a esta problematica, una de las causas
puede deberse al poco control que existe sobre las gestantes y por ende a los recién
nacidos de las madres seropositivas. Estas dificultades podrian ser por la falta de
tecnologia que permita diagnosticar correctamente a las maternas, creando asi una
barrera fundamental en la estimacion de la tasa de transmisién congénita en
Colombia.

Finalmente, en relacién a los donantes seropositivos, existe también una situacién
complicada, dado que de acuerdo a la Circular 082 del afio 2011 del INS, los
donantes deben ser confirmados en el Banco de Sangre y canalizados a las
respectivas aseguradoras. Sin embargo, cuando llegan solicitando su tratamiento,
son devueltos a una primera fase de diagnostico, subestimando las acciones del
Banco de Sangre, que se traducen finalmente en la pérdida del donante, el cual
desiste del proceso, pero desafortunadamente ya se ha convertido desde su
diagnostico complementario en un paciente con ECh, el cual no va a ser tratado
(33).
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1.3. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas genera un gran numero de incapacidades, pérdidas de
potencial humano en jévenes y adultos, desmejoramiento en la calidad de vida,
depresion emocional e incluso discriminacion social y carga econdémica en el
sistema de salud y anualmente cobra alrededor de 12.000 muertes en las américas,
Cucunuba et al.,, muestra que, comparando a las personas sin infeccion, con
aquellas infectadas con T.cruzi, éstas tienen un exceso en la mortalidad del 42,5%
(32,34,35).

Esta enfermedad durante muchos afios estuvo limitada a América Latina; sin
embargo, con las consecuencias de la globalizacion, la migracion, el desarrollo
tecnoldgico para el trasplante de dérganos y tejidos, se han venido presentando
casos en paises como Estados Unidos y Espafia, alcanzado el continente europeo
e incluso se ha extendido a Australia y a algunos paises de Asia. Se estima que 20
paises de América Latina son endémicos para la enfermedad y la mayoria de
personas afectadas residen en zonas rurales de muy dificil acceso geografico,
aunque también existen poblaciones afectadas en centros urbanos a consecuencia
de la migracion interna. Segun estimaciones de la OMS para el afio 2010 en la
region de las Américas, cerca de 70.199.360 personas estan expuestas al parasito
y 5.742.167 ya se encuentran infectadas (2,4,36).

En Colombia gran parte del territorio es endémico para la enfermedad de Chagas,
desde La Guajira donde las comunidades indigenas tienen las mas altas
prevalencias del pais (47% en adultos infectados en asentamientos indigenas)
hasta en la Amazonia donde se han reportado seroprevalencias desde 0,09% en el
departamento de Amazonas hasta 2,07% en el Guaviare, unicamente en los
departamentos de Quindio y Risaralda la transmisidn vectorial no se ha descrito; sin
embargo, se ha identificado la presencia del vector en casi la totalidad del territorio
nacional (37—40).

En Colombia, se han venido comercializando un gran numero de pruebas no
convencionales bajo registro INVIMA, segun Decreto 3770 de 2004 (41), con
caracteristicas operativas determinadas por los fabricantes en validaciones
primarias y de las cuales no se conoce su desempefio diagnostico en el contexto
epidemioldgico local, es importante conocer el desempefio de estas pruebas con
pacientes que hayan adquirido la infeccidn por T.cruzi en regiones colombianas, las
cuales sabemos que presentan particularidades en su dinamica de transmision y
una variabilidad genética del mismo parasito.
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El desconocimiento del desempefio de las técnicas convencionales y no
convencionales (comerciales) en pacientes colombianos, hace que los laboratorios
con servicio de diagndstico inmunoserolégico, posiblemente utilicen tecnologias que
no alcancen un nivel adecuado de clasificacion de los pacientes sospechosos. La
utilizacién de pruebas de tamizaje con una baja sensibilidad captara menor cantidad
de pacientes enfermos y dejara sin diagndstico a muchos pacientes que necesitan
un tratamiento etioldégico oportuno. Ademas, teniendo en cuenta que actualmente
se realizan modificaciones en el sistema de salud nacional con la implementacion
de la Politica Integral de Atencién en Salud (PAIS) (42), junto con el Modelo de
Atencion Integral en Salud (MAIS) y su operatividad mediante las Rutas de Atencion
Integral en Salud (RIAS) (43), es necesario conocer las caracteristicas operativas
de las tecnologias diagndsticas de mayor uso en Colombia, con el fin que el
Ministerio de Salud cuente con evidencia cientifica y herramientas técnicas para
recomendar, gestionar y adquirir pruebas que permitan la adecuada caracterizacion
de los pacientes con sospecha de ECh dentro de un escenario de vigilancia rutinaria
y que den respuesta a las intervenciones colectivas de salud publica del pais.

De igual manera, dentro de las metas del Plan Decenal de Salud Publica 2012 —
2021 se encuentra la disminucién de la morbilidad de la Enfermedad de Chagas, la
cual se espera lograr mediante la interrupcidn de la transmisién del T.cruzi por el
Rhodnius prolixus intradomiciliado en 121 municipios hasta el afo 2.021, proceso
que tiene como primer paso el levantamiento de linea base serologica en pacientes
menores de 15 afios con su respectivo tratamiento y seguimiento, seguido de una
intervencidn quimica en las casas de los municipios seleccionados y un control
seroldgico cada 2 afios para evaluar la interrupcion de la transmision vectorial. En
caso que se utilicen tecnologias poco sensibles, posiblemente se puede
comprometer la deteccion de casos y se vera afectada la certificacion de la
interrupcion, debido a que algunos infectados que no fueron captados inicialmente,
podrian ser identificados posteriormente en el seguimiento de la evaluacion (44).

En este orden de ideas, es necesario estimar y conocer las caracteristicas
operativas de estas técnicas comerciales, para poder generar una directriz desde el
LNR sobre su uso y directamente sobre la operatividad del lineamiento nacional de
diagnostico serologico de la ECh, el cual a corto plazo podria implementarse sin
ninguna limitacion en la mayoria de los laboratorios de mediano nivel de complejidad
y de referencia a nivel departamental, e inclusive a nivel municipal.

Con estudios de verificacion de las caracteristicas operativas de las técnicas de
ELISA, el algoritmo de diagnostico serolégico sera mas operativo, técnicamente el
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ensayo se podria realizar en un numero mayor de laboratorios, pues la exigencia de
infraestructura e insumos se reduciria considerablemente.

Si la cobertura de la realizacién de las pruebas diagnésticas aumenta, los pacientes
accederan de una forma mas facil a los examenes diagnosticos en un mismo
laboratorio con menos contactos con el sistema de salud, menor costo y por ende,
se obtendran resultados oportunos en tiempos muy cortos que haran que el
tratamiento integral tenga asi mismo una mayor oportunidad e impacto, evitandose
en los pacientes asintomaticos las posibles complicaciones de tipo cardiaco (45).

1.4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el rendimiento diagnostico de las técnicas de ELISA para la deteccion de
anticuerpos anti-T.cruzi comerciales de mayor uso en laboratorios y bancos de
sangre en Colombia, frente a las pruebas inmunoserologicas (ELISA e IFI) utilizadas
como referencia en el algoritmo seroldgico para el diagnostico de la Enfermedad de
Chagas por el Instituto Nacional de Salud de Colombia?

1.4.1 Preguntas secundarias

¢, Cual es el rendimiento diagndstico individual de las técnicas de ELISA para la
deteccion de anticuerpos anti-T.cruzi comerciales de mayor uso en laboratorios de
salud publica y bancos de sangre en Colombia, frente a las pruebas
inmunoserologicas (ELISA e IFl) utilizadas como referencia en el algoritmo
seroldgico para el diagnoéstico de la Enfermedad de Chagas por el Instituto Nacional
de Salud de Colombia?

¢, Cual es el rendimiento diagnodstico en binomios de las técnicas de ELISA para la
deteccion de anticuerpos anti-T.cruzi comerciales de mayor uso en laboratorios de
salud publica y bancos de sangre en Colombia, frente a las pruebas
inmunoserologicas (ELISA e IFl) utilizadas como referencia en el algoritmo
seroldgico para el diagndéstico de la Enfermedad de Chagas por el Instituto Nacional
de Salud de Colombia?
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2. MARCO TEORICO
2.1. GENERALIDADES

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), ha agrupado un numero de patologias
infecciosas que comparten ciertas caracteristicas que siempre han sido vinculadas
a la pobreza, generalmente proliferan y se mantienen en ambientes tropicales y
humedos, se relacionan con escasa salubridad y poca higiene de las poblaciones,
y ademas la industria farmacéutica no ha tenido el suficiente interés sobre los
medicamentos terapéuticos por la falta de demanda, a este grupo de enfermedades
se les denomina “Enfermedades Tropicales Desatendidas o Neglected Tropical
Diseases” (NTD). La gran mayoria son transmitidas por insectos, como fleb6tomos,
mosquitos y triatominos, algunas por el agua o incluso por el suelo, pero algo que
realmente tienen en particular es que atacan a poblaciones que en su mayoria se
encuentran en altos indices de pobreza y en condiciones limitadas de saneamiento
basico (46).

La enfermedad de Chagas o Trypanosomiasis americana hace parte de este grupo
de patologias desatendidas, es una enfermedad producida por un protozoo flagelar
(phylum Sarcomastigofora, orden kinetoplastida, familia Trypanosomatidae),
llamado Trypanosoma cruzi, descrito por primera vez en 1909 por el médico
brasileio Carlos Ribeiro Justiniano Chagas en Minas Gerais, Brasil. Esta
enfermedad afecta generalmente después de una fase silente, al corazon y al
sistema digestivo. Si bien, fue en este afio en que la infeccion en humanos fue
descubierta, se han encontrado registros del ADN del T.cruzi en momias en Peru y
Chile de mas de 7000 afios de existencia, lo que evidencia que el parasito ha
permanecido en América por mas de 9000 afios (17,45,47).

Las investigaciones desarrolladas posteriormente por el investigador Carlos Chagas
y en varios estudios de sus colegas como Salvador Mazza y Cecilio Romafa, se
logré determinar que el parasito desarrolla un ciclo de vida en algunos insectos
hematdéfagos y otro en mamiferos, ademas, no solo se descubrio el agente
etiologico sino su comportamiento en vectores, algunos reservorios, mecanismos
de transmision y hallazgos clinicos importantes en los humanos, como el primer
caso de Chagas congénito. Consecutivamente se logré comprobar que, a pesar de
esto, la transmision estaba condicionada y estrechamente relacionada con factores
ecologicos, socioecondmicos, geograficos, ambientales como altitud, temperatura 'y
humedad y respuesta inmunologica del hospedero, entre otros (17,45,48).
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Después del principal hallazgo en zonas de Brasil y con la divulgacion del
descubrimiento de Carlos Chagas, empezaron paulatinamente a notificarse casos
de la presencia del parasito en diferentes paises de América Latina, en El Salvador
en 1913, Costa Rica 1922, Panama 1931, Guatemala 1933, Honduras 1960,
Nicaragua 1949, entre otros, hasta lo que tenemos hoy en dia, 21 paises de
Latinoamérica con zonas endémicas y no endémicas, dejando a Brasil y Bolivia
como los paises con mas prevalencia e incidencia respectivamente (17).

2.2. MECANISMOS DE TRANSMISION

El insecto hematdfago que interviene en la transmision del parasito, del cual se han
descubierto mas de 100 especies diferentes, pero menos de diez se han visto
fuertemente relacionadas con la transmision vectorial como el Rhodnius prolixus,
Triatoma dimidiata, Pastrongilus geniculatus y Triatoma infestans, entre otros, juega
un papel importante en la dinamica de la transmision, debido a que si el vector esta
infectado con el parasito, sus heces contienen grandes cantidades de
trypomastigotes metaciclicos, estadio infectante del parasito, que al entrar en
contacto con mucosas, sangre o tejido expuesto del mamifero por cualquier medio,
éste sera infectado. En la transmision vectorial, es comun que el triatomino
hematofago se acerque al humano o reservorio con el objetivo de alimentarse de su
sangre, posterior a la ingesta y como reflejo, el insecto eyecta sus heces, las cuales
pueden llegar a tener contacto con el orificio por donde se alimentd y por ende los
parasitos pueden ingresar al torrente sanguineo (17,45,49).

Segun diferentes autores, no todas las especies de triatominos tienen la misma
capacidad vectorial, es decir, algunas especies facilitan la transmision y la
metaciclogénesis de algunos linajes especificos de T.cruzi, por tal motivo la
transmision vectorial es uno de los procesos ecologicos mas estudiados
actualmente. Sin embargo, como la mayoria de las patologias zooantroponoticas,
el humano es un reservorio accidental que no deberia estar presente en la ecologia
del entorno, aun asi, con la consecuente y acelerada incursion del hombre a
entornos rurales y selvaticos, este se ha visto altamente comprometido y afectado
por el T.cruzi (39,49).

Aunque la transmision vectorial es la mas frecuente y la que ha dejado mas victimas
después de su descubrimiento, también existen mecanismos de transmisién no
vectoriales, que se hacen importantes en zonas urbanas y en paises desarrollados.
Otra forma de transmision es la congénita, donde es posible que las mujeres
gestantes con la infeccion lleguen a transmitir el parasito a su bebé; sin embargo,

25



no se conoce exactamente qué factores favorecen este comportamiento, ni la
probabilidad de transmisién congénita de una madre seropositiva, hay registros de
tasas desde el 1% al 8% de transmision congénita en paises con menor y mayor
incidencia de la enfermedad respectivamente (24,50).

La tercera via de transmision es por medio de transfusion de sangre/hemoderivados
o trasplante de organos y tejidos, pero actualmente gracias a los programas de
tamizaje y pesquisa que existen en los bancos de sangre y tejidos, la frecuencia de
transmision por este medio ha disminuido drasticamente; no obstante, debido al
proceso fisico de separaciéon de componentes sanguineos existe mayor riesgo en
la transfusion de plaquetas (51). Otro medio de transmision, infrecuente pero posible
y con reportes cientificos, es por medio de accidentes de laboratorio o relacionados
con la practica clinica (49).

En paises como Brasil, Venezuela y Colombia, existe en comun la transmision oral,
mecanismo que ha tomado gran interés por las entidades sanitarias, la
contaminacion oral se debe frecuentemente al mal almacenamiento y tratamiento
de los viveres, los vectores y los reservorios contaminan con sus heces y fluidos las
frutas o alimentos con los que posteriormente se elaboran jugos o comidas. Esta
forma de transmision ha dejado victimas fatales en zonas endémicas, como se ha
documentado a partir del afio 1999 en Colombia donde se presentaron 13 casos, 5
de ellos fatales en Guamal (Magdalena), hasta la fecha donde la morbilidad sigue
siendo notificada (37,52).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

“Como consecuencia de los flujos migratorios, el Chagas ha dejado de ser un
problema exclusivo de Latinoamérica y ahora se encuentra presente en paises no
endémicos. Se estima que hay alrededor de 300.000 personas infectadas en EEUU
y 150.000 en Europa” ISGlobal (53).

La enfermedad de Chagas es una patologia tropical, con una dinamica de
transmision compleja ya que relaciona muchas especies de vectores y reservorios,
endémica en la mayoria de los paises de América Latina, hasta hace pocos afios
se pensaba que la enfermedad estaba limitada a este continente; sin embargo,
gracias a la facilidad de los desplazamientos y a la globalizacion, se han registrado
casos importados en Estados Unidos, Europa y Australia, entre otros (45,50).
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Entidades gubernamentales y no gubernamentales de todo el mundo, han realizado
estudios acerca de la carga de la enfermedad de Chagas, no solo en los paises
endémicos, si no también en los no endémicos, se ha evidenciado que la frecuencia
de infeccién aumenta considerablemente en paises como Estados Unidos, Canada,
Australia, Japdn, Francia, Suiza, Inglaterra y Espana (Figura 1) (45,50).

