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RESUMEN

La enfermedad de Chagas representa un
importante problema de salud publica en la
mayor parte de los paises de Latinoamérica. Se
estima que alrededor de 13 millones de personas
se encuentran infectadas en nuestro continente,

las cuales al migrar por razones socioeconémicas
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entre otras, podrian transmitir la enfermedad co-
mo potenciales donadores de sangre. La vfa trans-
fusional es la segunda causa en importancia para
contraer la enfermedad y en la actualidad, se estdn
realizando enormes esfuerzos por mejorar los sis-
temas de deteccién en los bancos de sangre de
todo el continente (incluyendo EEUU y Canads).
Debido a problemas importantes para realizar el
diagnéstico serolégico de la enfermedad, en pafs-
es como Brasil, los bancos de sangre realizan
obligatoriamente su despistaje, utilizando al
menos dos métodos diferentes. En nuestro pafs,
existe un 100% de cobertura del tamizaje, con
una sola prueba de ELISA comercial. Dadas las
implicaciones que podrfa tener el empleo de una
sola prueba, el presente trabajo presenta una eva-
luacién de los principales estuches comerciales
que se emplean en el pafs. Arch Hosp Vargas
2003; 45(3-4): 35-42.
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ABSTRACT

Chagas disease is an important public
health problem in Latin American. According to
Tropical Disease Research (TDR) an estimated 13
million people are infected, probably due to mi-
gration and immigration of people leading to a
spread of the disease. The second most common
route of transmission in humans is blood transfu-
sion, and at the present time, there are numerous
efforts to improve the detection systems in the
blood banks ofthe whole continent (including
USA and Canada). Due to significant problems
in the serum diagnosis ofthe illness, in countries
like Brazil, it is mandatory for blood banks to
screen donors for Chagas disease using at least
two tests.

In our country, there is a 100% serologi-
cal screening, but using a single test, frequently a
commercial kit Given the implications that this
may carry the present study presents the evalua-
tion of the most commonly used commercial kits

used in Venezuela.
Key Words: Chagas, diagnosis, commercial kit.
INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, un problema
importante de salud pdblica es producida por el
Trypanosoma cruzi, pardsito flagelado del orden
Kinetoplastidae. En el 2003, el TDR! reporté una
incidencia de doscientas mil personas por afio y
una prevalencia de 13 millones de personas infec-
tadas, de las cuales 3,3 millones presentan sin-
tomatologfa y alrededor del 25% de la poblacién
de Centro y Suramérica estd en riesgo de con-
traerla’.

La infeccién se adquiere principalmente

por via vectorial. La via transfusional es la segun--

da en importancia y en la actualidad conjunta-
mente con las iniciativas adelantadas por los pai-
ses del cono sur para controlar la transmisién vec-
torial, se estdn realizando enormes esfuerzos por
mejorar los sistemas de deteccién en los bancos de
sangre de todo el continente®, para asf lograr un
control de la transmisién de esta enfermedad.

El diagnéstico parasitolégico durante la
fase crénica de la enfermedad presenta bajos nive-
les de sensibilidad, con técnicas que consumen
mucho tiempo y recursos®. En el futuro mediato,
las pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), representardn una alternativa vélida para
solventar este problemas. El diagndstico serolégi-
co es la forma mds empleada y los antigenos que
frecuentemente se han usado, presentan proble-
mas importantes de reacciones falsas. Para solven-
tar estos problemas, en algunos pafses como
Brasil, los bancos de sangre realizan obligatoria-
mente su despistaje, con al menos dos tipos de
pruebas diferentes para el despistaje.

Desde el punto de vista técnico, se han
desarrollado pruebas serolégicas con combina-
ciones de proteinas recombinantes, las cuales han
mejorado la sensibilidad y especificidad®”. Sin
embargo, pese a las mejoras implementadas, en el
2003 se reportaron casos de falsos negativos (Fn)
que alcanzaron el 2,1%?° en instituciones que
emplearon al menos dos pruebas seroldgicas, tal
como recomienda la Organizacién Mundial de la
Salud®.

Venezuela fue pionera en el continente al
aprobar una legislacién que obliga el despistaje |
serolégico para la enfermedad de Chagas de los
donantes de sangre. La prueba mds empleada fue
la técnica de fijacién de complemento, Machado
Guerreiro, la cual presentaba niveles de sensibili-
dad y especificidad que fluctuaban entre el 80 y
90 %. Actualmente, el tamizaje se realiza con una
cobertura del 100 %, con una prueba de ELISA



ARTICULO ORIGINAL DEL DR. LUis BRICERO Y OTROS. 37

comercial. Sin embargo, atin cuando esta iniciati-
va ha mejorado los niveles de sensibilidad, es
necesario realizar un seguimiento estrecho de los
estuches que se estén adquiriendo. En los dltimos
afios, grupos de investigadores han llamado la
atencién respecto a los estuches comerciales que
se emplean para el diagnéstico de la enfermedad
en los bancos de sangre” y en los dltimos tres
afos, las autoridades de salud han cambiado las
casas comerciales escogidas.

