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Definiciones y Abreviaturas

Criterio de exactitud diagnéstica: El mejor criterio disponible para establecer
la presencia o ausencia de la condicidn, evento o caracteristica de interés
utiizando un método Unico o combinacibn de métodos (ensayos de
laboratorios, estudios por imagenes, patologia e informacion clinica incluyendo

el seguimiento).

Sensibilidad (S): El porcentaje de sujetos con la condicién de estudio cuyos

resultados son positivos.
NOTA: Un estimado de la sensibilidad se calcula como 100 x TP / (TP+FN)

Especificidad (E): El porcentaje de sujetos sin la condicion de estudio cuyos

resultados son negativos.
NOTA: Un estimado de la sensibilidad se calcula como 100 x TN / (FP+TN)

Intervalos de confianza (IC): es el intervalo de valores donde se estima que
se encuentra el valor verdadero de un resultado con una probabilidad

determinada. Ejemplo: intervalo de confianza del 95%.

Método de referencia: Método aceptado por la comunidad médica como el

mejor método de diagndstico disponible.

Prevalencia: Es la frecuencia de una condicién de interés expresada como
porcentaje de individuos con la condicion respecto al total de individuos
(aquellos con la condicion mas aquellos sin la condicién de interés) en la

poblacién en estudio.



NOTA: Un estimado de prevalencia se calcula como 100 x (VP+FN) /

(VP+FP+FN+VN).

Valor predictivo positivo (VPP): El porcentaje de sujetos con un resultado

positivo que tienen la condicion de estudio.

NOTA: Un estimado de VPP se calcula como 100 x VP / (VP+FP).

Valor predictivo negativo (VPN): El porcentaje de sujetos con un resultado

negativo que no tienen la condicién de estudio.

NOTA: Un estimado de VPN se calcula como 100 x VN / (VN+FN).

Indice Kappa (k): Permite evaluar el grado de acuerdo entre dos variables
dicotdmicas. La siguiente tabla indica la interpretacion de los valores de indica

Kappa segun el rango de valores obtenidos.

kappa Grado de acuerdo
<0 sin acuerdo
0-0,2 insignificante
0,2-04 bajo

04-0,6 moderado
0,6-0,8 bueno

08-1 muy bueno

Test MacNemar (Z): Es una prueba no paramétrica de comparacion de
proporciones para dos muestras relacionadas. Debe cumplir las siguientes

caracteristicas:

* Los datos se ajustan a la distribucién de chi cuadrada.

* Nivel nominal de la variable dependiente.



*Su funcidén es comparar el cambio en la distribucion de proporciones entre dos
mediciones de una variable dicotomica y determinar que la diferencia no se
deba al azar (que las diferencia sea estadisticamente significativa; Juarez,

Villatoro & Lopez, 2011).

Cuando el valor Z obtenido es mayor al valor Z tabla se considera que no hay

diferencias entre los métodos evaluados.

Razon de verosimilitud: La razon de verosimilitud positiva (RV+) indica la
probabilidad de que un test especifico resulte positivo cuando una persona
presenta la enfermedad en estudio. La razén de verosimilitud negativa (RV-)
indica la probabilidad de que un test especifico resulte negativo en ausencia
de la enfermedad. Este parametro de valoracion de una prueba diagnostica es
una herramienta que provee una ventaja con respecto a los valores predictivos
positivos y negativos de un test debido a que, a diferencia de estos, no
dependen de la proporciébn de personas que presentan la enfermedad en
estudio sino de la sensibilidad y especificidad del test; de ahi su utilidad para
comparar pruebas diagnosticas. Si la razon de verosimilitud es igual a 1, la
probabilidad de diagnéstico es la misma antes que después de aplicar el test
especifico, en este caso, el test es inutil por no tener capacidad de
discriminacion. La RV+ por encima de 10 y la RV- por debajo de 0,1 se
consideran que proveen una fuerte evidencia para descartar 0 no una

enfermedad en la mayoria de los casos (Deeks, J. y Altman, D. 2009).



Interpretacion de las Razones de Verosimilitud Negativa RV(-) y Positiva RV(+)

RV(+) >10 y RV(-) <0.1

Test excelente. Capacidad diagnostica

del test SUFICIENTE.

5<RV(+)<10y 0.1< RV(-)<0.2

Test Bueno. Capacidad diagndstica

del test MODERADA.

2<RV(+)<5 y 0.2<RV(-)< 0.5

Test Regular. Capacidad diagnostica

del test ESCASA.

1<RV(+)<2 y 0.5< RV(-)<1

Test Inatil. Capacidad diagnéstica del

test INSIGNIFICANTE.




APG: Aglutinacion de Particulas

BPL: Buenas Practicas de Laboratorio

CMIA: Inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

E: Especificidad

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Enzimoinmunoensayo

FN: Falso Negativo

FP: Falso Positivo

HAI: Hemoaglutinacion Indirecta

IC: Intervalo de Confianza

ICT: Tira inmunocromatogréfica

IFIl: Inmunofluorescencia Indirecta

INP: Instituto Nacional de Parasitologia

K: Indice Kappa

MSF: Médicos Sin Fronteras

RV (-): Razon de verosimilitud Negativa

RV (+): Razon de verosimilitud Positiva



S: Sensibilidad

TN: Total Negativos

TP: Total Positivos

WHO: Organizacion Mundial de la Salud

Z: Test McNemar
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1. Introduccidon

La tripanosomiasis americana es una enfermedad parasitaria endémica en
varios paises del continente americano. La historia del descubrimiento de esta
enfermedad se remonta a 1907, cuando el investigador brasilefio Carlos
Chagas, descubrié la presencia de parasitos flagelados en el intestino posterior
de insectos artrépodos, capturados en el norte del estado de Minas Gerais,
Brasil (Chagas, 1909). Este hallazgo fue seguido por una serie de estudios que
condujeron a este investigador y sus colaboradores, a la descripcién de la
enfermedad que hoy lleva su nombre. Aunque existen en la literatura
referencias sobre la existencia de insectos similares a los descriptos por el
autor brasilefio y enfermos con sintomatologia clinica compatible con la
tripanosomiasis americana con anterioridad a Chagas (Guerra, 1970, da Silva,
1985), fue a partir de los estudios de este investigador que se toma
conocimiento de la enfermedad como entidad clinico-patologica definida. Afos
mas tarde, Salvador Mazza informO sobre numerosos casos humanos con
enfermedad de Chagas en la Republica Argentina, siendo este descubrimiento
el punto de partida de estudios casi simultdneos que demostraron la existencia
de Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad, el agente vector y la
enfermedad del hombre a través del continente americano. La falta de medios
para la prevencion eficaz y la curacion de la enfermedad, ha determinado que
la investigacién de enfermedad de Chagas en esta patologia sea del interés de

los Organismos Gubernamentales Nacionales e Internacionales.
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1.1 Epidemiologia de enfermedad de Chagas

Se pueden reconocer 5 periodos epidemiolégicos en la historia de enfermedad
de Chagas. El primero corresponde al periodo pre-hominido; el segundo
periodo enzoo6tico con su llegada en las Américas (26000-12000 afios atras)
donde ocurre la primer infeccion accidental al humano; el tercer periodo
denominado antropozoonético (Siglo XVI); el cuarto periodo que comienza
durante el siglo XX con el primer estudio de enfermedad de Chagas y la
concepcién e implementacion de las iniciativas de control para interrupcion de
la transmision vectorial y atencion a las personas infectadas y el quinto periodo
caracterizado por los cambios del logro del primer control favorecido por el
contexto de una economia positiva y de transformacion social de los

paises(WHO, 2015).

Estudios epidemioldgicos realizados por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO) en el afio 2012 estiman que aproximadamente 10 millones de personas
se encuentran actualmente infectadas con T. cruzi, mas de 65 millones se
encuentran bajo el riesgo de ser infectadas cada afio, con una incidencia de
28.000 nuevas infecciones anuales y 12,000 personas en América Latina
mueren a causa de insuficiencia cardiaca u otro tipo de alteraciones
relacionadas a la enfermedad (WHO, 2012, Schofield y col, 2006). La
transmision de la infecciobn humana por via vectorial se relaciona con la
distribucion geografica del vector que se extiende entre los paralelos 42 Norte
(Estados Unidos) y 43 Sur (Provincia de Chubut) del continente americano,
afectando principalmente 21 paises tal como se muestra en la Fig. 1. El insecto
es conocido bajo el nombre de “vinchuca” y “chinche” o “pito” en los paises del
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Sud y Centroaméricanos de habla hispana respectivamente, “barbeiro” en

Brasil y “kissing bug” en los E. Unidos.