El Instituto de Salud Global de Barcelona (ISGlobal) en 2015, consolido informacion
acerca de la carga de latinoamericanos infectados con Chagas residentes en
Europa, evidenciando que, a pesar de la poca cantidad de estudios dirigidos a la
busqueda de la proporcién real de la enfermedad y su alta heterogeneidad (1?=97%),
la prevalencia en el continente europeo fue de 4.2% (95%IC: 2,2%-6,7%), donde los
inmigrantes bolivianos aportaron el 18,1% de los casos (54). Cifras importantes al
momento de evaluar las tecnologias de tamizaje en los bancos de sangre y en los
programas de vigilancia materna.

Figura 1. Distribucién global de Enfermedad de Chagas
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La OMS estima que, basados en datos del 2015, 5.742.167 personas, estan
infectadas con T.cruzi en 21 paises de América Latina, de las cuales el 62,4% se
encuentran en paises del cono sur (Brasil, Argentina, Uruguay, entre otros).
Argentina, Brasil, México y Bolivia son los paises con mas casos reportados. En la
region Andina, se encuentran 958.453 personas infectadas, aproximadamente el
45,7% (n=437.960) de ellos procedentes de Colombia. Paises como Chile,
Paraguay, Venezuela, Peru y Guatemala tienen entre 100.000 y 200.000 casos (55).

En relacion a la transmision vectorial, esta suele ser mas frecuente en Bolivia, se
registran 8.087 casos nuevos, seguido de México (n=6.135) y Colombia (n=5.274).
Argentina y Bolivia aportar cerca del 30,62% de casos nuevos al afo de toda
Latinoamérica. Para la transmision congénita, segun estimaciones de estos mismos
datos Paraguay, Ecuador, Bolivia, Argentina y Colombia presentan respectivamente
las tasas mas altas de transmision congénita, sin embargo, en Colombia aun en los
estudios de este tipo de transmision, falta una exploracion mayor (55).

Colombia tiene las cifras mas alarmantes en poblacion general de la region Andina
después de Bolivia, aunque es importante tener en cuenta que la poblacién de
Colombia es 4.6 veces la poblacion de Bolivia. Se estima que, en Colombia el
numero estimado de nuevos casos por aflo por transmision vectorial oscila en 5.274,
ademas, 166.221 mujeres en edad fértil (15 a 44 afos) se encuentran infectadas
con el parasito, para lo cual se calculan 1.046 casos nuevos anuales por transmision
congénita, dejando una tasa de 0,114 infectados por cada 100 nacidos vivos. De
igual manera, 131.388 personas pueden padecer cardiopatia chagasica (55).

El sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) del INS en Colombia, para la
semana 52 del afo 2016 registro 927 casos de la enfermedad, 37 de ellos
diagnosticados en fase aguda con tan solo 12 confirmaciones por laboratorio, 890
en fase cronica con 454 casos confirmados por laboratorio. Segun estas
estimaciones y lo observado por el sistema de vigilancia, se confirman menos del
10% de los casos en Colombia, teniendo en cuenta la limitacion que existe para el
tratamiento menos del 1% de los pacientes llegan a ser tratados oportunamente
(Tabla 1) (37).

El SIVIGILA, cuenta con dificultades inherentes a la recoleccion de la informacion,
en Colombia el subregistro de los casos toma un importante papel debido a que no
todos los casos agudos y crénicos son notificados al sistema, a pesar de ello, el
Laboratorio Nacional de Referencia del INS, cuenta con un sistema de vigilancia por
laboratorio que muestra que durante el afio 2016 fueron diagnosticados mediante
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dos técnicas de principio diferente, segun lineamiento de OMS, 709 pacientes, con
una positividad de 25,11% (n=178), la mayoria de ellos en un rango de edad de 46
a 59 afos. Sin embargo, se debe destacar que la prestacion del servicio de
diagnostico se realiza, a pesar de la existencia de la barrera que existe con este
evento a nivel de los prestadores (56).

Tabla 1. Casos de Enfermedad de Chagas en fase crénica a 2016
por entidad territorial notificadora en Colombia

Entidad Territorial Probables Confirmados Total %
Casanare 99 128 227 25,5
Santander 80 139 219 24,6
Boyaca 104 53 157 17,6
Tolima 42 12 54 6,2
Arauca 16 24 40 4.6
Cesar 20 20 40 4.6
Norte de Santander 5 29 34 3,9
Bogota 13 13 26 2,9
Cundinamarca 15 10 25 2,8
Meta 11 6 17 1,9
Antioquia 5 3 8 0,9
Guaviare 0 7 7 0,8
Bolivar 5 0 5 0,6
Caqueta 1 3 4 0,4
Huila 2 2 4 04
Sucre 4 0 4 0,4
Barranquilla 2 0 2 0,2
Caldas 0 2 2 0,2
Cartagena 1 1 2 0,2
Choco 2 0 2 0,2
Cérdoba 2 0 2 0,2
Exterior 2 0 2 0,2
Valle 1 1 2 0,2
Cauca 1 0 1 0,1
La Guajira 0 1 1 0,1
Quindio 1 0 1 0,1
Santa Marta 1 0 1 0,1
Vichada 1 0 1 0,1
Total 436 454 890 100

%: porcentaje en el total en Colombia.
Fuente: Instituto Nacional de Salud. Boletin Epidemioldgico semanal. Vol 52. BES INS. 2016 (37)

Desde el descubrimiento de la enfermedad en Brasil, los periodos epidemioldgicos
y la epidemiologia molecular del parasito han sufrido bastantes modificaciones,
gracias al conocimiento que actualmente se tiene sobre la enfermedad se han
logrado significativos avances en su control y en su entendimiento. A pesar que esta
patologia se encuentra en los objetivos del milenio, aun siguen siendo muchas las
metas a cumplir en relacidén a la transmision de la enfermedad; sin embargo, es
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importante tener en cuenta que no solo el conocimiento de su distribucion es
importante, sino, ademas como y donde se realizan los respectivos diagndésticos y
tratamientos. Es asi, como existen varias limitaciones que han impedido la
disminucién de la mortalidad y la morbilidad por esta patologia, entre otros, factores
como la limitacién en el diagndstico en algunas regiones endémicas, asi como la
falta de oportunidad en el tratamiento que, aunque es una enfermedad tratable, los
pacientes lo desconocen y cuando logran una atencion médica después de un
diagndstico, necesitan de varios contactos con los médicos para evaluar su posible
adherencia y seguimiento al tratamiento (6,17,45).

El costo anual de la carga de la enfermedad de Chagas, esta alrededor de 7.200
millones de dodlares y tan solo 162 millones son destinados a investigacion y
desarrollo, dejando serios problemas en acceso al diagnostico y tratamiento,
evidenciando limitaciones como, falta de formacion en el personal de salud, falta de
estrategias de atencion primaria en salud, pocas tecnologias precisas para el
diagndstico, herramientas para la pesquisa rapida y falta de medicamentos eficaces
en edades adultas de los pacientes, entre otros (53).

2.4. FASES CLINICAS

La ECh tiene dos fases clinicamente diferenciadas, una fase aguda y una fase
cronica. El periodo de incubacién generalmente puede variar entre una a cuatro
semanas después de la exposicidn al parasito, sin embargo, hay evidencia que
sugiere que este periodo esta condicionado a la via de transmision, asi, casos de
transmision oral tienen menos dias de incubacién y casos de transmision por
transfusién de sangre u trasplante de érganos han llegado hasta cuatro semanas
de incubacion (2,14).

Los sintomas de la fase aguda no son especificos de la enfermedad, van desde una
leve fiebre, malestar general y hepatoesplenomegalia hasta fiebre prolongada,
alteraciones en el cuadro hematico y noédulos linfaticos en higado o bazo. Esta fase
puede durar entre una a tres semanas. En casos de transmision vectorial se
encuentran signos de entrada del parasito, si es por piel se encuentra una zona
caracterizada por endurecimiento, eritema e hinchazon, llamada “Chagoma”,
mientras que, si la entrada es por la mucosa ocular, se produce una inflamacion
indolora bipalpebral y de tejidos perioculares generalmente unilateral, lamado signo
de “Romana”. La mayoria de las infecciones agudas no son detectadas debido a la
inespecificidad de estos sintomas y menos del 1% de estos pacientes pueden llegar
a ser mortales debido a casos graves de encefalitis y miocarditis (2,17). Uno de los
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hallazgos mas comunes en esta fase de la enfermedad, es la constante parasitemia
que presenta el paciente, de tal forma, los métodos diagndsticos a elegir, idealmente
son los parasitolégicos, como la observacion directa del parasito en preparaciones
en fresco o coloraciones microscépicas, deteccidn del ADN del parasito por técnicas
de biologia molecular (PCR) o por cultivo de sangre periférica (2,51).

Es comun que las personas infectadas puedan sobrevivir a esta fase de la
enfermedad, este proceso es el resultado de una combinacion entre la respuesta
inmune mediada por células y la virulencia y caracteristicas genéticas de la cepa de
T.cruzi, es asi, como seguido de esta fase al cabo de dos a tres meses el paciente
inicia una fase crénica de la enfermedad. Para este momento generalmente los
sintomas desaparecen y la parasitemia que caracteriza la fase aguda disminuye
considerablemente (2,6).

Se estima que cerca del 20% al 30% de los pacientes en fase crénica pueden
avanzar a una fase determinada, es decir, evidencian algun tipo de dafo cardiaco,
digestivo (principalmente mega-eso6fago o mega-colon) o cardio-digestivo después
de 10 a 30 afos post infeccion. El 70% u 80% restante progresan a una forma
indeterminada o sin manifestaciones clinicas o asintomatica por el resto de su vida,
aunque presentan anticuerpos de tipo IgG anti-T.cruzi, electrocardiograma (ECG)
normal y exploraciones radiolégicas normales (Figura 2) (2,6,51). En el estudio de
Sabino et al, se estim6é que la tasa de progresion a cardiopatia en pacientes
infectados con T.cruzi fue de 1.85% por afio (57).

Los pacientes en fase crénica pueden presentar reactivacién, que sucede cuando
el sistema inmunitario puede comprometerse por alguna razon, ya sean
enfermedades autoinmunes o procesos de medicacion para trasplantes de 6rganos,
e iniciar un proceso de parasitemia activa, de tal manera los pacientes cursan
nuevamente una fase aguda con el mismo riesgo de presentar manifestaciones
clinicas que ameritarian nuevamente un manejo integral (14).

2.4. VARIABILIDAD GENETICA

Como es bien reconocido actualmente, la infeccion por T.cruzi es un proceso
estudiado bajo los campos de la biolégica molecular y la biotecnologia, este parasito
posee una variabilidad genética importante, relacionada directamente con el
desarrollo de este en el vector, en el reservorio, con la ecologia de la transmision,
la patogénesis, la afinidad celular que presenta y la distribucion geografica, incluso
con la respuesta inmunoldgica de los humanos. Gracias a los avances tecnolégicos

31



y a la biologia molecular, se han logrado realizar diferentes estudios con marcadores
moleculares que han ayudado a evidenciar la cercania filogenética que tienen las
diferentes cepas de T.cruzi en general, de esta manera se logran identificar las
Unidades Discretas de Tipificacion (DTU), agrupaciones de cepas genéticamente
cercanas y que comparten algunas caracteristicas moleculares (20,21).

Figura 2. Fases de la infeccion por Trypanosoma cruzi
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Actualmente, existen seis DTU bien reconocidas (Tcl a TcVI) y algunas como la
TcBAT, que esta mas cerca de la Tcl, pero claramente separada de los otros DTU.
Tcl y Tcll son los grupos mas distantes genéticamente, pero Tcl es el grupo de las
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DTU mas abundante y heterogéneo de toda las DTU. Estas DTU difieren unas de
otras ademas en cuanto a distribucion geografica y patogénesis en relacion a
manifestaciones clinicas del paciente, dinamica de transmision, entre otros. Asi, en
los paises del cono sur, predomina la Tcll y en el norte de Suramérica y en la mayor
parte de Centro América predomina Tcl. Las DTU también difieren en la ecologia
de la transmision, es decir, Tcl circula en ciclos selvaticos y domésticos, mientras
Tcll principalmente esta asociado con ciclos domésticos. Asimismo, formas de
transmision como la congénita esta asociada a todas las DTU excepto con TclV y
el dafo cardiaco se asocia principalmente a Tcl, mientras que el dafo digestivo se
asocia a Tcll, TcV y TclV (20,21,58).

2.5. DIAGNOSTICO

Casi como en cualquier enfermedad infecciosa, el diagndstico de la ECh debe ser
un proceso integral entre el analisis de las manifestaciones clinicas, variables
epidemioldgicas y la confirmacion mediante pruebas de laboratorio, si este ultimo
no se ejecuta adecuadamente, podria administrarse tratamiento a alguien quien no
lo necesite y de esta forma enmascarar otras patologias o exponerlo a los posibles
efectos adversos del medicamento, incluso peor aun, no aplicar tratamiento al
paciente que verdaderamente lo necesite. El papel del diagndstico por laboratorio
ha tomado gran importancia debido a la evolucion silente de la enfermedad, pues
en este periodo unicamente la infeccion puede ser evidenciada por la presencia de
anticuerpos especificos contra el T.cruzi (2,50).

El diagndstico de la enfermedad se puede realizar de dos formas, uno, observando
directamente el parasito en sangre o ADN del mismo y dos, mediante la busqueda
de la respuesta inmune del hospedero frente al T.cruzi, es decir la deteccion de
anticuerpos especificos. De alli, que el método de eleccion diagnostico, esta en
funcién de la fase de la infeccién que se sospeche (6).

En la fase aguda y en los casos de infeccion congénita, gracias al aumento de la
parasitemia los métodos priorizados deben ser los parasitolégicos, directos como el
analisis microscopico de sangre en fresco, los métodos de concentracion como el
micrométodo o el método de Strout o los métodos de tinciones de sangre periférica
en extendido o en gota gruesa con Giemsa, aunque estos ultimos muestran una
menor sensibilidad. También es utilizado el cultivo de sangre periférica, aunque
necesita gran cantidad de recursos y los resultados se obtienen después de mucho
tiempo, es ideal para estudios de investigacion clinica. Resultados negativos en los
analisis parasitologicos no descartan la infeccion, pero los hallazgos de formas
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parasitarias si la confirman (6,17).Teniendo en cuenta que, en la fase cronica, la
parasitemia disminuye drasticamente y la expresion de anticuerpos de tipo I1gG
aumenta progresivamente con el tiempo, el método de seleccién para el diagndstico
en esta fase es la busqueda de anticuerpos especificos del hospedero frente al
T.cruzi. Para su deteccidn, existen diferentes métodos que, si bien todos buscan la
presencia de anticuerpos en las muestras de suero o plasma, pueden diferir en la
forma como evidencian la reaccion y la unidn entre el antigeno con el anticuerpo
(2,6,17).

La deteccion de anticuerpos de tipo IgM en fase aguda, no se ha recomendado
durante muchos anos, debido a que esta molécula puede tener reactividad cruzada
con moléculas expresadas cotidianamente y mostrar resultados falsos positivos, es
decir, puede reaccionar por una respuesta inmunitaria frente a alguna virosis,
patologias autoinmunes, incluso frente a presencia del factor reumatoide en altas
concentraciones. Estudios también han demostrado que las IgM, pueden
permanecen por mas tiempo en algunos pacientes, lo cual no seria de utilidad en la
busqueda de la infeccidon en fase aguda (17).

Existen diferentes métodos de diagndstico serologico, desde sus inicios se han
utilizado técnicas como la fijacion del complemento conocida como la prueba de
Machado-Guerreiro, ademas del xenodiagnostico, fijacion y precipitacion de
particulas, entre otros. Sin embargo, después de los afos 50s se generalizo el uso
de la Hemaglutinacion Indirecta (HAI) y la Inmunofluorescencia Indirecta (IF1), hasta
llegar en los afios 70s a la utilizacion de la técnica de Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) que actualmente es la de mayor uso (17).