Sobre la base de los problemas que se pre-
sentan para el diagndstico de esta enfermedad y
las implicaciones que pudiesen presentarse por el
empleo de una sola prueba, el presente trabajo
tiene como objetivo realizar una evaluacién de los
tres estuches comerciales mds empleados por los
bancos de sangre del pafs, y de una prueba de
ELISA experimental desarrollada en nuestro labo-
ratorio, con antigenos de bajo costo y ficil imple-

mentacién.
METODOS

Sueros: Los estuches fueron analizados con sueros
de individuos provenientes de zonas endémicas,
que denominaremos como grupo I y con sueros
de pacientes con enfermedades que frecuente-
mente dan reacciones falsas positivas (Fp), como
grupo II. El grupo I, estuvo conformado por un
total de 287 sueros, obtenidos previo consenti-
miento de voluntarios que residen en el Muni-
cipio Andrés Eloy, del Estado Lara, zona endémi-
ca para la enfermedad. Como referencia (patrén
oro) se empleo el diagnéstico realizado por la
Direccién de Salud Ambiental y Contraloria
Sanitaria, Maracay, MSDS, donde los sueros son
analizados por tres metodologias diferentes
(ELISA, hemaglutinacién indirecta, e inmuno-
fluorescencia). De ellos, 195 sueros (Verdaderos

negativos.Vn) fueron clasificados como negativos

y 92 (Verdaderos positivos. Vp) como positivos,
escogidos para que existiera aproximadamente
una proporcién de 2:1, entre negativos y posi-
tivos.

Por falta de disponibilidad, dos de los
estuches fueron evaluados con un niimero menor
de sueros (227) de los cuales 161 eran sueros ne-
gativos y 66 positivos.

Para analizar la reactividad cruzada que
pudiesen presentar los sueros de otras enferme-
dades con antigenos de T cruzi, se emplearon un
total de 142 sueros. Con este grupo 11 de sueros
se evalué este aspecto, donde los pacientes fueron

clinica y parasitolégicamente confirmados:

Leishmaniasis cutdnea Americana (n=26),
Leishmaniasis visceral (n=57). Malaria (n=30),

Esquistosomiasis (n=20), Toxoplasmosis (n=10).

Pruebas de ELISA: Los estuches comerciales eva-
luados fueron: BioKIT@(Espafia), Bioschile
Ingenierfa Genética S.A@(Chile) y Pharmatest@
(Venezuela). Ademds de los estuches comerciales,
también se evaldo una prueba experimental de
bajo costo, como alternativa para la introduccién
de una prueba adicional en el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas. Esta prueba, con sueros
bien caracterizados, demostré éptimos niveles de
sensibilidad y especificidad. (Figura 1).

El andlisis de las pruebas comerciales se
realizé en el Banco Municipal de Sangre del DC
y la prueba experimental fue desarrollada en el
Laboratorio de Fisiopatologfa del Instituto de
Biomedicina.

Las pruebas comerciales fueron realizadas
todas por el mismo operario y segin las indica-
ciones del fabricante: Para la ejecucién de la prue-
ba de ELISA experimental se emplearon placas
Maxisorp, Nung, las cuales fueron sensibilizadas

con formas epimastigotes modificadas (1flg/ml)
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durante toda la noche, en buffer carbonato. Los
sueros fueron evaluados a una dilucién 1/100, por
30 minutos, a 37°C. La reaccién antigeno-anti-
cuerpo fue detectada mediante el empleo de un
conjugado anti inmunoglobulina G (IgG) huma-
na acoplada a la enzima fosfatasa alcalina (KPL).
El revelado de la prueba se realizé en buffer
dietanolamina (PIERCE), conteniendo como sus-
trato ortofenilfosfato (Img/ml) de PIERCE. La
intensidad de color desarrollado, fue leida a
405nm, en un lector de ELISA (Multiskan Ex,
Labsystems).

Andlisis de los resultados: La sensibilidad se
determiné sobre la base del ndmero de sueros ver-
daderos positivos (Vp) detectados por la prueba
“patrén oro” entre la suma de los sueros Vp, con
los falsos negativos (Fn) que se registraron para la
prueba (sensibilidad = Vp / Vp + Fn).

De igual manera con los sueros que resul-
taron negativos, se calcularon los niveles de espe-
cificidad a partir de los sueros evaluados en zonas
endémicas (Esp = Vn / Vn + Fp).