Estimated number of T, creaf infected Cases

& <800 [ o cats avallable ﬁl
@ 500-83 939 [ Mot applicabie o 5

2 @ soow-sssm

. = 1300000

Figura.l Distribucion de los casos de enfermedad de Chagas segun

estimaciones oficiales mundial, 2010-2013

La transmisién de la infeccion por T. cruzi esta estrechamente relacionada a las
condiciones socio-econdmicas de la poblacion y ocurre méas frecuentemente en
las areas mas pobres, con altos indices de analfabetismo, desnutricion y
mortalidad infantil, donde la precariedad de la construccion de la vivienda
humana favorece el desarrollo del insecto vector (Pinto Dias, 1985). Existe una
concordancia entre el nivel de educacién sanitaria y el uso de insecticidas en el
control de los insectos transmisores de la infeccion por T. cruzi que se relaciono
con un descenso en los porcentajes de individuos con seropositividad para la
infeccion (Acquatella y col, 1985, Segura y col 1986). Por lo tanto los

programas de educacion sanitaria y de control de vectores son de utilidad y
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tienen gran impacto en el tratamiento de esta enfermedad como problema de

salud (Segura y col, 2000).

En las ultimas décadas, la privacién econdémica, problemas politicos o ambos
han estimulado la migracion humana desde paises donde la Enfermedad es
endémica hacia paises desarrollados. Los principales destinos de la migracion
de paises de Latinoamérica incluyen Estados Unidos de América, Espafia,
Japdn, Canadd y Australia y tal como se muestra en la fig. 2. En estos paises
no endémicos, la via principal de transmision son las transfusiones de sangre y

la via congénita (Schmunis, 2007).

Spain 2005

Canada 2001 Loaal e500 Europe 1985-1992

216,975 e 250,000

- ';Jéparr1990
150,000

“Tapan 1994

USA
Up 1989: 2,459,000

90s: legal 7,036,000
Up 2005: legal 7,200,493

Undocumented N
Australia 1990

2000: 5,6 million
2006: 8,9 million 80,000
S .n"_a\" L - 2 ~ Australia 2005/2006
et - —— 65,707 &
» 14 000 000 w100 000 - 300000 ——% Menos de 20 000 A
v’ \
T
300 000 - 999 000 —p 20 000 - 99 000 &

Figura. 2: Flujo de inmigracion de Latinoamérica. Fuente: tomado de

Schmunis, 2007.

En base a datos oficiales, se estima que en Argentina hay 1.350.000 personas
infectadas con T. cruzi, de las cuales 337.500 personas podrian desarrollar

cardiopatia chagéasica cronica y/o formas digestivas de la enfermedad
15



(Programa Nacional de Chagas, 2012). En 2011 se comenz6 a implementar el
Plan Estratégico Nacional de Chagas 2011-2016, cuyos objetivos son
interrumpir la transmision del Trypanosoma cruzi y reducir la morbi-mortalidad
por enfermedad de Chagas y su impacto socioeconémico (Programa Nacional
de Chagas, 2012). Como se observa en la Tabla I, durante su primer afio de
ejecucion, el plan tuvo un importante impacto sobre la seroprevalencia en la
poblacion protegida, en embarazadas, nifios menores de 15 afios y en el

numero de casos agudos notificados respecto al afio 2003.

TABLA I. Indicadores de Impacto de enfermedad de Chagas, estimaciones

oficiales, 2003-2012

Indicadores de Impacto 2003 2012
Seroprevalencia por T.
cruzi en embarazadas 5,49% 3,26%
(embarazadas infectadas sobre total
de embarazadas)
Tamizaje serolégico para T. | Prevalencia 2 74% 1.17%
cruzi en menores de 15 ’ :
afos residentes en areas Nifios estudiados
endémicas. 19.541 60.000
Poblacion protegida 1.300.000 3.000.000
Notificacion de casos 18 >

agudos vectoriales

1.2 Agente etioldgico

El Trypanosoma cruzi, es un parasito protozoario (unicelular) de la Clase
Mastigophora, Orden kinetoplastida, de la Familia Trypanosomatidae, Género
Trypanosoma, Seccion Stercoraria, Subgénero Schizotrypanum (Chagas,
1909), especie Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (Chagas, 1909, Hoare,

1972, Ruiz AM. y col, 2004).
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El parésito se caracteriza por ser digenético en la naturaleza cumpliendo su
ciclo evolutivo en dos huéspedes: el huésped intermediario, invertebrado o

vector, y el huésped definitivo vertebrado.

El género Trypanosoma se divide en dos secciones: Salivaria y Estercoraria
(Hoare CA, 1972). T. cruzi pertenece a la segunda y es el Unico patégeno
dentro de esta seccion. La principal caracteristica de los organismos
clasificados en la seccion Estercoraria es que son transmitidos por un insecto

vector que elimina con sus deyecciones las formas infectantes del parasito.

El orden Kinetoplastida, se caracteriza por la presencia de un kinetoplasto, una
estructura que concentra una malla de ADN mitocondrial (30% del ADN del
parasito) cerca de la base del flagelo, formando parte integral del sistema

mitocondrial.

Como miembro de la familia Trypanosomatidae, se caracteriza por la presencia
de un flagelo que emerge de una invaginacién llamada bolsillo flagelar, un

cuerpo paraflagelar y un kinetoplastido unico (Ruiz AM. y col, 2004).

1.3 Ciclo de vida de T. cruzi y transmision de la infeccién

El T. cruzi se mantiene en la naturaleza alternando entre 2 grupos de
huéspedes: uno intermediario, que involucra numerosas especies de insectos
de la subfamilia Triatominae, familia Reduviidae del orden Hemiptera, de
habitos hematofagos, y otro definitivo que puede ser cualquier mamifero,

incluyendo al hombre (Segura E.L. y Ruiz AM. , 1992).

En las zonas endémicas la transmision de enfermedad de Chagas se produce

fundamentalmente por via vectorial. La transmisién del vector al hombre se
17



facilita debido al habito del insecto de depositar deyecciones sobre la piel
inmediatamente después de alimentarse. Si se trata de un insecto infectado,
deposita las deyecciones cargadas de tripomastigotes metaciclicos sobre la

piel o las mucosas de un ser humano sano.

Los parasitos atraviesan la piel a través del rascado o penetran activamente a
través de las mucosas, invadiendo las células adyacentes. En el interior de
éstas, los parasitos se redondean y se diferencian al estadio amastigote, forma
bajo la cual se multiplican por division binaria simple. Después de varias
generaciones, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes, abandonando
la célula huésped luego de su lisis, y ganan acceso a la circulacion, desde
donde invadirdn nuevas células del huésped o ser captados durante la

alimentacioén de un insecto vector, completando el ciclo de vida.

Tal como se muestra en la figura 3, el ciclo biolodgico de T. cruzi en el vector
comienza cuando un triatomino sano se alimenta de un mamifero infectado, e
ingiere tripomastigotes circulantes junto con la sangre. En el tubo digestivo del
vector, el parasito se redondea y se diferencia (pasando por amastigote y /o
esferomastigote) a epimastigote, el cual se reproduce activamente por division
binaria en el intestino medio del insecto. Los epimastigotes finalmente se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos infectantes en la parte distal de la
ampolla rectal y son asi eliminados con la deyeccion. Otra forma de trasmision
de la infeccion que ocurren tanto en zona endémica como no endémicas
incluyen: a) transmision de la madre infectada a su hijo durante el embarazo
(transmision vertical o congénita), b) transfusion de sangre infectada y no
controlada, c) trasplante de érganos d) ingesta de parasitos, principalmente por

18



consumo de alimentos contaminados con heces del vector (ain no se han
demostrado casos por esta via en nuestro pais) y e) accidente de laboratorio.
También se debe tener presente el potencial riesgo de la practica de compartir
jeringas entre usuarios de drogas inyectables (Guias para la atencion del
paciente infectado con Trypanosoma cruzi (Enfermedad de Chagas), Agosto

2012)

Via oral

FASE AGUDA

Amastlgote

i l/

Tri pomastlgote

FASE CRONICA

/
&L Via tranfusional Via transplacentaria

Figura 3. Ciclo de vida del T. cruzi y formas de transmision.
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1.4 Vector del Trypanosoma cruzi

Los triatominios que transmiten el T. cruzi habitan en focos naturales, donde se
alimentan con sangre de animales silvestres. Con el avance de la civilizacién
hacia las zonas selvaticas, numerosas especies de insectos se han adaptado a
ambientes artificiales creados por el hombre. La migracion de ciertos
triatominos desde los focos selvéaticos hacia las zonas urbanizadas puede ser
activa (por ej., el P. geniculatus es atraido por la luz artificial), o pasiva (el R.
prolixus es frecuentemente transportado en hojas de palma utilizadas para
construir las viviendas, por la ropa y utensillos) (Maekelt, 1983). Algunas de las
especies de triatominios han ganado acceso a viviendas humanas o de
animales creadas por el hombre. Dentro de las viviendas de construccion
precarias, los insectos hacen sus nichos en las paredes y techos
manteniéndose fuera del alcance de la vista del hombre durante las horas de

luz, lo cual hace dificultosa su visualizacion.