La técnica de ELISA es un ensayo que se utilizé por primera vez para detectar
anticuerpos de pacientes con Enfermedad de Chagas por Voller en 1975, desde
entonces su uso se ha vuelto bastante generalizado, debido a que es una técnica
sencilla, no requiere gran cantidad de recursos ni reactivos y ademas elimina la
subjetividad de otros métodos gracias a la lectura de la reaccion por medio de un
espectrofotometro mediante la variacion del color (59).

Los métodos seroldgicos para el diagnostico de la ECh se dividen en métodos
convencionales y no convencionales, de acuerdo al principio antigénico que utilicen
para la deteccidn de los anticuerpos. Los métodos convencionales son aquellas
pruebas que utilizan una mezcla de antigenos totales, crudos o lisados del parasito,
generalmente del estadio de epimastigotes, los cuales con obtenidos en cultivo “in
vitro”, tradicionalmente estas técnicas son desarrolladas y ensambladas por
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laboratorios de investigacion basados en cepas y linajes de T.cruzi locales y
regionales (6,17).

Los métodos no convencionales utilizan antigenos especificos procesados por
tecnologia de ADN recombinante, reconociendo en la cadena de ADN del parasito
secuencias que codifican antigenos altamente conservados en los diferentes linajes
de T.cruzi y cuales de ellos estimulan una mayor respuesta inmunoldgica. Estos
antigenos son expuestos en fases solidas y asi buscan reconocer anticuerpos
especificos que reaccionen a estas proteinas (60,61).

Las metodologias convencionales fueron las primeras tecnologias desarrolladas y
utilizadas por los diferentes laboratorios de referencia como herramienta para el
diagnéstico de la ECh, sin embargo, con el paso del tiempo y a medida que se fue
obteniendo mas informacion sobre la respuesta inmunoldgica de los pacientes, fue
necesario que la comunidad cientifica accediera mas facilmente a estas
tecnologias, fue asi como hacia los 80s se empezaron a comercializar estuches de
pruebas con un rendimiento mejorado.

Las técnicas de ELISA convencionales han ofrecido desde sus inicios una adecuada
sensibilidad en los ensayos, esto viene siendo beneficioso para los bancos de
sangre y los laboratorios de tamizaje; sin embargo, estas metodologias carecian de
una adecuada especificidad, la cual era completamente necesaria para ofrecer
tratamiento etiologico a los pacientes con la sospecha de la enfermedad. Fue de
esta manera como nacié la necesidad de estudiar diferentes antigenos purificados
y recombinantes, para poder ofrecer herramientas diagnosticas que ademas de
contar con buena sensibilidad tuvieran una adecuada especificidad(1).

La ELISA configurada con extractos totales posee la desventaja de hacer reaccion
cruzada con otro tipo de agentes infecciosos, es decir, obtener un resultado positivo
debido a la reaccion con un agente diferente al T.cruzi. Varias especies de otros
parasitos, incluso especies de la familia Trypanosomatidae comparten algunos
antigenos estructurales con el T.cruzi, que son reconocidos por los anticuerpos de
tipo 1gG.

A pesar de estos hallazgos, es solo con el T.rangeli que comparte distribucion
geografica, enmascarandose simultdneamente la infeccidn. En relacion a la
reaccion cruzada con T.rangeli, existen diferentes estudios en los cuales los
resultados son bastante heterogéneos, algunos indican que los anticuerpos contra
el T.rangeli, pueden ser reconocidos por algunas técnicas diagnosticas para T.cruzi,
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otros indican que algunas subespecies de T.rangeli, no generan reacciones
cruzadas con metodologias para deteccion de T.cruzi, y otros han llegado a
evidenciar que la infeccion mixta entre T.cruziy T.rangeli, puede generar cierto tipo
de proteccidén o beneficio clinico para el paciente. Este fendmeno también ocurre
con varias especies de Leishmania sp., agente etiologico de la Leishmaniasis
(cutanea, mucocutanea y visceral) produciendo en algunos casos falsos positivos.
Gracias a estas evidencias, la OMS empezé a pensar en la utilizacién de mas de
una prueba para el diagnostico confirmatorio de la infeccion por T.cruzi (1,6,17).

Con el objetivo de reducir estas reacciones cruzadas, las cuales segun estudian
podrian llegar incluso al 10% (6) y de obtener pruebas con mejor especificidad, las
técnicas no convencionales que son fabricadas con antigenos recombinantes,
empezaron a tomar fuerza en la comercializacion de nuevos productos de apoyo
diagnostico. En las primeras investigaciones de los posibles antigenos
recombinantes con utilidad diagndstica, Moncayo A. y Luquetti A. en 1990,
encontraron que la seleccién de un unico antigeno recombinante no mostraba los
resultados esperados en relacion a sensibilidad, probablemente debido a que como
se restringia el numero de antigenos, algunos pacientes podrian no tener
anticuerpos contra ese antigeno especificamente, mientras que la mezcla y
utilizaciéon de varios antigenos recombinantes, incluso con péptidos sintéticos
evidenciaba un mejor resultado (61).

Adicionalmente, a la tecnologia de antigenos recombinantes, se presentaron los
péptidos sintéticos, los cuales son cadenas de aminoacidos mucho mas cortas, pero
que igualmente pueden aun ser mas especificos que los extractos totales, de igual
manera pequefas cantidades de péptidos muestran menor rendimiento que una
mezcla de varios de ellos en términos de sensibilidad (60).

De esta manera varios autores han demostrado con sueros de pacientes infectados
con T.cruzi, cuales son las fracciones antigénicas (Tabla 2) y que mezclas de
antigenos muestran un mejor comportamiento a la hora de utilizarlos en el
diagnéstico (Tabla 3). La eleccidn de los antigenos con las cuales se configuran las
técnicas garantiza el resultado, tanto como el procedimiento 6ptimo con que éstas
se realizan (60).

Otra de las técnicas utilizadas mas recientemente es el inmunoensayo
quimioluminiscente (CLIA) por sus siglas en inglés, el cual se basa en el uso de
microparticulas sensibilizadas con antigenos recombinantes de T.cruzi, los cuales
reaccionan con anticuerpos, reaccidbn que es evidenciada mediante una
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antigamaglobulina y detectada a través de una unidad relativa de luz

Para el diagnostico de la enfermedad y la utilizacion de estas diferentes
metodologias es importante tener en cuenta varias consideraciones:
a) Las fracciones antigénicas recombinantes utilizadas deben estar presentes
solo en especies de T.cruzi, deben ser constantes en las diferentes DTU's y
deben estimular fuertemente la respuesta antigénica.

Tabla 2. Proteinas recombinantes y péptidos sintéticos de T.cruzi con uso potencial clinico y
epidemioldgico.

Antigeno? Longitud repetida Proteina nativa® Marcadores Uso/ diagnéstico Referencias
(aminoacidos) (kDa)
CRA 14 225 Antigeno citoplasmético Infeccion cronica 6
Ag30 180225 6
JL8 >170 6
TCR27 150-200 6
FRA 68 >300 Proteina asociada al citoesqueleto Infeccién crénica 6
Ag1 205 6
JL7 >170 6
H49 >300 8
B13 12 116-140 Proteina de superficie del Trypanosoma Infeccion cronica 9
Ag2 85 6
TCR39 82 6
PEP-2 10
Ag36 38 85 Proteina asociada a microttbulo Infeccién aguda y crénica 6
JL9 110 6
MAP 6
SAPA 12 105-205 Trans-sialidasas (Familia TS) Infeccion aguda y crénica 6
TCNA 6
TS 6
Ag13 5 85 Infeccion aguda y crénica 6
TeD 260 1
B12 20 200-230 Infeccion crénica 9
TcE 7 35 Proteina ribosomal Infeccion cronica 12
JL5 Ninguna 38 Proteina ribosomal P Formas clinicas cardiacas 6
A13 Ninguna 230 Infeccién aguda y cronica 6
FCaBP Ninguna 24 Proteina flagelar Ca?* de union Infeccion cronica - monitorio de cura 6
1F8 24 6
Tc-24 24 13
Tc-28 28 14
Tc-40 Ninguna 38-100 Infeccién crénica 15
cy-hsp70 Ninguna 70 Proteinas de choque termico Infeccion cronica - monitorio de cura 6,16
mt-hsp70 70 16
grp-hsp78 78 16
FL-160 Ninguna 160 Flagellum-associated surface protein Infeccion crénica - monitorio de cura 17
CEA (Famlia TS) 18
CRP 19
SA85-1.1 Ninguna 85 Proteina de superficie del Trypanosoma Infeccion cronica 17
(Famlia TS)
Ubiquitin Ninguna Infeccién crénica 20
Abreviaturas por su nombre en inglés: CEA, chronic exoantigen of 160 kDa; CRA, cytoplasmic repetitive antigen; CRP, complement regulatory protein of 160 kDa; cy-hsp70,
cytoplasmic heat shock protein of 70 kDa; FCaBP, flagellar Ca2+-binding protein; FL-160, flagellar surface protein of 160 kDa; FRA, flagellar repetitive antigen; grp-hsp78,
endoplasmic reticulum heat shock protein of 78 kDa; MAP, microtubule associated protein; mt-hsp70, mitochondrion heat shock protein of 70 kDa; SAPA, shed acute-phase antigen;
SA85-1.1, surface protein of 85 kDa; TCNA, Trypanosoma cruzi neuraminidase; TS, trans-sialidase. a Varios nombres diferentes fueron dados a péptidos idénticos o similares y se
agrupan juntos.b | os tamafios de algunas proteinas nativas pueden diferir entre diferentes sepas o aislamientos de T.cruzi.

Fuente: Traducido al espafiol y tomado de Da Silveira JF. Chagas disease: Recombinant Trypanosoma cruzi antigens for
serological diagnosis. Trends in Parasitology. 2001. (60)
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Tabla 3. Rendimiento diagndstico de ensayos seroldgicos usando diferentes combinaciones de
proteinas recombinantes o péptidos sintéticos de T.cruzi.

. Ensayo Tipo de antigeno Sensibilidad ~ Especificidad Refs
Antigenos? Y P 9 %) %)
CRA+FRA mezcla ELISA Proteina de fusion (B-galactosidase) 100.0 100.0 2425
98.3 100.0 26
Ag1+Ag2+Ag30+SAPA mezcla Inmunoensayo enzimatico Proteina de fusion (gluthatione-S-transferase) 99.6 99.1 27
(inmunodot)b
Proteina de fusion (Hisg-t: d peptid 970 92.3 16
FCaBP+hsp70 mezcla ELISA roteina de fusion (Hisg-tagged peptide)
(CRAFRA+TC-24+SAPA+MAP+TCD+AG9)C Line inmunoensayod Proteinas recombinantes y péptidos sintéticos 100.099.4 ZZ? Zg
TcD+PEP-2 mezcla ELISA Péptidos sintéticos 99.7 99.0 34
TcD+Ag2+TcE mezcla Inmunoensayo en gel de particula®  Péptidos sintéticos 96.8 946 35
TcD+TcE+PEP-2 multi-epitope ELISA Péptido sintetico lineal 99.6 99.3 12
100.0 100.0 36
TcD+TcE+PEP-2+TcLo1.2 multi-epitope ELISA Tetrapéptido sintético ramificado 100.0 ND 12
100.0 93.3 37
TeD+TcE+PEP-2+TcLo1.2 multi-epitope TcD+TcE ELISA Péptido sintético lineal 100.0 ND 12
+PEP-2+TcLo1.2 multi-epitope
pliop ELISA Proteina de fusién lineal(His-tagged peptide) 100.0 ND 12
100.0 96.6 37
8Abreviaturas por su nombre en inglés: CRA, cytoplasmic repetitive antigen; FCaBP, flagellar CaZ+-binding protein; FRA, flagellar repetitive antigen; hsp70, heat shock protein of 70 kDa; SAPA, shed acute-
phase antigen; ND, no determinado.
bInmuncensayo enzimético (EIA), Dia KitTM Bio-Chagas assay®, Gador S.A., Argentina.
CProteinas recombinantes o péptidos sintéticos se fijan individualmente en una sola tira
dLine Inmunoensayo(LIA) anticuerpos anti-Chagas, Innogenetics, Belgium.
€Inmunoensayo de particula en gel (PaGIA), DiaMed AG, Switzerland.

Fuente: Traducido al espafiol y tomado de Da Silveira JF. Chagas disease: Recombinant Trypanosoma cruzi antigens for
serological diagnosis. Trends in Parasitology. 2001. (60)

b) El origen geografico del parasito con el cual se configura la ELISA puede
tener relacion con su rendimiento diagnostico, en varios estudios se ha
observado la utilizacion de cepas DTU Tcll para el diagndstico de la
enfermedad en pacientes expuestos a Tcl, en algunos casos, la respuesta
inmunologica se evidencia sin inconvenientes probablemente por la
utilizacion de antigenos crudos, aunque en otras ocasiones se ha
evidenciado que los pacientes que se han expuesto a Tcl
predominantemente, pueden mostrar menos titulos con reactivos
configurados con antigenos Tcll, generalmente con la utilizaciéon de
antigenos recombinantes. Por tanto, la disminucion de la sensibilidad en las
pruebas diagnosticas puede no deberse a la diferencia genética de las DTU
utilizadas, si no a la respuesta inmunologica del paciente (17,62).

c) La inadecuada eleccion de antigenos recombinantes, puede hacer que los
pacientes a quien se les aplica la prueba diagnéstica no tengan anticuerpos
contra esa fraccion antigénica especifica y de esta manera no ser evidente
la infeccion. Por tal motivo, se cree que las pruebas de antigenos totales
pueden tener una mayor sensibilidad, porque estos extractos tienen mas
probabilidad de presentar fracciones antigénicas a las cuales el suero del
paciente si tenga anticuerpos (60).
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d) Las preparaciones crudas generalmente son extraidas de epimastigotes de
T.cruzi, estadio presente en el vector o en cultivos “n vitro” del parasito,
indicando que las placas de las pruebas solo estan sensibilizadas con
antigenos expuestos en este estadio. Estudios han evidenciado que
antigenos como el SAPA (Shed Acute Phase Antigen), se excreta en mayor
cantidad en la fase aguda de la infeccion, por tanto, la utilizacion de este tipo
de antigenos de expresion limitada puede no ser una herramienta util en el
diagndstico, durante la fase crénica (63).

2.6. TRATAMIENTO

La enfermedad de Chagas, tiene unicamente dos medicamentos tripanocidas, el
Benznidazol y el Nifurtimox, cada uno con ciertas caracteristicas quimicas, cinéticas
y de actuacion frente al parasito, si bien pueden contrarrestar adecuadamente la
parasitemia, se han demostrado que ambos medicamentos pueden ocasionar
eventos adversos que van desde leves, como malestar general, anorexia y
dermatitis, hasta eventos graves como supresion de la medula ésea, parestesias,
neuropatias y neuritis periférica (64,65).

Sin embargo, se ha evidenciado que en etapas tempranas de edad del paciente es
menos la frecuencia de los eventos adversos, asi, los nifios que nacen con infeccion
de madres seropositivas o pacientes menores de 5 aios, responden eficazmente al
tratamiento y con muy pocos eventos adversos (12,51).

De este mismo modo, en los pacientes que presenten dafio cardiaco o digestivo ya
establecido, la efectividad del medicamente se ve comprometido debido a que el
parasito ya altero la funcionalidad de los érganos, pero en algunos casos se han
demostrado que puede ralentizar el curso de la cardiopatia o0 megacolon (66).

La administracion del medicamento, es un proceso que debe estar siempre
monitoreado por personal médico, anterior a esta deben realizarse pruebas de
laboratorio dirigidas al analisis de la funcidn hepatica y renal, debe ser unicamente
administrado bajo criterio médico y vigilancia del mismo, en casos especiales y se
espera que en menos del 10% de los diagnosticados sea manejado por
especialistas en cardiologia o medicina interna (12).
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3. HIPOTESIS

Las caracteristicas operativas de las técnicas de ELISA (convencionales y no
convencionales) comerciales utilizadas para la deteccion de anticuerpos anti—
T.cruzi para el diagnostico de la enfermedad de Chagas en los laboratorios y bancos
de sangre en Colombia, no son inferiores a las caracteristicas operativas de las
técnicas inmunoserologicas (ELISA e IFI) utilizadas actualmente como referencia
por el Instituto Nacional de Salud en Colombia.

