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Diagnostico de laboratorio de la
infeccion humana por Trypanosoma cruzi

Desafios en la region de las Américas

Laboratory diagnosis of Trypanosoma cruzi
infection. Challenges in the Americas region

CONSTANZA LOPEZ ALBIZU®, ROCIiO RIVERO®, GRISELDA BALLERINGS, MARGARITA M. C. Bisio®

RESUMEN

La enfermedad de Chagas causada por Trypanoso-
ma cruzi, endémica en 21 paises, es un problema de
salud publica para la region de las Américas. Se esti-
ma que dos terceras partes de las personas infectadas
viven actualmente en zonas urbanas de todo el mun-
doy que solo el 10 % lo sabe. En este articulo, se re-
sumen los aspectos mds importantes del diagndstico
de la infeccion humana por T. cruzi. Se describen: las
principales caracteristicas del diagndstico en el labo-
ratorio clinico, desde la toma de muestra hasta su pro-
cesamiento; las pruebas disponibles mas utilizadas en
Latinoamérica y aquellas que se espera que con su im-
plementacién mejoren el acceso al diagndstico de la
poblacién afectada; las ventajas, desventajas y sensi-
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bilidad de las pruebas de diagndstico; la utilidad de las
mismas en las diferentes fases de la infeccion (aguda
o cronica y en el contexto de la inmunosupresion). Se
espera asi contribuir a ampliar el conocimiento sobre
esta infeccion prevalente en la Regidn de las Américas.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Diagndsti-
co, Trypanosoma cruzi, Técnicas de Laboratorio Clinico.

ABSTRACT

Chagas disease, endemic in 21 countries, is a pu-
blic health problem for the Americas region. It is esti-
mated that two-thirds of people with T. cruzi infection
currently live in urban areas and that only 10 % world-
wide are aware of it. In this article, the most important
aspects of the diagnosis of human T. cruzi infection are
summarized. The main characteristics of clinical labo-
ratory diagnosis are described, from sample collection
to processing; the most widely used tests available in
Latin America and those that are expected to impro-
ve access to diagnosis of the affected population with
their implementation; the advantages, disadvantages
and sensitivity of the tests in the different phases of in-
fection; and their utility in acute or chronic phases and
in the context of immunosuppression. In this way, it is
hoped to contribute to broadening knowledge about
this prevalent infection in the Region of the Americas.

Key words: Chagas Disease, Diagnosis, Trypanoso-
ma cruzi, Clinical Laboratory Techniques.

INTRODUCCION

El Trypanosoma cruzi, agente causal de la en-
fermedad de Chagas, pertenece al orden de los
kinetoplastidos, un grupo ampliamente distribui-
do de protozoos que poseen 1 o 2 flagelos. La ca-
racteristica morfoldgica que los distingue es una
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estructura prominente y paraflagelar conocida
como cinetoplasto que corresponde a una con-
densacion de ADN (ADNK) localizado en el interior
de una Unica mitocondria que esta ramificada por
toda la célula. Es un parasito con un ciclo de vida
que involucra vertebrados e invertebrados y que
afronta una serie de situaciones y cambios impor-
tantes durante su interaccidn con las células del
hospedero. Presenta tres estadios (epimastigote,
tripomastigote y amastigote) que se definen en
funcion de la morfologia celular (esférica, pirifor-
me o alargada) y la posicion relativa entre el nu-
cleoy el cinetoplasto (anterior, lateral o posterior).

El mamifero infectado por T. cruzi puede presentar

pardsitos en sangre (estadio tripomastigote, infec-

tante extracelular) o en tejidos (estadio amastigo-

te, replicativo intracelular) (Figura 1).

En el afio 2009, en base a diferencias genéti-
cas, fueron definidos dentro de la especie T. cruzi
seis grupos diferentes o unidades discretas de ti-
pificacion (UDTs) (Tcl a TcVI)*y recientemente se
ha definido una nueva UDT hallada en murciélagos
(TcBat).? Cada UDT puede incluir multiples cepas
de parasitos. En cuanto a la infeccion humana, la
relacion de las UDTs infectantes con la evolucidn
de la infeccion y el desarrollo de manifestacio-
nes clinicas especificas sigue siendo un tema de
estudio.?

1.1. El desafio mundial de la infeccién por T. cruzi
y su diagndstico. También llamada tripano-
somiasis americana, la enfermedad de Cha-
gas pertenece, desde el afio 2005, al grupo

de enfermedades infecciosas desatendidas.
Se estima que 3 de cada 10 infectados desa-
rrollan la enfermedad (patologia cardiaca y/o
digestiva). La infeccion, endémica en 21 pai-
ses, es un problema de salud publica para la
region de las Américas. Sin embargo, como
consecuencia de las migraciones, la urbaniza-
cion, la intensificacion del turismo, la modifi-
cacién de las estrategias agricolas y el cambio
climdtico, ha traspasado el marco rural y lati-
noamericano y ha logrado instalarse en paises
de América del Norte, Europa, Asia y Oceania
transformdndose en un problema de salud pu-
blica global.* Por lo que, el diagnostico de la-
boratorio de esta infeccion debe ser tenido en
cuenta tanto en zonas rurales como urbanas
de todo el mundo.

1.2. Diagnostico directo e indirecto en microbio-
logia. Para diagnosticar enfermedades infec-
ciosas es Util contar con métodos rapidos,
precisos, sencillos y accesibles. El diagnostico
parasitoldgico puede ser abordado con diver-
sas estrategias, ya sea realizando un diagnds-
tico directo (en el que se identifica el agente
etioldgico) o mediante un diagndstico indirec-
to (en el cual se detectan los niveles de an-
ticuerpos especificos contra antigenos del
patdgeno).®
La infeccion por T. cruzi cursa en dos fases:
aguda y cronica. La fase aguda, que dura en-
tre 3y 4 meses desde el ingreso del parasito
al hospedador, en el mayor porcentaje de pa-

Figura 1. Estadios de T. cruzi en los mamiferos. Tincién hematoxilina-eosina, observacion a 400X.

