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Resumen

La Tripanosomiasis americana o mejor conocida como Enfermedad de Chagas es una
patologia generada por un pardsito hemoflagelado que de forma obligada, se encuentra
dentro de sus hospedadores triatominos (mejor conocido como vinchuca, en Argentina)
y mamiferos, como el ser humano, denominado Trypanosoma cruzi en honor al maestro
de su descubridor, el Dr. Oswaldo Cruz.! Su forma de transmisién principal, a partir de
la cual se describe su ciclo de vida, es la vectorial como consecuencia de la materia fecal
infectada de su vector, pero no es la tnica. También puede transmitirse de forma vertical
(siendo ésta la de mayor prevalencia en la actualidad provocando 10 veces mds casos de
infeccion!?), transfusion de sangre infectada, trasplante de 6rganos, ingesta de pardsitos
o accidente de laboratorio.

En nuestro pafs, la enfermedad es endémica y dependiendo del control del vector, fueron
clasificadas las provincias segtin los niveles de riesgo. Existen mds de un millén y medio
de personas infectadas y mas de 7 millones expuestas, presentandose un 70% como
portadores asintomdticos generando 1.400 nacimientos de nifios infectados por afio. Las
dos principales leyes que rigen en Argentina son la 26.281*y 26.279 donde se expresa el
control de la transmisién y la obligatoriedad del diagndstico en mujeres embarazadas y
sus hijos.

Debido a que se trata de una enfermedad desatendida, con tratamiento efectivo que
provoca la disminucién de los titulos e incluso su cura y a que las patologias que genera
en el 30% de los pacientes’, el diagndstico oportuno con metodologias sensibles y
especificas es de gran necesidad. Por este motivo, el objetivo del presente trabajo fue de
verificar los parametros de validez de las técnicas diagnosticas del HEC, siendo éstas la
ICT y el CMIA frente al método de confirmacion, la IFI y asi determinar la frecuencia de
chagas reactivo de todas las muestras derivadas y remitidas por el hospital.

Fueron procesadas 178 muestras por medio de las tres técnicas mencionadas, arrojando
que el 5,06% dieron resultado reactivo, de las cuales el 77,78% pertenecia a pacientes
femeninas y el 85,71% son oriundas de la localidad de Florencio Varela y una de ellas se
encontraba embarazada. Finalmente, la sensibilidad del CMIA fue de 73,33% mayor que
el de la ICT con 66,67% y la especificidad fue mayor en la ICT con 99,39% frente a
98,16% del CMIA. Valores que no fueron concordantes con los enunciados por el

fabricante.
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Introduccion e Importancia del Tema

1. Marco teodrico

Hace mas de 100 afios el Dr. Carlos Ribeiro Justiniano Das Chagas descubri6 al agente
causal de la enfermedad que lleva su apellido durante el estudio del paludismo en
Lassance, Brasil. Interesado en insectos hemat6fagos, hallé en el tubo digestivo de
barbeiros (nombre con el que se conoce a los triatominos en dicho pais) un pardsito
denominado y actualmente conocido como Trypanosoma cruzi (T. cruzi) en honor a su
maestro, el Dr. Oswaldo Cruz. (CONICET, 2015)!

En nuestro pais, el Dr. Salvador Mazza fue quien a partir de 1926 retomd las
investigaciones y revalorizé los trabajos cientificos del Dr. Chagas demostrando la
existencia de enfermos con la conocida Tripanosomiasis americana mediante el hallazgo
de T. cruzi en muestras sanguineas. (Belaunzaran, 2015)? El hecho de ser conocida como
“americana” radica en el origen de la afeccion, ya que es endémica en 21 paises de las
Américas (Ver imagen 1) donde se estima una incidencia anual entre 28.000 y 30.000
casos vectoriales, mas 8.000 casos por transmision congénita, afectando un total de 6
millones de personas y teniendo en cuenta que 70 millones de personas se encuentran en
riesgo de contraer la enfermedad de las cuales, entre el 20% y 30% desarrollan lesiones
ya sean cardiacas o digestivas como consecuencia de la afeccién. (OPS, 2018)?

La magnitud de las cifras alerta, pero se debe tener en cuenta que las mismas no reflejan
las dimensiones del problema ya que por un lado, se encuentran subestimadas por la falta
de recopilacidn, integracion y actualizacion de los datos y por otro lado, no se trata
solamente de la forma de adquisicion de la enfermedad y sus consecuencias, sino también,
del acceso al sistema de atencion médica, que el mismo posea las herramientas
diagndsticas necesarias, de la educacion y concientizacién de la poblacion, de las politicas
regionales, del cumplimiento de las medidas de prevencion en el total de las viviendas
afectadas, etc. Es decir, es una enfermedad compleja en lo que respecta a la salud
socioambiental en la que se deben tener en cuenta tanto aspectos biomédicos (el parésito,
el insecto que lo transmite, sus otras formas de transmision, manifestaciones, diagndstico
y tratamiento), epidemioldgicos (prevalencia, incidencia, distribucién, entre otros),
socioculturales y politicos (gestion en el &mbito sanitario, educativo y legislativo).

Esta patologia “olvidada”, “naturalizada” por la poblacién que se encuentra en las zonas

de riesgo y caracterizada muchas veces de forma discriminatoria, genera que en nuestro
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pais exista mds de un millén y medio de personas infectadas que representa a 4 de cada
100 habitantes, mds de 7 millones expuestas, que 3 de cada 10 personas infectadas
manifiesten la enfermedad mientras que el resto permanecen como portadores
asintomaticos y respecto a embarazadas se estim6 en 2010 que al menos 5 de cada 100

mujeres son portadoras, generando 1.400 nacimientos por afio de nifios y nifas

infectados/as.!

Enfermedad de Chagas

[ uimites de pais
Transmisién por el principal vector

Septiembre 2014

-mmmmmuumm
vecional no es una meta

mne-m donde la lransmision por el vector priscipal no =

L= = e—
ha sido inlerrumpida 0 290500 1000 13500 2000
Area donde la tnsmisidn por el vector pincipal esta sercana Satema oe Crartensder GOS WGH 1084
» laintermepcdn Datum: WGS 1984
Unis.
Area donde la transmisidn por el vector pincipol estd ——
nierrumpda Fuenie de Datos.
Area donce el pincpal vecter ha sido eliminado WREPEPRIOIE ... -
Bl Aren no encémiza sin evidercia de transmision vectosal -
Areas no paricipanies PAMOCHAIR

Imagen 1: Mapa de transmisidn vectorial de la enfermedad de Chagas (2014)

Fuente: https://www.paho.org/es/node/49722
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En Argentina, la enfermedad es endémica, pero en las provincias los riesgos de contraer
la patologia por via vectorial se encuentran en diferentes niveles de riesgo. Como se puede
observar en la Imagen 1, las provincias donde la transmisién por el vector no ha sido
interrumpida son Salta, Catamarca, Tucumén, Formosa, Chaco, Corrientes, Cordoba,
Mendoza y San Juan, las cuales se consideran de alto riesgo; las provincias donde la
transmision por el vector se encuentra cercana a la interrupcién son La rioja y Santiago
del Estero, las cuales se consideran de mediano riesgo; las provincias donde la
transmision por el vector se encuentra interrumpida son Jujuy, Santa Fe, Entre Rios, San
Luis, La Pampa y Rio Negro siendo consideradas de bajo riesgo; y finalmente, aquellas
provincias donde no hay evidencia de transmisién vectorial son las consideradas sin
riesgo, siendo Buenos Aires, Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego.

Estos niveles de riesgo se lograron gracias a que a lo largo de la historia de nuestro pais
se fueron desarrollando Leyes, Decretos y Resoluciones respecto al diagndstico,
tratamiento y prevencion de la enfermedad de Chagas (Ver imagen 2). Las dos Leyes
fundamentales en la actualidad son la 26.281 y 26.279 sancionadas en 2007. La primera
mencionada, derogé la 22.360 donde, entre otras cosas, se emitia obligatoriedad del
andlisis de Chagas en los exdmenes de ingreso laboral, lo cual provocaba amplia
discriminacion y a partir de 2007 y reafirmandose en 2010 con la Resolucion Nro. 37/10
de la Superintendencia de Riesgos de Trabajo establece que queda excluida de los
exdmenes preocupacionales los estudios para su diagnéstico.

En la Ley 26.281 ademds, se expresa un listado de normas que deben ser aplicables en
todo el pais para “...desarrollar intervenciones que permitan dar respuestas preventivas
y de tratamiento de indole ambiental, laboral, sanitaria, educativay de vivienda y hdbitat
saludable... ”(Poder Legislativo Nacional (P.L.N), 2007)* ademds de la obligatoriedad
del diagndéstico tanto en todas las mujeres embarazadas como sus hijos menores de 14
aflos en caso de encontrarse infectadas, asi como también los controles serologicos en
donantes y receptores de 6rganos.

Por otro lado, en la Ley 26.279 se establece la obligacién de la incorporacién como
prestaciones, a las necesarias para el diagndstico de todo nifio recién nacido de
fenilcetonuria (FCU), hipotiroidismo neonatal (HC), fibrosis quistica (FQ), galactosemia
(G), hiperplasia suprarrenal congénita (HSC), deficiencia de biotinidasa (BTD),
retinopatia del prematuro (ROP), chagas y sifilis.
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Ley 22.360 Resolucién 426
Prevencidn y lucha Resolucién 523 Constimcion de la
de interés nacional. Nornmas para el Comisién Nacional

Prioritario en la diagndéstico de la de Prevencién y

politica sanitaria. infeccién chagésica. Control de Chagas.

1980

Ley 1.890 (CABA) Ley 13.005 /

Prevencién y promocion de Decreto 1.688
la salud, atencién y Resolucién 1.870 Bs.As. — Examen
asistencia integral del/la Guias para la serolégico obligatorio a
paciente chagésico/a y la Atencién al toda mujer embarazada.
investigacién cientifica ~ Paciente Infectado / Proteccién fetal
vinculada a la enfermedad. con T. Cruzi. chagasica.