Hipotesis de no inferioridad para la proporcion de sensibilidad y especificidad:

Ho= Sei<925%
Spi < 93%

Ha= Sei>925%
Spi = 93%

Donde Se; es sensibilidad de la prueba evaluada y Sp; es la especificidad de la
prueba evaluada. Los valores de 92,5%y 93% estan dados por el disefio del estudio.
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Evaluar el rendimiento diagndstico de siete técnicas de ELISA para la deteccion de
anticuerpos anti-T.cruzi (convencionales y no convencionales) disponibles
comercialmente en Colombia, de manera individual y mediante una combinacion de
dos de ellas de principio antigénico diferente, frente al binomio de pruebas
inmunoserologicas (ELISA e IFIl) utilizadas como referencia en el algoritmo
seroldgico para el diagnoéstico de la Enfermedad de Chagas por el Instituto Nacional
de Salud de Colombia.

4.2. ESPECIFICOS

1. Estimar la sensibilidad, especificidad, exactitud, valores predictivos y razones
de verosimilitud de cinco técnicas de ELISA recombinantes, una de péptidos
sintéticos y una de extractos antigénicos totales comerciales para el
diagnostico de la enfermedad de Chagas de manera individual, en muestras
de pacientes colombianos frente al estandar de referencia.

2. Estimar las caracteristicas operativas de los binomios constituidos por una

técnica serologica de ELISA convencional y una no convencional, mediante
un analisis en serie y en paralelo, frente al estandar de referencia.
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5. METODOLOGIA

5.1. ENFOQUE METODOLOGICO DEL ESTUDIO

El presente estudio tuvo un enfoque cuantitativo analitico de estimacion de
caracteristicas operativas de pruebas diagnosticas, para comparar el rendimiento
diagnostico de pruebas comerciales de ELISA contra pruebas convencionales de
referencia para la deteccion de anticuerpos anti —T.cruzi, para el diagndstico de la
ECh.

5.2. TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio primario, observacional analitico de corte transversal de pruebas
diagnosticas donde se estimaron las caracteristicas operativas (sensibilidad,
especificidad, exactitud, valores predictivos y razones de verosimilitud) de siete
estuches comerciales para el diagndstico de la ECh, con muestras provenientes de
pacientes colombianos y que adquirieron su infeccién dentro del territorio nacional.

Las muestras fueron previamente pre-seleccionadas por criterios epidemioldgicos,
como sospecha de la enfermedad de Chagas, estado clinico del paciente y
procedencia del mismo y de laboratorio con los métodos de referencia disponibles
actualmente en el LNR del INS, las cuales son técnicas inmunoseroldgicas (ELISA
e IFl), ademas se cont6 con material de referencia para dicha practica (SeraCare™)
y con estandares biologicos de referencia internacionales (NIBSC™) validados por
la OMS. El procesamiento técnico de las muestras se realizé de forma enmascarada
por el investigador, no se conocian los resultados del estandar de referencia, ni
tampoco caracteristicas adicionales de las muestras.

Posteriormente a la estimacion de las caracteristicas operativas individuales de
cada prueba, se estimaron las caracteristicas operativas de las pruebas en
metodologia multiple, en serie y en paralelo y se realizaron adicionalmente
predicciones con el desempeio de cada uno de los binomios de pruebas en una
poblacién y una prevalencia determinada. Aquellas que demostraron un buen
desempeiio (298%) fueron incluidas en el redisefio del lineamiento de diagndstico
serolégico que existe a nivel nacional.
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Adicionalmente, se realiz6 un analisis de repetibilidad con la estimacion del
coeficiente de variacién (%CV) por el procesamiento de un numero de muestras
bajo las mismas condiciones técnicas y ambientales.

5.2.1. Estimadores

Para la presente verificacion diagnostica se calcularon los siguientes estimadores,
junto con sus intervalos de confianza al 95% (95%IC) (30,67):

Sensibilidad (S)

Especificidad (E)

Exactitud (Ex)

Valor predictivo positivo (VPP)

Valor predictivo negativo (VPN)
Razdn de verosimilitud positiva (LR+)
Razdn de verosimilitud negativa (LR-)

. POBLACION

Pacientes con sospecha de Enfermedad de Chagas mayor de 10 meses de
edad, sin importar sexo, ciudad y regidon de procedencia, estado
socioeconomico, orientacion sexual o religion.

Mujeres en cualquier periodo de gestacion con antecedente de procedencia
o residencia de zona endémica de ECh.

Lactantes mayores de 10 meses de madres seropositivas para infeccién por
T.cruzi (10).

Personas donantes de sangre que hayan superado los filtros de la encuesta
previa.

5.4. DISENO MUESTRAL

5.4.1. Muestra

Se utilizaron muestras de suero que estuvieran en Optimas condiciones de
almacenamiento y analiticas como ausencia de hemolisis y sin restos de fibrina.

Se describen a continuacion las fuentes a partir de las cuales fueron obtenidas las
muestras de suero:
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a. Seroteca del Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia del INS

Esta seroteca esta ubicada en el LNR de Parasitologia del INS y cuenta con
muestras de suero de pacientes sospechosos con ECh conservadas mediante
congelacion a -70°C#+5, las cuales han sido obtenidas con previo consentimiento
informado para el uso de estudios adicionales y han sido recolectadas desde el afio
2003 a partir de:

e Muestras de pacientes que acudieron al INS, evaluados en consulta por
sospecha de ECh desde las diferentes entidades de salud a nivel nacional,
que buscaron el servicio de diagnostico serolégico del INS para definir su
estado de infeccion por T.cruzi.

e Muestras enviadas desde los Laboratorios de Salud Publica
Departamentales (LSPD), procedentes de pacientes con sospecha de ECh
que nunca pudieron acceder al diagnostico serologico en sus entidades de
salud.

e Muestras procedentes de pacientes en fase aguda caracterizados por
seroconversion y otros por presentar adicionalmente pruebas parasitolégicas
directas positivas, todos procedentes de brotes de transmisién oral de
Chagas.

e Muestras de pacientes procedentes de proyectos de investigacion
desarrollados en zonas endémicas y no endémicas para la ECh en Colombia.

e Muestras procedentes de donantes de sangre, quienes fueron seropositivos
en la prueba de ELISA de tamiz, los cuales buscaron la prueba
complementaria de confirmacion.

b. Seroteca del Hemocentro Distrital de Bogota

Se considero la obtencion de muestras de donantes provenientes del Hemocentro
Distrital de Bogota a partir del afio 2015, caracterizados como seronegativos para
anticuerpos anti—T.cruzi mediante la técnica implementada en este banco de sangre
para su tamizacién, adicionalmente estas muestras fueron sometidas a las pruebas
seroldgicas “in house” de referencia del LNR del INS.

c. Material de Referencia (MR) del laboratorio SeraCare™
Material biologico (suero/plasma) disefiado para control, monitoreo, evaluacion y

validacion de técnicas diagnosticas y de investigacion, con concentraciones
especificas de anticuerpos anti T.cruzi y determinadas por fabricantes acreditados
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y autorizados para la emision de material de referencia, el cual esta acompanado
de documentacién en la que se indican los valores determinados de sus
propiedades especificadas, asi como la incertidumbre y rastreabilidad asociadas,
con el uso de procedimientos validos. El material de referencia utilizado esta
compuesto por dos paneles de muestras.

e Chagas T. cruzi Mixed Titer AccuSet™ Performance Panel (0845-0073):
consiste en 21 muestras de plasma naturalmente obtenidos de diferentes
individuos. Contiene desde muestras no reactivas a fuertemente reactivas
para anticuerpos anti- T.cruzi. No se agregaron preservantes a las muestras
obtenidas. Para la caracterizacion de los sueros se utilizaron técnicas
seroldgicas disponibles comercialmente.

e Chagas T. cruzi AccuVert™ Seroconversion Panel (0615-0038): lo componen
10 muestras de plasma naturalmente obtenidos de un unico individuo durante
el desarrollo de la infeccion por T.cruziy su consecuente seroconversion. No
se agregaron preservantes a las muestras obtenidas. Para la caracterizacion
de los sueros se utilizaron técnicas serologicas disponibles comercialmente
y se realizaron en laboratorios de referencia a nivel mundial.

d. Estandar Biolégico de Referencia Internacional, del “The National Institute
for Biological Standards and Control” (NIBSC)

Adicionalmente, el estudio conté con los primeros estandares bioldgicos de
referencia internacionales validados y obtenidos por la OMS, para anticuerpos anti-
T.cruzi (09/186-09/188), los cuales contienen anticuerpos especificos contra T.cruzi
DTU Tcl y Tcll, fabricados por “The National Institute for Biological Standards and
Control’ (NIBSC), constituidos por muestras de origen biolégico de pacientes
previamente caracterizados con diferentes metodologias serologicas en distintos
laboratorios de referencia a nivel mundial (68).

e Chagas (anti-T.cruzi 1) antibody in Human Plasma (1st International
Standard) 09/188: Pool de plasma de origen humano liofilizado de cuatro
donantes voluntarios seropositivos, que contiene anticuerpos anti-T.cruzi,
representativo de pacientes seropositivos de individuos autdctonos de
México, regidn donde predomina el T.cruzi Tcl, estas preparaciones pueden
ser utilizadas para analisis de desempefio diagnostico de diferentes
metodologias serologicas.

e Chagas (anti-T.cruzi IlI) antibody in Human Plasma (1st International
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Standard) 09/186: Pool de plasma de origen humano liofilizado de diez
donantes voluntarios seropositivos, que contiene anticuerpos anti-T.cruzi,
representativo de pacientes seropositivos de individuos autéctonos de Brasil,
region donde predomina el T.cruzi, Tcll, estas preparaciones pueden ser
utilizadas para analisis de desempeno diagnostico de diferentes
metodologias serologicas.

En el estudio de validacion de estos estandares bioldgicos participaron diez
laboratorios nacionales de referencia, cinco laboratorios de investigacion, cinco
laboratorios de sangre, tres laboratorios de diagndstico clinico y un ente regulador
de equipos y pruebas diagnésticas, distribuidos en 16 paises de América Latina y
Europa. Se utilizaron 30 ensayos comerciales entre ELISA, HAI, IFlI,
Quimioluminiscencia (CLIA), Aglutinacion de particulas (AP) y Pruebas Rapidas
(PRD), ademas de 10 técnicas “in house” Todos los laboratorios entregaron
resultados concordantes con lo relacionado en la configuracion de los estandares
biolégicos (68).

El objetivo de incluir los sueros 09/186 y 09/188, fue determinar la reactividad de
estos frente a los diferentes antigenos de T.cruzi de las técnicas evaluadas en el
estudio. Para ello, es importante tener en cuenta que las técnicas comerciales
disponibles para la deteccion de anticuerpos anti T.cruzi, generalmente son
fabricadas con cepas de linajes que no predominan en la poblacion colombiana, de
tal forma los resultados de estos ensayos mostraran evidencia acerca de la
capacidad de los antigenos presentes en las técnicas para detectar pacientes
expuestos a Tcl y Tcll.

Los sueros validados por la OMS, NIBSC 09/186 y 09/188, Tcll y Tcl
respectivamente, fueron analizados con seis de las siete técnicas de este estudio,
las cuales detectaron los anticuerpos de cada uno de los estandares biologicos, al
igual que la técnica de ELISA e IFl “in house”, pruebas de referencia del INS
utilizadas para caracterizar previamente las muestras del estudio (Tabla 4).

Los ensayos se realizaron por duplicado, con reactivos del mismo lote de produccion

de cada una de las técnicas con que fueron procesadas las 501 muestras del panel
total de evaluacién.
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Tabla 4. Reactividad de estandares internacionales NIBCS - OMS

Resultados
Nombre de la prueba  Fabricante Tipo de antigenos 09/188 09/186

(Tcl) (Tcll)
Test ELISA Chagas BiosChile Antigenos totales Reactivo Reactivo

Recombinantes
Vircell FRA, B13, MACH (PEP2, Reactivo Reactivo
TcD, TcE, SAPA)

Chagas ELISA
IgM+IgG

Recombinantes

Chagatest ELISA Wiener  SAPA, Ag1,2,13,30y Reactvo  Reactivo

recombinante v 4.0

36
Recombinantes
BioELISA Chagas Biokit TcD, TcE, PEP2, TCL1, Reactivo Reactivo
TCL2
T. cruzi AB DIA PRO Recombinantes Reactivo Reactivo
UMELISA Chagas Tecnosuma Péptidos sintéticos 17 y Reactivo Reactivo

18

Extracto crudo Cepa

ELISA “in house” LNRP HMRIV Tcl

Reactivo Reactivo

o » Extracto crudo Cepa
IFI “in house LNRP HMRIV Tl

Fuente: Autores, elaborado con base en resultados de sensibilidad de las pruebas evaluadas.

Reactivo Reactivo

5.4.1.1. Criterios de seleccion

Se aplicaron los siguientes criterios de seleccion a las muestras de suero
provenientes de las diferentes fuentes:

5.4.1.1.1. Criterios de inclusion
Muestras que cumplan con los siguientes criterios:

e Pacientes colombianos con sospecha de ECh dentro del territorio nacional
recolectadas durante los afios 2014, 2015y 2016.

e Sueros almacenados a -70°C+5°C.

e Pacientes con sospecha de ECh que hubiesen otorgado consentimiento
informado para estudios adicionales.

e Sueros con resultados de pruebas serologicas para la deteccion de
anticuerpos anti T.cruzi.
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e Sueros de pacientes con sospecha de ECh con historia clinica o ficha clinico-
epidemioldgica del LNR del INS.

e Donantes de sangre del Hemocentro Distrital con informacion de los
resultados de las pruebas seroldgicas de tamizaje y datos demograficos.

5.4.1.1.2. Criterios de exclusién
Muestras que cumplan con los siguientes criterios:

e Evidencia de almacenamiento inadecuado o presencia de contaminacion
microbiana, fungica, quimica como solventes o reactivos.

e Menos de 800uL de suero en cada alicuota.

e Alteraciones o modificaciones en su rotulado.

e Presencia de hemodlisis, restos de fibrina o restos macroscopicos no
identificados.

e Resultado de una sola prueba seroldgica para la deteccién de anticuerpos
anti T.cruzi.

e Discordancia entre el resultado de la primera prueba y la prueba de
confirmacion para deteccidon de anticuerpos anti-T.cruzi.

5.4.2. Calculo del tamafio de la muestra

El calculo del tamafo de la muestra se realizé para un estudio de corte transversal
de pruebas diagnésticas con resultado dicotomico (distribucién binomial positivo y
negativo), para comparar proporciones de sensibilidad y especificidad entre dos
pruebas. Para calcular el tamano total de la muestra se realizaron calculos
independientes para sensibilidad y especificidad, los parametros de sensibilidad
esperados determinaron el numero de muestras positivas y los parametros de
especificidad esperados determinaron el numero de muestras negativas, ademas,
se tuvo en cuenta el numero de estuches que fueron donados por los fabricantes
Se utilizé la siguiente expresion matematica sugerida por Tilaki 2014 (69):

2

[z%\/z x P(1 - P) + Zs\/Pr(1 — P1) + P, (1 - Py)

n= 2
(P1 — P3)
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Donde Z,y Zg, tienen los valores estandares de probabilidad de error tipo |

(0,05=1,64) y tipo Il (0,20=0,84), respectivamente. P denota el valor puntual de
sensibilidad o especificidad esperado, P; indica el maximo valor esperado y P, indica
el valor minimo esperado. Para sensibilidad (muestras positivas),
nPos(basado en Se), P 96,0%, P, 100% y P, 92,5%, amplitud del intervalo de
confianza 7,5%. Para especificidad (muestras negativas), nNeg (basado en Sp) P
98,0%, P; 100% y P, 93,0%, amplitud del intervalo de confianza 7,0%.