Se ha detectado la presencia de T. cruzi en numerosas especies de triatominos
estudiados (Gourbiere S. y col, 2012). Tal como se muestra en la figura 4 las
especies domeésticas mas importantes en la epidemiologia de la
tripanosomiasis americana son el Triatoma infestans (Cono Sur), T. dimidata
(norte de Sudameérica y paises centroamericanos), Rhodnius prolixus (Brasil,

Colombia y Venezuela) y Pastrongylus megistus (Brasil).
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. |R.prolixus

i T.infestans
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[ |rdimidiata { 4
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| T.infestans - P. megistus

e
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[ ¢

o

TR, prolixus - T. dimidista

Figura 4. Distribucién del vector en las Américas

1.5 Linajes del T. cruzi

El T. cruzi posee una diversidad en su genoma y multiplicidad en su genotipos
y fenotipos. A diferencia de otros tripanosomas, el T. cruzi no presenta
mecanismos de variacién antigénica pero si presenta diferencias bioquimicas y
moleculares entre distintas cepas del parasito. Brisse y col, 2000 agruparon las
cepas en 6 linajes denominados “unidades discretas de tipificacion” (UDT). En
el afio 2009, estas UDTs fueron renombradas por consenso como Tcl-TcVI
(Zingales 2009). El término UDT (“discrete typing units”) fue propuesto para
describir 'y agrupar aislamientos parasitarios mucho mas similares
genéticamente entre si que otros y que son identificables por marcadores
enziméticos y moleculares comunes (“tags”). Estas UDTs estan distribuidas de
manera diferencial en la naturaleza y todas ellas fueron descriptas en humanos
(Breniere y col., 2016). Como se puede observar en la figura 5, la mas
abundante es la Tcl y estd ampliamente distribuida por todo el continente
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americano Yy estd asociada tanto al ciclo selvatico como doméstico (Zingales,
2012). Esta UDT se asocia con la cardiomiopatia chagésica. La Tclll se asocia
mayoritariamente con el ciclo selvatico en Brasil y paises vecinos, siendo rara
la infeccién en humanos. TclV se distribuye de manera similar a Tclll salvo que
estd ausente en Chaco, Argentina. Tcll se encuentra en el sur y centro de
América del Sur y estd asociada con el desarollo de megacolon, megaesoéfago
y cardiomiopatia chagasica y raramente asociado a un ciclo selvatico. TcV y
TcVI se encuentran en el sur y centro de América del Sur, estan asociados a
ciclos domésticos y desarrollo de megasindromes y miocardiopatia.
Actualmente se considera que los diferentes linajes de T. cruzi influyen tanto
en la magnitud de la infeccion, el diagnostico y el efecto del tratamiento de las

personas infectadas pudiendo haber fracaso del mismo.
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Figura 5. Distribucion geografica de las UDT. Ciclos selvéaticos y

domésticos. Fuente: tomado de Zingales 2012

1.6 Fases de la Infeccion por Trypanosoma cruzi

La infeccion por T. cruzi comprende en dos fases: aguda y crénica, cada
una con caracteristicas clinicas propias y criterios diagnosticos y terapéuticos
diferentes. La fase aguda se caracteriza por la presencia de parasitos en
sangre en cantidad suficiente que permite su deteccion por métodos
parasitologicos directos. Esta fase se inicia en el momento de adquirir la
infeccion por cualquiera de las vias de transmision. La duracion y la
presentacion clinica de la misma es variable, dependiendo de la edad del
paciente, del estado inmunoldgico, la presencia de comorbilidades y la via de
transmision. En cuanto a la presentacion clinica, la misma puede ser
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sintomatica, oligosintomética o asintomatica, siendo esta ultima la forma clinica
mas frecuente. Por tal motivo es indispensable mantener una actitud alerta y
considerar la enfermedad de Chagas en todo individuo con antecedentes
epidemiologicos (permanencia en area rural endémica, haber recibido
transfusiones o nacido de una madre infectada). Si bien la infeccién adquirida
por transmision vectorial puede presentarse a cualquier edad, el mayor riesgo
se encuentra en los nifios menores de diez afios. La fase aguda de la
infeccidon adquirida por ésta via puede durar entre 2 y 4 meses, y cursa en la
mayoria de los casos en forma asintomatica. Las manifestaciones clinicas
especificas se presentan en sélo el 5% de los casos agudos entre las
cuales se incluyen: Chagoma de inoculacién, Complejo oftalmoganglionar
(signo de Romafia), Chagoma hematdgeno y el Lipochagoma geniano. La
infeccibn aguda por via vectorial constituye una verdadera urgencia
epidemioldgica, dado que es un marcador de la presencia del vector y de
transmision activa en la region, por lo que se requiere la implementacién de
medidas de evaluacién y control entomoldgico en el area donde se produjo.

Se estima que la via congénita de infeccibn es actualmente la via mas
frecuente en la generacion de nuevos casos tanto en areas endémicas como
no endémicas Debido a que la infeccion de la madre es un elemento
indispensable en la génesis de un caso congeénito, las medidas de control
clinico deben comenzar antes del nacimiento del bebé, mediante la evaluacion
de toda mujer embarazada. De acuerdo a la ley nacional Nro. 26.281/07,
toda mujer embarazada debe ser estudiada para confirmar o descartar la
infeccion por T. cruzi a través de una muestra de sangre. Idealmente, dicho

estudio deberia solicitarse en su primer control prenatal. El diagndstico de
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infeccion crénica por T. cruzi en toda mujer en edad fértil obliga al estudio y
evaluacion de toda su descendencia. De acuerdo a la ley nacional de
pesquisa neonatal Nro 26.279 del afio 2007, todos los recién nacidos vivos
hijos de madres infectadas deben ser estudiados luego del nacimiento para
descartar una eventual infeccidbn congénita por T. cruzi. Ademas, la ley Nro
26.281/07 hace obligatorio el seguimiento y estudio de todo nifio de
madre con infeccion cronica por T. cruzi hasta el afio de vida. En cuanto a
las manifestaciones clinicas, la mayoria de los nifios con infeccién congénita

son asintomaticos.

Los signos y sintomas clinicos de la fase aguda generalmente remiten ya sea
como resultado del tratamiento especifico o espontaneamente. En los casos
de infeccibn aguda no tratados, los individuos entran en un estadio crénico
asintomético. La parasitemia se vuelve indetectable por los métodos
parasitolégicos directos y la infeccion puede ser diagnosticada principalmente
por tests seroldgicos (que demuestran la respuesta inmunoldgica del
huésped frente al parasito) y también por métodos parasitolégicos indirectos
(xenodiagnostico, hemocultivo y técnicas moleculares). . Aproximadamente el
30% de las personas con infeccion cronica desarrollaran lesiones a nivel
cardiaco y/o digestivo en la tercera década de la vida, con signos y sintomas
de expresion variada. De acuerdo a ello, la fase cronica se clasifica en dos
formas clinicas:

1) sin patologia demostrada (anteriormente llamada forma indeterminada) que
se caracteriza por la presencia de serologia reactiva para T. cruzi y ausencia

de lesion organica compatible con patologia cardiaca o digestiva de origen
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chagasico que sea clinicamente evidente o detectable por  estudios
complementarios y

2) con patologia demostrada que se caracteriza por presentar alguna
manifestacion organica compatible, ya sea cardiaca, digestiva o hallazgos
patolégicos en estudios complementarios. (WHO, 2012; Guias de atencion al
paciente infectado con Trypanosoma cruzi, Ministerio de Salud de la Nacion,

2012)

1.7 Diagndstico de la Infeccidon por Trypanosma cruzi

El diagndstico de infeccion por T. cruzi se realiza por métodos parasitolégicos,

meétodos seroldgicos y técnicas moleculares

1.7.1 Métodos parasitolégicos

Los métodos parasitolégicos implican la visualizacién del parasito en sangre
periférica del paciente y tienen relevancia para el diagnostico de infeccién por
T. cruzi en fase aguda. Durante la fase crénica, la baja parasitemia hace que
los métodos parasitoldégicos convencionales posean baja sensibilidad y, por lo
tanto, sean de bajo valor diagnostico en el manejo clinico de los pacientes. Los
métodos recomendados para esta etapa, indicandose en orden creciente de

complejidad y sensibilidad son los siguientes:

) Métodos de concentracion parasitaria que comprenden el
Micrométodo INP; Método de Capilares y Strout. La validacion
analitica de estos métodos arrojé una sensibilidad del 95% (De Rissio

A.M., Riarte A.R. y col, 2010; Freilij H. y col, 1983) en fase aguda. La
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sensibilidad encontrada en Laboratorios de Referencia es del 50% y en
laboratorios de centros de salud llega hasta el 25% (Sosa Estani S. y

col, 2008) en fase aguda.

° Métodos parasitologicos de amplificacion: Hemocultivo y
Xenodiagnostico. ElI  Hemocultivo consiste en estimular la
multiplicacion in vitro de los parasitos en diferentes muestras del
paciente. Posee una alta sensibilidad en la fase aguda (mayor al 95%)
en fase aguda (Abramo Orrego L. y col, 1980) . Y baja en fase crdnica
gue puede llegar hasta el 50%, segun diferentes trabajos realizados
(Chiari E. y col, 1989; Portela-Lindoso AA y Shikanai-Yasuda MA.,
2003). El Xenodiagnoéstico consiste en en amplificar la poblacion
parasitaria a través de la alimentacion de triatominios de laboratorio no
infectados con sangre del paciente en estudio y evaluacién de las heces
4 a 6 semanas después para deteccion de parasitos. En la actualidad,
este método es utilizado con fines de investigacion como por ejemplo,
en la caracterizacion de cepas y ensayos clinicos que evaluan efecto

terapéutico.