Resolucién 37

Ley 26.281 Ley 26.279 Superintendencia de
Prevencién y control Ley de deteccidn y riesgos del trabajo.
de todas las formmas de  tratamiento de la FCU,

transmision de la HC, FQ, G, HSC, Resolucion 867
enfermedad de BTD, ROP, Chagas v Plan Nacional de

Chagas. Sifilis en el neonato. Chagas 2011-2016

2010 /2012

Ley 26945/
Resolucidn 1.458-E Resolucidén 1.337
Proyecto de Ley 14.643 (Bs. As.)  Dia Nacional por una
Fortalecimiento de la Prevencién y Control  Argentina sin Chagas /
interrupcion de la del Mal de Chagas.  Pautas para la atencion
Transmisién Adhesién a la ley del paciente infectado

Vectorial. 20281. con T. Cruzi.

Imagen 2: Linea de tiempo de Leyes, Resoluciones y Decretos a nivel Nacional, de
CABA y la Provincia de Buenos Aires.

Fuente de informacidn: http://www legisalud.cov.ar/atlas/categsorias/chagas. html

2. El parasito y su transmision

Como ya se ha mencionado, la Enfermedad de Chagas es una patologia producida por el
Trypanosoma cruzi, un parasito protozoario hemoflagelado que pertenece a la familia
Trypanosomatidae. Este microorganismo de forma obligada, se encuentra dentro de sus

hospedadores que son los insectos triatominos y los mamiferos, incluido el ser humano,
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a partir de los cuales genera su ciclo biolégico (Ver imagen 3)°. Comenzando el ciclo a
partir del insecto triatomino, luego de alimentarse con sangre infectada con 7. cruzi en su
forma trypomastigota, al llegar al estomago se diferencian en epimastigotes,
caracterizados por un cinetoplasto cerca y anterior al nicleo y una membrana levemente
ondulante, donde se multiplican infectando al vector (Ver imagen 4). En el intestino
posterior, el pardsito cambia de estadio a trypomastigota nuevamente, su forma
infectante, caracterizada por su estructura alargada con cinetoplasto posterior al nicleo y
un flagelo que forma una extensa membrana ondulante liberada en la parte anterior de la
célula. Es asi, que el insecto se vuelve infectante luego de 10 a 30 dias, por lo que se
denomina vector.

Posteriormente, cuando el nuevo vector pica para alimentarse con la sangre, generalmente
en zonas expuestas como la cara y las manos, inevitablemente deposita sus heces
infectadas a pocos milimetros de la herida y el huésped instintivamente se rascara la en
la zona afectada generando el ingreso de los pardsitos en el organismo o bien, por medio

de autoinoculacién en las mucosas o lesiones de piel expuestas.

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal _
|passes melasyehs inypomastigotes in feces, Metacyclic trypomastigotes
trypomastigates enter be wound or penetrate various cells at bite
mucosal membrangs, such as the congunciiva) wound site. Inside cells they

g’& r transform into amastigotes,

Metacyclic irypornastigotes A @

in hindgy

Multiply in midgut

i 2
PSS
Amastigotes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infiect other cells of infected tissues.

and transform into

intracellular amastigotes

in new infaction sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycle.

Triatomine bug takes
. . a blood meal
Epimastigotes brypomastigotes ingested),

in midgut

’3} vamllular ﬁsﬁgmeﬂ

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enfer the bloodsiream

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Imagen 3: Ciclo de Vida del 7. cruzi.

Fuente: https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html
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Asi, el trypomastigote circula siendo arrastrado por el torrente sanguineo e impulsindose
con el flagelo invadiendo las células cercanas, sitio en el cual se diferencian en
amastigotes, una forma redondeada y sin flagelo que se divide por fisién binaria hasta
adquirir nuevamente a su forma trypomastigote que genera un aumento de volumen
provocando la ruptura celular y su diseminacién por todo el organismo accediendo a otros
tejidos, generando nuevos sitios de infeccidn y ciclos de divisidon, estableciendo dafios en

los 6rganos como el corazdn y el aparato digestivo.

Cinetoplasto

Nicleo

@

Imagen 4: Formas principales del T. cruzi, (A) epimastigote, (B) trypomastigote, (C)

amastigote. (Pereyra, 2018)’

Ahora bien, el ciclo de vida recién explicado hace referencia a la Transmision Vectorial,
donde se deben tener en cuenta las caracteristicas de los insectos vectores, que seran
explicadas mas adelante en éste mismo trabajo final y que no solo puede sucederle al ser
humano, sino también a otros huéspedes vertebrados salvajes (como armadillos, roedores)
o domésticos {(como perros y gatos). (Cuba e Hidalgo, 2010)” Pero no es la tinica via, se
pueden enlistar otras cinco formas de transmisidn a las cuales se las denomina en conjunto
no vectoriales:

+ Transmisién vertical: de la madre infectada al hijo durante el embarazo. En
general amamantar no genera ningln riesgo a menos que haya sangre en la leche
materna.

+ Transfusién de sangre infectada. En Argentina, como ya se menciond, por ley la
sangre de los donantes debe ser evaluada.

4 Trasplante de 6rganos de un donante infectado que no pueda ser previamente
tratado. LLa presencia de serologia positiva para Chagas no contraindica el

trasplante.

11
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4+ Ingesta de pardsitos por medio de alimentos contaminados con las heces del
vector. {(Aln no se han demostrado casos por esta via en nuestro pais)
+ Accidente de laboratorio.
En este apartado, cabe mencionar que los mecanismos por los cuales el parasito genera
los dafios atin no se han establecido con claridad, pero se han propuesto tres teorias (Valdi,
2020)°:

L. Daiio directo: provocado como su nombre lo indica, directamente al invadir las
células con el consecuente proceso inflamatorio y extensién de la lesidn con el
transcurso de los afios comprometiendo al Sistema Nervioso Periférico.

II. Teoria autoinmunitaria: por la generacién de autoanticuerpos posterior a la
exposicion del parasito que reconocen proteinas del tejido conjuntivo, endocardio,
laminina y del misculo estriado, entre otras.

III.  Teoria neurégena: por la produccién de una estimulacién excesiva que conlleva a
lesiones irreversibles principalmente en las células del Sistema Parasimpatico del

6rgano afectado.

3. Caracteristicas del insecto vector

En nuestro pais, el vector es conocido como vinchuca o chinches y dependiendo de las
regiones el nombre variara. Este insecto, en términos técnicos, pertenece al Orden de los
Hemipteros: familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, de donde proviene su
denominacién triatominos. Existe una gran diversidad, de los cuales no todos cumplen
con las condiciones necesarias como la adaptacién a la vida en las viviendas o la
defecacion préxima a la herida para pasar de ser un vector potencial a uno real y
epidemioldgicamente importante. Es asi que el de mayor importancia sanitaria es el
Triatoma infestans ya que es posible hallarlo en el 70% del territorio nacional sobre todo
en climas cdlidos y secos. De forma caracteristica, posee en los bordes externos al
abdomen, un conexivo con bandas negras y amarillas alternadas, la parte anatémica que
le permite el crecimiento en volumen al llenarse de sangre para soportar ayunos
prolongados.

Su ciclo bioldgico es a partir de huevos que dependiendo de las condiciones ambientales
pueden eclosionar entre los quince y cincuenta dias. A partir del nacimiento hasta su
forma adulta son considerados ninfas de aspecto similar a la vinchuca adulta, aunque sin

alas. (Ver imagen 5) Es importante conocer que, para poder pasar a los siguientes estadios,
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la ninfa desprende un exoesqueleto, caracteristica que permite el reconocimiento de una
infestacion actual o pasada. En la dltima muda aparecen las alas y la maduracién sexual.

En total, el ciclo puede variar de ocho meses a un afio y desde su adultez puede vivir entre

8

uno a dos afios logrando poner de 500 hasta 1.000 huevos.

3cm

Huevos Ninfas Adulto

Imagen 5: Ciclo vital o bioldgico del Triatoma infestans.$

Como caracteristicas principales, la vinchuca es de hédbito nocturno, habita en zonas
proximas al hombre y sus animales, debajo de colchones, grietas en paredes y techos o
detrds de objetos que cubran la pared; todas las especies y estadios de ninfas son
hemato6fagas, aunque no todas se encuentran infectadas, ademads no es transmisible a su
decendencia, pero en caso de adquirir el parésito lo trasferirdn durante toda su vida.

Es importante, por otro lado, reconocer la importancia de atencién epidemioldégica no solo
a las principales especies sino también a las secundarias que podrian ser potencialmente
vectores. Asi como también, que el uso de insecticidas produjo un aumento de los insectos
resistentes y que a pesar de asociarse la enfermedad con una problematica de la “pobreza”,
la vinchuca no discriminard el material de las paredes y techos y si la vivienda y/o
peridomicilio retdnen otras condiciones ambientales la colonizacién serd inevitable.