A) Tripomastigote: alargado con el cinetoplasto localizado posteriormente al nicleo. Se encuentra en la sangre de
los mamiferos y es la forma infectante. Esta forma no se divide y la caracteriza su movilidad.
B) Nido de amastigotes: esféricos u ovalados, es la forma replicativa en el interior de las células mamiferas

(principalmente en células musculares y nerviosas).
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cientes, se presenta de manera asintomati-
cay se caracteriza por una elevada carga de
parasitos circulantes en sangre periférica. La
fase crdnica que comienza al disminuir la pa-
rasitemia se caracteriza por la presencia de
anticuerpos IgG y cargas parasitarias bajas e
intermitentes, detectables principalmente por
métodos de amplificacion.®’ En este sentido,
el curso natural de la infeccion determina si se
debe utilizar un método de diagndstico directo
o indirecto (Figura 2).

13.Situacion actual del diagndstico de la infec-

cion por T. cruzi. El diagndstico preciso, rapido
y oportuno de la infeccidn por T. cruzi repre-
senta una estrategia fundamental en la lucha
contra la enfermedad de Chagas ya que el tra-

tamiento temprano puede evitar las conse-
cuencias para el sistema nervioso, digestivo o
cardiaco a largo plazo.t Ademads, en la infancia
es efectivo y bien tolerado con escasas y leves
reacciones adversas. En los Ultimos afios, el
numero de pruebas de laboratorio existentes
para el diagndstico de infeccién por T. cruzi, la
diversidad de tecnologias aplicadas, la escala
de su uso y la heterogeneidad de algoritmos
desarrollados en diferentes paises han au-
mentado rdpidamente. Sin embargo, si bien
en la bibliografia han sido propuestas diferen-
tes tecnologias y algoritmos, no han tenido un
impacto real en términos de salud publica. En
efecto, la cobertura en el diagnéstico de la in-
feccidn sigue siendo deficiente en la Region de

Figura 2. Representacion esquematica de parasitemia y anticuerpos especificos anti T. cruzi (titulo de Ac.)
en sangre de pacientes infectados durante el curso natural de la infeccion.
Se muestran, a modo de ejemplo, algunas pruebas de diagndstico utilizadas en cada periodo de la infeccion.

PERIODOAGUDO I

Titulo de Ac.

K/Ih _

Parasitemia

PERIODO CRONICO

0 Dia 120

(NI

HAI

Parasitemia IF| ELISA

Parasitemia: imagen microscopica al realizar la prueba del microhematocrito, en la misma no se observa el parasito
sino que es ilustrativa de un preparado, ya que se realiza la busqueda del mismo por observacién de su movimiento.
IFI: imagen microscopica de un preparado realizado con suero de una persona infectada. HAI: columnas Ay B, se ob-
servan “mantos” producto de la presencia de anticuerpos anti T. cruzi en el suero evaluado; columnas Cy D: se ob-
servan “botones” producto de la ausencia de anticuerpos anti T. cruzi en el suero evaluado. ELISA: imagen de una
prueba de ELISA, se pueden observar los pocillos con resultados positivos en color amarillo y negativos sin coloracion.
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las Américas, y aunque crecié en las ultimas

décadas no llega a los objetivos previstos.®?

En este articulo, se resumen el estado actual
en cuanto a la disponibilidad de pruebas de labo-
ratorio para su aplicacidn clinica en el diagndstico
de la infeccion, asi como los desarrollos recientes,
proporcionando ademas una evaluacion de sus
ventajas e inconvenientes.

2. Diagndstico parasitoldgico directo
Las pruebas parasitoldgicas cualitativas utili-

zadas habitualmente en el diagnédstico de labo-
ratorio de la infeccidn aguda permiten detectar
el parasito o alguno de sus componentes. En este
apartado se describen los métodos directos utili-
zados para el diagndstico de la infeccion en huma-
nos. En primer lugar, aquellos que buscan detectar
el parasito utilizando microscopia (por la ventaja
de una amplia disponibilidad del equipamiento re-
querido en los laboratorios clinicos y la obtencion
de un resultado inmediato) y luego aquellos que
realizan un paso de amplificacidn, previo a la de-
teccion (en los cuales se ha observado mayor sen-
sibilidad, aunque solo estan disponibles en centros
de referencia y la obtencién del resultado deman-
da dias o meses).

2.1. Deteccion microscépica de T. cruzi. Los pa-
rasitos vivos son detectados, por su movili-
dad, por observacién al microscopio luego
de una concentracidn por centrifugacion. En
situaciones de necesidad y cuando no haya
disponibilidad de centrifuga, el parasito pue-
de detectarse por gota fresca o gota gruesa
(observacion directa). Sin embargo, para fines
diagnosticos se recomiendan las pruebas que
incluyen un paso de concentracidn ya que tie-
nen una sensibilidad mucho mayor.*

Segun el volumen de sangre utilizada las prue-
bas se denominan Strout o microhematocrito/
micrométodo. También se pueden observar
pardsitos en otros liquidos de puncidn (tripo-
mastigotes) o en biopsias (nidos de amastigo-
tes) (Figuras 1y 2). En la Tabla, se describen
los volimenes de muestra requeridos para ca-
da prueba de laboratorio, asi como los conser-
vantes o anticoagulantes en los que se debe
tomar la muestra.

