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RESUMEN

El diagndstico serolégico de la enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma
cruzi, carece de “gold standard”, siendo considerada la inmunofluorescencia
indirecta (IFI) como prueba de referencia para la deteccion de anticuerpos.
Actualmente en Paraguay, el diagndstico se basa en combinar dos pruebas
seroldgicas. El objetivo del estudio fue evaluar la concordancia entre una prueba in-
house de IFI y un test comercial de hemoaglutinacién indirecta (HAI), para la
deteccidn de anticuerpos IgG anti-T. cruzi. Se evaluaron 54 muestras de pacientes
que acudieron al Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS) con
solicitud médica de serologia para Chagas. Los sueros fueron primeramente
analizados por IFI (29 positivos y 25 negativos) y almacenados en una seroteca,
posteriormente, se descongelaron para su analisis por HAI. Se determind la
concordancia entre IFI y HAI utilizando el indice Kappa. La concordancia observada
entre ambos métodos fue muy buena (Indice Kappa=0,96; p<0,0001). No se
observaron diferencias significativas en las frecuencias de muestras que
presentaron IgG anti-T.cruzi en los niveles bajo (p=0,759), intermedio (p=1,000) y
alto (p=0,592). Los anticuerpos medidos por ambos métodos mostraron buena
correlacion (Rho de Spearman= 0,715; p<0,01). La sensibilidad y especificidad de
HAI frente a IFI fue 96,6% y 100%, respectivamente. Los hallazgos sugieren que la
combinaciéon de ambas pruebas evaluadas, o bien HAI con otras pruebas
seroldgicas, seria una buena eleccidén diagndstica en la enfermedad de Chagas en
nuestro medio.
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Agreement between an in-house indirect
immunofluorescence assay and a commercial indirect
hemagglutination test for detection of anti-
Trypanosoma cruzi antibodies

ABSTRACT

The serological diagnosis of Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, lacks a
"gold standard", being indirect immunofluorescence (IFI) considered the reference
test for the detection of antibodies. Currently in Paraguay, the diagnosis is based on
combining two serological tests. The objective of the study was to evaluate the
agreement between an IFI in-house assay and a commercial indirect
haemagglutination test (HAI) for the detection of IgG anti-T. cruzi. A total of 54
samples were evaluated, all from patients who attended the Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS) with a medical request for Chagas
serology. The specimens were first analyzed by IFI (29 positive and 25 negative)
and stored in a serum bank, later they were thawed for analysis by HAI. Agreement
between IFI and HAI was determined using the Kappa index. The agreement
observed between both methods was very good (Kappa Index=0.96; p<0.0001).
No significant differences were observed in the frequencies of samples that
presented anti-T. cruzi IgG at low (p=0.759), intermediate (p=1,000) and high
(p=0.592) levels. The antibodies measured by both methods showed a good
correlation (Spearman's Rho= 0.715; p<0.01). The sensitivity and specificity of HAI
versus IFI was 96.6% and 100%, respectively. The findings suggest that the
combination of both tests, or HAI with other serological tests, would be a good
diagnostic choice in Chagas disease at local level.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, serological diagnosis, serological
tests.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas causada por el protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, es una parasitosis endémica en América Latina(®, es frecuente
pero desatendida debido a que gran parte de las personas afectadas son de areas
rurales o de escasos recursos econdémicos y no poseen acceso al diagndstico y
tratamiento, lo que sigue representando un problema para la Salud Publica®®>3). En
la Region Cono Sur de América el Triatoma infestans es el vector mas comun, un
insecto hematofago que en Paraguay es conocido como “chichd guasu” o
vinchuca®. En el 2018 se logré certificar la interrupcion de la transmision vectorial
intradomiciliaria por T. infestans en todo el territorio paraguayo y actualmente se
encuentra en estado de vigilancia entomoldgica*®. La transmision ocurre por
contacto con excreciones del vector infestado, también por el trasplante de tejidos
y 6rganos infectados, ingesta de comidas contaminadas con parasitos, transfusion
de hemoderivados y via congénita de madre a hijo en el embarazo®. La
enfermedad estd caracterizada clinicamente por tres fases. La fase aguda,
generalmente es asintomatica y no se generan anticuerpos, la etapa latente,
segunda fase, tiene un lapso variable y es el momento en que no se evidencian
sintomas, pero es posible detectar anticuerpos anti-T.cruzi. La fase crénica, en el
que el diagnodstico de la enfermedad se realiza con mayor frecuencia, y que puede
desencadenar complicaciones(”) .