En términos generales, no puede considerarse la enfermedad de Chagas como una
afeccion rural o de problemética solamente de zonas donde habiten las vinchucas ya que
gracias a la creciente urbanizacién y movimientos migratorios generaron que las demads
formas de transmision del pardsito cobren la importancia que le faltaba asimilar a la
poblaciodn, principalmente la via congénita. Es asi que en 2012 en la Resolucion 867 del
Ministerio de la Salud® se advirtié que los progresos del control del insecto provocaron
que ya no sean la primera causa de transmision de la enfermedad, pasando a cobrar
importancia la via vertical que provoca 10 veces mas casos de infeccidn por lo que habria

més infectados en las grandes urbes que en las 4reas endémicas. (Loewy, 2019)!°

13



de la Moneda, Maria Sol - UNAJ

Por otro lado, es importante que las personas que vivan en zonas endémicas dejen de
tomar a la enfermedad con naturalidad y poca prioridad en sus vidas, para lograr un
diagndstico y tratamiento a tiempo, oportuno y disminuir las consecuencias a largo plazo

de la misma. '

4. Fases de la infeccion por T. cruzi

4.1. Fase aguda — —

En lineas generales, la fase aguda comienza desde la infeccidn, pero su duracidn varia
dependiendo la edad del paciente, su estado inmunoldgico, la presencia de otras
enfermedades preexistentes y la via de transmisidn, considerandose por lo general un
plazo de alrededor de 60 dias. Esta etapa se caracteriza por la presencia de elevadas
concentraciones de parasitos en sangre siendo alrededor del 95% de los pacientes
asintomdticos o con manifestaciones clinicas generales y la mortalidad de los
pacientes en este periodo se encuentre entre 1% al 5%, con mayor incidencia en nifios
de corta edad. Es importante destacar que frente al diagndstico de un caso agudo de
infeccidn se establece un estado de urgencia y por lo tanto un Evento de Notificacidn
Obligatoria (ENO) y deben recopilarse antecedentes tanto epidemioldgicos y
ecoldgicos como de infeccién materna, transfusiones dentro de los 90 dias previos a
la consulta, trasplantes en el dltimo afio, patologias o tratamientos que generen
inmunosupresion del paciente y probabilidad de infeccién accidental.

Dependiendo de la via de transmisidon se pueden enlistar una serie de signos y
sintomas:

+ Via vectorial: Si bien puede presentarse en cualquier momento de la vida, el
mayor riesgo se encuentra en nifios menores de 10 afios. Una confirmacion
de esta via significa no solo la presencia del vector sino la transmisién activa
de T cruzi en la region. Algunos de los signos y sintomas que pueden
generarse dentro de las primeras 3 semanas correspondientes al periodo de
incubacidn son:

¥ Inespecificas: fiebre prolongada, hepatoesplenomegalia, anemia, edemas,
anorexia (siendo éstas iltimas cuatro mencionadas mads frecuentes en
lactantes y nifios menores a 4 afios), adenomegalia, irritabilidad o
somnolencia y convulsiones. Las manifestaciones clinicas mas graves
corresponden a la meningoencefalitis y la miocarditis como arritmias e

insuficiencia cardiaca ya que pueden provocar la muerte del afectado.
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> Especificas: Solo se presentan en el 3% de los casos y son los chagomas
de inoculacién. Estos se producen en el sitio de inoculacidn debido a una
reaccion inflamatoria que, si se encuentra en la periferia del ojo genera el
llamado complejo oftalmoganglionar o signo de Romafia, pero pueden
localizarse en cualquier parte del cuerpo siendo mas frecuente la cara,
brazos y piernas y, dependiendo de sus caracteristicas pueden
denominarse de forma particular {como el chagoma hematdgeno en la
dermis y tejido células subcutineo o el lipochagoma geniano cuando
alcanza la bola adiposa de Bichat).
+ Via congénita: Es la via que genera el mayor niimero de casos en nuestro pais
a pesar de la existencia de la Ley 26.281 y el 90% son asintométicos, aunque
pueden presentarse hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia, prematurez y
bajo peso, menos frecuentemente hepatitis neonatal, sepsis, miocarditis,
meningoencefalitis y fiebre y alin de menor frecuencia megaeséfago pudiendo
aparecer tanto de forma precoz como tardia luego de los 30 dias de vida.
4+ Via postransfusional: el periodo de incubacién varia entre 1 y 3 meses y los
sintomas son los ya mencionados como fiebre y hepatomegalia, sumado a que
en el 80% de los pacientes se presentan linfoadenopatias y esplenomegalia.
En el caso de pacientes inmunocomprometidos que reagudicen la enfermedad o que por
cualquiera de las vias de transmisién adquieran la forma aguda, las manifestaciones mas
frecuentes son el sindrome febril prolongado y las neuroldgicas como la
meningoencefalitis siendo de menor frecuencia las cardiol6gicas como la miocarditis.
Aquellos pacientes que ademas posean VIH se considera riesgo de reactivacién cuando
poseen recuentos de CD4 inferiores a 200 cel./mm?’ siendo frecuente la miocarditis,
pericarditis, meningoencefalitis y sindrome febril prolongado con un riesgo a la
mortalidad muy elevado a menos que se instale el tratamiento rapidamente.
Por otro lado, si los pacientes fueron trasplantados y sufren reactivacién es habitual que
sufran signos dermatolégicos focales o multifocales como también neuroldgicos
(meningitis, ACV, entre otros) y cardiacos {miocarditis, insuficiencia cardiaca o
arritmias). Es importante destacar que todo paciente trasplantado que pueda sufrir una
reactivacion o una infeccidn aguda por recibir un érgano chagasico debe ser controlado
semanalmente durante los primeros 3 meses, mensualmente hasta el afio y bianual

posteriormente ya que la presencia de infeccién con 7. cruzi no excluye el trasplante.

(Secretaria de Gobierno de Salud, 2018)!!
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4.2. Fase cronica

Es el periodo que continta a la fase aguda. Dependiendo del recurso bibliografico, se
puede subdividir en una fase indeterminada o crénica sin sintomatologia y la fase
crénica propiamente dicha.

+ Fase indeterminada: Puede durar toda la vida y se caracteriza por la ausencia
de sintomas por lo que solamente puede ser detectada con la medicién de
anticuerpos por medio de un andlisis serolégico. Generalmente, luego de 15 a
20 afios de padecer la infeccidn, alrededor del 30% de los pacientes
evolucionan a la fase crénica fehaciente.®

+ Fase cronica: Corresponde a la Enfermedad de Chagas propiamente dicha
caracterizada por la aparicion de lesiones cardiacas y del sistema nervioso
central y periférico, que conlleva a la afectacion del aparato digestivo.
(Instituto Nacional de Parasitologia (INP) “Dr. Mario Fatala Chaben™)!?

Por lo tanto, estos pacientes no solo poseen una serologia reactiva sino
también una lesion demostrada, algunas de las cuales son:

» Cardiacas: Trastornos de conduccién a nivel del Has de Hiss, arritmias
supraventriculares, bloqueos auriculoventriculares, arritmias
ventriculares, entre otros. Entre los 30 y 50 afios de edad, un 10% de los
pacientes en periodo crénico desarrollan miocardiopatia dilatada hallada
por medio de una insuficiencia cardiaca conjuntamente con arritmias
graves que pueden Ilegar a desencadenar una muerte siibita.''

¥ Digestivas: Son las denominadas megavisceras como megaesofago y
megacolon. Los pacientes presentaran trastornos de estrefiimiento
cronico, cdlicos, dificultad en la evacuacién, dolor de abdomen, dificultad
para tragar, regurgitacion, ardor en la zona del pecho, constipacién
persistente y prolongada, y, ademas pueden generar cardiopatia por
compresion debido al megaesdfago.

¥ Neuronales: Son mis frecuentes en pacientes inmunocomprometidos y de
forma general, se presenta un deterioro sensorial caracterizado por
parestesias, hipoestesias tictiles y nociceptivas, sensibilidad vibratoria y
de posicién, asi como también, disminucién de los reflejos tendinosos. Si

el T. cruzi logra alcanzar el SNC puede generar cuadros de meningitis.
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(Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica (SEIMC), 2020)"3

En la siguiente imagen (Imagen 6) se pueden observar datos como la duracién, frecuencia,

parasitemia y presencia de anticuerpos de las fases de la enfermedad de Chagas:

Fase cronica

Asintomatica Forma indetarasiiads Forma Forma
Sintomatica cardiaca digestiva

Fase aguda

Duracion 1-2 (3*) meses 10-30 afos, toda la vida Después de 20-30 aiios
Frecuencia 1-5% 50-70% 30-70% <15%
Parasitemia Positivo Paositivo / Negativo
Anticuerpos Negativo Positivo
L — =% X Anticuerpos

\J Reactivacion
— J Parasitemia
0 2 4 6 8 10

Semanas Afios

L

Imagen 6: Caracteristicas principales del progreso de la Enfermedad de Chagas segin

datos del SEIMC."3

5. Métodos Diagnésticos

Como se puede observar en la Imagen 6, en aspectos generales, la gran diferencia entre
la fase aguda y la crénica se determina por la presencia en concentraciones elevadas o
concentraciones indetectables de parasitemia por medio de pruebas parasitoldgicas.
Ademads, “Debido a la complejidad del propio pardsito y de su interaccion con la
respuesta inmune del individuo infectado durante la evolucion de la infeccion, ninguna
prueba parasitolégica ni serolégica por si sola se considera gold standart”.’3 De esta
forma, las técnicas se pueden dividir en parasitolégicas directas, donde se busca
evidenciar la parasitemia y las seroldgicas para detectar los anticuerpos circulantes
demostrando la respuesta inmune del huésped.