2.1.1. Prueba de Strout. Descrito en 1962, es
el método recomendado para la deteccion de
parasitemia en pacientes adultos con sospe-
cha de infeccidn aguda o reactivaciones por
inmunosupresion.' Se realiza a partir de 5a 10

ml de sangre venosa colectada en un tubo sin
anticoagulante (Tabla). Luego de la retraccion
del codgulo, se centrifuga el suero 2 minutos
a 800 rpm. El sobrenadante, se coloca en otro
tubo y se centrifuga por segunda vez entre
2000y 2500 rpm durante 10 minutos. Se ob-
serva el sedimento en fresco al microscopio a
400X® (6 a 8 preparados). Permite concentrar
una mayor cantidad de parasitos con respec-
to a los métodos que utilizan menor volumen
(ver seccidn 2.1.2). Un estudio que comparéd
los resultados obtenidos en 66 pacientes con
sospecha de Chagas agudo, demostrd una sen-
sibilidad de la prueba de Strout frente al xeno-
diagndstico de 61,8 %.%*

2.1.2. Pruebas de microhematocrito y micro-
método. La prueba del microhematocrito (o
capilar), iniciado por Worth*® ha sido amplia-
mente aplicado en el diagndstico cualitativo
de la tripanosomiasis africana.'” Luego Freilij
y colab., la han utilizado en la busqueda de T.
cruzi*®y se ha aplicado ampliamente en el am-
bito clinico para el diagndstico de Chagas ver-
tical.’*?* Consiste en analizar 0,3 a 0,5 ml de
sangre venosa anticoagulada (habitualmente
con EDTA o heparina) (Tabla). Se cargan 6 ca-
pilares y una vez sellados por un extremo, se
centrifugan a 3000 rpm durante 40 segundos.
Se cortan los capilares en la zona entre glébu-
los blancos y plasma y se depositan las dos pri-
meras gotas desde la porcion blancos/plasma
entre porta y cubreobjetos. La lectura micros-
cdpica se realiza a 400X durante 5-10 minu-
tos por capilar. Se describio para esta prueba
una sensibilidad frente a la serologia de entre
15-82 %.82226

Para evitar el riesgo de cortar el vidrio de los
capilares y los accidentes de laboratorio, se
ha optimizado el micrométodo en microtu-
bo. Desarrollado por De Rissio y colab.,* el
mismo consiste en analizar 0,5 ml de sangre
venosa con una gota de heparina o EDTA. Uti-
lizando un microtubo de 1,5 ml, se centrifuga
1 minuto a 3000 rpm, se utiliza la micropipeta
para tomar la interfaz entre glébulos blancos y
plasmay se coloca entre porta y cubreobjetos
(al menos 4). La observacién se realiza por 20
minutos a 400X. Se describié una sensibilidad
frente al xenodiagndstico y serologia de 45 %
en nifios con infeccién vertical en el primer
afio de vida.**

2.1.3. Deteccion de T. cruzi en liquidos de



Diagnéstico de laboratorio de la infeccién humana por Trypanosoma cruzi

Rev. Hosp. Nifos (B. Aires) 2022;64(286):145-159 | 149

puncidn y biopsias. Luego del primer reporte
de encefalitis en un paciente co-infectado con
T. cruziy VIH en 1990% y con el aumento de
los trasplantes y terapias inmunosupresoras,
ha cobrado relevancia la deteccion del parasi-
to en otros tipos de muestra, para el diagnds-
tico y seguimiento de la infeccidn en pacientes
inmunodeficientes. Ademas de la parasitemia
(ver seccion 4.1), se pueden detectar parasitos
en muestras de biopsia de piel y otros tejidos,
de liquido pleural, liquido pericérdico, liqui-
do cefalorraquideo (LCR) y liquido peritoneal
(Tabla).?®32 En cuanto a los liquidos de pun-
cion, se centrifugan y se observa el sedimento
entre porta y cubreobjetos. Para detectar ni-

dos de amastigotes en las biopsias, se realiza
la observacion de cortes histoldgicos luego de
coloracidon con hematoxilina/eosina o Giem-
sa. Recientemente se describid, la deteccion
de parasitos en liquido de transporte de biop-
sias. En muestras que hayan sido conservadas
en solucion fisioldgica estéril, se centrifuga el
liquido de transporte y se observa el sedimen-
to entre porta y cubreobjetos en paralelo a la
biopsia.® No se han realizado estudios de eva-
luacién de parametros analiticos o estandari-
zacion para este tipo de pruebas. Una revision
sistematica de reportes de casos de coinfec-
cion con VIH ha descrito para el diagndstico
de lesiones a nivel del sistema nervioso central

Tabla. Requerimientos y caracteristicas de las muestras
para realizar las pruebas de laboratorio para deteccion de la infeccion por T. cruzi

micrométodo

Prueba de Tipo de .. Conservante/
. Volumen Recoleccion .
laboratorio muestra anticoagulante
Tubo seco, estéril,
Parasitemia por . sin gel separador,
P Sangre entera 10 ml Puncién venosa . 8 P
prueba de Strout ni acelerador de
la coagulacion
Parasitemia por .
P L EDTA o heparina
prueba de Sangre entera 0,3a0,5ml Puncién venosa .
. . como anticoagulante
microhematocrito
Parasitemia por .
P - EDTA o heparina
prueba de Sangre entera 0,5 ml Puncion venosa

como anticoagulante

Deteccion
microscopica
en liquidos de
puncidn biopsias

LCR u otros
liquidos
de puncidén

Tejidos

La cantidad que
se pueda obtener

Puncion u otro

medio de Tubo seco, estéril
obtencion
L Vial estéril con
Biopsia

solucidn fisioldgica

Sangre entera

Bebés: 0,5 ml

Pediatricos: 2 ml

Puncion venosa

Buffer guanidina
EDTA como
conservante ¥

de sangre entera

Adultos: 5 ml
PCR LCR por cualquier
LCR 0,3 ml medio de Tubo seco, estéril
obtencidn
L L Vial estéril con
Biopsia 25mg Biopsia solucion fisiologica
A partir de un
Serologia Suero minimo de 1 ml Puncién venosa Tubo seco, estéril

ml: mililitros, mg: miligramos, EDTA: acido etilendiaminotetraacético, LCR: liquido cefalorraquideo.
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una sensibilidad de 15 % y 78 % en muestras
de biopsia y LCR respectivamente.®