Dada la eficiencia, simplicidad y bajo costo de los ensayos que implican
anticuerpos, son elegidos como método diagndstico en la enfermedad de Chagas en
la fase crénica (® . Sin embargo, presentan algunos desafios como la accidén de la
respuesta inmune que libera anticuerpos con diferentes especificidades conforme a
cada cepa de T. cruzi ® Algunos estudios han demostrado variabilidad antigénica
entre sus cepas y entre formas evolutivas del parasito, lo cual es determinante en
relacion a las reacciones cruzadas reportadas en las pruebas diagndsticas que
utilizan antigenos T. cruzi, por lo que el uso de cepas autdctonas del parasito
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aumentan la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagndsticas, disminuyendo
asi de forma considerable la presencia de reacciones cruzadas frente a antigenos de
otros parasitos como Leishmania spp.®

La IFI es una técnica de alta sensibilidad y especificidad considerada como
prueba de referencia para el diagnodstico seroldogico de la enfermedad (19 . Otro
método inmunoseroldgico de deteccion es la HAI, cuya sensibilidad y especificidad
se considera buena (11, Estudios previos han observado que la utilizacién de un solo
método seroldgico tiene baja precision diagndstica para la enfermedad y en la
mayoria de los casos, es diagnosticada recién en su etapa crdnica, donde los
pacientes ya se encuentran con dificultades graves de salud. Por lo que, el
tratamiento y diagndstico precoz es de suma importancia (12,

Debido a la falta de un “"patréon de oro”, tanto la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) como la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), definen el
diagndstico de infeccion de Chagas en su fase crénica mediante la positividad de
dos pruebas seroldgicas realizadas por métodos diferentes, ademas de la clinica del
paciente (13), En Paraguay, es limitado el acceso a técnicas diagndsticas complejas
como las moleculares, siendo los métodos serolégicos la opcion mas accesible para
nuestra poblacidén, no obstante, es muy escasa la informacion a nivel local sobre el
comportamiento de estas pruebas seroldgicas. El objetivo del estudio fue evaluar la
concordancia entre una prueba in-house de IFI desarrollada en el IICS y un test
comercial de HAI, para la deteccién de anticuerpos IgG anti- T. cruzi, como una
herramienta probable para el diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas en
nuestra comunidad.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio y muestras de estudio

Se llevé a cabo un estudio observacional de corte transversal y de tipo pruebas
diagndsticas. Fueron evaluadas 54 muestras séricas de pacientes de ambos sexos,
con edad =18 afios, que acudieron al IICS con solicitud médica de serologia para
Chagas por motivo diagndstico o control, de enero del 2018 a octubre del 2020.
Posterior al analisis por IFI, estas muestras fueron almacenadas a -20°C en la
seroteca del Departamento de Inmunologia del IICS y descongeladas al momento
del estudio (periodo 2021) para su analisis por HAI.

Las variables de interés en este estudio fueron, los resultados cualitativos
(positivo o negativo) de la serologia para Chagas por IFI y de la serologia para
Chagas por HAI, asi como también los niveles de anticuerpos (titulos de diluciones
ensayadas) IgG para cada metodologia de laboratorio estudiada. Ademas, se
describen brevemente las caracteristicas demograficas de los pacientes cuyas
muestras fueron analizadas, extraidas del sistema informatico de base de datos del
laboratorio (LIS) como: edad, sexo, procedencia y motivo de solicitud de la prueba
serolégica para Chagas (sospecha clinica de la enfermedad, control prenatal,
control laboral).