Es por esto que, las metodologias empleadas dependeran del estadio en el que se sospeche
que se encuentra el paciente y debido a que la fase aguda se presenta en su gran mayoria
de forma asintomdtica, existe una mayor proporcién de individuos diagnosticados de

forma tardia, en la fase cronica.
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5.1. Determinaciones en Fase Aguda s — —

La deteccién habitual es por medio de métodos parasitoldgicos directos que se basan
en la visualizacion de tripomastigotes en sangre, lo cual, es una sefial inequivoca de
infeccién con T. cruzi. (Ministerio de 1a Salud y accién Social, 1999)'* La ventaja de
dichas metodologias radica en la simplicidad del procedimiento, lo cual favorece su
realizacién en laboratorios de baja complejidad.
Estas técnicas se realizan por medio de la utilizacién de microscopia, ya sea en un
examen fresco o por extendidos de sangre para su posterior tincién con, por ejemplo,
May-Griinwald — Giemsa (Ver Imagen 7) o por métodos de concentracién previa de
la muestra, los cuales son los més indicados debido a su sensibilidad. En éstos tltimos,
los mas utilizados son:
+ LaPrueba de Strout que se realiza a partir de una muestra sin anticoagulante
con una incubacién a 37°C y ciclos de centrifugaciones para la observacion
del pardsito en movimiento. (Ver Imagen 7)
+ En caso de pacientes pedidtricos, se utiliza la técnica Buffy coat (en

suplantacién del microhematocrito por bioseguridad), que se realiza a partir

de un tubo EDTA 3K pediatrico que se lo deja reposar durante 15 minutos y

se observa la interfase entre el plasma y el paquete globular.
Otras técnicas que se pueden mencionar son el hemocultivo y xenodiagndstico. * Por
otro lado, en algunos casos es posible la realizacién de biopsias de tejido que tras un
procesamiento histolégico y tincién pueden identificarse los nidos de amastigotes. '
Es importante aclarar que, frente a las determinaciones seroldgicas, estas
metodologias pueden estar asociadas a falsos negativos (paciente enfermo,
diagnosticado como sano) con una tasa de entre 8 y 34 pacientes de cada mil, con la
prueba de microhematocrito, 9 de cada mil con la observacién directa y 21 de cada
mil con los hemocultivos, por lo que se recomienda realizar un seguimiento serolégico
posterior (en el caso de recién nacidos, luego de los 8 meses de edad). Ademas, es
recomendable realizarle métodos parasitoldgicos directos a los neonatos entre los 20

y 30 dfas del nacimiento, ya que es cuando se genera el pico de parasitemia.’

’

Imagen 7: Tripomastigotes. [zq.: En frotis
delgado de sangre.® Der.: Posterior a la

realizacién del Strout.
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5.2. Determinaciones en Fase Cronica

Como se menciondé con anterioridad, las técnicas utilizadas son aquellas que permiten
la corroboracion de la respuesta inmunoldgica frente al 7. cruzi por medio de métodos
serologicos, que se basan en la union del antigeno con el anticuerpo, principalmente
IgG (Ya que la IgM se mantiene a lo largo de la fase aguda y esporddicamente en la
crénica, pero su utilizacion diagnéstica se encuentra discutida para ambos estadios).
Estos anticuerpos se producen a partir de la segunda semana de la infeccion y al cabo
de dos semanas posteriores alcanzan los niveles méximos que se mantendrdn si el
paciente no recibe tratamiento, por este motivo, la parasitemia se vuelve
indetectable.'?

Debido a la falta de un gold standart, ya que ninguna prueba alcanza el 100% de
sensibilidad y especificidad, se establece por medio de la Resolucién Ministerial

<

N°523/97 que para el inmunodiagnostico debera utilizarse “...Un minimo de dos
métodos de los citados a continuacion: a) IFI, b) HAI c) ELISA, d) Aglutinacion
Directa con 2-Mercaptoetanol (AD-2ME), e) Aglutinacion de Particulas (ldtex o
gelatina u otras), siempre que hayan sido debidamente estandarizadas y validados
por el Centro de Referencia Nacional.”'* Esta medida reconoce la incertidumbre que
presentan las pruebas en casos tales como pacientes inmunosuprimidos o
postratamiento y la utilizacion de reactivos de variable composicion y, de esta manera,
con las duplas HAI-IFI, HAI-ELISA o ELISA-IFI se puede lograr una sensibilidad
entre el 98% y 99.5%. En caso de discordancia entre las dos pruebas realizadas se
recomienda en primer lugar, repetir ambos ensayos de forma de descartar errores
operativos y, en segundo lugar, realizar una tercera reaccion seroldgica si se posee o
remitir la muestra a un laboratorio de mayor complejidad. En caso de que la “no
concordancia” persista se debe analizar una nueva muestra en un plazo de 20 a 30
dias.

Ahora bien, con los avances tecnoldgicos, se han desarrollado técnicas basadas
esencialmente en el mismo fundamento: la deteccidn de anticuerpos especificos para
antigenos de las diferentes formas de desarrollo del 7. Cruzi, para un diagndstico
rapido y simple. Esto permitié ampliar el abanico de posibilidades metodoldgicas,
sensibilidades y especificidades con lo que se subdividieron a las pruebas seroldgicas
en dos tipos: las convencionales, donde se emplea una mezcla de antigenos crudos,

purificados o totales en el formato de IFI, HAI y ELISA; y las no convencionales, en
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las cuales los antigenos utilizados son recombinantes o péptidos combinados donde
se destacan los tests inmunocromatograficos y los sistemas automatizados basados
en, por gjemplo, quimioluminiscencia como el Inmunoanalisis Quimioluminiscente
de Microparticulas (CMIA)."* A continuacién se describen las técnicas mencionadas:
+ IFI: Se basa en la utilizacién de epimastigotes de cultivo en fase estacionaria,
fijados y conservados a -20°C. Luego de la incubacién con la muestra, los Ac.
Anti-T. cruzi que la misma posea se conjugaran con el parasito y la reaccion
serd evidenciada por medio del empleo de un Ac. secundario o conjugado de
anti-Igs humanas marcados con fluorocromos que deben cumplir ciertos
requisitos:
a) La molécula debe ser capaz de generar uniones estables con la proteina.
b) El rendimiento cuantico no debe verse afectado luego de la conjugacién.
¢) El color de la fluorescencia posterior a la conjugacién debe ser diferente
a la emitida de forma primaria.
d) No debe interferir con las propiedades inmunolégicas del anticuerpo.
e) El conjugado debe ser estable para su almacenamiento.
f) El conjugado no debe ser téxico.
Actualmente, el inico compuesto que cumple con los seis items mencionados
es el isotiocianato de fluoresceina (FITC) con un médximo de absorcién
significativo en el azul visible entre los 470 y 490nm y un médximo de

fluorescencia a pH 8. (Ver imagen 8)

Ac. Anti-T. cruzi Ac. Secundario

Imagen 8: Esquematizacion de la reaccion en la IFL

Fuente: https://www.voutube.com/watch?v=xqvHsIWET]s

Para la determinacién de positividad es necesario un microscopio de
fluorescencia y se puede determinar el titulo, dando un Rdo. Semicuantitativo
o un Rdo. Cualitativo (Positivo/Negativo). Como ventajas de la técnica en
comparacion con la IF directa, cabe mencionar que no requiere de un Ac.
especifico y la fluorescencia es mas intensa; y como desventaja los costos del

material requerido. (INP, Fatalakit IF 15

20



de la Moneda, Maria Sol - UNAJ

+ HAIL Consiste en la deteccién de Ac. Anti-T. cruzi a través de hematies
sensibilizados con Ag. obtenidos a partir de un cultivo de parisitos, que
presentard aglutinacién en caso de ser positiva la muestra. Dependiendo el
fabricante, seran los antigenos utilizados y, por lo tanto, la sensibilidad y
especificidad de la metodologia.

+ ELISA: De forma general, se trata de un método inmunoquimico de
interaccion primaria que se basa en la capacidad especifica del reconocimiento
y unidén Ag-Ac. Se utilizan pocillos sensibilizados con Ag. de T. cruzi a los
cuales, luego de etapas de lavados y bloqueo, se incuban con la muestra del
paciente que, si contiene Ac. especificos, se formaran complejos Ag-Ac. Por
medio de la utilizacién de un Ac. secundario conjugado con una enzima
(generalmente peroxidasa), la cual catalizarda una reaccién quimica, se
obtendra un producto coloreado luego de un paso de revelado y detencidn,
para su posterior medicién de absorbancia.

+ Test inmunocromatogrifico: Se componen de dispositivos con una
membrana con Ag. recombinantes de T. cruzi, por lo que, al colocar una
determinada cantidad de muestra del paciente, si éste posee los anticuerpos se
formara un complejo Ag-Ac con conjugacién del oro coloidal, siendo evidente
por la formacion de una “linea de prueba™ en conjunto con la linea control,
luego de un lapso corto de tiempo. El resultado por lo tanto es cualitativo. (SD
Bioline Chagas Ab Rapid, 2016)'®

+ CMIA: Se trata de un inmunoandlisis para la deteccién cualitativa de IgG
frente a 7. cruzi por medio de la combinacién de la muestra con un diluyente
y microparticulas paramagnéticas recubiertas con el Ag del parasito. Si existen
Ac., estos se unen a las particulas que luego de un ciclo de lavado se incuba
con un conjugado marcado que posteriormente generara quimioluminiscencia
medida en Unidades Relativas de Luz (URL). A partir de un punto de corte se
establece la positividad o negatividad de la muestra o presencia en la “zona
gris” caso en el que se debe analizar la muestra por duplicado y/o tomar una
segunda muestra con un periodo razonable de tiempo o realizar un ensayo
adicional. {(Alinity Chagas Reagent Kit, 2020)"7

En comparacién con las técnicas convencionales, las no convencionales se encuentran
asociadas con falsos negativos con una prevalencia del 26,3% que se traduce como

17 de cada mil pacientes con la inmunocromatografia (ICT) y 2 de cada mil con el
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CMIA afectando la especificidad de las metodologias. En cambio, no se consideran
sustanciales las diferencias en lo que respecta la sensibilidad. Es por esto que, se

recomienda utilizar la prueba de ELISA o la ICT en los estudios poblacionales.’

6. Embarazo

Las pruebas de tamizaje durante el embarazo son de suma importancia debido a que la
via congénita se ha vuelto la principal causa de transmision, viéndose favorecida por los
movimientos migratorios y el control de la via vectorial. Ademads, si el tratamiento se
instaura durante el primer afio de vida, existe una demostrable negativizacién de la
parasitemia y/o serologia en mas del 90% de los casos, enunciada en 2012 por medio de
la Resolucién 867°, manifestdndose que 9 de cada 10 nifios tratados en la fase aguda 'y 7
de cada 10 en la fase crénica, se curan. Por ese motivo, se hace hincapié en la optimizacién
del diagndstico precoz y tratamiento oportuno, aumentando la buena respuesta al dltimo
mencionado, cuanto menor es la edad del paciente.