1.7.2 Métodos serologicos

Los métodos seroldgicos detectan anticuerpos especificos anti-T.cruzi en
sangre periférica. Entre los 15/30 dias de instalada la primo-infeccién, los
anticuerpos especificos comienzan a aumentar en la circulacion alcanzando su
maximo nivel al tercer mes. Por lo tanto, la serologia tendra valor diagnéstico
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en fase aguda cuando se confirme la seroconversion por seguimiento de la
persona bajo sospecha de infeccion en el tiempo. Estos métodos son los de
eleccién para realizar el diagnéstico de la infeccion en la fase cronica. Segun
recomendacion de la Organizacion Mundial de La Salud (OMS, 2002) se
deben utilizar dos técnicas que posean antigenos diferentes en su reaccion. En
Argentina, la combinacion de inmunoensayos que se utilice en el diagndstico
de enfermedad de Chagas deben poseer ademas distintos principios de
interaccion (Normas de Diagnostico, INP Argentina revision 2012) que
permitan alcanzar un rango de sensibilidad entre 98 y 99.5% (Alvarez M. y
col., 1968; Cerisola J.A. y col, 1969; Cerisola J.A. y col, 1971 Cura EN y caol,

1993; Organizacion Mundial de la Salud, 2012; Afonso A.M. y col, 2012).

En la actualidad existen ensayos inmunoserolégicos convencionales, que
utilizan como antigeno el lisado de una fraccion del parasito como el
enzimoinmunoensayo, (ELISA), la Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), la
Hemaglutinacion Indirecta (HAI) y la aglutinaciéon de Particulas (APG). Con el
advenimiento de la tecnologia protedmica y gendémica se lograron sintetizar
antigenos recombinantes purificados y utilizarlos en una mezcla con el fin de
mejorar la precisidn/exactitud del serodiagnoéstico. Estos antigenos son
empleados en los inmunoensayos no convencionales como en las ELISAs
recombinantes, Western blot y en una nueva generacién de ensayos que
incorporan  sistemas de deteccibn mas sensibles como es la
guimioluminiscencia (CMIA) (Abras y col. 2016). Estos ultimos deben reunir
varios criterios para su utilizacién en un test diagnostico, a saber: deben estar

presentes en T. cruzi aislados de diferentes areas endémicas, estar presentes
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en los linajes mas frecuentes, ser altamente inmunogénicos en la poblacion
con diferente base genética independientemente de la fase clinica de
enfermedad de Chagas, ser estables y garantizar reproducibilidad (OMS,

2002; Gomes y col, 2009).

Las duplas seroldgicas empleadas en la rutina de laboratorio que garantizan el
rango de sensibilidad (99%) recomendadas por las Normas de Diagndstico
(revision 2012) en Argentina son: HAI — IFI, HAI — ELISA, ELISA - IFl y ELISA

- APG.

El Western blot es utilizado como test diagndstico complementario para
confirmar la infeccibn debido a su alto costo y la complejidad para su

realizacion (Coura y col, 2012).

El CMIA es un test automatizado que ademas de poseer una mayor
sensibilidad permite procesar un gran nimero de muestras en corto tiempo
(Abras y col, 2016). En Argentina solo es utilizado en laboratorios de alta
complejidad y en Bancos de Sangre. Las normas de Diagnoéstico elaboradas
por INP indican la necesidad de combinar este test con otra técnica que posea

un principio diferente como la HAI e IFI.

1.7.3 Métodos Moleculares

Los métodos moleculares para determinar el status de infeccion comprenden
la reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR por su acronimo en inglés
Polymerase Chain Reaction) cualitativa o cuantitativa. Esta es una técnica

estandarizada, aunque todavia se encuentra en proceso de validacion clinica.
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Actualmente se cuentan con equipos “in house” estandarizados y validados en
centros de referencia (Schijman y col 2011; Duffy y col 2013). Es posible
utilizarla tanto en la fase aguda como la fase cronica de la infeccién. Hasta la
fecha su uso ha demostrado utilidad en: diagndstico perinatal de la infeccion
congénita en su fase aguda, monitoreo del tratamiento antiparasitario para
diagnosticar fracaso terapéutico y en el monitoreo y diagnéstico de
reactivacion en pacientes inmunosuprimidos (SIDA, trasplantes, otros). Los
resultados de la PCR se obtienen en menor tiempo y son mas sensibles que

los otros métodos parasitolégicos convencionales.

1.7.4 Interpretacion del Diagndstico de laboratorio.

1.7.4.1 Diagndéstico seroldgico de infeccion por Trypanosoma cruzi

En la actualidad el diagnostico de la infeccidén se realiza utilizando una dupla
seroldgica que deberia ser realizada de manera simultanea en la misma
muestra de sangre obtenida del paciente (Organizacion Mundial de la Salud,
2002).

El resultado positivo del diagnéstico parasitolégico y molecular es la
confirmacion de infeccion por T. cruzi. Sin embargo, un resultado negativo no
indica necesariamente ausencia de la infeccién debido a que la parasitemia
puede ser intermitente y los métodos parasitoldgicos poseen baja sensibilidad

en la fase cronica de la infeccion.

Los métodos moleculares poseen la misma sensibilidad que la serologia en la
fase cronica por lo que no es necesario su uso para el diagnoéstico de infeccion

en pacientes inmunocompetentes.
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El resultado serolégico reactivo es indicativo de infeccion y no del estado
clinico del paciente. EI mismo servira de orientacion al médico junto con el
examen clinico y los antecedentes para conocer el estado de salud del

paciente.

Los resultados de reactividad serolégica son expresados como titulos en el
caso de IFl y HAI, y DO en el caso de ELISA. Si bien hasta ahora los valores
obtenidos de los ensayos inmunoserolégicos no han mostrado tener
correlaciébn con el compromiso organico de enfermedad de Chagas, se
recomienda informarlos junto al resultado reactivo. Estos datos tienen
significacion diagndstica en los casos de seguimiento del nifio hijo de madre
reactiva, en casos de pacientes con tratamiento especifico y de los pacientes

inmunosuprimidos

En el caso de encontrar resultados “No concordantes” entre las dos
pruebas serolégicas empleadas, se recomienda repetir nuevamente ambos
ensayos (OMS, 2012), para descartar errores operativos, efectuar una tercera
reaccion serologica o remitir la muestra a un laboratorio de mayor
complejidad (laboratorio de Referencia Provincial o Nacional) para su
resolucion. En caso de persistir la discordancia de resultados es
recomendable analizar una nueva muestra en un lapso de 20 a 30 dias
(Normas de Diagnostico de la Infeccion por T. cruzi, Ministerio de Salud,

revision Octubre 2012; OMS 2002)

1.7.4.2 Tamizaje
Con el fin de identificar rapidamente la infeccion por T. cruzi en grandes

poblaciones, como por ejemplo donantes de sangre a transfundir o bien en
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estudios poblacionales, se requiere el uso de técnicas inmunoserolégicas

rapidas y sensibles.

1.7.4.2.1 Tamizaje en Bancos de Sangre

Todos los donantes de sangre deberian ser estudiados serolégicamente para
infeccion por T. cruzi. Para ello se utlizan 2 reacciones serolégicas de
seleccion o descarte (RSD), como por ejemplo CMIA, ELISA recombinante, etc
o bien los métodos seroldgicos convencionales. Segun reporte técnico de OMS
(Recommendations Screening Donated Blood for Transfusion-Transmissible
Infections, 2009) y Normas Técnicas de Hemoterapia (Resolucion Ministerial
N° 865/06), el uso de dos técnicas de ELISA (de antigeno lisado u homogenato
total y de antigenos recombinantes) es recomendable. Los bancos de sangre
necesitan disponer de pruebas de alta sensibilidad que puedan ser
automatizadas. Cuando se obtienen resultados reactivos por 1 0 2 métodos de
descarte, se debe desechar la bolsa de sangre. El laboratorio que realice la
seleccion o descarte de las muestras reactivas debe derivar al donante
encontrado reactivo, a un laboratorio especializado que pueda confirmar

el diagndstico de infeccion.

1.7.4.2.2 Tamizaje poblacional

Esta metodologia se utiliza cuando se quiere detectar rapidamente los casos
de infeccion en una gran poblacion de personas. En la actualidad este estudio
se lleva a cabo mediante la obtencion de sangre del pulpejo del dedo en papel
de filtro y su posterior analisis con las pruebas inmunoserologicas

convencionales. Si una o dos pruebas dan reactivas se procede a la extraccion
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por puncién venosa y su confirmacion seroldgica como se indica en el caso de
Diagnéstico de la infecciébn Cronica (Chuit R. y col, 1989; Alvarez M. y col,
1971, Briceiio D. y col, 2012).

En Argentina se utiliza un equipo de recoleccion y conservacion de antigenos y
anticuerpos para la enfermedad de Chagas en sangre entera, (SEROKIT;
Yanovsky J., 1994) que consiste en extraer sangre del pulpejo del dedo y
colocar mediante un capilar la sangre en un vial que contiene un conservante
de muestra que permite su almacenamiento por un tiempo prolongado. Luego
de la obtenciébn se procede a realizar el analisis mediantes dos pruebas
serologicas convencionales definidas. Si una o dos pruebas dan reactivas se

debe confirmar el diagnostico tal como se indica en el parrafo anterior.