El tamano total de la muestra fue entonces estimado, asi:

n = nPos(basado en Se) + nNeg (basado en Sp)
n = 256 + 245
n =501

Teniendo en cuenta estos parametros, el valor maximo esperado con relacién a la
sensibilidad y especificidad es 100%, debido a que puede haber un acuerdo total
entre las pruebas evaluadas y el patrén de referencia, ademas se considera que
cualquier técnica con un desempeno inferior al 92,5% de sensibilidad y/o 93% de
especificidad, tiene un desempefio inferior a las técnicas utilizadas como patrén de
referencia.

La prevalencia del muestro fue estimada en 51,1% (Tabla 5). Las 501 muestras
fueron extraidas de 492 pacientes diferentes, 10 muestras que fueron las
pertenecientes al panel AccuVert™ del material de referencia fueron tomadas de un
unico paciente.

Tabla 5. Distribucidon porcentual del calculo de la muestra
segun valor real

Valor real Frecuencia Porcentaje
Positivo 256 51,1
Negativo 245 48,9
Total 501 100

Fuente: Autores con base en calculos propios basados en calculo del tamafio
de la muestra.

5.4.3. Técnicas seroldgicas para caracterizacion de muestras

Las siguientes fueron las pruebas inmunoseroldgicas que fueron incluidas para
establecer el criterio de verdad por laboratorio:
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e Técnica de ELISA para deteccidén de anticuerpos de tipo IgG anti T.cruzi “in
house” de cepa Tcl.

e Técnica de IFI para deteccidn de anticuerpos de tipo IgG anti T.cruzi “in
house” de cepa Tcl.

e Técnica de HAI comercial para deteccion de anticuerpos de tipo IgG anti
T.cruzi — fabricante Wiener Lab™.

e Técnica de InmunoBlot comercial TESA blot para deteccion de anticuerpos
de tipo 1gG anti T.cruzi fabricante Biomerieux™.

Veinte (20) muestras tenian adicionalmente el resultado de pruebas parasitologicas
tales como, examen directo de muestra de sangre (examen en fresco, gota gruesa,
extendido de sangre periférico o método de concentracion de microhematocrito) y
Técnica de biologia molecular - Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo
real (QPCR), lo cual se tom6 como valor adicional para el criterio de muestra positiva,
pero no fue definitivo para la definicidn del criterio por el patron de referencia.

5.4.4. Definicion del valor por el patrén de referencia

Se establecid un criterio de verdad positivo y negativo (estandar de oro) basado en
resultados de pruebas inmunoserolégicas de laboratorio. Se analizaron otros
criterios como estado clinico del paciente (sintomatico o asintomatico) y variables
epidemioldgicas como zona geografica de procedencia y casos y/o contactos de
brotes de transmision oral ocurridos en el territorio colombiano, unicamente para
pre-seleccionar las muestras y confirmar que pertenecian a pacientes con sospecha
de ECh.

El criterio de verdad fue establecido de la siguiente manera:

5.4.4.1. Valor de referencia establecido por pruebas de laboratorio
Criterios de muestras positivas
Fue considerada como positiva toda muestra de suero con resultados de técnicas
de ELISA e IFI “in house” positivos y adicionalmente el resultado positivo de una o

dos técnicas serologicas de un principio diferente (HAI e TESA blot).

A continuacion, se relacionan los indicadores de resultados positivos para cada una
de las técnicas:
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1. Técnica de ELISA “in house” positiva: Densidad Optica (DO) mayor o igual a
0,300 de absorbancia y con indice mayor o igual a 1.0.

2. Técnica de IFI “in house” positiva: titulo mayor o igual a 1/32.

3. Técnica de HAI positiva: hemaglutinacion positiva con titulo mayor o igual a
1/16

4. Técnica de TESA Blot positiva: presencia de alguna de las bandas de
positividad del test.

Aunque el criterio de verdad por laboratorio fue definido Unicamente por los
resultados de las técnicas inmunoserologicas de referencia, 20 muestras de
pacientes independientes contaban adicionalmente con resultados positivos de
pruebas parasitolégicas en sangre total (examen directo con presencia de
tripomastigotes de T. cruzi), un valor agregado a la positividad de estas muestras,
sin embargo, este resultado no se tuvo en cuenta para la definicion del valor por el
patron de referencia.

Se muestra en la Figura 5, en filas, los 20 sueros positivos de los pacientes que
tuvieron una fase aguda documentada con pruebas parasitologicas directas
positivas adicionales.

Figura 3. Muestras de suero seropositivos provenientes de brotes
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NOTA: el marcador rojo indica los dias después de la exposicion.
Fuente: Base de datos de ingreso de pacientes al Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia.
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Criterios de muestras negativas

Fue considerada como negativa toda muestra de suero con resultados de técnicas
de ELISA e IFl “n house” negativos y adicionalmente el resultado de una o dos
técnicas serologicas de un principio diferente (HAI e TESA Blot) negativo.

1. Técnica de ELISA ‘in house” negativa: con DO optica menor a 0,300 de
absorbancia y con indice menor a 1.0.

2. Técnica de IFI “n house” negativa: con titulos menores o iguales a 1/16.

3. Técnica de HAI negativa: con hemaglutinacion negativa con titulo menor a
1/16.

4. Técnica de TESA Blot negativa: ausencia de todas las bandas de positividad
del test.

5.4.4 2. Criterios adicionales

Se analizé la informacion procedente de dos variables importantes, estado clinico
del paciente en el momento de la toma de la muestra y el nexo epidemiolégico con
otros pacientes como ciudad y region de procedencia, ademas de procedencia de
brotes. Estos criterios representaron un valor agregado, pero no se tuvieron en
cuenta como factores decisivos para clasificar la muestra como positiva o negativa.

5.4.5. Procedimiento de disposicion de las muestras

5.4.5.1. Seleccioéon de las muestras

Para el presente estudio se realizdé un muestreo no probabilistico, se seleccionaron
las muestras basados en los criterios de seleccion, las muestras fueron tomadas de
492 pacientes, como se describe a continuacion

e Seleccion de muestras de la seroteca del INS
La seroteca del INS cuenta con la informacion de los ingresos tabulados en una
base de datos, se registran los datos demograficos, epidemiologicos, clinicos y los
resultados de pruebas diagnosticas, a partir del afio 2004. El proceso de seleccion

de muestras de esta fuente fue el siguiente:

1) Se filtrd la base de datos por afio, obteniendo solo muestras tomadas en el
2014, 2015y 2016.
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2) Se depuro la base de datos teniendo en cuenta los criterios de seleccion y

de verdad nombrados anteriormente.

3) Se origind una base de datos secundaria con las muestras que cumplieron

cada uno de los criterios y se ordenaron de forma descendente segun el
numero interno del Programa Nacional de Vigilancia por Laboratorio

Seleccidon de muestras del Hemocentro Distrital

Las muestras provenientes de la seroteca del Hemocentro Distrital de Bogota fueron
seleccionadas aleatoriamente por el profesional referente de la evaluacion del
marcador de la ECh, se extrajo la informacidn con relacion al codigo de la muestras
y del resultado de la deteccién de anticuerpos anti-T.cruzi, posteriormente fueron
enviadas con triple embalaje al LNR de Parasitologia con resultados negativos al
marcador de infeccion.

5.4.5.2. Extraccion, organizacion, etiquetado y almacenamiento

Una vez seleccionadas las muestras de suero, se trataron de la siguiente manera:

1.

Fue generada una nueva base de datos con las siguientes variables: codigo
interno de la muestra proveniente del programa, cddigo del sistema
Enterprise (software interno de control de muestras del LNR), nombre del
paciente, datos demograficos (edad, sexo, procedencia), fecha de realizacion
y resultados de las pruebas seroldgicas. La base de datos estuvo protegida
digitalmente y solo fue manipulada por el investigados principal con el objeto
de proteger la informacion.

De cada una de las muestras extraidas se realizaron tres alicuotas
independientes en viales de polipropileno, las cuales fueron identificadas con
series de numeros aleatorios diferentes y llevadas a -20°C hasta el momento
de realizar los ensayos.

Un dia antes del inicio de los ensayos, las muestras fueron trasladadas a
refrigeracion entre 4 y 8°C.

5.4.5.3. Consideraciones generales del procesamiento

Cada muestra de suero fue procesada por todos los siete estuches incluidos
en el estudio (muestras emparejadas).
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El procesamiento analitico de las muestras se llevo a cabo de acuerdo a las
recomendaciones y procedimientos descritos en el inserto de cada estuche
sin ninguna modificacion.

Se procesaron las muestras en condiciones O6ptimas controladas de
laboratorio, con un antecedente de monitoreo de condiciones ambientales
que garantizo la temperatura y humedad relativa del proceso.

Los equipos de lavado y lectura cuentan con intervenciones metrologicas
periddicas realizadas por una entidad autorizada para dichos procedimientos.
Las intervenciones metrologicas fueron programadas por un profesional
experto de la Subdireccion de Calidad de la Direccion de Redes en Salud
Pudblica del Instituto Nacional de Salud.

Las muestras de suero fueron procesadas por los diferentes ensayos de
ELISA por dos profesionales con experticia en la practica. Teniendo en
cuenta que un estuche fuera procesado por un solo analista.

5.4.5.4. Descripcion de las muestras

A continuacion, se describe la distribucién de las muestras segun su fuente (Figura

4):

Figura 4. Distribucién de las muestras segun fuente

VR .
Material de
Seroteca LNR Hemocentro Referelancia
Parasitologia Distrital SeraCare™
(n=370) (n= 100)
- - (n=3h)
Y \ Y Y Y v
) Sos_pecha de Evaluauone_s Pacientes de Donantes AccuSet™ AccuVert™
infeccion (T.cruzi) Interlaboratorios brotes seronegativos (n=21) (n=10)
(n=213) (n=137) (n=20) (n=100)
4
Total
(n=501)

Fuente: Autores con base en la metodologia de la investigacion.

Las muestras procedentes de la Seroteca del LNR de Parasitologia contaron con
informacion demografica como grupo de edad, sexo, estado clinico y procedencia
(Tabla 6), las muestras procedentes del Hemocentro Distrital y del Material de
Referencia, no contaban con la informacion antes nombrada debido a que no tenia
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relevancia en el estudio, por tanto, solo se ingresaron como muestras de donantes
y como material de referencia, respectivamente.

Tabla 6. Distribucion porcentual y caracteristicas de
muestras de Seroteca LNR Parasitologia

Sospecha de Pacientes
Caracteristicas infeccion de brotes
n=213 n=20
n % n %

Edad grupo

Total 213 100% 20 100%

0a18 7 3,3% 0 0%

19a40 29 13,6% 10 50%

41 a65 104 48,8% 10 50%

Mayor de 65 73 34,3% 0 0%
Sexo

Total 213 100% 20 100%

Femenino 106 49,8% 7 35%

Masculino 87 40,8% 13 65%

Sin dato 20 9,4% 0 0%
Estado clinico

Total 213 100% 20 100%

Asintomatico 42 19,7% 0 0%

Sin dato 104 48,8% 0 0%

Sintomatico 67 31,5% 20 100%
Procedencia Paciente

Total 213 100% 20 100%

Antioquia 3 1,4%

Arauca 1 0,5%

Banco de Sangre INS 2 0,9%

Bogota 12 5,6%

Boyaca 12 5,6%

Caldas 1 0,5%

Casanare 20 9,4% 13 65,0%

Cauca 8 3,8%

Cesar 2 0,9% 3 15,0%

Cundinamarca 95 44,6% 1 5,0%

Guainia 1 0,5%

Guajira 1 0,5%

Huila 1 0,5%

INS particular 3 1,4%

Magdalena 1 0,5%

Meta 10 4,7% 2 10,0%

Norte de Santander 4 1,9%

Red Chagas 3 1,4%

Santander 29 13,6%

Sierra Nevada 1 0,5%

Sucre 0 0,0% 1 5,0%

Tolima 3 1,4%

Fuente: Autores con base en la descripcion de las muestras
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5.4.6. Reactivos (pruebas evaluadas) y equipos utilizados

5.4.6.1. Pruebas de ELISA

Los reactivos utilizados en este estudio, fueron adquiridos por medio de donacién
de los proveedores y fabricantes de las diferentes técnicas de ELISA, bajo un
proceso publico, abierto, voluntario y transparente para su adquisicién, cumpliendo
con las siguientes etapas:

e Convocatoria externa numero 5000-21783 del 23 de Noviembre de 2015, la
cual tenia por objetivo principal invitar a los proveedores de las técnicas
ELISA que eran utilizadas por los Laboratorios de Salud Publica
Departamentales (LSPD) y la Red de Bancos de Sangre de Colombia, para
que participaran voluntariamente en este estudio (Anexo 3) .

¢ Envio de una carta de intencion por parte de los proveedores, manifestando
la aceptacion de su participacidn voluntaria, las condiciones del estudio y la
donacion de los estuches necesarios.

e Reunidn general el dia 18 de enero de 2016 con todos los proveedores que
aceptaron la participacién en el estudio, donde se dieron a conocer los
objetivos, propositos y metodologia; se hicieron las respectivas
recomendaciones y se manifestd que los resultados obtenidos se divulgarian
por parte del INS a través de una recomendacion técnica, un informe técnico
detallado y una publicacién en revista indexada.

A continuacion, se describen las técnicas (Tabla 7): y algunas caracteristicas
operacionales de las pruebas incluidas en el estudio (Tabla 8):
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Tabla 7. Técnicas ELISA sometidas a estudio

Método Fabricante Frgcgo_nes Cepa/DTU S (%)* E (%)*
antigénicas
Métodos convencionales (extracto total)
Extractos
totales +
Test ELISA Grupo BIOS . Tulahuen y
Chagas Ill (Santiago, Chile) 32“96”05 Mn/ Tell 100 100
membrana
Métodos no convencionales
Péptidos sintéticos
Tecnosuma i
Umelisa Chagas internacional (La Péptido 171%/ Sin dato 100 100
Habana, Cuba)
Antigenos recombinantes
Architect System . FP3, FP6, . o
Chagas Abbott(Alemania) FP10y TcF Sin dato 99 - 100 99 -100
Biokit (Barcelona TeD, TcE,
BioELISA Chagas Es aﬁai PEP2, Sin dato 100 97,4 -99,5
P TCL1, TCL2
SAPA, Ag1,
Chagatest ELISA Wiener Lab. Ag2, Ag13, . _ - _
rec v4 (Rosario, Argentina) Ag30y Ag Sin dato 99,13 -100 98,30 - 99,66
36
Diagnostics
T. cruzi AB Bioprobes (Milano, Sindato®®  Sin dato 100 >99,5
Italia)
Vircell FRA, BI3,
Chagas ELISA . . . MACH .
IgM + IgG (Grlia/lrl]c(:jraobllzoslgglr:;s) (PEP2, TcD, Sin dato 100 98
’ TcE, SAPA)

*Sensibilidad y especificidad de los estudios reportados en el inserto de cada técnica,

**valor minimo y maximo del rango establecido por mas de un estudio reportado en el inserto

Sin dato: el dato especifico no se registra en el inserto ni tampoco es dado a conocer por el fabricante.
' No se dispone de la informacion relacionada a los antigenos de la prueba

Fuente: Autores con base en metodologia del estudio
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Tabla 8. Especificaciones técnicas de pruebas ELISA