Prueba in-house de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para deteccién de
IgG anti-T. cruzi

Se utiliz6 como antigeno al parasito completo T. cruzi, cepa Ypsilon (Y), en
estadio epimastigote, fijado en laminas preparadas en el laboratorio de
Inmunologia del IICS. En el primer paso se realizaron las diluciones de los sueros
con buffer fosfato salino (PBS), ensayandose las siguientes diluciones: 1:20; 1:40;
1:80; 1:160, las que fueron alicuotadas sobre las laminas con antigeno e incubadas
en estufa a 37°C. Luego del periodo de incubacidn se realizaron lavados con PBS vy
posteriormente el agregado del conjugado anti- IgG de la marca Sigma-Aldrich -
USA (n° de catalogo: F9512-1ML) marcado con isotiocianato de fluoresceina, para
finalmente observar las reacciones bajo el microscopio de fluorescencia Olympus
Optical CO., LTD modelo BH2-RFL-T3, Japonés. Se consider6 la muestra como
positiva o negativa segun la presencia o no, respectivamente, de inmunotincién
fluorescente especifica (fluorescencia de color verde) en los parasitos presentes en
las laminas, asi, se definieron como sueros positivos los que presentaron
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fluorescencia en la dilucion >1:20, este punto de corte fue determinado en el
laboratorio de Inmunologia del IICS durante el proceso de estandarizacién de esta
prueba (datos no publicados).

Prueba comercial de hemoaglutinacion indirecta (HAI) para deteccion de
IgG anti-T. cruzi

La HAI se realizd utilizando el kit disponible comercialmente (Wiener
Laboratorios S.A.I.C., Argentina) y se trabajé segun las indicaciones del fabricante.
Brevemente, en el primer paso se colocé una gota de diluyente de sueros HAI en
todos los pocillos a usar, luego se prepararon las diluciones seriadas de 1:2 a
1:4098 de los sueros a ensayar y, una gota de gldbulos rojos no sensibilizados para
control de heterofilia fue puesta en los pocillos conteniendo las diluciones 1:2 y 1:4,
en el resto de los pocillos, se agregd una gota de antigeno HAI (liofilizado de
gldbulos rojos de carnero sensibilizados con antigenos citoplasmaticos de T. cruzi).
A continuacién, se mezclé y dejo en reposo por 90 minutos. Pasado ese tiempo se
realizd la lectura de las muestras, considerandose como resultado positivo la
formacion de hemoaglutinacion a titulos =1:16.

ASUNTOS ETICOS

Los sueros utilizados pertenecen a la seroteca del Departamento de Inmunologia
del IICS, los cuales se mantienen codificados para proteger el anonimato de
pacientes. Las muestras fueron previamente analizadas por IFI, con fines
diagndsticos o control por solicitud médica, y al momento del estudio fueron
descongeladas para analizarlas por HAI, respetando la confidencialidad de los
datos, no existiendo riesgo adicional para el paciente, motivos por los que no hubo
necesidad de aplicar consentimientos informados. El protocolo de trabajo fue
aprobado por el Comité de Etica en Investigacién del IICS (Cédigo: P26/2021).

ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos fueron asentados en una hoja de calculos de Microsoft Excel 8.0.
Para el analisis de los mismos se emplearon los programas estadisticos Epi Info™
CDC (Atlanta, USA) y SPSS Statistics 23 (IBM Corp. NY, USA). Las variables
cualitativas se describen mediante frecuencias absolutas (n) y porcentajes (%); las
cuantitativas se presentan utilizando medianas y rangos intercuartilicos. Para
evaluar el desempefio de la prueba seroldgica HAI con respecto a la IFI, se efectud
el calculo de especificidad, sensibilidad, valores predictivos positivo y negativo por
las férmulas correspondientes, y como medida de concordancia se utilizd el indice
Kappa con valor de significancia p<0,05. Un calculo adicional fue la correlacion
entre los niveles de anticuerpos medidos por ambas pruebas, mediante el test no
parameétrico de Spearman.