Por otro lado, en nifios y adolescentes con infeccidon cronica y tratamiento tripanocida, se
evidencia una importante reducciéon de los titulos serolégicos e incluso una
seroconversion negativa y en mujeres de edad fértil, no embarazadas, el tratamiento es
recomendado, ya que actia como factor preventivo disminuyendo unas 20 veces la
probabilidad de transmisién congénita.'!

Es tal la trascendencia, que por medio de la Ley 26.281% en el articulo 4° se expresa la
obligatoriedad de la realizacién y notificacion de pruebas diagndsticas en toda mujer
embarazada, en los recién nacidos, en hijos de madres infectadas, hasta el primer afio de
vida y todos aquellos hijos/as menores de 14 afios. Es por esto que, el seguimiento del
hijo al nacer, conociendo que el diagndstico de la madre es positivo, se realiza con una
técnica parasitoldgica directa posterior al nacimiento y por lo menos dos pruebas
confirmatorias seroldgicas posteriores a los 9 meses de edad, a pesar de que la primera
sea negativa, y se debera seguir la evolucion el titulo seroldgico durante el primer afio de
vida. Este plazo se debe a que durante la gestacion el nifio puede haber recibido de su
madre, anticuerpos que se mantendran en circulacién hasta aproximadamente los 8 meses
de vida.

A su vez, debido a que el tratamiento no se encuentra recomendado en pacientes
embarazadas por complicaciones que pueda producir tanto a la gestante como a la
evolucién del embarazo, se remarca la importancia del diagndstico en el neonato y en

caso de mujeres en edad reproductiva (segin la OMS de 15 a 44 aiios) de ser posible con
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chagas confirmado antes del embarazo, se recomienda ademas del tratamiento tripanocida

un método anticonceptivo de barrera.!!

Objetivos

La tripanosomiasis americana es una enfermedad desatendida, una patologia que, a pesar
de los avances en la investigacién y el control, sigue siendo la principal afeccién
parasitaria de América Latina habiendo dejado de lado los contextos rurales, pasando a
ser una problemadtica de importancia urbana y global. Su médxima expresion reside en los
conflictos para su diagndstico y tratamiento debido a que, en su gran mayoria, los
pacientes son asintomaticos y se detectan de forma tardia.

La tardanza no solo se debe a las cuestiones inherentes a la enfermedad, sino también, a
la falta de integracion de todas las dreas involucradas en la patologia, hecho que se viene
acarreando desde hace tiempo denotado por las palabras de Carlos Chagas y Emmanuel
Dias en 1997 (como se cité en Hablamos de Chagas)' donde afirmaron que “mds que las
innovaciones técnicas, la superacion definitiva de la enfermedad de Chagas humana
implica, sobre todo, voluntad politica y responsabilidad social”, ya que es fundamental
abordar el tema en todos los niveles educativos para que sea conocido desde la escuela
primaria bésica hasta los médicos y el personal de salud.

Hoy en dia, las guias informadas por la evidencia constituyen una herramienta muy util
en la salud publica y practica clinica ya que, busca garantizar una atencién de calidad y
fidedignidad en los resultados, por medio de anélisis de calidad y efectividad, entre otras
pricticas. '* Por lo expuesto, es necesario que el laboratorio utilice técnicas que con el
avance del tiempo sean mds especificas y sensibles y, por lo tanto, verificar dichos
parametros en la poblacion de estudio.

En consecuencia, este trabajo final se centré en el andlisis de las muestras derivadas al
HEC, tanto de los CAPS de Berazategui, Florencio Varela y Quilmes, como de las
muestras del HEC, propiamente dichas, para la determinacion del diagnostico de Chagas

y evaluacion de las técnicas utilizadas, asegurando la veracidad de los resultados.

Objetivo General

Verificar la sensibilidad y especificidad de las metodologias diagndsticas utilizadas en el
HEC para el diagnoéstico de pacientes chagdsicos a partir de todas las muestras remitidas

al mismo con dicha solicitud.
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Objetivos Especificos

4+ Describir la distribucién, frecuencia y factores de la poblacién de trabajo
correspondiente a la edad, sexo y localizacién geografica.

+ Conocer la frecuencia de pacientes reactivos y no reactivos segiin grupos etarios
Y SEX0.

% Evaluar si las metodologias cumplen con las especificaciones del fabricante.

+ Evaluar si las metodologias son comparables entre si.

Materiales y Métodos

El trabajo final se realizé en el laboratorio del Hospital de Alta Complejidad El Cruce —
Néstor Kirchner. Las muestras bioldgicas se obtuvieron a partir de dos fuentes
principales, las derivaciones y las muestras del HEC, las cuales pueden subclasificarse
segun localidad y servicio respectivamente.

L.as muestras con solicitud del analisis de Chagas provenientes de derivaciones fueron
remitidas por los CAPS de Berazategui, Florencio Varela y Quilmes; por otro lado, las
muestras provenientes del hospital pertenecian a pacientes internados, ambulatorios o
provenientes del Programa de Evaluacién Externa de la Calidad (PEEC) de la FBA o del
Control de Calidad Externo del INP “Dr. Mario Fatala Chaben”.

Para el disefio de este trabajo, fueron aceptadas todas las muestras procesadas en el
hospital ya fueran de pacientes adultos y pediatricos de forma indistinta de procedencia y
fueron rechazadas aquellas muestras que resultaron insuficientes para la realizacién de

los métodos o su matriz no fue la correcta para la determinacién en todas las técnicas.

1. Procesamiento de muestras

En esta etapa se procesaron todas las muestras por medio de tres técnicas seroldgicas:

1.1. Test inmunocromatografico

Fueron utilizadas las pruebas disefiadas para la deteccién rapida, cualitativa y diferencial
de un paso de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi de la compaifiia Abbott linea SD
Bioline en suero, plasma o sangre entera.

El cassette se compone de una membrana que incluye:

+ Conjugados de oro: Antigeno recombinante de 7. cruzi — oro coloidal.

+ Linea de prueba: Antigeno recombinante de 7. cruzi.

+ Linea de control: IgG de cabra antirratén.
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Para el procedimiento es importante cumplir con las especificaciones del fabricante, que
constan en que los dispositivos y las muestras se encuentren a temperatura ambiente antes
de la prueba y deben ser utilizados sobre una superficie plana y seca. Para el andlisis (Ver
imagen 9) se colocaron 100ul de suero en el pozo de muestras, donde si la misma posee
anticuerpos de T. Cruzi reaccionan con el antigeno recombinante y el oro coloidal se
conjuga formando un complejo Ag-Ac. El mismo migrara a lo largo de la membrana por
capilaridad y sera capturado en la linea de prueba (T) generando una linea rosada,
realizando la interpretacion de los resultados a los 15 minutos, ya que lecturas tardias
provocarian resultados falsos.

Es importante aclarar que la prueba consta de la linea de control (C), que es como su
nombre lo indica, el control del procedimiento y siempre debe aparecer para validar el
resultado.

Es entonces que, los resultados pueden ser (Ver imagen 9): Negativos, en caso de
observarse solo la presencia de la linea “C”; Positivos, en caso de observarse una linea
en “C”y “T” a pesar de que esta tiltima se observe débil; e Invalido si no se observa la
linea “C”.

La sensibilidad declarada por el fabricante es de 99,3% y la especificidad del 100%.'®

Imagen 9: A. Cassette sin inocular. B. Chagas Negativo. C. Chagas Positivo.
D. Chagas Positivo Débil.



de la Moneda, Maria Sol - UNAJ

1.2. Inmunoanalisis

Fue utilizado el ensayo de Inmunoanalisis
Quimioluminiscente de Microparticulas (CMIA) para la
deteccion cualitativa de anticuerpos frente T. cruzi del
equipo de la compaiiia de Abbott (Ver imagen 10),
Alinity 1 — Chagas Reagent Kit en suero y plasma

humanos para el diagndstico de la infeccidn y cribado en

receptores de transfusiones o donaciones.

m Imagen 10: Equipo Alinity i de Abbott.

Este ensayo se basa en las proteinas recombinantes FP3, FP6, FP10 y TcF que incluyen
14 regiones antigénicas representativas de las tres formas morfoldgicas del T. cruzi, lo
que permite la identificacién de anticuerpos tanto en la fase aguda como crénica de la
enfermedad.
En cuestiones metodoldgicas, se trata de un ensayo de dos pasos que permite el
reconocimiento de IgG por medio de, en primer lugar, la combinacién de la muestra con
el diluyente de la prueba y, en segundo lugar, la mezcla se combina con las
microparticulas paramagnéticas recubiertas de los antigenos de las proteinas ya
mencionadas. Esto permite que, en caso de ser positivo, los anticuerpos se unan a las
particulas y por medio de la utilizacién de un anticuerpo conjugado anti-IgG humana
marcado con acridino genere una reacciéon quimioluminiscente medido en URL,
generando asi una relacién directamente proporcional entre las URL detectadas por el
sistema optico con la concentracién de anticuerpos en la muestra.
El punto de corte es establecido por la calibracién del equipo que, una vez aceptada y
almacenada, se puede utilizar por 14 dias a menos que se cambie el lote de reactivo o el
control diario de la prueba se encuentra fuera del limite.
Es entonces que se procedid al control diario del equipo con los controles suministrados
por el fabricante: (Ver imagen 11)
< Un control negativo que contiene plasma humano recalcificado sin reactividad.
+ Un control positivo de igual matriz que si posee reactividad de anticuerpos frente

a7t cruzi

2= 1<
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Imagen 11: De izquierda a derecha, se
muestra el Control Negativo y Positivo de la

metodologia.