2.1.4. Conclusiones. El rendimiento de estas
pruebas ha mostrado buenos resultados en
centros de referencia, obteniendo valores de
alta sensibilidad y especificidad clinicas para el
diagndstico de Chagas vertical y agudo, sien-
do de gran utilidad en el manejo de pacientes
inmunodeficientes. Tienen la ventaja de no
necesitar un laboratorio de alta complejidad
y que el resultado puede obtenerse en menos
de una hora luego de obtenida la muestra.
Sin embargo, estas pruebas se realizan de for-
ma “casera” y algunas no han sido sometidas
a validaciones analiticas, ni clinicas en ensayos
prospectivos multicéntricos. Debido a que la
deteccion del parasito depende de la obser-
vacién de la movilidad de los tripomastigotes,
no se han podido implementar programas de
calidad externos que permitan evaluar la exac-
titud de los laboratorios que la realizan, asegu-
rar la calidad en el tiempo y realizar mejoras.?
En efecto, la sensibilidad y especificidad de es-
tas pruebas mayormente han sido evaluadas
en el contexto de centros de referencia y fuera
de los mismos se ha descrito una baja sensibi-
Iidad‘13,18,21,24,26

El rendimiento de las mismas se ve influido por
variables como la falta de calibracién de cen-
trifugas, el tiempo y velocidad de centrifuga-
cion, el tiempo de observacién del preparado,
el tiempo y temperatura en que se han conser-
vado las muestras, la calidad de los reactivos de
tincion en el caso de biopsias o la experiencia
del operador para detectar el parasito. Por lo
que, tradicionalmente se las ha denominado
pruebas “operador dependiente”, ya que la
sensibilidad clinica depende de las condicio-
nes operativas, del equipamiento disponible
y de la experiencia del personal que realiza la
observacion al microscopio. Por otro lado, las
pruebas de microhematocrito y micrométodo
fueron optimizadas para el uso de centrifuga
para tubos de microhematocrito o microtubos
que no estan disponibles en todos los centros
asistenciales. Y al utilizarse otro tipo de equi-
pamiento se introduce un error que puede
modificar el rendimiento de la prueba.
Finalmente, para detectar el movimiento de
los tripomastigotes (que depende de la viabi-
lidad) no se deben conservar las muestras, por
lo que no se puede planificar el procesamien-

to, de manera de organizar la sistematica ru-
tinaria del laboratorio. Esto junto a la elevada
cantidad de tiempo del operador que insumen
las pruebas, determina un alto costo en térmi-
nos de recursos humanos.

2.2. Deteccion mediante amplificacién de T. cruzi.

Dada la baja sensibilidad de los métodos mi-
croscopicos, se han optimizado métodos pa-
rasitoldgicos de amplificacidn, y posterior
deteccidn que son el estandar de referencia
en la etapa aguda de la infeccidn. Estos han
mostrado mayor sensibilidad,3*> y pueden
también utilizarse para intentar demostrar la
presencia del parasito en la fase crénica. Las
pruebas basadas en la amplificacion de se-
cuencias especificas de ADN de T. cruzi, como
por ejemplo, PCR, han sido ampliamente uti-
lizadas en trabajos de investigacion y tienden
a incluirse en la rutina de los laboratorios cli-
niCOS.26’36’37

2.2.1. Métodos parasitoldgicos. Para el diag-
ndstico de la infeccidon aguda por T. cruzi o
bien para el aislamiento de parasitos de mues-
tras de pacientes cronicos; se utilizaban mé-
todos de amplificacién en hemocultivo, por
inoculacidn en ratones o en triatominos (xe-
nodiagnostico). Estos métodos tienen la des-
ventaja de requerir vectores o animales de
laboratorio, medios de cultivo que deben pre-
pararse en el laboratorio, personal entrenado,
tiempos largos de incubacién o de desarrollo
del ciclo del parasito en el vector en el hemo-
cultivo o xenodiagndstico, respectivamente
(2 meses), cabinas de seguridad bioldgica, in-
sectario, aves para alimentar a los triatominos,
bioterio etc. Actualmente no se realizan en la
practica clinica y son utilizados solo con fines
de investigacion, por lo que no seran descritos
en este articulo.

2.2.2. Métodos moleculares. Las pruebas de
amplificacidn de acidos nucleicos comenza-
ron a evaluarse para su uso en el diagndstico
de la infeccion humana por T. cruzi con el ad-
venimiento de la reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR) a partir de 1991.% Esta primera
técnica (actualmente llamada PCR de punto
final) fue utilizada mayormente en trabajos
de investigacion y ensayos clinicos. Su uso se
ha ampliado al dmbito clinico de diagnostico
luego de la estandarizacidn de las pruebas de
PCR en tiempo real (PCRq) realizadas en el afio
2012 con apoyo de la Organizacién Mundial de
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la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana
de la Salud (OPS).** Por otro lado, a partir del
2010, se han desarrollado nuevas pruebas de
amplificacion de ADN/ARN llamadas isotérmi-
cas. Se han reportado para Chagas, dos tipos
de pruebas isotérmicas, la amplificacion isotér-
mica mediada por asas (LAMP) y la amplifica-
cion de la polimerasa de recombinasa (RPA) y
solo la primera ha sido propuesta para el diag-
nostico de la infeccién humana por T. cruzi.***
Por esto, se describiran en los siguientes apar-
tados las pruebas de PCRq y LAMP.

2.2.2.1. Reaccion en cadena de la polimera-
sa: PCR. La PCRq ha sido utilizada en gran can-
tidad de trabajos de investigacion y ensayos
clinicos para el diagndstico de la infeccion con
resultados promisorios.

