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RESUMEN

En Paraguay la enfermedad de Chagas es endémica, siendo el nUmero de personas
infectadas de aproximadamente 165.000 y la poblacion expuesta del 30% segun
registros del 2012. El objetivo del trabajo fue evaluar el ELISA Chagas test IICS
V2.0 para tamizaje de la enfermedad en muestras de donantes de sangre. Se
realizé un estudio transversal de pruebas diagndsticas, para lo que se incluyeron
775 muestras de suero provenientes de dos bancos de sangre, a partir de cuyos
resultados se calculd la sensibilidad, valores predictivos positivo, negativo y la
curva ROC. También se determind la concordancia y correlacién entre el ELISA
Chagas test IICS V2.0 y un ELISA comercial. De las 775 muestras de bancos de
sangre analizadas se obtuvo una sensibilidad del 99%, especificidad de 96%, VPP
96%, VPN 99% y un indice kappa igual a 0,95 (0,93-0,97) Error Estandar (EE) 0.01
y p>00001 y el area ROC igual a 0,9835. Con respecto a la concordancia con el test
comercial, el indice kappa fue de 0,926 1IC95% (0,888-0,976), p=0,00001 y el
coeficiente de correlacién r=0,971 1C95% (0,962-0.978) p=0,0001. Las
concordancias obtenidas fueron muy buenas con respecto a la serologia de las
muestras de banco de sangre como la comparada con el test comercial, pudiendo
utilizarse el kit de Chagas IICS V2 para el tamizaje de la enfermedad.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, tamizaje, banco de sangre, sensibilidad,
especificidad.

Performance of the IICS-UNA Chagas V2.0 Kit for screening of
the disease

ABSTRACT

In Paraguay, Chagas disease is endemic, with approximately 165,000 infected
people and 30% of the exposed population according to 2012 records. The
objective of this study was to evaluate the ELISA Chagas test IICS V2.0 for
screening of the disease in blood donor samples. We carried out a cross-sectional
study of diagnostic tests, including 775 serum samples from two blood banks, and
then calculating sensitivity, positive and negative values and the ROC curve. We
also determined the concordance and correlation between the ELISA Chagas test
IICS V2.0 and commercial ELISA. In the 775 blood bank samples analyzed, the
Chagas ELISA test IICS V2.0 obtained a sensitivity of 99%, specificity of 96%, PPV
96%, NPV 99% and a kappa index equal to 0.95 (0.93-0.97) Standard Error (SE)
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0.01 and p>0.0001 and the ROC area equal to 0.9835. Regarding the concordance
with the commercial test, the kappa index was 0.926 CI95% (0.888-0.976),
p=0.00001 and the correlation coefficient r=0.971 CI95%(0.962-0.978)
p=0.0001.The concordances obtained were very good with respect to the serology
of the blood bank samples as compared to the commercial test, allowing the use of
the Chagas IICS V2 kit for the disease screening.

Keywords: chagas disease, screening, blood bank, sensitivity, specificity,
specificity.

INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas (ECh), causada por el
hematozoario Trypanosoma cruzi, es una zoonosis que existe en 21 paises de
América'’, En Paraguay la enfermedad es endémica, siendo el nimero de personas
infectadas de aproximadamente 165.000, y la poblacion expuesta de 30 % en el
2012@®, Los numeros de casos y tasas de incidencia de las Enfermedades de
Notificacién Obligatoria (ENQO), comparativo en el mismo periodo de la semana
epidemioldgica (SE) 1 a la 30 de los afios 2017, 2018 y 2019 se han informado
como 393, 395 y 339 casos respectivamente(®,

La enfermedad puede transmitirse mediante transfusién sanguinea (5-20%), en
paises como Argentina, Brasil y Chile se observan de 1,4 - 18% de casos y en
Bolivia alcanza un 48%. En bancos de sangre de Paraguay la prevalencia de esta
enfermedad en los afios 2001 - 2005 fue del 2,8 - 4,5%, y el 14% en la region de
Boquerén -Chaco en el 2012,