Posteriormente, se analizaron todas las
muestras, teniendo en cuenta que la
interpretacion de los resultados es la

declarada en el inserto:

=% No reactivo: Valores por debajo de 0.80 URL.
=% Zona Gris: Valores entre 0.80 y 1.00 URL.
+ Reactivo: Valores superiores a 1.00 URL.
La sensibilidad declarada por el fabricante es del 100% vy la especificidad de entre 99,96%

y 100%, dependiendo la categoria de las muestras.

1.3. IFI

Para la realizacién de la Inmunofluorescencia Indirecta cualitativa fueron utilizados los

siguientes reactivos y material principal’®:

%+ Suspensién antigénica (1 ml): Constituida por epimastigotes de 7. cruzi tratados

con una solucién formolada, a partir de cultivos en medios bifasicos cosechados
en la fase exponencial de crecimiento favoreciendo asi, la separacién de los
parasitos y evitar la formacién de detritos. Titulo aproximado 1/70. Provista por
el INP “Dr. Mario Fatala Chaben”. (Ver imagen 12)

% Suero testigo reactivo (0.5ml): Glicerinado diluido al medio con titulo para IFI de

128 y HAI 32. Provisto por el INP “Dr. Mario Fatala Chaben™. (Ver imagen 12)

# Suero testigo no reactivo (0.5ml): Glicerinado diluido al medio. Provisto por el

INP “Dr. Mario Fatala Chaben™. (Ver imagen 12)
%+ Anti inmunoglobulina humana (G, A v M) conjugada con FITC (0.20ml): Con

titulo sugerido 1/400. Cortesia del Hospital Britanico. (Ver imagen 13)
# Solucién de Azul de Evans al 1% (Sml): Listo para usar. Cortesia del HEC. (Ver

imagen 14)
4 Solucién Salina Estabilizadora (SSE): También conocida como buffer PBS en

presentacién liofilizada compuesta por fosfato disddico dihidratado (Na;HPOs),

fosfato monosddico monohidratado (NaH2POa) y Cloruro de Sodio (NaCl) de pH

2T 1<
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7.3 £ 0.10 para ser diluida en 1 litro con agua destilada. Cortesia del HEC. (Ver
imagen 15)

# Liquido de montaje (5ml): Compuesto glicerinado con azida sédica al 0.1% como

conservante. Cortesia del HEC. (Ver imagen 16)

= Improntas: Portaobjetos de vidrio no fluorescente marcados con doce divisiones
indelebles en forma circular de 8mm de diametro. 50 unidades (Negras) Provistas
por el INP “Dr. Mario Fatala Chaben” y 10 unidades (Verdes y Rojas) cortesia
del HEC. (Ver imagen 17)

% Microscopio de fluorescencia (Ver imagen 18)

Imagen 13:
Anti Ig.
humana
(G,AyM)
conjugada con
FITC.

Imagen 12: De izq. a Der. Suero testigo
reactivo, No reactivo y Antigeno.

~ Imagen 15:
Solucién PBS.

Imagen 16: Medio E
de montaje.”

Imagen 14:
Azul de Evans.

Imagen 18:

Microscopio de
Fluorescencia.

Imagen 17: Improntas
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En primera instancia, se debi6 preparar las improntas. Para ello fue necesario diluir la
suspension antigénica de acuerdo al titulo con PBS, hasta que se pudiesen visualizar de
20 a 40 parasitos por campo microscopico con el objetivo de 40X, cuando se fijan 25ul
de dicha suspensién en cada divisién de las improntas limpias y desengrasadas.'® La

dilucion correcta fue 1/75, como se puede observar en la Imagen 19.

Epimastigotes.

Imagen 19: Campo en el
microscopio 6ptico con 400
aumentos. Se  observan

aprox. 33 epimastigotes.

Una vez conseguida la dilucién correcta de la suspension antigénica, se procedio a la
preparacion de todas las improntas. Para ello se calcul6 un total de 9.900ul necesarios y
siendo la dilucién 1/75, se tomaron 132ul de suspension Ag. y se llevaron al volumen
final precisado con 9.768ul de PBS.

Acto seguido, se colocaron 25ul de la dilucién en cada divisiéon
de la impronta y se lo dejé secar por medio de aire caliente.
Cumplida la meta, se procedio a la fijacion fisica, flameando el

preparado a la llama. (Ver imagen 20)

Imagen 20: Flameado en mechero de bunsen.

Paso siguiente, se lavaron las improntas con agua destilada y se secaron con aire frio. Una
vez finalizado el procedimiento se conservaron en el congelador a -20°C en caja de
plastico, bien protegida de la humedad.

En segunda instancia, se dispuso que la dilucién utilizada de la Anti Ig. Humana
conjugada seria la otorgada por las especificaciones del fabricante y al necesitarse

también 25ul para cada divisién de la impronta, se calcul6 un volumen final necesario de
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9.900ul por lo que se tomaron 25ul de Anti Ig. Humana a los cuales se le agregaron
9.975ul de PBS dando un total de 10.000ul. Se conservé al abrigo de la luz.
A su vez, se estandarizd6 por recomendaciones de las profesionales de
inmunofluorescencia del HEC, la utilizacion de 3ul de Azul de Evans para cada division
a la hora de su utilizacion.
Finalmente, las diluciones de los sueros testigos y las muestras de los pacientes se
determinaron en 1/32, ya que la IFI se realizé de forma cualitativa y es la dilucién que,
en primer lugar, se utiliza cuando se realizan titulaciones (1/32, 1/64, 1/128)" y, en
segundo lugar, resulta comparable con el método de Aglutinaciéon en Particulas de
Gelatina (APG) utilizado en aquellos casos donde los resultados del test rapido y el CMIA
dieron discordantes.
Es asi que, en el caso de los sueros testigos se calculé la necesidad de 1400ul
considerando que en cada impronta se utilizarian solo 25ul de cada uno (en cada una
siempre debe haber un control positivo y un control negativo de la técnica). Por lo tanto,
se preparé utilizando 88ul de testigo con 1320ul de PBS dando un volumen final de
1408ul teniendo en cuenta que el mismo fue provisto con una dilucién al medio. En el
caso de las muestras de los pacientes, se tomaron 2ul de suero a los cuales se le
adicionaron 62ul de PBS dando un volumen final de 64ul.
Para el desarrollo de la técnica propiamente dicha, se tomaron de referencia las pasos
detallados por el Manual de Laboratorio del INP “Dr. Mario Fatala Chaben”'®:
1) Sacar las improntas necesarias del congelador y secarlas a temperatura ambiente sobre
papel.

2) Colocar 25ul de la dilucién del suero problema en cada divisién, dejando dos libres

Imagen 21: Impronta previa a la primer incubacion.

Se dispusieron las muestras en zigzag por recomendacion de profesionales.
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3) Incubar los portaobjetos en cdmara himeda, compuesta por un papel de filtro
humedecido para evitar la evaporacién de los reactivos, por 30 min. en estufa a 37°C.

4) Lavar los portaobjetos con cuidado con agua destilada evitando la contaminacién de
las divisiones adyacentes. Luego se sumergen en PBS de forma vertical en una jarra
de Koplin u horizontal en otro tipo de recipiente, durante 5 minutos, dos veces
consecutivas. Finalmente se debe enjuagar con agua destilada.

5) Dejar secar los preparados en papel de filtro con aire frio.

6) Cubrir cada divisioén con 25ul de anti Ig-humana marcada a la cual se le adicion6
posteriormente 3ul de Azul de Evans en cada una, procurando la correcta mezcla con

la solucién del anticuerpo conjugado. (Ver Imagen 22)

Imagen 22: Improntas con Anticuerpo marcado y Azul de Evans.
7) Incubar a 37°C en estufa durante 30 minutos.
8) Lavar las improntas de la misma forma explicada en el paso 4. Véase en la Imagen

23 como debe lavarse con agua destilada para evitar el contacto entre divisiones.

-

Imagen 23: Para evitar el contacto entre divisiones, se debe inclinar la impronta hacia

un lado, empujar suavemente con el agua destilada cada una y viceversa.
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9) Dejar secar los preparados en papel de filtro con aire frio.
10) Colocar una el liquido de montaje de forma que se distribuya por toda la impronta
luego de la colocacion del cubreobjetos. Para poder ser leido en el microscopio de

fluorescencia. (Ver Imagen 24)

A

L
e k]

Imagen 24: A. Colocacién del montaje.
B. Dispersion del mismo luego de la colocacion
del cubreobjetos.

C. Observacion al microscopio.

*Es importante aclarar que todos los reactivos preparados fueron conservados en heladera
hasta su uso.

Finalmente, se analizaron todas las muestras comparando siempre con el control positivo
y negativo (los primeros que se deben observar) para poder discernir entre un resultado
positivo de una negativo. El control negativo debe presentar una coloracién con baja o
ninguna fluorescencia; el control positivo debe presentar los pardsitos tefiidos de un color

verde fluorescente siendo particularmente intensa en la membrana y el flagelo del

parasito. (Ver Imdgenes 25,26)

Imagen 25: Control Positivo.
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Imagen 26: Control Negativo.

Imagen 27: Paciente Positivo.

Imagen 28: Paciente Negativo.
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2. Muestras discordantes: Procesamiento por un tercer método

En el HEC las muestras que resultan discordantes, es decir, aquellas que luego de la
realizacion del test rdpido y el CMIA se obtienen resultados diferentes en ambas pruebas
(una positiva y otra negativa), se procesan por medio de un tercer método, la APG.

Para la Aglutinacién en Particulas de Gelatina se utiliz6 una prueba de diagnéstico in
vitro para la deteccion de anticuerpos Anti-7. cruzi en muestras de suero o plasma tanto
cuantitativo como cualitativo, de la compaifiia Fujirebio INC. linea SERODIA — Chagas.
Este test se basa en el principio de aglutinacion de las particulas sensibilizadas ante la
presencia de anticuerpos frente al pardsito. En este caso, se procedié de forma cualitativa
siguiendo las especificaciones del fabricante. (Ver tabla 1) (SERODIA-Chagas,2015)"

Pocillo N° 1 2 3
Diluyente de Muestra 75 ul 25 ul

25 ul }
—
Muestra o Control + 25 pl} B 25 ul }\ 25 ul

1/4 1/8 1/16

Tabla 1: Cantidades de reactivos y muestra para la prueba cualitativa.