Dos pruebas caseras fueron validadas segun
normas de diagnostico del Clinical And Labo-
ratory Standards Institute (CLSI)*** para la
deteccion de ADN del pardsito, en muestras
clinicas. En base a estos resultados y a aque-
llos obtenidos en un estudio multicéntrico pro-

movido por la OMSy la OPS, se recomienda la
utilizacion de las pruebas que amplifican se-
cuencias satélites del ADN nuclear (ADNSat)
y del ADNk* (Figura 3A). Se toman 0,5 a 5 ml
de sangre periférica en un buffer conservante
(preparado con cloruro de guanidina y EDTA)
(Tabla). Se extrae el ADN y luego se realiza
la amplificacidn por PCRq utilizando sondas
Tagman® cuya fluorescencia se lee en tiempo
real y se analiza con un software del mismo
equipo (Figura 3B). Para detectar resultados
falsos negativos por inhibicion o pérdida de
la muestra durante el procesamiento, es ne-
cesario un control interno de amplificacion.
Para PCRq de Chagas se han utilizado dos, lla-
mados IAC o RNAasaP, y deben dar sefial de
amplificacién en todos los pocillos para vali-
dar el resultado (Figura 3B).**% Utilizando san-
gre periférica, se describid una sensibilidad de
84,2 a 100 % para el diagndstico de Chagas
vertical.?** Se recomienda su uso en reactiva-
ciones en el contexto de la inmunosupresion
y seguimiento post tratamiento.

Figura 3. Pruebas de amplificacidn de 4cidos nucleicos para diagndstico de infeccion por T. cruzi mediante PCR
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A) Blancos moleculares utilizados en las reacciones de amplificacion de ADN.

B) y C) Visualizacion de resultados de laboratorio de las pruebas de PCRq y LAMP, respectivamente.

T.c (+) amplificacion de ADN de T. cruzi detectable; T.c (-) amplificacién de ADN de T. cruzi no detectable;
Cl (+) control interno de amplificacion de la reaccion detectable.
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En los dltimos afios, al menos 8 pruebas co-
merciales de PCRq han sido desarrolladas, pe-
ro alin no existen estudios comparativos que
permitan evaluar su calidad y rendimiento. En
2021, se publicé un estudio multicéntrico, en
el cual se evalud el rendimiento diagndstico
del prototipo de uno de estos kits comercia-
les, que amplifica ADNSat. En el mismo, se ob-
tuvieron valores aceptables de sensibilidad y
especificidad para el diagndstico de infeccion
vertical.¥

2.2.2.2. Amplificacidn isotérmica mediada
por bucle: LAMP. Las pruebas isotérmicas, a
diferencia de las de PCR, no requieren equi-
pamiento que realice ciclos de cambios de
temperatura durante la reaccion (termocicla-
dores), ni lectores de fluorescencia, ni soft-
ware para analisis de datos ya que se realiza
una lectura a simple vista del resultado (cam-
bio de color) (Figura 3C). Esto implica menor
requerimiento de equipamiento. Luego de la
primera descripcion de la utilizacién de esta
prueba para la deteccidn de T. cruzi en heces
de insectos vectores, distintos grupos de in-
vestigacion han optimizado pruebas de diag-
nodstico LAMP para la deteccion de ADN de T.
cruzi.*® Un total de tres pruebas fueron repor-
tadas para deteccion de T. cruzi en humanos.
Dos pruebas caseras fueron validadas analiti-
camente**?y una de ellas ha sido evaluada en
un estudio prospectivo para su uso en el diag-
nostico de Chagas vertical con un rendimiento
similar al de la prueba del microhematocrito.?
Por otro lado, ha sido evaluado el rendimien-
to de un prototipo de kit comercial (Loopamp
T. cruzi detection kit) con paneles de muestras
humanas.**” Sin embargo, al momento, no se
encuentra disponible comercialmente.

2.2.3. Conclusiones. Si bien la OPS no ha in-
cluido las pruebas de PCRq en el diagndstico
de Chagas, su uso ha sido incluido en guias
de atencidn de pacientes de Chile y Panama.
En 2022, se realizd en Argentina la recomen-
dacion de utilizar PCRq como alternativa al
método parasitoldgico en el algoritmo de diag-
nostico de Chagas vertical. Entre los diferentes
estudios realizados entre 2010 y 2021 se ana-
lizaron alrededor de 1500 bebés en diferentes
centros, ubicados en distintas zonas geografi-
cas de Argentina. Se obtuvo una sensibilidad
promedio de 93,2 % y especificidad promedio
de 99,4 %.%8

Estas pruebas, han mostrado mayor sensibili-
dad clinica con respecto a la microscopia para
el diagndstico de Chagas vertical y son Utiles
en el manejo de pacientes inmunodeprimi-
dos. Ademas, permiten la automatizacion, la
conservacion de las muestras para procesar
organizando la rutina del laboratorio y pue-
den planificarse controles de calidad internos y
externos que permitan la mejora continua. En
cuanto a las pruebas de LAMP, la ventaja des-
crita de estas pruebas es que requieren menor
equipamiento que la PCRq.

Sin embargo, los insumos de las pruebas de
amplificacion molecular son costosas y en
aquellas zonas donde no hay capacidad insta-
lada para realizar PCRg/LAMP deben derivar-
se las muestras lo que significa elevar su costo
y un mayor tiempo entre la toma de mues-
tra y entrega de resultados con respecto a las
pruebas microscopicas. Por otro lado, para las
pruebas LAMP, si bien existen varios reportes
de su uso para la deteccién de T. cruzi, hasta
el momento éstas no han sido validadas clini-
camente en estudios prospectivos de cohorte
por lo que no han sido recomendadas para el
diagnostico de la infeccion aguda. Un estudio
prospectivo que utiliza una prueba casera de
LAMP para el diagndstico de Chagas vertical
describié una menor sensibilidad que la obser-
vada para PCRq. Sin embargo, ambas pruebas
estaban dirigidas a diferentes blancos del pa-
rasito (ADN ribosomal 18S y ADNSat, respec-
tivamente) lo que puede haberse reflejado en
la diferencia de sensibilidad observada.?

3. Serodiagnostico de infeccion por T. cruzi
3.1. Diagnéstico serolagico de infeccion cronica

Las pruebas seroldgicas, permiten detectar
anticuerpos IgG especificos anti-T. cruzi circu-
lantes. Son utilizadas en el diagnostico de labo-
ratorio durante la fase crénica de la infeccion,
la cual se caracteriza por presentar parasite-
mias bajas e intermitentes® (Figura 2).