Otra manera de llevar a cabo este estudio es mediante el uso de pruebas
inmunocromatograficas (Test Rapidos). Estas pruebas se realizan con sangre
gue se obtiene por la puncion del pulpejo del dedo (sangre capilar) en campo
o bien con sangre entera o plasma. La ventaja de este sistema es que el
resultado se obtiene como maximo en 15 minutos, y si la prueba resulta
reactiva se procede a extraer sangre venosa para su confirmacion diagndstica
por pruebas inmunoseroldgicas convencionales. Esto permite lograr una mayor
cobertura en estudios epidemiolégicos dada la simplicidad del muestreo y
obtener evaluaciones de impacto de acciones de control vectorial y sanitario
con menor cantidad de recursos e insumos. (Luquetti A.O. y col, 2003; Ponce
C., Ponce E. y col, 2005; Sosa Estani S. y col, 2008; Roddy P. y col, 2008;

Chippaux J.P. y col., 2009; Verani J. R. y col, 2009; Chappuis F.y col., 2010)
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2. Antecedentes del estudio

El diagnéstico de enfermedad de Chagas requiere de pruebas que posean
principios y antigenos diferentes con el fin de lograr una sensibilidad del 99,9%
para poder confirmar la infeccion (Organizacion Mundial de la Salud, 2002;
Normas de Diagnéstico de la Infeccion por T. cruzi, Ministerio de Salud,
Argentina, revision Octubre 2012). En el mercado se encuentran disponibles
numerosos inmunoensayos (ELISA, HAI, IFI, CMIA) y son usados comunmente
en laboratorios con personal entrenado y equipamiento adecuado. Sin
embargo, estas pruebas son inapropiadas para su uso en areas endémicas
donde no existen estas condiciones ademas de que estos reactivos requieren
refrigeracion para su 6ptima conservacion. Existe una necesidad de contar con
una herramienta que facilite realizar estudios poblacionales en areas que son
remotas y de dificil acceso con el objetivo de implementar estrategias que
permitan realizar el control y la prevencion de la enfermedad. Los test rapidos
ofrecen una opcidn importante para el andlisis en lugares de limitados de
recursos: son precisos, no requieren mantenerse en condiciones de
refrigeracion, proporcionan resultados rapidos, son faciles de usar e interpretar,
y pueden potencialmente ser fabricados a bajo costo. En afios recientes se han
desarrollados varios test rapidos para detectar infeccion por T. cruzi usando
muestras de sangre entera, suero o plasma, que se encuentran disponibles en
el mercado. Entre ellos el test Chagas Stat-Pak de la empresa Chembio ha sido
evaluado en su rendimiento en diferentes areas endémicas de Latinoamérica
mostrando resultados de sensibilidad del 85% al 100% y especificidad del 97%

al 100% dependiendo del area geogréfica. (Luquetti A.O. y col, 2003; Ponce C.,

34



Ponce E. y col, 2005; Sosa Estani S. y col, 2008; Roddy P. y col, 2008). En el
marco de la 63rd Asamblea Mundial de la Salud se deline6 la necesidad de
promover y estimular la investigacion operacional sobre el control de
enfermedad de Chagas (resolucion WHA 63.20). En esta reuniéon se
recomendd la utilizacion de sistemas que permitan la rapida deteccion y que
permitan integrar el nivel primario de salud, el diagnostico y tratamiento en
pacientes tanto en fase aguda como cronica de la infeccibn en paises
endémicos y no endémicos (22 y 23 Reunién internacional MSF, 2008; WHO,
2010). Con financiamiento del Portafolio de Innovacion en Salud de la
Fundacion Bill & Melinda Gates, la Organizacion Internacional sin fines de lucro
PATH, con sede en Seattle, Whasington, USA, dedicada a acrecentar la
innovacion a través de cinco plataformas -vacunas, medicamentos,
diagnésticos, dispositivos e innovaciones de sistemas y servicios ha
desarrollado una prueba rapida para tamizaje que podria ser utilizada en
estudios poblacionales o en centros primarios de salud. Para esta prueba, se
utilizé6 un antigeno recombinante de T. cruzi desarrollado por el Laboratorio
Lemos con un relativamente bajo costo de produccion (Barfield C.A. y col,
2011). Es posible que este antigeno pueda mejorar el rendimiento de la prueba
para el tamizaje en comparacion con otras pruebas rapidas actualmente

disponibles, debido a la inclusién de epitopes T. cruzi Unicos.
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3. Objetivo del estudio

El objetivo general de este trabajo es establecer el rendimiento de la prueba
inmunocromatografica ICT Chagas para el tamizaje de la infeccion por T. cruzi
en un centro de referencia para la enfermedad de Chagas. Esta investigacion
brindara informacion importante para el desarrollo de herramientas
epidemioldgicas orientadas a determinar exposicion al parasito en areas de

dificil acceso.
Los objetivos especificos son:

1. Determinar los pardmetros de rendimiento de la prueba

inmunocromatografica en diferentes matrices.
2. Establecer el tiempo éptimo de incubacién de la prueba.

3. Evaluar el rendimiento de la prueba en funcién del area geogréafica de

riesgo de transmision de la infeccién por T. cruzi.

4. Comparar el rendimiento de la prueba ICT Chagas con otra prueba

inmunocromatografica comercial disponible en el mercado nacional.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Disefio experimental y Poblacion de estudio

El presente estudio fue llevado a cabo en el Instituto Nacional de Parasitologia
“Dr. Mario Fatala Chabén” (INP) Buenos Aires, Argentina, durante el periodo
Septiembre 2012 - Marzo 2013. El INP es el Centro Nacional de Referencia para
la enfermedad de Chagas y tiene como funcion promover, coordinar y realizar
actividades de investigacion epidemiolégica, clinica, inmunolégica y bioquimica,
asi como también brindar servicios referenciales (atencion diagndstica y
tratamiento) al Sistema de Salud de Argentina y a la comunidad.

Para la construccion del algoritmo de reclutamiento de las personas a participar
del estudio y aplicacién de los distintos ensayos se utilizé6 STARD 2015 (Bossuyt
P.My col., 2003).

Para el reclutamiento, se solicitd diariamente por un periodo de 7 meses la
participacion de los primeros diez individuos que concurrieron a realizarse el
diagnostico de la infeccion por T. cruzi en el INP. A todos los individuos se les
explico la utilidad de la investigacion y se solicitd su participacion mediante
donacion de sangre; en caso afirmativo se procedié a tomarles el consentimiento
informado y fueron seleccionados segun los criterios de inclusiébn o exclusién
descriptos en el siguiente punto. Del total de la poblacion que se presentd se
enrolaron 846 individuos mayores de 7 afios de edad que se presentaron
espontaneamente para realizar el diagnéstico confirmatorio de enfermedad de

Chagas.
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4.2 Criterios de Inclusién y exclusion

Criterios de inclusion:

* Hombres o mujeres de 7 afios 0 mas. La seleccion del grupo etario se debe a

que el grupo de 0 a 6 afios estaba involucrado en otro estudio clinico.

Consentimiento informado escrito (CI) firmado, obtenido antes de efectuar
cualquier procedimiento. Como requisito, los pacientes debian comprender el
documento, y su aceptacién de participar quedo registrada mediante firma del
mismo. En caso de los menores de edad el Cl debia ser firmado por un adulto
o tutor responsable del nifio si aceptaba libremente participar del estudio

asintiendo con un Sl verbal.

Criterios de exclusioén:

» Haber recibido tratamiento previo con benznidazol o nifurtimox (ya sea de
forma completa o incompleta) o haber participado en ensayos clinicos de

tratamientos activos para la enfermedad de Chagas.

* Si se habia extraido sangre dentro de los 56 dias en una cantidad mayor a 50

ml o 3 ml por Kg de peso.

+ Si tenia relacion cercana con el personal del centro de investigacion; por €j,
familiar cercano del investigador, dependiente (ej: empleado o estudiante del

centro de investigacién que podria tener acceso a los registros del estudio).

Luego de la inclusion y la toma de consentimiento informado, se realiz6 un
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cuestionario que permitié recolectar datos demograficos y filiatorios de todos
los participantes que luego fueron registrados en una base de datos (File Maker

Pro. 10.0).

4.3 Aprobacion éticay Consentimiento Informado

El protocolo del estudio fue aprobado por la Junta de Revisién del Comité de
Bioética del INP segun normas nacionales previstas para requisitos éticos,
legales y juridicos, establecidos en la Resoluciéon Ministerial 1480/11 e
internacionales acorde a criterios éticos de la Declaracion de Helsinski 2008 y
sus modificaciones, cédigo de Niremberg y Derechos Humanos aprobada por

la Conferencia General de la UNESCO 1997.