Para los cdlculos de especificidad realiza-
dos con los sueros de pacientes con otras enfer-
medades, (grupo TI de sueros), arbitrariamente
consideramos que si alguna de las pruebas evalua-
das al analizar un suero resultaba negativa (como
debe esperarse), este suero deberfa ser negativo
para las otras pruebas, por tal razén, solo fueron
considerados los sueros que resultaron negativos
con al menos una de las cuatro pruebas evaluadas.

Los sueros estudiados del grupo TI
provienen de pacientes que se encuentran en
zonas endémicas también para la enfermedad de
Chagas, por lo que podria esperarse la existencia
de infecciones mixtas. En tal sentido, las muestras
que dieron positivas con todas las pruebas no
fueron incluidas para el célculo de especificidad,

al no disponerse de pruebas que confirmaran la

posibilidad de infeccién mixta, lo que podria oca-
sionar una distorsién en los valores de especifici-
dad.

El andlisis estadistico fue realizado con el
programa GraphPad InStat 3.02 (GraphPad soft-
ware, San Diego, CA: http: www.graphpad.com

RESULTADOS

Andlisis de las pruebas comerciales con
los sueros del grupo 1:

Para evaluar la sensibilidad y especificidad
de los tres estuches comerciales y la prueba experi-
mental, se emplearon muestras de sueros de indi-
viduos que viven en una zona endémica.

De las cuatro pruebas evaluadas, la prue-
ba experimental fue la que presenté mayores nive-
les de sensibilidad (Tabla 1) seguido de los estu-
ches comerciales BioKIT y Bioschile. El nivel mds
bajo se obtuvo con el estuche de Pharmatest con
un 95,65%.

Respecto a los niveles de especificidad, la
prueba experimental y el estuche de Pharmatest
presentaron los mejores niveles (98,8 y 98,77%;
respectivamente), observdndose la siguiente se-

cuencia: Experimental>Pharmatest>Bioschile>

BioKIT (Tabla I).

Evaluacién de los estuches comerciales con el
grupo n de sueros:

Uno de los problemas importantes para el
diagnéstico de la enfermedad de Chagas, es la
reactividad cruzada que presentan los antigenos
de 7’ cruzi con anticuerpos de pacientes con otras
enfermedades’ . Los resultados destacan que la
prueba con mejores niveles fue la experimental
(Tabla 1I), seguido de Biokit, Bioschile y con
menor especificidad Pharmatest. La mayor fre-
cuencia de reactividad cruzada se presenté con los

sueros de pacientes con Leishmaniasis, particular-
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Tabla 1. Comparacién de los resultados obtenidos con los sueros del el grupo 1 entre los estuches co-

merciales y la prueba experimental.

Patrén oro

287 195 92
BlosCHILE@ 287 193 94
Pharmatest® 227 *162/161  *65/66
BIOKIT@ 227 *154/161  *73/66
Experimental 287 193 93

4 2 97,87 97,97
2 3 95,65 98,77
8 1 98,50 95,26
2 1 98,92 98,98

Fp: Resultado falso positivo.
Fn: Resultado falso negativo.

*Valor obtenido / V positivo 6 V negativo, respecto a la prueba estdndar.

Tabla II. Comparacién de los estuches comerciales y la prueba experimental con sueros del grupo n.

BlosCHILE@ 92 /89,47

Pharmatest@ 76 178,47
BIOKIT@ 90,47 1 89,47

Experimental 100 / 98,24

94,36
86,99
96,77
98,59

% de Especificidad con Leishmaniasis Americana / % de Especificidad con Leishmaniasis visceral.

mente con los de Leishmaniasis visceral. El
estuche de Pharmatest presentd una elevada reac-
tividad cruzada con los sueros de pacientes con
Leishmaniasis, particularmente con la forma
difusa (Bioschile 88%, BioKit 87,5%, Pharmatest
42,85% y experimental 100%).

Todas las pruebas evaluadas presentaron

excelentes valores de especificidad con los sueros
de pacientes con Malaria, Esquistosomiasis y
Toxoplasmosis. Como consecuencia de ello, los
valores de especificidad total (calculado con todos
los sueros seleccionados del grupo II) se incre-
mentan notablemente respecto a 10 obtenido con

pacientes con Leishmaniasis (Tabla II).
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Figura 1. Prueba de ELISA experimental, evaluada con 68 sueros de pacientes chagdsicos y 26 volun-
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DISCUSION