Las primeras pruebas seroldgicas a las que
usualmente hoy se llama “convencionales”
se basan en lisados o fracciones de antigenos
semi purificados de epimastigotes de T. cruzi
obtenidos mediante cultivo. La aparicion de
resultados no concluyentes, falsos negativos y
falsos positivos ha sido un problema persisten-
temente reportado para las pruebas conven-
cionales, y no existe un estandar de referencia
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(o “prueba de oro”) universalmente acepta-
da para la confirmacidn de los resultados. La
prueba seroldgica Unica ideal, con un 100 %
de especificidad y un 100 % de sensibilidad, es
poco probable que se consiga; sin embargo,
es posible diagnosticar la mayoria de los casos
utilizando dos pruebas seroldgicas (ver seccion
3.3). Por lo que se recomienda actualmente
una combinacidén de al menos dos pruebas,
una de alta especificidad y una de alta sensibi-
lidad, como “estandar diagnostico”.%°

Los métodos indirectos que presentan ma-
yor especificidad y, por lo tanto, han sido
propuestos como pruebas confirmatorias
son radioinmunoprecipitacion (RIPA), inmu-
nofluorescencia indirecta (IFl) y Western blot
(WB),*+2 sin embargo son de dificil acceso pa-
ra el diagndstico clinico. En efecto, RIPA sélo
esta disponible en Estados Unidos y WB sélo
disponible de forma comercial en Europa por
lo que no se describiran en este articulo.

3.2. Antigenos de T. cruzi utilizados para sero-

diagnéstico: lisado y antigenos recombinan-
tes. Los antigenos utilizados para la deteccion
de anticuerpos pueden ser de célula entera,
antigeno crudo de extracto celular o fraccio-
nes purificadas, antigenos recombinantes y
péptidos sintéticos.**>*>¢ Las pruebas basadas
en antigenos recombinantes pueden ser aso-
ciados a proteinas de superficie, antigenos ci-
toplasmaticos y/o flagelares. Sin embargo, no
todos los hospedadores producen anticuerpos
frente a estos antigenos, por lo que el uso de
varios antigenos recombinantes, idealmente
que representen diferentes estadios del pa-
rasito, podrian aumentar la sensibilidad de
deteccidn de anticuerpos.>” Ademas existen
reportes de que la respuesta inmune varia
geograficamente, esto podria impactar en la
capacidad de las pruebas para detectar anti-
cuerpos, es por esto que cada zona geografica
deberia realizar un analisis de aptitud de los
mismos antes de implementarlos como prue-
bas diagndsticas.*>457:%8

3.3. Evaluacion del rendimiento de las pruebas

seroldgicas para el diagndstico de la infeccién
por T. cruzi (1986-2009). En los afios ochenta
se realiz6 un estudio de estandarizacidn del
diagndstico seroldgico de la infeccidn, en el
que se observd una baja sensibilidad de las
técnicas seroldgicas evaluadas (Enzimoinmu-
noensayo (ELISA), hemoaglutinacién indirecta

(HAI) e inmunofluorescencia indirecta (IF1).5
Es por esto, que la OPS recomendd que pa-
ra el diagndstico se utilicen dos técnicas de
antigenos diferentes realizadas en paralelo.*!
Ademads, se observaron diferencias en la sen-
sibilidad entre las pruebas con diferente prin-
cipio que emplean antigenos similares. Estas
diferencias se deberian principalmente a facto-
res propios de la técnica que interfieren o am-
plifican el mecanismo de la sefial que expresa
la unién antigeno-anticuerpo.> Por otro lado,
otros factores como las diferencias regionales
en la antigenicidad del pardsito debido a las
diferentes UDTs, podrian influir en los para-
metros diagndsticos de las pruebas y han sido
sugeridas como una explicacion al rendimien-
to limitado de las mismas en América Central y
del Norte.**”%8 Debido a que los resultados de
las pruebas seroldgicas no son generalizables a
otras zonas geograficas y a la potencial varia-
bilidad del desempefio de las pruebas con di-
ferentes principios, la evidencia cientifica que
se encuentra disponible no es suficiente para
realizar cambios en el algoritmo de diagndsti-
co actual. Por lo que, tanto las recomendacio-
nes nacionales como las de OPS, indican que el
diagnostico de la infeccidn debe ser realizado
a través del estandar diagnostico.5® El mismo
considera infectada a una persona que tenga
dos resultados reactivos, de pruebas de dife-
rentes principios y antigenos, entre las duplas
seroldgicas: ELISA-HAI; ELISA-IFI; HAI-IFI. Las
pruebas deben ser realizadas en paralelo y en
caso de que solo una resulte reactiva, se agre-
ga una tercera que no haya sido utilizada en el
primer procesamiento. Ademas, la prueba de
HAI debe realizarse en diluciones seriadas, pa-
ra descartar falsos negativos por el efecto de
prozona. Los informes de resultados deben in-
cluir el valor de densidad optica o relacion de
positividad, en caso de ELISA o electroquimio-
luminiscencia (ECLIA); y el titulo o la dilucién,
en caso de HAI o IFl. Esto permite identificar
los resultados que se encuentran cercanos al
valor de corte que en nuestra experiencia po-
drian ser falsos positivos en caso de embaraza-
das, o personas que presenten enfermedades
autoinmunes.

3.4. Pruebas seroldgicas en el laboratorio clinico.

Para realizar las dos o tres pruebas requeri-
das para el estandar diagndstico, se requie-
re un minimo de aproximadamente 150 pL
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de suero (que se puede obtener a partir de 1
ml de sangre periférica en tubo seco) (Tabla).
Si bien este volumen depende de las pruebas
utilizadas, generalmente se requieren entre
5y 100 pL por determinacion. Las pruebas
que se realizan en equipos automatizados re-
quieren un mayor volumen de muestra (hasta
1 ml de suero).