4.4 Diagrama del estudio

Una vez que los participantes eran enrolados se procedid6 a colectar las
muestras siguiendo los procedimientos estandares y las Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL). Se obtuvieron 30 microlitros de sangre capilar mediante
puncién del dedo indice o medio usando una lanceta y un tubo capilar que
contiene EDTA (SafeWrap™ Blood Collection Tubes, RNA Medical) e
inmediatamente se realizdé la prueba ICT Chagas como se muestra en la
diagrama. . De la vena del antebrazo se colecto un total de 15 ml de sangre
venosa la cual se distribuyé de la siguiente manera: 3ml en un tubo que
contenia EDTA como anticoagulante y 10 ml en un tubo seco sin
anticoagulante. El tubo que contenia sangre entera (EDTA) fue mezclado,
alicuotado y testeado dentro de las 2 a 3 horas de colectada la muestra

utilizando la prueba ICT Chagas y la prueba Chagas Stat-Pak de Chembio,
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siguiendo las instrucciones del fabricante. El tubo conteniendo la sangre sin
anticoagulante fue centrifugado 20 minutos a 3000 rpm; el suero obtenido se
separd y almacend a 2-4°C hasta su procesamiento dentro de las 24 hs. Una
alicuota se utilizo para realizar la prueba ICT Chagas y otra alicuota se utilizé
para realizar las pruebas serologicas in house del INP, ELISA, HAI e IFI.

Todos los ensayos fueron realizados por diferentes operadores a fin de
mantener el ciego y evitar posibles sesgos en los resultados quienes volcaron
los datos a una planilla individual. Luego, éstas eran recolectadas por un
personal administrativo, quien estaba encargado de volcar esos resultados en
una planilla Excel. El esquema de recoleccion y procesamiento de las muestras

se muestra en el siguiente diagrama 1.
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Diagrama 1. Diagrama de flujo del estudio

Se solicitd la participacion de Individuos sospechosos de infeccidon por Trypanosoma

cruzi que se presentaron al INP Fatala Chaben para confirmar o descartar la
infeccidn.

Las personas que aceptaron participar fueron evaluadas respecto de los criterios de
inclusion/exclusion previamente a la lectura y firma r del consentimiento informado.

Se obtuvo Sangre capilar por Se obtuvo Sangre por
puncién del dedo indice. puncién venosa.
! |
Test ICT Chagas Tubo EDTA 3 ml sangre Tubo seco. 10 ml de
Tiempo Lectura 15, venosa. sangre venosa.

20 y 25 minutos.

Acondicionamiento de la
muestra: Centrifugacion
20 minutos 10.000 rpm.
Obtencidén y separacion

Test ICT Chagas Tiempo Test STAT Pack
lectura 20 minutos. Chembio Tiempo de
lectura 15 minutos.

del suero.
Test Test ICT Chagas
inmunoseroldgicos Tiempo de
in house : ELISA, lectura 20
HAI, IFI minutos.
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4.5 Tests empleados en el estudio

4.5.1Test ICT Chagas

El Test ICT Chagas es una prueba inmunocromatografica que detecta
anticuerpos anti-T. cruzi en sangre, suero o plasma. Tal como se observa en la
figura 62, el test estd compuesto por un cassette plastico, una almohadilla
absorbente, una membrana de nitrocelulosa que posee una zona o linea
denominada CONTROL (0,12 microgramos de anticuerpo de cabra anti IgG de
ratén, Jackson Inmunologicals) y una zona o linea denominada TEST (0,32
microgramos de antigeno recombinante de T. cruzi, Laboratorio Lemos) y una
almohadilla que contiene el reactivo detector o conjugado unidos a particulas

secas de oro coloidal

Zona o Linea TEST: Antigeno Zona o Linea CONTROL: Anticuerpo

recombin T. cruzi . ,
ecombinate de de cabra anti ratén

. | : "
. dh . 2 "‘ ‘ AL

| | .

|

Almohadilla con el conjudado (Anti Ig Membrana de Almohadilla absorbente
G humana unido a particulas de oro nitrocelulosa
coloidal)

Figura 6. A
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Figura 6.B

Figura. 6 Disefio Test Rapidos ICT Chagas, A. Componentes del test; B.

Test positivo (dos lineas, derecha) y test negativo (una linea, izquierda)

Los test fueron realizados de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
agregaron 30 microlitros de sangre capilar, sangre venosa o suero al pocillo del
dispositivo denominado MUESTRA, se incub6 2 minutos y luego se adicion6
125 microlitros de buffer de corrida en el mismo pocillo. La muestra y el buffer
de corrida se mezclan ascendiendo por capilaridad a través de la membrana de
nitrocelulosa y rehidrata el reactivo que se encuentran en el area donde se
halla el conjugado o reactivo detector. Este reactivo se une a las
inmunoglobulinas humanas de la muestra. Si la muestra contiene anticuerpos
anti-T. cruzi, el complejo conjugado- anticuerpo anti-T. cruzi se unira al
antigeno en la linea o zona denominada TEST, produciendo una linea de color
rosado. En ausencia de anticuerpos anti- T. cruzi la linea rosada en esta zona

no se producira.
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La lectura de los test se interpreta como resultados positivo, negativo o
invalido. Los mismos fueron considerados positivos si la linea rosada se
observa en ambas zonas CONTROL y TEST y negativos si la linea rosada solo
se observa en la zona denominada CONTROL (Figura 6B). Un test invélido se
considera si: 1) La linea rosada estaba ausente en la zona denominada
CONTROL o 2) Cuando se observo sangre en la ventana de corrida y no podia

efectuarse la lectura correctamente.

4.5.2 Chagas STAT-Pak

El CHAGAS STAT - PAK (Chembio Diagnostic Systems, Medford, NY) es
un reactivo diagnéstico inmunocromatografico de tamizaje para la deteccion
de anticuerpos anti —T. cruzi en suero, plasma o sangre total. EIl método
emplea una combinacién Unica de proteinas recombinantes fijada a una
membrana que retiene los anticuerpos especificos, conjugados con
particulas coloreadas La misma fue considerada positiva si se observé la
aparicion de una linea purpura en ambas areas CONTROL y TEST y negativa
si se observo solo la aparicién de una linea purpura en la zona CONTROL. La
prueba fue considerada invalida si la linea purpura estaba ausente en la zona

CONTROL.

4.5.3 Realizacion de los Test
Para estandarizar el test ICT Chagas y determinar el tiempo de lectura optimo
se ensayo0 el mismo a diferentes tiempos de lectura (15, 20 y 25 minutos) y

matrices (sangre capilar, sangre entera extraida con EDTA y suero).
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Para los test corridos con sangre entera y suero, la lectura solo se efectu6 a los
20 minutos.

La prueba CHAGAS STAT PACK fue corrida por un técnico de laboratorio del
INP diferente a los que procesaron los test ICT Chagas de acuerdo a las
instrucciones provistas por el fabricante, utilizando 10 microlitros de sangre
entera obtenida con EDTA. La prueba fue leida visualmente e interpretada

como positiva, negativa o invalida a los 15 minutos.

Se utiliz6 como estandar de referencia una combinacion de los siguientes
ensayos inmunoseroldgicos in house que se realizan de rutina para confirmar el
diagndstico en el INP (Scott y col, 2008; Bossuyt y col: The STARD Initiative
2003): ELISA (antigeno lisado de epimastigote T. cruzi cepa Tuly),
HAIl(antigeno lisado de epimastigostes T.cruzi de 29 cepas de referencia) e IFI
antigeno epimastigote T. cruzi cepa Tul, entero formolado) Los test fueron
realizados segun los procedimientos operativos estandares (Manual de
Laboratorio, octava edicion, 1996) del INP. Los valores de corte para las tres
técnicas utilizadas son: = 0,200 ELISA in house, 21/32 HAI in house, 21/32 IFI
in house. Se consideré como caso verdadero negativo (VN) si las tres técnicas
(3/3) presentaban resultados NO REACTIVO y como caso verdadero positivo
(VP) si las tres técnicas (3/3) o dos de tres (2/3) técnicas presentaban resultado
REACTIVO. Se considero caso discordante si solo una de las tres técnicas
daba resultado REACTIVO. Estas muestras fueron repetidas segun el
procedimiento operativo estandar de manejo de muestra discordante del INP

(Normas de Diagnoéstico de la Infeccion por T. cruzi, Ministerio de Salud,
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revision Octubre 2012). Las muestras cuyo resultado permanecié discordante
fueron eliminadas del analisis.
Con el fin de evaluar el rendimiento de la prueba en funcién del area geogréfica
de riesgo de transmision de la infeccidn por T. cruzi se utilizé el mapa de
estratificacion y caracterizacion de la transmision vectorial del Programa
Nacional de Chagas, afilo 2012. De acuerdo a ésta caracterizacion, se
clasificaron las muestras segun la procedencia de las personas participantes
del estudio en:
1. Area geografica de RIESGO ALTO de transmision: Este grupo estaba
conformado por las muestras que procedian de Chaco, Catamarca,
Formosa, Santiago del Estero, San Juan, Mendoza, Bolivia, Paraguay y

Peru. El tamafio muestral correspondiente fue de 347 muestras.

2. Area geografica de RIESGO MEDIO de transmision: Este grupo estaba
conformado por las muestras que procedian de Cérdoba, Corrientes, La
Rioja, Salta, y Tucuman. El tamafio muestral correspondiente fue de 172

muestras

3. Area geogréafica de RIESGO BAJO de transmision: Este grupo estaba
conformado por las muestras que procedian de Entre Rios, Misiones,
Santa Fé, Jujuy, La Pampa, Neuquén, Rio Negro, Brasil, Uruguay y

Chile. El tamafio muestral correspondiente fue de 80 muestras.