Fabricante y Kit Vircell BiosChile Abbott Wiener DiaPro Tecnosuma Biokit
e . Test Elisa Architect . . BioELISA
Caracteristica Chagas Elisa IgG Chagas Ill Chagas Chagatest v4.0 T.cruzi Ab Umelisa Chagas Chagas
Tipos de anticuerpos que son
detectados por el método 19G / IgM 1gG 1gG 1gG 1gG / IgM 19G 1gG / IgM
Tipo de muestra que utiliza el método Suero Suero/Plasma Suero/Plasma Suero/Plasma Suero/Plasma Suero/Plasma Suero/Plasma
Tipo de lector necesario Abierto Abierto Cerrado Abierto  Abierto/Cerrado Cerrado Abierto/Cerrado
At Si, solo en
Rango de du‘dosp's dentro de la técnica Si Si Si No Si e M Si
por estandarizacién
pareadas
. . indice de anticu-  10% alrededor ~ Automatico en . Automatico en Automatico en
Amplitud de la zona gris erpos de 9 a 11 del Cut-off cada corrida No aplica cada corrida cada corrida <0.9a>1
Calculo del cut-
Célculo del cut-off off con s e ke Bremedts o e Valor umbral=
Prqtocq[o de Control de Calidad Interno, con D.O .de la promedio de Por DO de los D.O. del Control D.O. del Control (Fi-BB) / (P-BB) promedio de
validacion de los resultados e muestra/media de controles . . controles
. . s controles Negativo + Negativo + 0,300 .
interpretacion de resultados D.O del suero positivos y negativos +
. 0,200 0,200
control por 10 negativos por 0,300
0,35
Numero de reactivos a preparar en el 1 Reactivo 1 Reactivo Mas C.ie 3 2 reactivos 2 reactivos 3 reactivos 2 reactivos
ensayo reactivos
Volumen de muestra requerida <10 uL 10- 20ul Mas de 31 uL 10- 20ul 10- 20ul <10 uL 10- 20ul
Cambio de color del buffer de dilucion No Si No Si No No No

de la muestra para facilidad de su uso

Tiempo de ejecucion del ensayo en
minutos (tiempos de incubacion y
lavados)

Reactivo de parada de la reaccion final

Estabilidad de la reaccién final (después
de solucion de parada, determinada en
minutos)

Material adicional requerido (placas
para diluciones)

Inserto en espariol e impreso

<120 minutos

Si

60

No requiere

Si

<120 minutos

Si

60

No requiere

Si

>120 minutos

Si

Inmediata

No requiere

Si

<120 minutos

Si

10

No requiere

Si

<120 minutos

Si

Inmediata

No requiere

Si

<120 minutos

No

Inmediata

Requiere placas
para dilucion

Si

<120 minutos

Si

30

No requiere

Si

Fuente: Autores con base en el Inserto de cada una de los fabricantes.
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Se presenta un diagrama donde se describen los tiempos que fueron utilizados para

el desarrollo de este estudio (Figura 5):

Figura 5. Diagrama de flujo y tiempos del estudio
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comerciales
[e] Gugp SEEED Procesamiento Consolidacién
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> | estudio d analitico de y andlisis de d 6
& para el estudio de| e T locumentacién
= verificacién
<
2]
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8 comerciales.
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o estadares biolégicos de - Informe técnico
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y
4
] Entrega de documentacion (informe
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"_Dl Publicacién en pagina Web
g (Recomendaci6n técnica)
] de p arevista
indexada

Fuente: Autores con base en la metodologia del estudio.

5.4.6.2. Equipos utilizados

Para el desarrollo del presente estudio,
9):

se utilizaron los siguientes equipos (Tabla
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Tabla 9. Equipos utilizados, especificaciones y trazabilidad metrolégica

Equipo inventario Especificaciones Operaciones de confirmacion metrolégica
técnicas
Lector de ELISA — 25393 Con disponibilidad del ~ Calibracién BIOFISICA Certificado No. LB-1-002-2015
Multiskan EX Thermo filtro de lectura de 450  Fecha: 2015-01-29 Placa Verificacion Serie 1043-3
Scientific nm vy filtro diferencial Calibracién BIOFISICA Certificado No. LB-I-OPT-014-
de 620 nm 2016 Fecha: 16/02/2016
Verificacién intermedia interna Fecha: 2016-04
Lavador de placas de 25387 No aplica Mantenimiento PROVEO LTDA Certificado BOG-
ELISA 7910-2014 Fecha: 26/11/2014
Incubadora 25206 Capaz de suministrar Calibracion INGOBAR Metrologia S.A.S Certificado
una temperatura de IM-TEM-0263 Fecha: 2014-12-02
37°C+1°C Calificacién de desempefo INGOBAR Metrologia
Certificado ING-CAL-380-2015 Fecha:2015-02-27
Calibracion ALPHA METROLOGIA S.A.S. Certificado
No. ALT-1522-15 Fecha: 2015-12-21
Mantenimiento y verificacion intermedia KASAI LTDA.
Certificado No. 24095 Fecha: 2016-02-03
Micropipeta 23254 Capacidad de Calibracion INGOBAR Metrologia S.A.S Certificado
monocanal GPR 008 20 pl a 200 pl No. IM-VOL-0440 Fecha: 2014-11-13
Calibracion Unién Metrolégica Certificado No. 0851
Fecha: 2015-11-20
Micropipeta 23254 Capacidad de Calibracion INGOBAR Metrologia S.A.S Certificado
monocanal GPR 009 100 pla 1000 pl No. IM-VOL-0302 Fecha: 2014-10-27
Fecha: 2015-11-19
Calibracion Unién Metrolégica Certificado No. 0844
Micropipeta 24515 Capacidad de Calibracion Unién Metrolégica Certificado No. 0845
monocanal 10 yla 100 pl Fecha: 2015-11-19
Micropipeta 24707 Capacidad de Calibracion Unién Metrolégica Certificado No. 0852
monocanal 5 ula 50yl Fecha: 2015-11-20
Nevera 9018 Capaz de suministrar Mantenimiento y verificacion KASAI LTDA.
almacenamiento de temperatura de 5°C + Certificado No. SD
muestras Refrigerador 3°C Fecha: 2015-03-11
REVCO Calificacién de desempefo INGOBAR Metrologia
S.AS
Certificado ING-CAL-397-2015 Fecha: 2015-03-20
Verificacion de temperatura 201501 a 201608
Nevera 28291 Capaz de suministrar Mantenimiento y verificacion KASAI LTDA.
almacenamiento de temperatura de Certificado No. SD
reactivos Fecha: 2015-03-11
Calificacién de desempefo INGOBAR Metrologia
S.AS
Certificado ING-CAL-454-2015 Fecha: 2015-05-26
Verificacion de temperatura 201501 a 201608
Ultra congelador 28174 Capaz de suministrar Mantenimiento y verificacion KASAI LTDA.

almacenamiento de
muestras THERMO

temperatura de 5°C +
3°C

Certificado No. SD
Fecha: 2015-05-01
Verificacion de temperatura 201502 a 201507

NOTA: todos los equipos cuentan con un cronograma estricto de intervenciones metrolégicas, documentadas y regidas por
el Sistema Integrado de Gestion de la Calidad del INS. Los equipos de tecnologia cerrada que se utilizaron en el presente
estudio fueron verificados por ingenieros provenientes de las diferentes casas comerciales.

Fuente: Autores con base en los informes de metrologia del Instituto Nacional de Salud que reposan en las instalaciones del

Laboratorio Nacional de Parasitologia del Instituto Nacional de Salud.

60



5.5. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

Las variables de las muestras utilizadas en el presente estudio se nombran a
continuacion, para observar la operatividad de las mismas (Anexo 1):

e Afo de toma de la muestra

e Resultados de prueba de referencia (ELISA, IFl, PCR, Inmunoblot, examen
directo).

e Departamento de procedencia

e Edad

e Sexo

e Estado clinico

5.6. TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION

5.6.1. Fuente de informacioén

La fuente de informacion es primaria, las unidades de analisis fueron los resultados
de las muestras de suero que se procesaron por cada una de las siete técnicas
seroldgicas de ELISA.

Los resultados de cada corrida analitica fueron validados de acuerdo a los criterios
de validacion interna de cada una de las pruebas, incluidos en el manual o inserto
de las técnicas.

5.6.2. Instrumento de recoleccién de informacién

Los resultados fueron obtenidos de forma fisica a través del equipo lector del
inmunoensayo, tanto abierto como especifico para algunas de las técnicas, con los
cuales se obtuvo el indice de interpretacion que permitié catalogar la muestra en
positivo, indeterminado y negativo.

Las muestras indeterminadas fueron manejadas como indica el fabricante en su
hoja de instrucciones.

Los resultados de los procesamientos de las muestras junto con su interpretacion,
fueron incluidos en una base de datos en Microsoft Excel, que solo y unicamente
fue manipulada por el investigador principal con el objetivo de salvaguardar la
seguridad e integridad de la misma.
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5.6.3. Proceso de la obtencidn de la informacion

Las caracteristicas operativas en términos de sensibilidad, especificidad, exactitud,
valores predictivos y razones de verosimilitud de las técnicas de ELISA evaluadas
fueron estimadas con base en los resultados del procesamiento de muestras de
suero. Este proceso se realizé en las instalaciones del Laboratorio Nacional de
Referencia de Parasitologia del Instituto Nacional de Salud de Colombia, durante el
periodo entre abril y septiembre de 2016.

5.7. CONTROL DE ERRORES Y SESGOS

Con el objetivo de garantizar la validez interna y externa del presente estudio, el
posible riesgo de sesgo se control6 de la siguiente manera:

e Seleccidn de los pacientes

Las muestras de los pacientes fueron seleccionadas a partir de tres fuentes
diferentes, la seroteca del Programa Nacional de Chagas del Laboratorio Nacional
de Referencia de Parasitologia del INS, seroteca de donantes seronegativos del
Hemocentro Distrital de Bogota y del material de referencia comercial para
anticuerpos anti-T.cruzi, teniendo en cuenta los criterios de seleccion descritos
anteriormente.

Las muestras fueron seleccionadas teniendo en cuenta todo el espectro de la
infeccion, desde muestras de pacientes con fase aguda documentada y reciente
con seroconversion evidente, muestras de pacientes en fase crénica indeterminada
asintomaticos y muestras de pacientes con marcadas cardiopatias chagasicas.

Las muestras de donantes seronegativos del Hemocentro Distrital de Bogota, fueron
seleccionadas por esta entidad, teniendo en cuenta el bajo riesgo que demostro el
donante en la encuesta de inclusion, lo cual asegura una menor probabilidad pre
prueba de tener la infeccién.

Los paneles de muestras de suero comerciales de SeraCare, obtenidos
comercialmente, contienen muestras con diferentes concentraciones de
anticuerpos, de hecho, uno de éstos paneles contiene muestras obtenidas del
mismo paciente desde la seronegatividad, hasta la seroconversion con
concentraciones mayores de anticuerpos por presencia de infeccion con T. cruzi.
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e Estandar de Referencia

Para la enfermedad de Chagas no existe un “estandar de oro” de pruebas
seroldgicas, ni tampoco una técnica especifica validada y sugerida por la OMS, las
pruebas de referencia generalmente son creadas localmente bajo parametros
establecidos por los expertos de diferentes entidades sanitarias internacionales.
Teniendo esto en cuenta, las pruebas de referencia para la deteccidén de anticuerpos
anti T.cruzi en Colombia, han sido desde hace mas de una década utilizadas por el
LNR del Instituto Nacional de Salud, las cuales son configuradas con cepas de
pacientes colombianos procedentes de infecciones locales. Por otra parte, el
estandar de referencia del presente estudio no es el desempefo de una unica
prueba diagndstica, si no, la combinacion de varias metodologias que actualmente
son las pruebas de referencia a nivel nacional.

e Sesgo de verificacion “Work-up bias”

Todas las muestras de suero incluidas en el panel para el estudio fueron sometidas
a las pruebas utilizadas como estandar de referencia, no hubo una verificacion
parcial de las muestras por el patron de referencia. Todas las muestras del estudio
contaron con resultados previos derivados del mismo instrumento de medicion.

e Sesgo de incorporacion

Ninguna de las técnicas evaluadas, hace parte de las técnicas utilizadas como
estandar de referencia, ambos grupos, tanto como las pruebas evaluadas y las
pruebas de referencia, son pruebas independientes.

e Enmascaramiento en la interpretacion de las pruebas

Una vez seleccionadas las muestras de suero del estudio, se realizaron alicuotas
para las diferentes técnicas a evaluar, las cuales se identificaron con cédigos
aleatorios de tres digitos para enmascarar el valor real y aleatorizar el orden de las
muestras. De tal forma, en cada uno de los procesamientos realizados por cada
técnica de ELISA, los valores reales de referencia (positivo/negativo) estaban
enmascarados para el investigador, es decir que en ningun momento durante el
procesamiento se conocian los resultados del estandar de referencia. Una vez
procesadas todas las técnicas de ELISA, se abrieron las claves de los valores
reales. De esta forma se controld el sesgo de sospecha clinica o revision.
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e Exclusiones o indeterminados

Antes de la conformacion final del panel de muestras de suero definitivo, se
garantizd que el volumen requerido para el procesamiento de todas y cada una de
las técnicas fuera el suficiente, evitando asi la perdida de unidades en el estudio.
No se obtuvieron al final de las corridas resultados indeterminados. De esta manera
se control6 el sesgo de exclusiones o indeterminados.

e Interpretacion de resultados

La interpretacion de los resultados de los procesamientos de los sueros se realizo
de acuerdo a lo manifestado por los fabricantes de las técnicas serologicas y la
lectura de la densidad Optica se realizé6 de forma automatizada con equipos que
contaban con una trazabilidad metrologica garantizada que incluye mantenimientos
preventivos y previas verificaciones. De esta manera se controlo la perdida de
objetividad en la interpretacion de los resultados.

5.8. TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

5.8.1. Procesamiento de datos

Una vez construidas las bases de datos se realizd el analisis univariado que
consistié en determinar la frecuencia de resultados positivos y negativos por cada
una de las pruebas evaluadas, posteriormente en el analisis bivariado se tomaron
en cuenta estos resultados junto con los resultados del patrén de referencia.

Se originaron tablas de 2x2 para cada una de las técnicas evaluadas, donde las
columnas correspondian al valor establecido por el estandar de referencia
(positivo/negativo) y en las filas se presentaba el valor de la prueba evaluada
(positivo/negativo).

5.8.2. Analisis de datos

5.8.2.1. Estimacion de caracteristicas operativas individuales

Con lainformacion completa, se procedié a calcular sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo, exactitud, razéon de verosimilitud
positiva y razén de verosimilitud negativa y el intervalo de confianza al 95%, en el
software Epidat 3.0.
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5.8.2.2. Estimacion de caracteristicas operativas de los binomios

Adicionalmente, se estimaron las caracteristicas operativas de los binomios
conformados por las técnicas verificadas por medio de pruebas multiples en serie y
en paralelo. Para las pruebas en paralelo se realizaron los calculos para cada
combinacion posible (21 en total) y para las pruebas en serie se realizo el calculo
solo iniciando con antigenos totales y péptidos sintéticos.

5.8.2.3. Predicciones del rendimiento en simulacion en poblacion y prevalencia
determinada

Se realizaron predicciones del rendimiento de las técnicas y de los diferentes
binomios con el fin de analizar con numeros absolutos como puede ser el
comportamiento de las mismas, incluso adicionando una tercera prueba para definir
discordancias, que en este caso es la Inmunofluorescencia indirecta, se asumio una
poblacion de 10.000 habitantes, simulando prevalencias de 1%, 10%, 20% y 40% y
tomando en cuenta la sensibilidad y la especificidad de las técnicas evaluadas

Se estimaron mediante un analisis de predicciones las tasas de falsos positivos y
negativos, se estim6 el numero de pacientes que podrian requerir una tercera
prueba (IFlI) para resolver las discordancias, ademas de los pacientes
adecuadamente diagnosticados como seropositivos y aquellos que no podrian ser
detectados por ninguna de las pruebas utilizadas, el proceso se realizé de la
siguiente manera:

5.8.2.3.1. Analisis en serie

Se calculd el rendimiento secuencial por cada una de las pruebas y se consolido la
cantidad de falsos positivos y negativos al final de todas las pruebas, de la siguiente
manera:

Primera prueba: se multiplicé la sensibilidad de la primera prueba por el numero de
enfermos y la especificidad por el numero de sanos, se complementé la tabla de
2x2, asi:

Calculo de rendimiento de primera prueba
Sez: sensibilidad primera prueba
Spi: especificidad primera prueba
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Enfermos Sanos Total

+ a; = Ser*enf | b1 = sanos- di as; + bz

- c1 =enf-a; di1 = Spi1*sanos c1+d;
Enf Sanos total

Segunda prueba después de la primera: solo se aplica a los positivos de la primera
prueba, producto de la sensibilidad de la segunda prueba por los enfermos y la
especificidad de la segunda prueba por los sanos. Posterior se complemento la tabla
de 2x2.