3.4.1. Hemaglutinacion Indirecta: HAI. Los
anticuerpos presentes en el suero del pacien-
te se detectan por la formacién de una red
producto de la interaccion de estos con los
antigenos del parasito, los que se unen previa-
mente a la membrana sensibilizada del glébu-
lo rojo. Esta red se visualiza como un “manto”
en el fondo del pocillo donde se realiza la reac-
cion (Figura 2). Se considera al suero reactivo
para la infeccién por T. cruzi cuando el “man-
to” cubre mas del 50 % del fondo del pocillo.
En caso de no estar presentes los anticuerpos
en el suero del paciente, los glébulos rojos
sensibilizados, sedimentan en el fondo del po-
cillo, formando un “botén” que cubre menos
del 50 % (Figura 2).

Tiene la ventaja de ser una prueba econdmica
y sencilla de implementar en laboratorios, de-
bido a que no requiere equipamiento para la
lectura de los resultados que se realiza a sim-
ple vista (Figura 2).

3.4.2. Inmunofluorescencia indirecta: IFI.
Utiliza el principio de interaccidn primaria
antigeno-anticuerpo. Epimastigotes de culti-
vo son fijados a un portaobjetos (antigeno) y
se incuban con la muestra de suero (anticuer-
pos). Luego de lavar, se incuba con un anti-
cuerpo secundario anti-lgG humana marcado
con fluoresceina, que reconoce el complejo
antigeno-anticuerpo y se observa el prepa-
rado al microscopio de fluorescencia. Los vi-
drios con antigenos fijados estan disponibles
comercialmente. Se considera un resulta-
do reactivo si se observa fluorescencia en la
membrana del parasito resaltando por sobre
la del citoplasma (Figura 2). Entre las pruebas
de mayor especificidad, es la mas factible de
ser implementada, por su bajo costo y com-
plejidad. Si bien se utiliza en un gran nimero
de laboratorios de Argentina y Latinoamérica,
presenta desventajas: se necesita un micros-
copio de fluorescencia y personal entrenado
en la visualizacion del resultado para evitar el
riesgo de lecturas erroneas (que generen fal-

s0s positivos), por interpretar reactividad de
la muestra al observarse fluorescencia solo en
el citoplasma del parasito.

3.4.3. Enzimoinmunoensayo: ELISA. Las prue-
bas comerciales de ELISA son utilizadas de
rutina en los laboratorios clinicos para el diag-
nostico de diversas infecciones, por lo que es
una prueba que ha sido muy utilizada también
para infeccidn por T. cruzi. Consiste en la incu-
bacidn del suero del paciente en placas de fon-
do plano donde previamente se han fijado los
antigenos (ver seccién 3.2). Luego de lavar, se
incuba con un anticuerpo secundario anti IgG
humana marcado con una enzima. Por ultimo,
se agrega una molécula sustrato de la enzima
que, al cambiar su conformacion molecular,
cambia de color (en casos positivos) (Figura 2).
Las placas con antigenos fijados estan disponi-
bles comercialmente. Aunque la lectura de los
resultados puede realizarse a simple vista se
recomienda realizar la lectura de la densidad
Optica o relacion de positividad utilizando un
espectrofotdmetro para diferenciar con preci-
sion en aquellas muestras con valores de ab-
sorbancia cercanas al valor de corte.

Ademas de su utilidad como una de las prue-
bas dentro de la dupla seroldgica para el es-
tandar diagndstico de la infeccion crénica, a
fines de la década del 2000, se realizd un es-
tudio en el cual se evaluaron las diferentes
pruebas seroldgicas de ELISA comerciales pa-
ra el control seroldgico de donantes de sangre.
A partir de estos resultados, y dada la elevada
sensibilidad observada para estas pruebas de
ELISA, actualmente se recomienda su uso en
bancos de sangre.®* Esto no comprende la
confirmacidn del diagndstico, sino que se trata
de un método de pesquisa para exclusion de
posibles donantes positivos.

3.4.4. Electroquimioluminiscencia y quimio-
luminiscencia: ECLIA y CLIA. En los Gltimos
afos, se han desarrollado técnicas de ECLIA y
CLIA para deteccidn de T. cruzi que se realizan
mediante equipos automatizados. Consiste
en la utilizacién de antigenos recombinan-
tes solubles marcados con una molécula qui-
mioluminiscente y biotina, la que se une a
estreptavidina. Esto permite a los complejos
antigeno-anticuerpo formados, en caso de
suero positivo, ser capturados por el elec-
trodo. Al ser excitada la molécula quimiolu-
miniscente emite una sefial luminosa que es
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captada por un fotomultiplicador. Esta tecno-
logia tiene la capacidad de procesamiento de
un elevado numero de muestras en un perio-
do de tiempo menor que las técnicas manua-
les. La mayor sensibilidad para ECLIA y CLIA,
con respecto a las pruebas de ELISA, podria
deberse a que utilizan, ademas de una sefal
quimioluminiscente o luminiscente, una am-
plia diversidad de proteinas recombinantes las
cuales representan los tres estadios morfold-
gicos y diversidad genética del parasito.**

3.4.5. Pruebas Inmunocromatograficas. Tam-
bién conocidas como inmunoensayos de flujo
lateral o pruebas rapidas de deteccién, permi-
ten obtener el resultado en 30 minutos o me-
nos. Consisten en antigenos especificos fijados
en una membrana de nitrocelulosa. Contiene
un parche impregnado con anticuerpos anti IgG
humana conjugados con oro coloidal en el poci-
llo donde se coloca la muestra. Una vez agrega-
da la muestra, el complejo anticuerpo-anti IgG
humana conjugado difunde (flujo lateral) a tra-
vés de la membrana de nitrocelulosa. En caso
de haber anticuerpos especificos contra los an-
tigenos fijados, se unen posteriormente al an-
tigeno, desarrollandose una linea de color rojo
que se observa a simple vista. Este tipo de prue-
bas tienen las ventajas de no necesitar equipa-
miento, no requerir refrigeracion, que se puede

obtener un resultado en minutos y realizar en
el mismo sitio donde se realiza la atencion, sin
necesidad de derivar una muestra de sangre
al laboratorio. Sin embargo, en regiones muy
calurosas, se deben observar las indicaciones
del fabricante con respeto a las temperaturas
maximas de conservacién y almacenamien-
to. En Argentina, existen 6 pruebas de este ti-
po aprobadas para su uso y comercializacion.
Dos de las cuales se han evaluado en terreno,
y se obtuvieron valores de precision diagnds-
tica aceptables, por lo que la OPS las ha reco-
mendado como métodos de pesquisa. Hasta el
momento, no hay recomendaciones sobre su
uso para diagndstico por lo cual los resultados
positivos obtenidos durante la pesquisa deben
confirmarse con el estandar diagndstico (dupla
seroldgica) en el laboratorio.5%