RESULTADOS

En este estudio fueron evaluadas 54 muestras séricas de pacientes que
acudieron al IICS con solicitud médica de serologia para Chagas. El rango de edad
de estos pacientes fue de 18 a 78 afios, con mediana de 39 afios y rango
intercuartilico de 29 a 50 afios. Se observo un predominio del sexo femenino (57%)
y un 80% eran de ciudades del Departamento Central y Asuncion. El control por
sospecha clinica (52%) fue el motivo mas frecuente de solicitud médica del analisis.
Estas caracteristicas se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracterizacion de pacientes cuyas muestras fueron evaluadas en este estudio.
(n=54)

Caracteristicas n (%)
Sexo

Femenino 31 (57)
Masculino 23 (43)
Procedencia

Asuncién 7 (13)

Departamento Central 36 (67)
Ciudades del interior 11 (20)
Motivo del analisis

Sospecha clinica 28 (52)
Control prenatal* 15 (28)
Control laboral 11 (20)

n: numero de pacientes, % porcentaje, *:4 pacientes embarazadas dieron resultado positivo para
Chagas.

Concordancia entre los resultados de la prueba in-house de IFI y el test
comercial de HAI

Se evaluaron 54 muestras séricas previamente analizados por IFI (periodo 2018-
2020) y descongelados al momento del estudio (periodo 2021) para el analisis por
HAI. Por ambos métodos se observd que, 28 sueros resultaron positivos y 25
sueros arrojaron resultados negativos, solo en una muestra se observd resultados
discordantes entre ambas pruebas, siendo positiva para IFI con un titulo bajo de
1:20 y negativa para HAI (Tabla 2). Segun estos datos la concordancia total
observada entre los resultados fue de 98%. Esto mismo queddé demostrado al
evaluar ambos métodos seroldgicos mediante el indice kappa, obteniéndose una
muy buena concordancia (fndice Kappa=0,96; p<0,001).

Tabla 2. Concordancia entre los resultados de las pruebas seroldgicas de IFI y HAIL. (n=54).

Prueba in-house de IFI

Positivo Negativo Total
Positivo 28 0 28
Negativo 1 25 26
Test comercial
de HAI Total 29 25 54

Aplicando las férmulas correspondientes, la sensibilidad y especificidad de la
prueba HAI con respecto a la IFI, considerada como prueba de referencia en el
laboratorio, fueron de 96,6% y 100%, respectivamente. Los valores predictivos
positivo y negativo fueron 100% y 96,1%, respectivamente, para la prueba HAI con
respecto a la IFI.

Comportamiento de los niveles séricos de anticuerpos IgG anti-T. cruzi y
correlaciéon entre ambos métodos

En la mayoria de los pacientes con resultados positivos en las pruebas
seroldgicas se observaron titulos altos de anticuerpos por IFI (55%) y por HAI
(64%). No se observaron diferencias en las frecuencias de muestras seguin niveles
de anticuerpos (bajo, intermedio y alto), obtenidos por ambas pruebas seroldgicas
(Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencia de muestras séricas segun los diferentes niveles séricos de anticuerpos
IgG anti T. cruzi-

IFI* (n=29) HAI** (n=28)
Niveles de anticuerpos n (%) n (%) Valor p#*
Bajo 8 (27) 6 (21) 0,759
Intermedio 5(17) 4 (14) 1,000
Alto 16 (55) 18 (64) 0,592

*Los niveles se consideraron segun las diluciones: Bajo 1:20 y 1:40, Intermedio 1:80, Alto =1:160
(asignacién segun experiencia de trabajo en nuestro laboratorio). **El rango de titulos para HAIL: Bajo
1:16, 1:32 y 1:64, Intermedio 1:128, 1:256 y 1:512, Alto 1:1024, 1:2048 y =1:4096 (segun inserto del
fabricante). #Los valores de p fueron obtenidos por la prueba exacta de Fisher

Finalmente, se evallo la correlacién entre los niveles de anticuerpos IgG anti-T.
cruzi, medidos como titulos segun las diluciones séricas ensayadas por las pruebas
seroldgicas IFI y HAI, observandose una buena correlacion (Rho de
Spearman=0,715; p<0,01).