Calculo de rendimiento de segunda prueba despues de la primera
Sez: sensibilidad segunda prueba
Spz: especificidad segunda prueba

Enfermos Sanos Total

+ ar,=Se>*a; bz=b;i-d> az+b:

- C>= ai-az d>=5p2*bs C2+dz
Total az b1 ai+b;

Tercera prueba (IFl): solo a los discrepantes entre la primera y segunda ELISA, se
aplica la tercera técnica, producto de la sensibilidad de la IFI por el numero de
enfermos y la especificidad de la IFI por el numero de sanos.

Calculo de rendimiento de tercera prueba

Sesz. sensibilidad tercera prueba

Sps: especificidad tercera prueba

Enfermos Sanos Total

+ az=Ses*c; bs=d>-d3 asz+bs

- C3=C2-a3 d3=Sp3*d: c31+ds
Total cz d; cz2+dz

Consolidacion de rendimiento

Enfermos Sanos Total

+ a=az-+as b=Db,+b3 a+b

- C=C1+C3 d=d;+ds c+d
Total atc b+d a+b+c+d

En cada paso se calcularon las tasas de falsos negativos y positivos y los valores
predictivos.
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5.8.2.3.2. Analisis en paralelo

Se calculd la sensibilidad y especificidad del binomio aplicado simultaneamente y
posteriormente fue necesario relacionar la sensibilidad y especificidad de una
tercera prueba en caso de discordancias, de la siguiente manera:

Primera prueba=P; (Sei, Sp1)
Segunda prueba=P; (Sez Spz)
Sensibilidad neta (Se,) =(Se:*Sez)
Especificidad neta (Spn) = (Sp1*Spz)

Para ver cuantos tendran por lo menos un resultado positivo
[Sei1+Sez - (Se1*Sez)[*total de enfermos

Para ver cuantos tendran por lo menos un resultado negativo
[Sp1+Sp2 - (Sp1*Spz)]*total de sanos

Enfermos Sanos Totales
+P; a;=Se,*Enf c1=d-(d+f) a+b
+P2
+P; c1=(Se:*Enf)-a d1=(Spz*sanos)-d c+d
'PZ
-P; e;=(Sez*Enf)-a fi=(Sp1*sanos)-d e+f
+P2
-P; gi1=a-(cte) d1=Spn*sanos g+h
'PZ

Totales Total enfermos Total sanos

Tercera prueba: solo a los discrepantes de las dos primeras ELISA, se aplica la
tercera técnica, multiplicando la sensibilidad de la IFI por el numero de enfermos y
la especificidad por el numero de sanos.

Ses. sensibilidad tercera prueba
Sps: especificidad tercera prueba

Enfermos Sanos Total

+ az=Sez*(ci+e1) | bz3=ds3-(di+11) as+bs

- c3=az-(ci+ei1) | dz=Sp3*(di+f1) c31+ds
Total Ci+er di+fi c3tdsz+es+f3
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Consolidacion de rendimiento

Enfermos Sanos Total

+ a=aj+as b=ci+b3 a+b

- c=g17+C3 d=d;+ds3 c+d
Total atc b+d a+b+c+d

En cada paso se calcularon las tasas de falsos negativos y positivos y los valores

predictivos.
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6. CONSIDERACIONES ETICAS

La investigacion realizada en el presente estudio se considera sin riesgo, de
acuerdo a la Resolucion numero 8430 del 04 de octubre de 1993 del Ministerio de
Salud.

Ademas, el estudio se ajusta a las normas en materia de investigacion cientifica en
seres humanos, de acuerdo a las declaraciones de Helsinki de 1964 y enmendada
por la 642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil en octubre de 2013.

Adicionalmente las muestras de suero incluidas en el estudio contaban con un
consentimiento informado otorgado por el paciente o su representante legal, en el
cual autorizaban el uso de las muestras para estudios de investigacion adicionales
al objeto de diagnédstico o confirmacion diagnostica por el cual fue extraida la
muestra de sangre, con la capacidad de libre eleccion y sin ningun tipo de coaccion
alguna. Debido a que este estudio utilizo diferentes fuentes de muestras de suero
y procedieron de diferentes proyectos de investigacion e intervenciones en salud
publica, no es posible anexar todos los modelos de consentimientos utilizados en la
totalidad de las muestras.

La presente investigacion no se sometio a Comité Técnico o Comité de ética debido
a que se trata de un proyecto relacionado con la mision directa de la Red Nacional
de Laboratorio; sin embargo, el estudio cuenta con aval institucional por parte de la
Direccion de Redes en Salud Publica del Instituto Nacional de Salud (Anexo 2).

De igual manera, la adquisicion de las técnicas y del numero de estuches utilizados
en el estudio, se realiz6 por medio de una convocatoria publica (Anexo 3) dirigida
desde el INS a cada una de las casas comerciales que distribuyen las técnicas en
el pais, fue un proceso transparente, publico y sin conflicto de intereses, se informo
al publico que el instituto Nacional de Salud no podra recomendar ninguna de ellas
para el diagnostico de la Enfermedad de Chagas.
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7. RESULTADOS

7.1. CARACTERISTICAS OPERATIVAS INDIVIDUALES

Segun lo estimado para el presente estudio, se procesaron un total de 501 muestras
de suero procedentes de 492 pacientes caracterizadas previamente por el patréon
de referencia, 256 (51,1%) positivas y 245 (48,9%) negativas. El 85,2% (n=427) del
total, fueron clasificadas adecuadamente por todas las pruebas ELISA tanto

convencionales como no convencionales (Tabla 10).

De las muestras positivas, el 86,7% (n=222) fueron identificadas por todas las
técnicas y de las muestras negativas el 83,67% (n=202) fueron correctamente
caracterizadas como tal por la totalidad de las técnicas analizadas.

Tabla 10. Resultados de técnicas ELISA evaluadas frente a patron de referencia

Resultados Muestras Muestras

Nombre del Fabricante Total de Muestras positivos concordantes discordantes
Kit muestras positivas*

n % Total VP VN  Total FP FN
I:iztg':';'ﬁl‘“ Bios Chile 501 256 259 51,7% 494 254 240 7 5 2
Chagas
ELISA Vircell 501 256 261 52,1% 494 255 239 7 6 1
IgM+IgG
g[‘f‘é’:tﬁt o Wiener 501 256 258  51,5% 493 253 240 8 5 3
é{ggz‘:ﬂ Abbott 501 256 257  51,3% 492 252 240 9 5 4
ﬁfi‘;‘:‘“ Biokit 501 256 264 52,7% 483 251 232 18 13 5
T. cruzi AB DIA PRO 501 256 252 50,3% 483 245 238 18 7 11
gﬂ;’;’fA Tecnosuma 501 256 243 48,5% 476 237 239 25 6 19

n: numero de muestras con resultado positivo en cada técnica evaluada
%: porcentaje de muestras positivas en cada técnica

VP: nimero de verdaderos positivos

FP: numero de falsos positivos

FN: nimero de falsos negativos

VN: numero de verdaderos negativos

Fuente: Autores con base en los resultados del rendimiento diagnostico
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Del total de muestras, se presentaron 74 (14,77%) muestras discordantes en
minimo un ensayo, el 45,9% (n=34) fueron falsos negativos y el 54,1% (n=40) fueron
falsos positivos. En la Tabla 11 y 11A se describen los falsos negativos y en la Tabla
12 y 12A los falsos positivos.

Tabla 11. Tasa de falsos negativos y muestras relacionadas

Vircell BiosChile Wiener Abbott Biokit DiaPro Tecnosuma
L. Test

Técnicas evaluadas Chagas Elisa Chagatest Architect BioELISA T. cruzi Umelisa

Elisa lgG Chagas v4.0 Chagas Chagas Ab Chagas

1

Total Falsos negativos 0,39% 0,78% 1,17% 1,56% 1,95% 4,30% 7,42%
Una (1) muestra fue un
FN en 6 técnicas A A A A A A
diferentes
Una (1) muestra fue un
FN en 3 técnicas B B B
diferentes
Una (1) muestra fue un
FN en 3 técnicas C © C
diferentes
Una (1) muestra fue un
FN en 2 técnicas D D
diferentes
Una (1) muestra fue un
FN en 2 técnicas E E
diferentes
31 muestras fueron FN
solo en una (1) técnica 1(X) 2(X) 2(X) 10(X) 14(X)
Total 1 2 3 4 5 1 19

FN: falso negativo

Cada letra (A, B, C, D, E) indican una muestra diferente, las caracteristicas de esos pacientes se encuentran en la 11A.
(X) indica discrepancia solo en esa técnica

Fuente: Autores, elaborado con base en resultados de rendimiento diagnéstico.

Tabla 11A. Caracteristicas de los pacientes con muestras falsos negativos

Estado de la Pruebas Procedencia Edad Condicion
Muestra . i’ o Sexo ~ .

infeccion adicionales Departamento (afios) clinica

41 dias post InmunoBlot POS Casanare Femenino 33 Sintomatica
A infeccion PCR POS

Cronico con fase InmunoBlot POS Casanare Masculino 62 Sintomatico
B aguda Gota Gruesa POS

documentada, 403

dias post infeccion

60 dias post InmunoBlot POS Meta Femenino 61 Sintomatica
c infeccion Gota Gruesa POS

Cronico con fase InmunoBlot POS Casanare Masculino 38 Sintomatico
D aguda Gota Gruesa POS

documentada, 403

dias post infeccion

Consultante con Ninguna Casanare Masculino Sin dato Sin dato
E sospecha de la

infeccion

Fuente: Autores, elaborado con base en resultados de rendimiento diagnédstico.
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Tabla 12. Tasa de falsos positivos y muestras relacionadas

BiosChile Wiener Abbott Vircell Tecnosuma DiaPro Biokit

Técni luad Test

ecnicas evaluadas Elisa Chagatest Architect Chagas Umelisa T. cruzi BioELISA

Chagas v4.0 Chagas Elisa lgG Chagas Ab Chagas
11l

Total Falsos positivos 2,04% 2,04% 2,04% 2,45% 2,45% 2,86% 5,31%

Una (1) muestra fue un

FP en 4 técnicas A A A A

diferentes

Una (1) muestra fue un

FP en 3 técnicas B B B

diferentes

Una (1) muestra fue un

FP en 2 técnicas C C

diferentes

Una (1) muestra fue un

FP en 2 técnicas D D

diferentes

38 muestras fueron FP

solo en una (1) técnica 4(X) 3(X) 3(X) 5(X) 4(X) 4(X) 13(X)

Total 5 5 5 6 6 7 13

FP: Falso positivo

Cada letra (A, B, C, D) indican una muestra diferente, las caracteristicas de esos pacientes se encuentran en la 12A.
X indica discrepancia solo en esa técnica

Fuente: Autores, elaborado con base a resultados de rendimiento diagnostico.

Tabla 12A. Caracteristicas de los pacientes con muestras falsos negativos

Pruebas Edad

Muestra Paciente . Procedencia Sexo - Condicion
adicionales (afios)
Consultante Ninguna Cundinamarca Masculino 33 Asintomatico
A con sospecha
de la infeccion
Donante Inmunoblot  Bogota Sin dato Sin dato Sin dato
B NEG
Consultante Inmunoblot  Boyaca Femenino Sin dato Sin dato
c con sospecha NEG
de la infeccion
Consultante Ninguna Cundinamarca Masculino 26 Asintomatico
D con sospecha

de la infeccion

Fuente: INS. LNR. Parasitologia. Elaborado con base a las bases de datos de la vigilancia por laboratorio.

La sensibilidad y la especificidad de las técnicas evaluadas frente al patron de
referencia se muestran en la Figura 6 y 7 respectivamente, junto con los intervalos
de confianza al 95% (IC95%), las caracteristicas operativas adicionales como
exactitud, valores predictivos y razones de verosimilitud se muestran en el Anexo 4.
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Figura 6. Sensibilidad de técnicas ELISA
Estimacion puntual e intervalo de confianza al (95%)

Sensibilidad  1C95%

Chagas ELISA IgM+IgG - Vircell | — e 996  (98,6-100)
Test ELISA Chagas Il - BiosChile | e 992  (97,9-100)
Chagatest ELISA v4.0 - Wiener 3 — e 988  (97,3-100)

Architect Chagas - Architect B e —— 98,4 (96,7-100)

BioElisa Chagas - BioKit } _— 98,0 (96,1-99,9)

T. cruzi AB - DiaPro - 95,7 (93,0-98,3)

Umelisa Chagas - Tecnosuma s 92,5 (89,1-95,9)
80% 85% 90% 95% 100%

Linea punteada roja (92,5%): sensibilidad minima para considerar una técnica con desempefio diferente al patron de referencia.

Linea punteada verde (98%): corresponde al desempefio maximo en que una prueba logra alcanzar resultados concluyentes, de acuerdo
a consenso de expertos a nivel internacional (28).

Fuente: Autores, elaborado con base en los resultados del procesamiento de datos.

Figura 7. Especificidad de técnicas ELISA
Estimacion puntual e intervalos de confianza al 95%

Especificidad 1C95%
Chagas ELISA IgM+IgG - Vircell —_— 97,5 (95,4-99,6)
Test ELISA Chagas Il - BiosChile _— 97,9 (95,9-99,9)
Chagatest ELISA v4.0 - Wiener —_—— 97,9 (95,9-99,9)
Architect Chagas - Architect _— 97,9 (95,9-99,9)
BioElisa Chagas - BioKit - 94,6 (91,6-97,7)
T. cruzi AB - DiaPro _— 97,1 (94,8-99,4)
Umelisa Chagas - Tecnosuma —_—. 97,5 (95,4-99,6)
80% 85% 90% 95% 100%

Linea punteada roja (93%): especificidad minima para considerar una técnica con desempefio diferente al patrén de referencia.

Linea punteada verde (98%): corresponde al desempefio maximo en que una prueba logra alcanzar resultados concluyentes, de acuerdo
a consenso de expertos a nivel internacional (28).

Fuente: Autores, elaborado con base en los resultados del procesamiento de datos.
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7.2. PRUEBA DE REPETIBILIDAD

Se procesaron diez muestras cada una con tres replicas, para un total de 30 datos
por técnica, fueron realizados analisis de repetibilidad en muestras positivas y
negativas. En la Figura 8, se describen los coeficientes de variacion de las muestras
positivas.

Figura 8. Coeficientes de variacion de técnicas ELISA con muestras positivas
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Biokit Tecnosuma Vircell DiaPro Bioschile Wiener Architect

Técnica
° Datos atipicos
* Datos extremos

CV: coeficientes de variacion
Fuente: Autores, elaborado con base en los coeficientes de variacién de muestras positivas.

7.3. CARACTERISTICAS OPERATIVAS DE TECNICAS EN BINOMIOS

Se estimaron a través de un analisis de pruebas multiples, las caracteristicas
operativas de los diferentes binomios, teniendo en cuenta dos escenarios
diferentes. El primero en serie (una prueba después de un resultado positivo en la
prueba inicial) utilizando como primera prueba la de antigenos totales que constituye
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la primera alternativa para ser considerada como la técnica de tamizacion y con la
de péptidos sintéticos, teniendo en cuenta que esta prueba es utilizada como prueba
de tamizacién en gran parte de los LDSP en Colombia y la segunda en paralelo
teniendo en cuenta siempre la técnica de antigenos totales (Anexo 5).