En el presente estudio se pueden destacar
algunos aspectos que podrfan ser importantes. El
primero se refiere a la existencia de falsos nega-
tivos. En el 2003 se reportaron casos de falsos
negativos, que alcanzaron el 2,1%8, en institucio-
nes que utilizaron al menos dos pruebas serolégi-
cas. Si tomamos en cuenta los resultados obte-
nidos en este estudio respecto a los falsos ne-ga-
tivos de cada prueba y lo comparamos con el
ntimero de sueros positivos empleados (Vp), el
porcentaje de falsos negativos varia entre un
4,54% con Pharmatest; 2,1% Bioschile; 1,51%
Biokit y 1,09% con la prueba experimental.
Como se puede observar la mayoria de los estu-
ches comerciales individualmente presentan nive-
les de sensibilidad apropiados. Sin embargo, para
la evaluacién de individuos aparentemente sanos,
como los donantes de sangre, los resultados su-

gieren el empleo de dos pruebas simultdneas, para

CDM

Asint: Pacientes chagdsicos asintomdticos

CDM: Pacientes chagdsicos con Miocardiopatfa

minimizar el nimero de falsos negativos.

Vale la pena destacar que con la excepcién
de una muestra que resultd falso negativo (Fn)
para todos los estuches, el resto de los falsos ne-
gativos, se detectaron en muestras diferentes,
reforzando la idea que para tener una mayor con-
fiabilidad en las unidades a ser transfundidas,
deberfan emplearse de rutina dos pruebas diag-
nésticas diferentes.

Respecto a la sensibilidad, las casas co-
merciales Biokit y Bioschile presentaron niveles
similares, tomando en cuenta que la prueba
Bioschile tuvo un falso negativo que no fue in-
cluido en el grupo de sueros empleados para
examinar el estuche de Biokit. La prueba de
Pharmatest ha mejorado su sensibilidad con un
95,45%, al compararlo con el 85,29%, observado
por nosotros (datos no presentados) en el afo
1999.

Con los sueros del grupo 1, la mayoria de

los estuches presentaron individualmente niveles
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aceptables de especificidad, pero el empleo de al
menos dos pruebas, reducirfa sensiblemente el
ntmero de falsos positivos, evitando el descarte
de unidades de sangre.

Llama la atencién que los valores de
especificidad obtenidos con los estuches estudia-
dos que emplean antigenos derivados de purifica-
ciones o modificaciones de formas epimastigotes
de T cruzi, presenten una mejor especificidad que
la observada con Biokit, que emplea cuatro pro-
tefnas recombinantes. Esto ilustra que una mejor
tecnologfa no implica necesariamente un mejor
desempefio.

En relacién a la evaluacién con los sueros
del grupo TI, los estuches presentaron una buena
especificidad, en pacientes con Malaria, Esquis-
tosomiasis y Toxoplasmosis. Los problemas mds
importantes se presentaron con Leishmaniasis
cutdnea Americana y visceral. En el primer caso
fueron mds notables con pacientes con la forma
difusa, donde los niveles de anticuerpos se
encuentran mds elevados. Con la forma visce-
ral, Bioschile, Biokit, y la prueba experimental
presentaron los mismos valores de especificidad
(89,47 %), mientras que la prueba de Pharmatest
alcanzé el 78,94 %. Los perfeccionamientos en
especificidad deberdn enfocarse con sueros de
pacientes con Leishmaniasis, donde el 16 % de las
muestras resultaron positivas con todas las prue-
bas. Estas muestras fueron tomadas en zonas
donde ambas enfermedades son endémicas, por lo
que no se descarta la posibilidad de infecciones
mixtas.

En resumen, este estudio aporta algunos
elementos a ser considerados para establecer crite-
rios de seleccién de pruebas diagndsticas de la
enfermad de Chagas y mds que apuntar hacia uno
de los estuches en particular, lo que se enfatiza es
la necesidad de incorporar una prueba adicional.

El empleo de una prueba experimental

podria ser una alternativa vélida. En nuestro pafs
existen diferentes laboratorios que elaboran anti-
genos para pruebas experimentales, que presentan
niveles de sensibilidad iguales o quizds superiores
a las pruebas estudiadas. La diferencia con la
prueba experimental evaluada en este trabajo ra-
dica en el bajo costo del antigeno empleado y su
buen desempefio en despistajes realizados en
zonas endémicas.

En nuestra opinién la conclusién mds
importante que se deriva de este trabajo, es la evi-
dente necesidad de un control de calidad de los
estuches empleados a nivel nacional, por lo que
consideramos necesario efectuar un control
aleatorio de la calidad de las pruebas empleadas.

La implementacién de una auditorfa
externa en todos los bancos de sangre y la incor-
poracién de una prueba adicional para incremen-
tar la posibilidad de tener un diagnéstico mds
certero, serfan aspectos importantes a desarrollar,
donde la voluntad de cambio por un lado y los
costos de las pruebas en el otro, son los elementos

claves para darle solucién a estas dificultades.
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