Como cita en la guia para el diagnédstico y tratamiento de la Enfermedad de
Chagas en el 2018 por la OMS y OPS a los pacientes con sospecha diagndstica de
infeccion crénica por T. cruzi_se sugiere utilizar el “estandar de diagndstico”, es
decir, la combinacién de dos pruebas serolégicas con diferentes antigenos ,
convencionales con antigenos crudos o extractos solubles y no convencionales que
utilicen combinaciones de proteinas recombinantes que detecten anticuerpos contra
T. cruzi como el Ensayo inmunoenzimatico (ELISA), Hemoaglutinacion indirecta
(HAI) o Inmunofluorescencia indirecta (IFI), y una tercera si los resultados de
dichas pruebas son discordantes‘®”).

Entre las pruebas de diagndstico serolégico, el ELISA cuenta con muchas
ventajas operativas de automatizacion, registro e interpretacion de los resultados,
ademads de ofrecer una alta sensibilidad y especificidad®?.

Evaluaciones realizadas con pruebas de ELISA comerciales, asi como técnicas
ELISA “in house”, demostraron una sensibilidad del 100%. En cuanto a la
especificidad, las técnicas convencionales que utilizan antigeno crudo son 100%
especificas, no asi las pruebas con antigenos recombinantes que pueden dar lugar a
resultados falsos positivos®.

Asimismo, la mencionada guia menciona que el método de ELISA no solo es
sensible sino también en la aplicacién representa un menor costo frente a otros
métodos por lo que existe una recomendacion fuerte en utilizar el ELISA o el test
inmunocromatografico (ICT) para estudios poblacionales de prevalencia de la
enfermedad de Chagas dando calidad de evidencia sobre la precision diagndstica de
alta/moderada®”’.

Por lo mencionado anteriormente, también es recomendada la utilizacion del
ELISA altamente sensibles o inmunoensayo quimioluminisciencia de microparticulas
(CMIA) para el tamizaje de la enfermedad de Chagas en los servicios de
Hemoterapia dando calidad de evidencia alta/moderada‘®”.

Cabe mencionar que no todos los test comerciales emplean cepas de T. cruzi
locales, por lo que es importante el desarrollo de pruebas de ELISA que utilicen
estas cepas para mejorar la sensibilidad y especificidad. Por esta razon, el Instituto
de Investigaciones en Ciencias de la Salud ha desarrollado un ELISA indirecto
convencional que detecta IgG anti T.cruzi con el Chagas ELISA IICS v.1.0 que es
utilizado en el sector privado y por el Programa Nacional de Control de la
Enfermedad de Chagas del Paraguay (SENEPA-MSPyBS) desde sus inicios pensado
para trabajos de campo por la ventaja que ofrece la lectura a la vista®*?,
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Por las exigencias tecnoldgicas se ha desarrollado el ELISA indirecto Chagas
ELISA IICS V.2.0 en el marco del proyecto 14-INV-Conacyt con alta sensibilidad y
especificidad para cumplir con los estandares de calidad exigidos y ser adaptado a
los autoanalizadores para mayor eficiencia del proceso e interpretacién por medio
de indice. Por ello, se ha evaluado el kit de Chagas test IICS V2.0 para tamizaje de
la enfermedad de Chagas, en muestras de banco de sangre.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de pruebas diagndsticas de tipo transversal. Fueron
incluidas 775 muestras de suero, con serologia positiva (n=352) y serologia
negativa (n=423) para la enfermedad de Chagas provenientes de donantes de
sangre que acudieron al Banco de Sangre del Hospital de Clinicas de la Facultad de
Ciencias Médicas, UNA y al Centro Nacional de Servicio de Sangre (CENSSA). La
seleccion de las muestras de estos bancos de sangre se bas6 en los resultados
positivos y negativos para la deteccién de anticuerpos IgG anti-T cruzi por métodos
automatizados. Todas ellas fueron colectadas entre los afios 2014-2015 vy
almacenadas a -20°C hasta su utilizacién para este estudio. De las 775 muestras,
fueron seleccionadas 224 para determinar la concordancia y correlacion respecto a
un test similar de ELISA.