DISCUSION

El diagndstico de la enfermedad de Chagas, en la mayoria de los casos, es
realizado en fase crénica de la patologia. Las pruebas seroldgicas que se basan en
la deteccidn de anticuerpos anti-T. cruzi son los métodos de eleccion y el empleo de
dos o mas pruebas inmunoseroldgicas que utilicen antigenos diferentes para el
diagnostico en esta etapa de la enfermedad es frecuente (1413, La OMS y la OPS
recomiendan emplear la combinacion de dos técnicas seroldgicas, y una tercera en
caso de resultados discordantes para dar un diagnodstico de la enfermedad (19,

La HAI y la IFI son técnicas inmunoseroldgicas, las cuales, debido a su
simplicidad, bajo costo y a los buenos resultados en términos de especificidad y
sensibilidad, son ampliamente usadas para el diagnostico de la enfermedad (¢19, no
obstante, en laboratorios de nuestro medio no contdbamos con informacion sobre el
comportamiento y desempefio de estas dos pruebas.

En este estudio se determiné la concordancia (Indice Kappa=0,96; p<0,001)
entre los resultados obtenidos por el test comercial de HAI y por la técnica in-house
de IFI, siendo este indice correspondiente a una muy buena concordancia,
semejante a lo reportado por Mamani et al (¢, La inmunofluorescencia indirecta se
consideré como prueba de referencia en este estudio (19, como sustrato antigénico
empleamos parasitos completos de epimastigotes de la cepa Ypsilon de referencia.
Se han reportado en otras investigaciones que la utilizaciéon de cepas autdctonas
aumenta la sensibilidad y especificidad de los métodos de deteccidon de anticuerpos
anti-T. cruzi ©), lo cual disminuiria la posibilidad de reacciones cruzadas. Sin
embargo, también se reportd que la IFI para T. cruzi puede presentar reacciones
inespecificas con otros parasitos (17), por ejemplo con el parasito Leishmania spp,
con el que puede coexistir en las mismas regiones y comparten caracteristicas
antigénicas (®. No obstante, esta reaccién cruzada se da por lo general a titulos
bajos de anticuerpos (!®), ademdas de poseer patrones de tinciéon diferentes por
inmunofluorescencia indirecta (*7), por ello consideramos que en este estudio no
tendria una interferencia importante ya que los titulos de anticuerpos de la mayoria
de las muestras fueron altos.

Ademas, la IFI requiere de un equipo adicional, el microscopio y personal
entrenado para las observaciones, a diferencia de la HAI que es una técnica
manual, econdémica, simple y de facil interpretacion (1920 por lo que se puede
considerar a la HAI como una metodologia confiable por el buen desempefio de la
prueba frente a la IFI, lo que concuerda con otra investigacion de la regién ©),

Se han observado valores similares en el estudio de Mamani et al. (1®) en cuanto
a sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la HAI con respecto a la IFI. Esto es muy
importante a nivel local, ya que segun el protocolo aplicado en nuestro pais, para
confirmar un resultado positivo de una prueba de tamizaje que normalmente es la
inmunocromatografia (ICT), se recomienda emplear una prueba seroldgica de alta
especificidad (19, lo que nos hace plantear que la HAI podria emplearse como
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alternativa a las pruebas rapidas ICT y utilizarla en conjunto con otras pruebas
seroldgicas para el diagndstico de la enfermedad de Chagas, sobre todo en etapa
crénica.