4. Area geogréafica de RIESGO NULO de transmision: Este grupo estaba
conformado por las muestras que procedian de Buenos Aires, Chubut,
Santa Cruz, Tierra del Fuego y Espafia. ElI tamafio muestral

correspondiente fue de 154 muestras.
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4.6 Aseguramiento de la Calidad

Antes del comienzo del estudio, de acuerdo como lo indica el protocolo de
Control de Calidad del INP, los espectrofotometros y micropipetas fueron
calibrados de acuerdo a los procedimientos estandares recomendados por la
empresa de calibracion.

Al inicio del estudio se realiz6 la familiarizacion de la utilizacién y lectura de los
test rdpidos evaluados mediante sueros controles positivos y negativos para
todos los operadores. Todos los operadores tenian experiencia previa en la
realizacion de las técnicas Inmunodiagndsticas.

Se participé de un Programa de Control de Calidad Externo analizando a
simple ciego un panel de sueros reactivos y no reactivos provistos por
Laboratério de Pesquisa em Doenca de Chagas, Hospital das Clinicas,
Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias, Brasil, con una frecuencia
cuatrimestral. Estos sueros fueron procesados con las tres técnicas “in house”

gue conformaban el estandar de referencia.

4.7 Andlisis estadistico

El calculo del N muestral para estimar los pardmetros diagndsticos con un IC
del 95% de la prueba ICT Chagas se realiz6 en base a las guias Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) EP24-A2 2011en base a una prevalencia

del 48% del INP. El tamafio de muestra calculado correspondi6é a un n=850.

Para la estimacion de la sensibilidad , especificidad , VPP y VPN de la prueba
ICT Chagas se realiz6 en base a las recomendaciones de la CLSI EP12 (User
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Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline—
Second Edition EP12-A2 Vol. 28 No. 3 Replaces EP12-A Vol. 22 No. 14) y se
utiliz6  StatisPro Method Evaluation Software Version 3.02.2 del CLSI. El
calculo de los IC se realiz6 a través del “score confidence interval” (Newcombe

RG, 1998)

Los indices de concordancia Kappa se estimaron de acuerdo a lo recomendado
por Lopez de Ullibarri Galparsoro, |. y Pita Fernandez, S. 1999 vy el test de Mac

nemars de acuerdo a Fisterra, 2004.

Para la estimacion de las razones de verosimilitud positiva (RV+) y negativa
(RV-) se utilizé: Epi Tools - Diagnostic test evaluation and comparison que
utiliza como metodologia de trabajo segun lorecomendado por Brown LD, Cat
TT, DasGupta A, 200; Cameron AR, and Baldock FC, 1998 y Cameron AR,

1999.
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5. Resultados

5.1 Seleccion de la Poblaciéon de estudio

En el presente trabajo se realizaron a todos los participantes las tres técnicas
inmunoseroldgicas “in house” a los 846 participantes para determinar el estatus
positivo 0 negativo de infeccién para T. cruzi (Estdndar de referencia). Los

resultados de la serologia convencional se presentan resumidos en el diagrama

2
Se reclutaron 846 participantes
Septiembre 2012 hasta Marzo 2013
A todos los participantes se les
realizé ELISA-HAI-IFI
305 (36%) Verdaderos 92 (11%)
Positivos discordantes 449 (53%) V'erdaderos
33 Pruebas Reactivas 1/3 Pruebas Reactivas Negativos
2/3 Pruebas Reactivas 3/3 Pruebas No
Reactivas

Total de muestras
para el analisis 754

Diagrama. 2 Total de muestras Verdaderas Positivas, Verdaderas
Negativas y Discordantes
Para la evaluacion del rendimiento del test ICT Chagas, se seleccionaron las

muestras verdaderas positivas (VP; dos o tres técnicas reactivas) y verdaderas
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negativas (VN; tres técnicas no reactivas) excluyéndose las muestras con
resultado serologico discordante. La proporcion Masculino/Femenino (M/F) fue
de 0,80. Los datos de edad y género de la poblacion seleccionada para
evaluar el rendimiento del test en estudio se muestra en la tabla Il.

Tabla II. Distribucion segun edad y género de la poblacién seleccionada

para el analisis experimental.

Edad VP VN
Afios Femenino Masculino Total Femenino Masculino Total
<17 3/15 1/12 4/27 12/15 11/12 23/27
(20) (8) (15) (80) (92) (85)
18-30 24/48 10/31 34/79 24/48 21/31 45/79
(50) (32) (43) (50) (68) (57)
31-50 74/160 42/100 116/260 86/160 58/100 144/260
(46) (42) (45) (54) (58) (55)
51-70 60/179 731177 133/356 119/179 104/177 223/356
(34) (42) (37) (66) (59) (63)
71-90 11/17 7/15 18/32 6/17 8/15 14/32
(64) 47 (56) (35) (53) (44)
Total 172/419 133/335 305/754 247/419 202/335 449/754
(41) (40) (40) (59) (60) (60)

Los datos expresan el niumero de muestras verdaderas positivas 0 negativas/

total de muestras analizadas (porcentaje del total) para cada grupo etario y

género.

VP, verdaderos positivos

VN, verdaderos negativos
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5.1.1 Procedencia de la poblacién de estudio

Como se observa en la Figura 7, el analisis de los datos epidemiologicos
mostrdé que el 81% (610/754) de los participantes eran nativos de Argentina
mientras que 9% (70/754) eran inmigrantes de Bolivia, 7.3% (55/754) de
Paraguay, 1.0 % (8/754) de Pert y 0,53% (4/754) de otro origen (Espafa,
Brasil, Chile y Uruguay). Cuando se analiz6 el lugar de nacimiento de los
participantes de Argentina, 18% (134/754) provenian de la provincia de
Santiago del Estero, 14% (105/754) de provincia de Buenos Aires , 13%
(100/754) de la provincia de Chaco, 6% (47/754) de la Ciudad autbnoma de
Buenos Aires, 5% (38/754) de la provincia de Tucuman, 4% (33/754) de la
provincia de Corrientes, 3% de la provincia de Salta (21/754) y 0,1% de la

provincia de Tierra del Fuego (1/754).
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Figura 7. Distribucién de la poblacion de estudio segun lugar de

nacimiento.

5.2 Estandarizacion y evaluacion del rendimiento del Test ICT Chagas con
el estandar de referencia.

Para la estandarizacion y evaluacion del rendimiento del test ICT Chagas se
analizaron los parametros diagndésticos en las diferentes condiciones de ensayo

propuestas tal como se describe a continuacion:
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5.2.1 Rendimiento del ICT Chagas a diferentes tiempos de lectura
utilizando sangre capilar
La lectura del test ICT con matriz sangre capilar fue satisfactoria (resultados
positivos para VP y negativos para VN) en 735/754 (97,5%), 736/754 (97,6%),
y 737/754 (97,7%) de los ensayos leidos a los 25, 20 y 15 minutos
respectivamente, mientras que el numero de test invalidos fue 19/754 (2,5%),
18/754 (2,4%) y 17/754 (2,3%) respectivamente.
Los datos obtenidos mediante esta técnica se muestran resumidos en la tabla
lll. Como se puede observar en la misma, los valores de Sensibilidad,
Especificidad, VPP y VPN presentan valores similares en los tres tiempos de
lectura ensayados, con superposicion de los intervalos de confianza para cada
parametro evaluado. Los datos del indice de concordancia Kappa, test
McNemar y RV se muestran en la tabla VI.
El indice de concordancia kappa fue igual a 0.85 y el Z (test de MacNemar) fue
mayor al Z tabla en los tres tiempos de lectura ensayados.
Las Razones de Verosimilitud Positivas (RV+) resultaron menores a 10 y las
Razones de verosimilitud negativas (RV-) present6 valores mayores a 0.10 en

los tres tiempos de lectura ensayados.