4. Eluso de las pruebas de diagndstico en los
diferentes escenarios clinicos

4.1. Diagnéstico de infeccion por T. cruzi en fase

aguda.

4.1.1 Sospecha de infeccion aguda por con-
tacto con el vector: se recomienda realizar mi-
croscopia previa concentracion o PCRq y estandar
diagndstico una vez por mes durante los primeros
cuatro meses y a los 6 meses de haberse produci-
do el contacto con la fuente de infeccion (Figura

Figura 4. Esquema de utilizacion de pruebas de diagndstico en pacientes con sospecha de infeccion por T. cruzi
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*Estandar diagnostico: consiste en realizar dos pruebas seroldgicas de principios diferentes.

PCRq: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; m: edad en meses; LCR: liquido cefalorraquideo.
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4). En caso de resultar positiva la serologia inicial,

considerar infeccion previa.

4.1.2 Sospecha de infeccidn aguda por reci-
bir 6rgano de donante infectado: se recomienda
realizar microscopia previa concentracion y PCRq
con la frecuencia descrita en el siguiente esquema
postrasplante® (Figura 4):

¢ Desde el dia cero hasta el 60: semanal.

e Desde el dia 61y hasta el mes 6: quincenal.

¢ Luego del mes 6y hasta el afio: mensual.

4.1.3 Sospecha de infeccion vertical: En los
nifios menores de 10 meses realizar microscopia
previa concentracién o PCRq y, en caso de ser ne-
gativas, serologia luego de los 10 meses de vida
(Figura 4).

4.2. Diagnadstico infeccion por T. cruzi en fase cro-
nica. Se recomienda realizar blsqueda de anti-
cuerpos por estandar diagndstico (ver seccion
3.3) (Figura 4).

4.3. Diagnadstico de reactivacion de la infeccion T.
cruzi en personas con infeccidén cronica
4.3.1. Seguimiento por posible reactivacion

en pacientes que cursan infeccion crénica e in-

gresan en estado de inmunosupresion por tras-
plante de érganos, quimioterapia. Se recomienda
realizar: microscopia previa concentracién y PCRq
cuantitativa para informar carga parasitaria, con la
frecuencia descrita en el siguiente esquema pos-

trasplante® (Figura 4):

* Desde el dia cero hasta el 60: semanal.

¢ Desde el dia 61y hasta el mes 6: quincenal.

¢ Luego del mes 6 y hasta el afio: mensual.

En caso de no tener disponibilidad de PCRq se
realiza el seguimiento por microscopia.

4.3.2. Lesion ocupante de encéfalo compa-
tible con chagoma cerebral. La muestra de elec-
cion por su accesibilidad y rapido procesamiento
es la sangre periférica. Se recomienda realizar mi-
croscopia previa concentracion y PCRq. En caso
de obtener muestra de LCR o biopsia cerebral se
recomienda microscopia y PCRq. Para las biopsias
se recomienda analizar la muestra y el liquido de
transporte (Figura 4).

En caso de no tener disponibilidad de PCRq se
realiza el seguimiento por microscopia.

En los pacientes trasplantados todas las
muestras de tejido disponibles, incluidas las biop-
sias endomiocardicas de protocolo, deben ser
evaluadas para detectar la presencia de nidos de
amastigotes.®

5. Perspectivas

En los ultimos 50 afios se han producido gran-
des avances en la tecnologia de diagndstico del
laboratorio clinico que orientan la toma de deci-
siones clinicas de alta calidad, seguras y eficaces
tales como el diagndstico molecular, el desarrollo
de antigenos recombinantes, la automatizacion de
los andlisis seroldgicos y la utilizacion de pruebas
de diagndstico rapido en los puntos de atencion.
Sin embargo, debido a que es escasa la inver-
sion en desarrollo, evaluacion del rendimiento y
calidad de las pruebas de diagndstico de enfer-
medades transmitidas por vectores y otras en-
fermedades que afectan poblaciones vulneradas,
no han mejorado el acceso al diagnéstico de la in-
feccion por T. cruzi. En efecto, se estima que dos
terceras partes de las personas con Chagas viven
actualmente en zonas urbanas y que solo el 10 %,
a nivel mundial lo saben.>'*%* Las pruebas de PCR
se implementaron rapidamente para el diagndsti-
co de COVID-19. Sin embargo, si bien se utilizaron
en trabajos de investigacion para el diagndstico
de Chagas vertical desde 1998, recién en 2022 co-
mienzan a ser implementadas en los laboratorios
clinicos e incluida en normas de diagndstico en Ar-
gentina. Con las pruebas diagndsticas disponibles
actualmente y el avance en las evaluaciones de la
calidad y las validaciones de nuevas tecnologias
realizadas en los ultimos afios, es posible imple-
mentar un diagndstico de calidad para detectar
a tiempo la infeccion por T. cruzi, tanto en labo-
ratorios con recursos limitados como en aquellos
centros de alta complejidad que diariamente ana-
lizan un gran ndmero de muestras.® Las claves
para lograr los objetivos de desarrollo sostenible
planteados por los organismos internacionales son
la concientizacidn de la poblacion, la motivacion y
capacitacion del personal sanitario y el compromi-
so politico a todos los niveles.
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