En este estudio también describimos el comportamiento de los niveles séricos de
anticuerpos IgG obtenidos por ambos métodos. Se observd una elevada frecuencia
de muestras con titulos altos por las dos pruebas seroldgicas, coincidente con lo
reportado por Aradjo et al. (?1), Estos titulos altos de anticuerpos podrian deberse a
gue los pacientes ya se encuentran en una fase crénica avanzada de la
enfermedad, donde la respuesta a la infeccién chagasica produce niveles elevados
de anticuerpos IgG (*1), Asi mismo, los métodos utilizados en este trabajo son los de
eleccion para esta fase de la enfermedad (622, Ademas, la presencia de anticuerpos
anti-T. cruzi a titulos elevados en la fase croénica, son un indicador clave para el
diagndstico en esta etapa donde la parasitemia es baja (1>22). Por otra parte, no
observamos diferencias significativas entre las frecuencias de resultados positivos
segln los niveles bajo, intermedio y alto de anticuerpos entre ambas pruebas
seroldgicas, hecho que refuerza la buena concordancia observada. Adicionalmente,
en este estudio correlacionamos los titulos de anticuerpos de las muestras
evaluadas por IFI y por HAI, obteniéndose una buena correlacion (Rho=0,715;
p<0,01), lo cual sugiere que la combinaciéon de ambas pruebas no sdlo posee buena
concordancia con respecto a un resultado cualitativo positivo o negativo, sino que
también con los titulos de los anticuerpos.

Con relacién a los datos demograficos de los pacientes cuyas muestras
evaluamos, la mediana de edad fue de 39 afios, diferente a la mediana de 47 afnos
reportado en Colombia por Suescun-Carrero et al.(?3), Esto podria significar que en
nuestro medio la deteccion es mas temprana que en otros paises de la regién, lo
que contribuiria al tratamiento oportuno y prevencion de las complicaciones en
edades avanzadas(”), o bien, podria deberse al tamafo reducido de muestra que
evaluamos. Cabe mencionar que nuestro pais cuenta con el Programa Nacional de
Control de la Enfermedad de Chagas (PNCH), dependiente del Servicio Nacional de
Erradicacion del Paludismo (SENEPA), que realiza campafias de vigilancia y control,
lo que podria ayudar a una deteccién temprana®¥. Por otro lado, observamos
predominancia del sexo femenino (57%), lo que concuerda con trabajos previos(19),
Esto podria deberse a que la serologia para Chagas se incluye en los analisis
realizados a embarazadas. Ademas, observamos que los motivos de andlisis mas
frecuentes fueron la sospecha clinica y el control prenatal. Actualmente en nuestro
pais, la principal via de transmision de T. cruzi es la transplacentaria®®%,
Considerando la procedencia de los pacientes, la mayoria era de Asuncién y del
Departamento Central, similar al Ultimo reporte del SENEPA sobre la situacion a
nivel pais(?>), Nuestros datos de procedencia corresponden al momento del estudio,
no obstante, algunos pacientes podrian ser originarios de zonas rurales y haber
migrado a zonas urbanas, un antecedente importante, ya que comunmente el
habitat del vector corresponde a regiones del interior del pais, siendo esta la
poblacién potencialmente mas expuesta (.5,

La principal limitacion de este estudio fue el reducido tamafio de muestra,
ademas, las diluciones consideradas como punto de corte y para asignacién de
niveles de anticuerpos, representan valores arbitrarios segin la experiencia de
trabajo con la prueba de IFI en nuestro laboratorio. Sin embargo, nuestros
resultados de desempefio de la prueba HAI con relacion a la IFI concuerdan con lo
reportado previamente en paises de la regidn, siendo este estudio el primer reporte
de datos sobre el comportamiento de estas dos pruebas seroldgicas para
diagnéstico de Chagas en nuestro pais. En conclusion, nuestros hallazgos de
concordancia y correlacion entre el test comercial HAI y la prueba in-house de IFI,
sugieren que la combinacién de ambas seria una buena eleccién diagndstica para la
enfermedad de Chagas en nuestro medio. Ademas, el hecho de que la HAI presente
buena concordancia con la IFI que es considerada una prueba seroldgica de
referencia pero limitada por el equipo y el entrenamiento para realizarla, hace
suponer que seria confiable combinar la HAI con otra prueba seroldgica, teniendo
en cuenta que actualmente se utilizan dos pruebas simultadneamente para el
diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas.
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