, SERODIAsChagas El procedimiento se realiz6 en policubetas de fondo en

“U” siguiendo las cantidades determinadas en la tabla
1. Con cada determinacion debe realizarse el control
positivo que se provee en el mismo kit. (Ver Imagen 29)
Una vez finalizado, se cubri6 la placa y se dej6 en

reposo horizontalmente a temperatura ambiente durante

Imagen 29: Componentes
del kit. dos horas.

La lectura de los resultados se realizd visualmente
teniendo en cuenta que se consideran Negativas
aquellas muestras que generen particulas concentradas
en forma de botdn o anillo en el centro del pocillo con

borde externo suave y redondeado y Positivas las que

presenten un anillo grande con borde multiforme o con

Imagen 30: Px Negativos particulas  firmemente  aglutinadas  distribuidas
(del 1 al 4) y Control

o cubriendo el fondo de forma uniforme. (Ver Imagen 30)
Positivo (+)
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3. Sensibilidad y especificidad

Las pruebas seroldgicas cualitativas no tienen en la respuesta un error total permitido ya
que tienen exactitud diagndstica por medio de resultados binarios: Positivo/Negativo,
Reactivo/No reactivo. (Aberer, 2019)*° Es por esto, que para obtener calidad en el
diagndstico es de suma importancia evaluar y comparar lo declarado por ¢l fabricante
verificando los requisitos fundamentales:
+ Validez: Es el grado en el que una prueba mide lo que realmente debe medir, para
lo que fue disefiada la misma. La determinacién de este requisito, se determina
por medio de la sensibilidad y la especificidad.

+ Reproductividad: Es la capacidad de la prueba de emitir resultados concordantes

en mediciones sucesivas bajo las mismas condiciones de medicidn.

+ Seguridad: Se determina mediante la utilizacién de los parametros de Valor
Predictivo Positivo (VPP) y Negativo (VPN), es decir, el grado de confianza de
que un resultado positivo indica con determinada probabilidad, que el paciente
realmente posee la enfermedad y viceversa. Se encuentra dependiente entonces, a
la prevalencia de la patologia y la correlacidn entre el resultado con la clinica del
paciente, lo que conlleva a la toma de decisién clinica.

Este trabajo se centrd en la determinacidn de la sensibilidad y especificidad, parametros
que deben ser definidos para su comprension:

+ Sensibilidad: Es la probabilidad de que un individuo enfermo de un resultado
positivo y asi diagnosticar correctamente al paciente. Idealmente las pruebas
deben ser 100% sensibles, es decir, no poseer elevado porcentaje de falsos
positivos (Paciente sano, diagnosticado con la patologia). La ecuacién por la cual
se define la sensibilidad es la siguiente:

- VP
Donde: » VP: Verdaderos Positivos. —— x 100
VP + FN

» FN: Falsos Negativos.

+ Especificidad: Es la probabilidad de que un individuo sano de un resultado
negativo y asi aquellos pacientes que no tienen un trastorno clinico son designados
como tal. Idealmente las pruebas se quieren 100% especificas, evitando asi
resultados falsos negativos (Paciente con la patologia que es diagnosticado
erréneamente como sano). La ecuacién por la cual se define la especificidad es la

siguiente:
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Donde: » VN: Verdaderos Negativos. VN

x 100
» FP: Falsos Positivos. VN + FP

Los parametros de seguridad también pueden ser determinados por medio de ecuaciones:

VP
x 100 = VPN —_— x100=VPP

VN +FN VP + FP

Estas determinaciones de parametros analiticos constituyen al grado de fidedignidad de
los resultados, muy importante debido a que las pruebas de laboratorio tienen un impacto
directo no solo con las decisiones médicas, sino también en la sociedad. Se dice que
Salvador Mazza insistia con que a pesar de estar mirando al microscopio con el mayor de
los aumentos no debia dejarse de ver a las personas en su totalidad!, por lo que
implementar controles de calidad externos y definir los requisitos disminuye el riesgo

clinico y aumenta la validez diagndstica.

4. Analisis de Datos

Para todo el analisis de datos, fue necesario el armado de una planilla de Excel donde se
volcaron todos los valores obtenidos y datos conocidos de los pacientes. Fueron
evaluados todos los resultados en conjunto, sin discernir en su procedencia, pero con el
fin de definir las caracteristicas poblacionales, se utilizaron los datos obtenidos a partir
del Sistema Informatico del Laboratorio (SIL) para el andlisis de distribucién y factores
como la edad y el sexo.

En caso de todas las muestras provenientes de pacientes femeninas en edad fértil, se
obtuvo mediante la utilizacidon de Intranet — CIPRES, la informacién respecto a si las
pacientes se encontraban embarazadas, lo que permitié determinar la frecuencia de
atencion a gestantes y su porcentaje de positividad. El tnico inconveniente con este paso,
fue que si el DNI de la paciente cargado en el sistema era incorrecto, no se podia obtener
dicho dato. Ademas, por medio de la misma pagina, se pudo verificar y corregir la edad
y sexo de los pacientes.

Por otro lado, de las muestras provenientes de pacientes del HEC, también se pudo definir
el servicio que solicitd la prueba. Finalmente, se evalud la sensibilidad, especificidad y
seguridad de las metodologias para su comparacion con las especificaciones del

fabricante y entre si.
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Resultados

Se evaluaron un total de 184 muestras remitidas al laboratorio del HEC durante el mes de
febrero de 2022. De las mismas, 177 (96,20%) tenian la solicitud de realizacién de los
estudios para el diagndéstico de Chagas y provinieron de pacientes que fueron atendidos
en los diferentes CAPS de los partidos de Florencio Varela, Quilmes y Berazategui o del
mismo hospital de diferentes servicios. El valor restante, correspondientes a 7 muestras
(3,80%) fueron proporcionadas, 1 (14,29%) por el Programa de Evaluacién Externa de la
Calidad (PEEC) de la FBA y 6 (85,71 %) por el Control de Calidad Externo del INP “Dr.
Mario Fatala Chaben”, siendo las tltimas rechazadas para el andlisis de este trabajo ya
que no pudieron ser procesadas por dos de las tres metodologias principales de
diagndstico en evaluacion (ICT, CMIA e IFI).

Es asi que de las 178 muestras procesadas la distribucién fue: 95 muestras (53,37%)
procedentes de los CAPS de Florencio Varela, 51 muestras (28,65%) procedentes de los
CAPS de Quilmes, 29 muestras (12,92%) procedentes del Hospital “El Cruce” y 9
muestras (5,06%) procedentes de los CAPS de Berazategui. La descripcidon de la

poblacién con la cual se trabajé se detalla a continuacion: Ver grdficos 1,2,3,4 y Tabla 2.

Porcentaje de Px. seglin rango etario

Adolescentes - 11,86 %

Edad Avanzada . 5,65 %

0 20 40 60 80 100

Grifico 1: Porcentaje de pacientes categorizados segin rango etario, siendo
Adolescentes entre 10 y 19 afios; Adultos entre 20 y 59 afios; v en Edad Avanzada

mayores de 60 afios segtin la OMS.

Como se puede observar en el Grdfico 1, de los 177 pacientes, 21 (11,86%) se encuentran
en el rango de la adolescencia, 146 (82,49%) en el de adultos y 10 (5,65%) en edad

avanzada, siendo la edad minima evaluada los 14 afios y la maxima 81 afios.
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Distribucion por sexo

Px. Masculinos

15,25%

Px. Femeninos

84,75%

Grafico 2: Distribucion del sexo de los pacientes, siendo 150 femeninos y 27 masculinos.

De todas las pacientes mujeres, 131 (87,33%) se encuentran en edad reproductiva, es decir
entre los 15 y 44 anos de edad, por lo que los datos de si las mismas se encontraban
transitando un embarazo fueron los que se detallan a continuacién. Cabe aclarar que, de
todas ellas, 8 (6,11%) no se pudo realizar la investigacion debido a la no congruencia de

los datos personales.

Frecuencia de gestantes

Px. No
Embarazadas
39,84%
Px.
Embarazadas
60,16%

Grafico 3: Frecuencia de gestantes. De las 123 pacientes, 74 (60,16%) se encontraban

cursando un embarazo a la hora del estudio y 49 (39,84%) no.
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Es necesario mencionar que, de ellas, una no se encontraba embarazada, pero habia tenido
un hijo en Enero de 2022. Por otro lado, de todas las gestantes se presentd un caso reactivo
correspondiente al 0,81% y el 99,19% restante fueron no reactivos. Ademds, es
importante aclarar que en esta estadistica fue agregada una paciente de 14 afnos de edad,
ya que la misma se encontraba cursando un embarazo. Finalmente hubo un caso reactivo
de una paciente en edad gestacional a la cual no se le pudo corroborar si se encontraba

cursando un embarazo.

La distribucién de embarazos seglin rango etario se presenta en la siguiente tabla:

Cantidad de
Rango etario Porcentaje
embarazadas
Adolescentes Menores de 19 afios 13 17,57%
19 a 29 afios 39 52,70%
Adultas 30 a 39 afios 19 25,68%
Mayores de 40 afios 3 4,05%

Tabla 2: Frecuencia de embarazos segtin rango etario.