ELISA

La prueba convencional Chagas ELISA IICS V.2.0 es un ensayo semicuantitativo
para detectar anticuerpos IgG anti-T. cruzi que utiliza antigeno crudo de
epimastigotes de T. cruzi (ciclo completo Y) preparado en el Departamento de
Medicina Tropical del IICS-UNA.

Las muestras y los controles fueron diluidos 50 veces, se agregaron 50 ulL a los
pocillos sensibilizados para luego incubar a 37° C durante 30 minutos. Pasado el
tiempo se realizaron 3 lavados con un tampdn de lavado. A continuacién, se incubd
con un segundo anticuerpo anti-IgG humano de cabra conjugado con enzima
peroxidasa (IICS-UNA) a 37° C durante 30 minutos. Luego de tres lavados se
agregd el sustrato ABTS (2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulféonico]-sal
de diamonio) en tampon citrato y se incubd a temperatura ambiente durante 20
minutos para leer la densidad o6ptica (DO) a 405 nm. Todos los pasos son
identificados por colores diferentes.

Para interpretﬂaﬂr los resultados se calculé el indice, dividiendo la DO obtenida por

el cut off (I=cuesff). El cut off se consider6 como el promedio de dos o mas
controles negativos sumado 0,200.

Se consideré como negativo un indice menor o igual a 1; indeterminado entre 1
y 1,3 positivo mayor o igual a 1,3.

Para determinar la concordancia con una prueba no convencional, se utilizé Ia

prueba Chagatest v.4.0 (Wiener, Rosario, Argentina), que utiliza antigenos
recombinantes especificos de los estadios epimastigote y tripomastigote ( SAPA , 1,
2, 13, 30 y 36) para la deteccion cualitativa de anticuerpos anti-T. cruzi en
muestras de suero o plasma humano, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.
Analisis estadistico: Toda la informacidon fue colectada y recopilada en hojas de
calculo de Microsoft Excel. Para los calculos de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN), la curva ROC
(Caracteristica Operativa del Receptor) concordancia por indice kappa y el
coeficiente de correlacion de Pearson se utilizé el programa Epidat versiones 3.1 y
4.2. Se consideré para la significancia estadistica una p<0,05 para todos los
analisis y un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Respecto a las 775 muestras de bancos de sangre, se obtuvo para el ELISA
Chagas test IICS V2.0 una sensibilidad del 99%, especificidad de 96%, VPP 96%,
VPN 99% y una indice kappa igual a 0,95 (0,93-0,97) Error Estandar (EE) 0,01 y
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p>0,0001, el cual es considerado casi perfecto. En la Tabla 1 se observa la
distribucion de los sueros analizados.

Tabla 1: Evaluacién del kit Chagas test IICS V2.0 vs Banco de Sangre.

Sueros de banco de Sangre

ELISA IgG Chagas V2 Positivos Negativos Total
Positivo 348 14 362
Negativo 4 409 413
Total 352 423 775

Sensibilidad del 99% (97-100%), Especificidad de 96% (95-99%), VPP 96% (94-98%), VPN
99% (97- 100%).

Se determind la curva ROC para evaluar el desempefio del ELISA IgG Chagas
V2.0 con respecto a los resultados de los bancos de sangre, en base a la
sensibilidad y especificidad obtenidas. Se observa una excelente capacidad
discriminativa de la prueba ya que estd muy préximo a 1, dando el area bajo la
curva igual a 0,9835. Figura 1

Curva ROC

Sersibdicdad
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[

eo o1 02 03 04 05 O0& OF OB 0% 10
1-Especificidad

Area ROC EE IC [95%)
0,9835 0,0044 0,9748 0,9921 Delong
0,0049 0,9739 0,9930 Hanley & McNeil

Figura 1: Curva ROC del ELISA IgG Chagas IICS V2.0 con respecto a los resultados
de dos Bancos de Sangre Nacionales.