7.4. PREDICCIONES DEL DESEMPENO DE LOS BINOMIOS

Con el objetivo de interpretar los resultados de las caracteristicas operativas de las
técnicas en binomios con numeros absolutos, se realizdé un analisis de predicciones
de su desempefio, basado en:

e Poblacion establecida de 10.000 habitantes
e Escenario de diferentes prevalencias determinadas:
(1%, 10%, 20% y 40%).

Se presenta en la Tabla 14, la informacién relacionada con las predicciones de
prevalencia del 1% de cada una de las combinaciones o binomios en serie, tomando
tres técnicas iniciales o de tamizaje, Test ELISA Chagas IlI® (BiosChile) de
antigenos totales considerada como la primera eleccion para el tamizaje, Umelisa
Chagas® (Tecnosuma) de un principio antigénico diferente con péptidos sintéticos
por ser de uso frecuente en el pais en Laboratorios de Salud Publica en actividades
de intervenciones colectivas y Chagas ELISA IgM+IgG® (Vircell) por evaluar el uso
de antigenos recombinantes como posible técnica de tamizaje.

Como técnicas complementarias o de confirmacion (segunda prueba) se incluyen
las restantes de antigenos diferentes a la primera y finalmente se suma la utilizacién
de una tercera prueba, en este caso la IFl, de acuerdo a la recomendacion para
dirimir discrepancias, de un principio diferente con un desempefo estimado de
sensibilidad de 94,0% y especificidad de 98,0%. Se amplian los resultados, con
prevalencias del 10%, 20% y 40% en el Anexo 6.

La Tabla 15 contiene los resultados de las combinaciones en paralelo entre la
prueba Test ELISA Chagas IlI® (BiosChile) con cada una de las técnicas de
antigenos diferentes, se incluye nuevamente la utilizacién de la tercera prueba (IFI)
para dirimir las discrepancias, con un desempeno estimado de sensibilidad de
94,0% y especificidad de 98,0%.
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Tabla 13. Predicciones en serie del comportamiento de pruebas ELISA
Poblacién 10.000 habitantes

Prevalencia 1%

Enfermos 100

Primera prueba

Desempefio Antigenos totales Péptidos sintéticos Antig.enos
(BiosChile) (Umelisa) recombinantes
(Vircell)
Falsos positivos 202 243 243
Falsos negativos 1 7 0*
Sometidos a segunda ELISA 301 336 343
infectados captados 99 93 100**
Segunda prueba FP? FN? Disc FP> FN?* Disc FP> FN®> Disc
Architect 4 2 200 5 1 239 2 240
Biokit 11 2 193 13 2 232 13 2 232
DiaPro 6 4 200 7 4 240 4 240
Umelisa 5 7 204 - - - 7 240
Vircell 5 0 197 6 0 237 - - -
Wiener 4 1 199 5 1 239 1 239
BiosChile - - - 5 1 239 0 238
Después de tercera prueba® FP? FN? FP? FN? FP® FN?
Architect 8 1 10 7 10 0
Biokit 15 1 18 18 0
DiaPro 10 1 12 7 12 0
Umelisa 9 1 - - 11 0
Vircell 9 1 11 7 - -
Wiener 8 1 10 7 10 0
BiosChile - - 10 7 10
Seropositivos captados 99% a 99.99% 93% 100%

* Es posible que se presente algun falso negativo

**Es posible que no sean detectados todos los infectados

FP: Falsos positivos

FN: Falsos negativos

? Cifras basadas en resultados después de aplicar la primera y segunda prueba ELISA
Disc: Discrepancias entre primera y segunda prueba ELISA

&La tercera prueba utilizada es la Inmunofluorescencia indirecta

® Estimadores basados después de aplicar tres pruebas

Fuente: Autores, calculos propios con base en estimacion de predicciones en serie
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Tabla 14. Predicciones en paralelo del comportamiento de pruebas ELISA
Poblacién 10.000 habitantes

Prevalencia 1%

Enfermos 100

Binomio de pruebas Positivos? Negativos2 FP? FN? DiscrepanciasE FP® FN? %
BiosChile + Architect 102 9500 4 0 399 12 0 99,99%
BiosChile + Vircell 104 9460 5 0 436 14 0 99,99%
BiosChile + DiaPro 101 9421 6 0 478 15 0 99,99%
BiosChile + Wiener 102 9500 4 0 398 12 0  99,99%
BiosChile + Biokit 108 9183 11 0 709 25 0 99,99%
BiosChile + Umelisa 97 9460 5 0 443 14 0 99,99%

% estimadores basados en resultados después de aplicar las dos pruebas de ELISA

® cifra estimada del nimero de discrepancias entre las dos primeras ELISA y deben ser remitidos para aplicar
tercera prueba de IFI para confirmacion

® estimadores basados en resultados después de aplicar tres pruebas
% Porcentaje de seropositivos detectados
Fuente: Fuente: Autores, calculos propios con base en estimacion de predicciones en paralelo

Con base en los resultados de las predicciones y en lo observado en el desempefio
de las técnicas de ELISA comerciales, se pueden comparar los dos algoritmos para
el diagnostico seroldgico de la enfermedad de Chagas:

El primero (Figura 9), el algoritmo clasico donde la segunda prueba de confirmacion
es una prueba de IFI (S: 94,0%; E: 98,0%).

El segundo (Figura 10) algoritmo propuesto en el estudio, donde la segunda prueba
de confirmacion es una ELISA de antigenos recombinantes, para el ejemplo se tomo

la S (98,83%) y E (97,96%) de la técnica de Wiener.

La comparacion entre estos dos algoritmos se condensa en la Tabla 16.
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Figura 9. Algoritmo serolégico clasico: ELISA antigenos totales seguido por IFI

Enfermos VP Tratamiento
932
Positivo
2da Prueba 936 )
IFI Sanos FP Tratamiento
Ag total 4
S: 94,00% Enfermos 3ra Prueba
Positivo Negativos
240
1ra Prueba Sanos 3ra Prueba
ELISA 180
BIOSChile
Ag totales
S:99,22% Enfermo FN Descartado
E: 97,96% )
Negativo 8
8824
Sano Descartado
8816

VP: Verdaderos positivos
FP: Falsos positivos
FN: Falsos negativos

Fuente: Autores, elaborado con base en las predicciones del comportamiento del algoritmo clasico.

Figura 10. Nuevo algoritmo seroldgico: ELISA antigenos totales seguido por ELISA antigenos

recombinantes

Enfermos VP Tratamiento
980
Positivo
2da Prueba 084
ELISA Sanos FP Tratamiento
Wiener Lab 4
Ag recombinante
S: 98,83% Enfermos 3ra Prueba
. 0, 12
Positivo Bl Negativos IFl
1ra Prueba 192
ELISA Sanos 3ra Prueba
BIOSChile 180 IFI
Ag Totales
S: 99,22%
E: 97,96% Enfermo FN Descartado
Negativo 8
8824
Sano Descartado
8816

VP: Verdaderos positivos
FP: Falsos positivos
FN: Falsos negativos

Fuente: Autores, elaborado con base en las predicciones del comportamiento del algoritmo clasico.
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Tabla 15. Resultados de comparacion de algoritmo clasico y algoritmo nuevo

Uso del Algoritmo clasico (Figura 9) Uso del Nuevo algoritmo (Figura 10)

Pacientes positivos en primera prueba de Los (1176) pacientes positivos en primera
ELISA (1176) para posteriormente realizar prueba de ELISA (antigenos totales), se
IFI que constituye la segunda prueba o de tendrian que pasar a segunda prueba de

confirmacién en este algoritmo. ELISA (antigenos recombinantes) y no a IFI.
Al procesar la IFl, menor numero de Al procesa la segunda ELISA, mayor numero
pacientes verdaderos positivos (932) para de pacientes verdaderos positivos para
someter a tratamiento. someter a tratamiento (980), en total se

captarian 48 pacientes mas.

Al procesar la prueba de IFI, se obtendria Al procesar las segunda ELISA, menor

mayor numero de pacientes con pruebas  numero de pacientes con pruebas

discordantes para tercera prueba (240) discordantes para tercera prueba (192), en
total 48 pacientes menos que en el algoritmo
clasico.

El procesamiento de pruebas de IFl, que
corresponde a la tercera prueba en este
algoritmo se disminuiria a 192, en total 984
menos pruebas de IFI que en algoritmo
clasico.

Fuente: Autores, elaborado con base a resultados de evaluacion de rendimiento.

Una vez obtenidos todos los resultados descritos anteriormente, se disefidé como
una nueva propuesta para el diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas,
el algoritmo donde se utiliza como primera técnica de tamizacion una ELISA de
antigenos totales, como segunda prueba de confirmacion una ELISA de antigenos
recombinantes o péptidos sintéticos y como tercera prueba en caso de
discordancias entre estas dos ELISA, la técnica de Inmunofluorescencia indirecta
(IF1) (Figura 11).
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Figura 11. Algoritmo de diagnéstico seroldgico propuesto para la Enfermedad de Chagas en

Colombia

@ con sospechosa de Enfermedad de@

Tamizacion con una prueba de ELISA para
deteccién de anticuerpos IgG anti T. cruzi.
Se recomienda empezar con una prueba de
antigenos de extractos totales que posea
una sensibilidad mayor o igual a 98%

S

Resultado positivo o

indeterminado

Realizar una segunda prueba complementaria
para confirmar el diagnéstico.
Para esta segunda prueba se recomienda una
ELISA de principio antigenico diferente a la
primera (antigénos recombinantes o péptidos

sintéticos) con una especificidad mayor o igual a

98%.

Resultado positivo

Tercera prueba
complementaria diferente a
las dos anteriores.

Se recomienda el uso de la

IFI

Chagas

Confirmacion diagndstica
de la enfermedad de

l«—SI

y

Notificar al SIVIGILA como caso
confirmado
-Realizar consejeria
Iniciar tratamiento indicado

Resultado positivo

Fuente: INS. Ministerio de Salud y Proteccién Social. DNDi. 2016.
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8. DISCUSION

Los métodos serologicos siguen siendo los principales métodos que se utilizan para
determinar la infeccidon por T.cruzi en fase cronica, esto debido a la disminucion
significativa y presencia intermitente de parasitos en sangre. La técnica de ELISA
ha sido desde los afos 70, la de mayor uso para el diagnostico serolégico de la
enfermedad, esta busca detectar la presencia de anticuerpos de tipo IgG que son
inducidos por el hospedero gracias a los antigenos presentes en el parasito, la
respuesta inmunolégica permanece a lo largo de muchos afios permitiendo que
estos sean detectados en la mayoria de los pacientes infectados (1,2,6,28,70).

Las técnicas de ELISA han sido fabricadas con diferentes tipos de antigenos,
mostrando ventajas o desventajas segun lo que se desee obtener, son utilizados los
parasitos completos de cepas de epimastigotes de T.cruzi mediante cultivo, para
elaborar los llamados antigenos totales, extractos totales o completos, compuestos
por mezclas complejas de proteinas, la mayoria de una composicion desconocida,
pero con una gran cantidad de determinantes antigénicos que pueden ser
reconocidos por la mayoria de los anticuerpos expresados por los pacientes
infectados (6,17,70,71). Sin embargo, han demostrado ciertas dificultades en
términos de especificidad, llevando en ocasiones a resultados falsos positivos por
reacciones cruzadas con T.rangeli y Leishmania sp. e inclusive en algunas
enfermedades autoinmunes (13,70).

En este estudio, la técnica Test ELISA Chagas III® (GrupoBios S.A, Santiago, Chile)
de extractos totales, demostré uno de los mejores desempefos en términos de
sensibilidad 99,22% (1C95% 97,94 -100) y especificidad 97,96% (1C95% 95,98-
99,93), muy similar a lo que se encontro en el estudio de Caballero et al., 2007, en
pacientes brasilefios con una sensibilidad del 100% (IC95% 94.5 — 100) y
especificidad 90,30% (1C95% 84,3 -94.5), incluyendo pacientes con infeccion por
otros agentes como Leishmania sp.y T.rangeli (72).

En el estudio de Flores-Chavez et al., 2009, se obtuvo en muestras de pacientes
latinoamericanos sintomaticos, asintomaticos y con resultados de pruebas
parasitologicos, una sensibilidad del 100% (IC95% 99,2 — 100) y especificidad
84,1% (1C95% 78,00-90,1), lo anterior evidencia, al igual que en este estudio la
capacidad inicial que tienen los antigenos totales de detectar pacientes infectados
teniendo en cuanta que ademas fueron pacientes aun sin presentacion de
sintomatologia (73) .
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Por otra parte, la OMS en el 2010 en su analisis de rendimiento diagnostico de
pruebas inmunoseroldgicas, evidencid en esta misma prueba, sensibilidad de
99.40% (IC9%5% 91.2 - 98.1) y especificidad 99.61% (IC95% 97.9-100),
encontrandose por el contrario que esta técnica podria ofrecer una mejor
especificidad que sensibilidad, asi como también lo evidencié Remesar et al. 2009,
que obtuvo sensibilidad de 95.6% (1C95% 93.3-97.9) y especificidad 99.8% (1C95%
99.2-100.0), lo cual es contrario a lo esperado con las técnicas de extractos totales
que buscan una mejor sensibilidad (75). Es importante destacar que la poblacion
utilizada por la OMS, fue obtenida de Bancos de Sangre de referencia de diez
paises de América Latina y la utilizada por Remesar, fue poblacion de donantes
reclutados en la provincia del Chacho, Noreste de Argentina (74,75).

El estudio de AfRez et al., 2010, realizado en Venezuela muestra un desempefo
significativamente menor a los anteriores, sensibilidad de 85% y especificidad de
82%, sin embargo, este estudio fue realizado con una pérdida controlada de la
reactividad del antigeno con cambios cortos de temperatura, mostrando sensibilidad
y especificidad del 100% antes de iniciar la degradacién del antigeno. Si bien el
estudio de Afez iba dirigido a responder otra pregunta de investigacion, la cual era
relacionada con el tiempo necesario para la degradacion del antigeno, previamente
se levanto una linea base de su rendimiento, la cual es similar a la detectada en el
presente estudio (76).

Glender et al., 2015, realizd un estudio comparando varios métodos
inmunoserologicos para el tamizaje de la enfermedad de Chagas en diferentes
bancos de sangre en Argentina, probando simultaneamente siete técnicas con 190
muestras de suero, buscando identificar la mejor técnica para el tamizaje y las
mejores como segunda y tercera prueba, los resultados mostraron sensibilidad del
92,59% (IC95% 82,71-100) y especificidad del 93,83% (IC95% 90,12-97,53) en la
técnica de BiosChile y aunque el desempefio en su estimacion puntual fue menor
gue en este estudio, los intervalos de confianza superiores muestran un desempefo
similar; una de las razones posibles puede ser la diferencia en la respuesta inmune
de las poblaciones de Argentina y Colombia, ya que estan expuestas a diferentes
DTUs del parasito (20,21,77).

En un meta-analisis realizado por Alvarenga et al., en 2016, se encontraron dos
registros en los que se obtuvo en esta misma prueba, sensibilidades del 100% vy
97,7% (1C95% 90,2-99,5), y especificidades de 100% y 98,7% (IC95% 90,8-99,8),
respectivamente, desempenos muy similares a los obtenidos en este estudio, sin
embargo, su intervalo de confianza inferior probablemente puede evidenciar un
menor desempefo. La mayoria de estos estudios corroboran la utilidad de las
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técnicas convencionales de extractos totales como pruebas de alta sensibilidad,
cuya utilidad como técnica de tamizaje permite con una gran capacidad discriminar
a los individuos infectados de una poblacion (78).

Otro tipo de antigenos, son los obtenidos a través de la tecnologia de DNA
recombinante, los cuales son inmunodominantes en infecciones humanas y
provenientes de genes repetitivos a los que se les denominan regiones altamente
conservadas que codifican grandes familias de proteinas del T.cruzi como las
mucinas MASPs (Mucine Associate Surface Proteins), los antigenos
citoplasmaticos CRA (Citoplasmatic Repetitive Antigen) y flagelares FRA (Flagellar