Finalmente, la frecuencia de los servicios de las muestras remitidas del HEC fueron las

siguientes: (Ver grdfico 4)

Frecuencia de Servicios del HEC
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Grafico 4: Cantidad de muestras remitidas segin los servicios del HEC.
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De los resultados propiamente dichos se detalla que de las 178 muestras procesadas
hubieron 9 de ellas correspondientes al 5,06% que fueron informadas como reactivas, ya
que tanto la ICT y el CMIA arrojaron resultados positivos. Del 94,94% restante, se
presentaron 7 casos de discordancia y siguiendo el protocolo del HEC, se les realizd la
APG como prueba confirmatoria, dando todas un resultado no reactivo y, por lo tanto,

169 muestras se validaron como no reactivas. La forma en que se dieron las discordancias

se muestran a continuacion: ( Ver tabla 3)

CMIA

No reactivo No reactivo

Zona gris

No reactivo Reactivo No reactivo

Reactivo No reactivo No reactivo

Discordantes Reactivo No reactivo No reactivo
No reactivo Reactivo No reactivo

Reactivo No reactivo No reactivo

Reactivo No reactivo No reactivo

Tabla 3: Resultados de las muestras discordantes por CMIA e ICT y APG como prueba

confirmatoria.

De los pacientes reactivos el 77,78% (7 muestras) son de sexo femenino de entre 25 y 52
afios de edad, de las cuales, 6 (85,71 %) corresponden a la localidad de Florencio Varela
y la restante (14,29%) del Hospital de dia del HEC. Por otro lado, una muestra (11,11%)
pertenecia a un paciente de sexo masculino con 58 afios de edad remitida por la Unidad
Coronaria del HEC. Finalmente, la muestra restante (11,11%) era la correspondiente al
PEEC.
Todas las muestras reactivas, también dieron reactivas por medio de la IFI, pero esta
metodologia arrojé 6 muestras reactivas mas, de las cuales 3 corresponden a las muestras
discordantes. Lo que denota una paradoja, ya que si el tercer método utilizado fuese la
inmunofluorescencia, dichos pacientes tendrian resultados reactivos.
Si se desglosan los resultados por metodologia se obtiene lo siguiente: (Ver tabla 4)

% FE192,13% de las pruebas por CMIA dieron no reactivas, mientras que el 7,87%

reactivas.
% FE193,82% de las pruebas por ICT dieron no reactivas, mientras que el 6,18%

reactivas.
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%+ El 91,57% de las pruebas por IFI dieron no reactivas, mientras que el 8,43%
reactivas.

4 El 100% de los APG realizados dieron no reactivos.

Metodologias Cantidad de muestras

diagndsticas

CMIA

Tabla 4: Muestras reactivas y no reactivas por determinacién. Las discordantes

corresponden a aquellas que dieron no reactivas cuando en su dupla metodoldgica dieron
reactivas.
Esto conllevd a la realizacion de los calculos de sensibilidad y especificidad del CMIA y

la ICT frente a la IFI como prueba de referencia con los siguientes datos: (Ver tablas 5 y

6)
IFI
Reactivos No reactivos Total
Reactivos 10 1 11
ICT
No Reactivos 5 162 167
Total 15 163 178

Tabla 5: Presentacién de resultados del estudio de valoracién del Test

Inmunocromatografico.

Segin los datos revelados, el Test Inmunocromatografico posee una Sensibilidad de
66,67% vy una Especificidad de 99,39% correspondientes a la validez de la metodologia.
Con respecto a la seguridad de la metodologia se calculé que la probabilidad de que un
resultado reactivo corresponda con un paciente enfermo (segin IFI) es de 90,91% (Valor
Predictivo Positivo), mientras que un resultado negativo refiera a un paciente sano es de

97,01% (Valor Predictivo Negativo).
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IF1
Reactivos No reactivos
Reactivos 11 3 14
CMIA
No Reactivos 4 160 164
Total 15 163 178

Tabla 6: Presentacion de resultados del estudio de valoracion del Inmunoanalisis

Quimioluminiscente de Microparticulas.

Segtin los datos revelados, el Inmunoanalisis Quimioluminiscente de Microparticulas
posee una Sensibilidad de 73,33% y una Especificidad de 98,16% correspondientes a la
validez de la metodologia. Con respecto a la seguridad de la metodologia se calcul6 que
la probabilidad de que un resultado reactivo corresponda con un paciente enfermo (segin
IFI) es de 78,57% (Valor Predictivo Positivo), mientras que un resultado negativo refiera

a un paciente sano es de 97,56% (Valor Predictivo Negativo).

Discusion

Es propicio aclarar que, de las metodologias aplicadas, tanto la ICT como la IFI tuvieron
resultados reactivos débiles, 1 y 2 respectivamente, los cuales fueron considerados
positivos.

Por otro lado, al analizar la seguridad de las metodologias, los valores de VPP y VPN
fueron calculados a partir de los valores obtenidos de verdaderos positivos, verdaderos
negativos, falsos positivos y falsos negativos considerando a la IFI como prueba de
referencia, pero estos valores no dependen tUnicamente de la variable analitica sino
también de la prevalencia de la enfermedad en la poblacién y la correlacion de los
resultados con la clinica del paciente, datos de mayor relevancia, por lo que los resultados
obtenidos son relativos y no absolutos.

Por otro lado, es relevante aclarar que en el Manual de Laboratorio para la IFI'® se
recomienda determinar el titulo de la antigama globulina marcada para cada lote y para
cada equipo microscépico, ya que depende del sistema 6ptico a utilizar, siendo el mismo,
el correspondiente a la médxima dilucién que da fluorescencia con el suero positivo en su
titulo conocido, de forma que el conjugado no tifia de forma inespecifica a los paréasitos.
En este trabajo, este paso no fue realizado, ya que al utilizar la dilucién del fabricante no
se observaron tinciones con el suero control negativo que pudiesen afectar la

interpretacion de los resultados.
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De la misma forma, se recomendaba la titulacién del Azul de Evans con el conjugado, ya
que, al ser el colorante de contraste, la utilizacién del titulo 6ptimo favorece la
discriminacién de los sueros en estudio. Esta determinacién no fue realizada por criterio
bioquimico y por no observar interferencias en la observacion de las improntas.

Finalmente, de las improntas utilizadas se pudo observar que la composicion de las
mismas pueden afectar los resultados, ya que con las negras se corria riesgo de que, luego
de los lavados, el reactivo se corra hacia la division contigua. Por este motivo fueron

utilizadas en forma de zigzag por recomendacion bioquimica.

Conclusion

De a cuerdo a los resultados obtenidos se denota que los pacientes reactivos corresponden
al 5,06% de las muestras procesadas, siendo el 77,78% de sexo femenino, de las cuales,
el 85,71% son pertenecientes a la localidad de Florencio Varela. Estos datos son
comparables con los obtenidos en el Trabajo Final de Valdi, Mercedes® quien determiné
un valor de reactividad del 2,11% en 2020 con una mayor cantidad de muestras reactivas
en la misma localidad. De esta comparacion surge una variacion creciente en el porcentaje
de positividad, lo que puede explicarse por un aumento del nimero de casos con el paso
de los afios o por el cambio de las metodologias utilizadas, ya que en 2020 el HEC
utilizaba la ICT WL Check Chagas y el CMIA en el equipo Architect ci 4000 también de
la compaiiia Abbott. A su vez, la localidad de Florencio Varela continda siendo la que
mayor cantidad de muestras remite al HEC, con una frecuencia en la actualidad del
53,37%.

Por otro lado, en este trabajo se hizo hincapié en la importancia de la determinacion del
Chagas en aquellas pacientes que se encuentran cursando un embarazo, ya que de ser
diagnosticado a tiempo su descendencia puede negativizar la parasitemia y la paciente
disminuir los titulos serolégicos con tratamiento. Esto fue demostrado con los resultados
obtenidos ya que el 60,16% de las pacientes en edad fértil se encontraban gestando, lo
que denota la importancia de su diagnéstico y el cumplimiento de la ley al realizarse el
tamizaje en dichas pacientes.

Con respecto a IFI, ya que al no poder establecerse con certeza si los pacientes son
chagasicos por falta de datos clinicos, la determinacion de la validez de las metodologias
se obtuvo que el Test inmunocromatografico posee una sensibilidad del 66,67% cuando
la declarada por el fabricante es del 99,3% y una especificidad del 99,39% cuando la

declarada es del 100%. En el caso del Inmunoanilisis Quimioluminiscente de
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Microparticulas, la sensibilidad arrojada por los estudios fue de 73,33% cuando la
declarada por el fabricante es del 100% y una especificidad del 98,16% cuando la del
fabricante varia entre el 99,96% y el 100% dependiendo de la categoria de las muestras.
De esta manera, se puede observar que la metodologia IFI es més sensible y especifica
en esta poblacion, para estas metodologias.

Tanto para la ICT como el CMIA, la especificidad es mayor que la sensibilidad. Al
tratarse de métodos de screening son utilizados como primera prueba diagndstica y se
caracterizan por una alta sensibilidad y VPN ya que se confia en un resultado negativo.
En este caso, el VPN de la ICT fue de 97,01% y del CMIA de 97,56%, pero no se debe
olvidar que estos valores se encuentran relacionados con la clinica del paciente, por lo
que los resultados obtenidos son congruentes. Ademads, fueron obtenidos en comparacion
con una metodologia de referencia y no con pacientes certeramente enfermos y sanos. Por
otro lado, ambas metodologias son comparables entre si y confirman el hecho de la
necesidad de una tercera técnica diagnodstica sensible y especifica para el “desempate” de
las muestras discordantes.

Finalmente, es notable destacar que de las muestras discordantes existe discrepancia entre
el APG y la IFI, ya que de las 7 muestras validadas como no reactivas, por IFI hubiera
habido 3 que presentarian resultado reactivo de ser utilizada dicha técnica como tercera
metodologia de validacién. Es por esto, que se concluye con que la Inmunofluorescencia
es un método de confirmacién mds certero gracias a su sensibilidad y especificidad,

aunque requiere de un mayor tiempo de procesamiento y posee un mayor costo.
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