De 224 muestras positivas y negativas seleccionadas para determinar la
concordancia con un test comercial (Wiener 4.0) para la enfermedad de Chagas, se
obtuvo una indice kappa de 0,926 (0,888-0,976; error estandar de 0,0257) con
una p=0,00001 y un coeficiente de correlacién de Pearson r=0,971 (0,962-0,978)
con una p=0,0001. En la Figura 2 se observa la correlacién positiva entre ambos
métodos de acuerdo con las densidades épticas obtenidas.
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Correlacion entre el ELISA Chagas IICSV2 y el
ELISA comercial. N=224
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Figura 2: Correlacién entre los ELISA IgG Chagas IICS V2.0 y el ELISA de Chagas
comercial.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, la sensibilidad del Chagas test IICS
V2.0 es de 99%, al comparar los resultados con los de los bancos de sangre (FCM,
UNA y CENSSA).

En estudios realizados sobre enfermedades mas prevalentes en Banco de sangre
en Paraguay, mencionan a la enfermedad de Chagas, al virus de la Hepatitis B y el
Treponema pallidum™*™'®, Por esta razén se utilizan plataformas como ELISA o
CLIA para las pruebas serologicas en bancos de sangre ya que deben ser de alta
sensibilidad para descartar la minima sospecha de reactividad %,

En nuestro estudio hemos comparado con las muestras procesadas en banco de
sangre obteniendo una sensibilidad con respecto a los resultados del tamizaje igual
al 99% indicando una alta sensibilidad capaz de identificar como positivo a los
enfermos, tal como indican las recomendaciones para tamizaje en bancos de sangre
(4% asi mismo también es recomendado para la enfermedad de Chagas la
utilizacién de dos pruebas sensibles y su confirmacion posterior con otra prueba de
fundamento diferente altamente especifico*>.

En cuanto la capacidad del ELISA IgG Chagas test IICS V2.0 de predecir la
ausencia o la presencia de enfermedad, los valores predictivos representan la
probabilidad de que el paciente tenga la enfermedad una vez que se conozca el
resultado de la prueba. En nuestro estudio el VPP fue de 96% (94-98%) lo que
significa alta probabilidad de que un individuo con prueba positiva tenga la
enfermedad y el VPN 99% (97-100%) alta probabilidad de que un individuo con
prueba negativa no tenga la enfermedad®,

Los valores predictivos cambian con la prevalencia de la enfermedad en la
poblacidon. En el caso de la enfermedad de Chagas la prevalencia en la poblacion
expuesta se encuentra dentro del 2 al 14%“> por lo que se necesitan pruebas muy
sensibles y de VPP elevado ya que es el parametro de mayor relevancia para los
programas de tamizaje, debido a que un valor bajo significa una prevalencia baja o
que la prueba es poco especifica 0 ambas cosas(*®).

El ELISA Chagas test IICS V2.0 cumple con los criterios de validez y seguridad,
ya que se observaron altos valores de sensibilidad y especificidad, como también en
los valores predictivos, siendo una prueba ideal para ser utilizado en el tamizaje de
la enfermedad®”,

En cuanto al desempefio del ELISA mediante la curva ROC se observé alta
capacidad discriminativa, ya que los valores se aproximan a 1, esta capacidad es la
que se considera Optima para una prueba a ser utilizada como método de tamizaje
y podria ser aplicada en bancos de sangre(!29),

El ELISA Chagas test IICS V2.0 es una técnica muy sensible para el diagndstico
de la enfermedad en la etapa crdénica, y puede ser utilizado en laboratorios de
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analisis clinicos y bancos de sangre para el diagndstico de la enfermedad en
conjunto con otras pruebas de fundamento diferente!®”). En comparacién con el
ELISA comercial de antigenos recombinantes, hemos obtenido una concordancia
con indice kappa de 0,926 (0,888-0,976) estadisticamente significativa,
considerada una concordancia casi perfecta segln la escala de Landis y Kosh®,
Las concordancias obtenidas fueron muy buenas con respecto a la serologia de
las muestras de banco de sangre como la comparada con el test comercial,
pudiendo utilizarse el kit de Chagas IICS V2.0 para el tamizaje de la enfermedad.
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