TABLA lll. Sensibilidad, Especificidad, Valor predictivo Negativo y

Positivo del ICT Chagas sangre capilar a diferentes tiempos de lectura
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ICT Chagas | Sensibilidad | Especificidad Valor Valor
Tiempos de Predictivo Predictivo

lectura Positivo Negativo

% (C%) | % (C%) | % (C%) | %  (IC%)
25 minutos  |96.4 (93.6-98.0)/89.8 (86.6-92.3)] 86.9 (83.3- | 97.3(95.7-

90.5) 98.9)
20 minutos  |96.0 (93.2-97.7)89.8 (86.6-92.3)| 86.9 (83.3- | 97.0 (95.3-
90.5) 98.7)

15 minutos  [96.0 (93.2-97.7)|90.1 (86.9-92.6) 87.1 (83.5- | 97.0 (95.3-
90.7) 98.7)

TABLA VI. Indice de concordancia Kappa, Test McNemar y Razones de

Verosimilitud del ICT Chagas sangre capilar a diferentes tiempos de

lectura
Prueba Indice de Test McNemar (z) Razon de
ICT Chagas concordanci verosimilitud
Tiempos de a Kappa (k)
lectura
K Z Z SE RV + RV-
tabla
ICT Chagas 25 0.85 451 -1.96 0.01 9.45 0.11
min sangre
capilar
ICT Chagas 20 0.85 433 -1.96 0.01 9.41 0.11
min sangre
capilar
ICT Chagas 15 0.85 423 -1.96 0.01 9.69 0.10
min sangre
capilar
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5.2.2 Rendimiento del Test ICT Chagas en sangre entera con EDTA
y suero.
La lectura el test ICT con matrices sangre venosa Yy suero a tiempo de lectura
de 20 minutos fue satisfactoria en 751/754 (99.6%) y 753/754 (99.8%)
respectivamente, mientras que el niumero de test invalidos fue 3/754 (0.4%) y
1/754 (0,2%) de las muestras ensayadas respectivamente.
El analisis de los datos obtenidos de los ensayos del ICT Chagas con las
matrices sangre entera y suero se muestran en la tabla Vy VI.
En la tabla V se puede observar que la Sensibilidad del ICT Chagas utilizando
sangre entera fue tres puntos mayor a la obtenida utilizando la matriz suero.
Por otro lado, el VPN obtenido utilizando la matriz sangre entera fue dos
puntos mayor que el obtenido utilizando la matriz suero. Sin embargo, la
superposicion de los intervalos de confianza indica que la Especificidad y el
VPP fueron similares en las dos matrices ensayadas.
El indice de concordancia kappa fue mayor o igual a 0.88 y el Z (test de
MacNemar) fue mayor al Z tabla en las dos matrices ensayadas.
Las RV+ resultaron mayores a 10 y las RV- menores a 0.10 en estas dos

matrices ensayadas.
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TABLA V. Sensibilidad, Especificidad, Valor predictivo Negativo y Positivo

del ICT Chagas en sangre entera con EDTA y suero.

ICT Chagas | Sensibilidad | Especificidad Valor Valor
Tiempo de Predictivo Predictivo
lectura 20 Positivo Negativo
min.
% (IC%) | % (IC%) | % (IC %) | % (IC %)
Sangre Entera|95.0 (92.0-97.0)(95.0 (93.0-97.0)| 93.0(90.2- [97.0 (95.4-98.6)
(EDTA) 95.8)
Suero 92.0 (89.0-95.0)(95.0 (93.0-97.0)| 93.0(90.1- [95.0 (93.0-97.0)
95.9)

TABLA VI. Indice de concordancia Kappa, Test McNemar y Razones de

Verosimilitud del ICT Chagas suero y sangre entera.

Prueba Indice de Test McNemar (z) Razén de
ICT Chagas concordancia verosimilitud
Tiempos de Kappa (k)
lectura
K Z Z SE RV + RV-
tabla
ICT Chagas 20 0.88 -045 -196 0.01 18.4 0.05
min Suero
ICT Chagas 0.90 1.15 -196 0.01 19.0 0.05

Sangre entera 20
min
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5. 3 Rendimiento del Test CHAGAS STAT - PAK en sangre entera
obtenida con EDTA.

La lectura de la prueba Chagas STAT-Pack obtenida utilizando matriz sangre
entera fue satisfactoria en 753/754 (99.8%). Los datos obtenidos con este test
se muestran en la tabla VIl y VIII.

Como La sensibilidad y el VPN del Chagas STAT Pack fueron iguales a los
observados con el test ICT Chagas utilizando la matriz sangre entera con
similar especificidad. En cambio, el VPP obtenido fue ligeramente menor, con
una mayor amplitud del IC que lo observado con el test ICT Chagas. El indice
de concordancia kappa fue 0.89 y el Z (test de MacNemar) fue mayor al Z
tabla.

Al igual que lo observado con el test ICT Chagas la RV+ resulté mayor a 10 y la

RV- present6 valores menores de 0.01.

TABLA VII. Sensibilidad, Especificidad, Valor predictivo Negativo y

Positivo del Chagas STAT-Pack en sangre entera con EDTA.

Chagas STAT| Sensibilidad | Especificidad Valor Valor
Pack Predictivo Predictivo
Tiempo de Positivo Negativo
lectura 15
min. % (IC%) | % (IC%) | % (IC%) | % (IC %)
Sangre Entera95.0 (92.0-97.0)[94.0 (91.0-96.0)| 91.0 (83.0- [97.0 (95.0-98.0)
(EDTA) 98.0)
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TABLA VIIl. indice de concordancia kappa, Test McNemar y Razones de

Verosimilitud (RV+, RV-) del Chagas STAT Pack.

Prueba Indice de Test McNemar (z) Razon de
concordancia verosimilitud
Kappa (k)
K Z Ztabla SE RV + RV-
STAT Pack 0.89 2.17 -196 0.01 15.8 0.06
Chembio 15 min
Sangre entera

5.4 Rendimiento del Test ICT Chagas en relaciéon al area geografica de

riesgo de infeccion por Trypanosoma cruzi.

Con el fin de evaluar el rendimiento del ICT Chagas en las diferentes muestras
y tiempos de lectura relacionada al area de riesgo de contraer la infeccién por
T. cruzi (Alto, Medio, Bajo o Nulo; Programa Nacional de Chagas, 2012), se
analizé la sensibilidad, especificidad, VPP, VPN, y las RV+ y RV- del test
segun la procedencia de las personas que participaron del estudio.

A continuacion se describen los resultados obtenidos para cada una de las

condiciones ensayadas:

e ICT Chagas sangre capilar.
El analisis de los resultados de la prueba ICT Chagas utilizando matriz sangre
capilar a tiempo de lectura de 15 y 20 minutos mostré que la sensibilidad vario

desde 91% (IC 95%:78%-97%) a 98% (IC 95%: 88%-100%) y la especificidad
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desde 86% (IC 95%: 81%-91%) a 93% (IC 95%: 87%-97%), segun el &rea de
riesgo [Gréafico 1y 2.].

El VPP vari6 desde 86% (IC 95%: 75%-95%) a 91% (IC 95%: 66%-100%) y el
VPN desde 93% (IC 95%: 82%-98%) a 99% (IC 95%: 94%-100%), segun el
area de riesgo. Cuando se analizan los IC del 95% de los datos de cada
parametro se puede observar que hay superposicion de los valores obtenidos
en las diferentes areas de riesgo evaluadas, indicando que el rendimiento de
ICT Chagas utilizando matriz sangre capilar es independiente del area de

procedencia de la muestra.[Gréfico 1y 2.]

100%
95%
90%
? m Sensibilidad(%)
85% M Especificidad (%)
m Valor Predictivo Positivo (%)
80% m Valor Predictivo Negativo(%)
75%
ICT Chagas 15 ICT Chagas 15 ICT Chagas 15 ICT Chagas 15
min Riesgo Alto  min Riesgo  min Riesgo Bajo min Riesgo
Medio Nulo

Gréfico 1. Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN. ICT Chagas 15 minutos

segln riesgo.
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Gréfico 2. Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN. ICT Chagas 20 minutos

segun riesgo.

La RV+ del test utilizando matriz sangre capilar fue 7,1 en las areas de Riesgo
Alto, independientemente del tiempo de lectura. Estos valores denotan una
pobre capacidad de la prueba para asociar el resultado con la presencia de la
infeccidn en estas areas (valor minimo sugerido para RV+ igual o mayor 10).
En cambio, la RV+ con sangre capilar (rango: 12 a 15) superé el valor minimo
sugerido en las zonas de Riesgo Medio, Bajo y Nulo de transmision [Gréfico 6],
indicando su utilidad en para areas de menor riesgo. El andlisis de los valores
de RV- con esta muestra fue variable en las diferentes areas de riesgo (rango:
0,02 a 0,09). En ningun caso RV- superé el valor limite deseable de 0,1.

[Gréfico 7].
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e ICT Chagas sangre entera.

El analisis los datos obtenidos de la prueba ICT Chagas utilizando matriz
sangre entera mostro que la sensibilidad varia desde 89% (IC 95% :74%-95%)
a 98% (IC 95%: 92%-100%)y la especificidad varia desde 93% (IC 95%: 88%-
95%) a 98% (IC 95%: 88%-100%), segun el area de riesgo de transmision
[gréfico 3].

El VPP varia desde 92% (IC 95%: 80%-100%) a 97% (IC 95%: 69%-100%) y el
VPN varia desde 92% (IC 95%: 80%-97%) a 99% (IC 95%: 95%-100%), segun
el area de riesgo de transmision. El analisis de los IC del 95% de los datos
utilizando sangre entera mostré que al igual que lo observado cuando se utilizé
matriz sangre capilar, hay superposicién de los valores para cada parametro,

independientemente de la procedencia de la muestra. [Grafico 3]

100%

S8%

96%

943
m Sensibilidad (%)
92%
W Especificidad(3)

W Walor Predictivo Positivo (33)

38% B Valor Predictive Negativo (26)

86%

B4%

ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas
sangre entera sangreentera sangreentera sangre entera

Riesgo At Riesgo Medio  Riesgo Bajo Riesgo Nulo

Gréfico 3. Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN. ICT Chagas 20 minutos

sangre entera segln riesgo.
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El analisis de la prueba ICT Chagas utilizando matriz sangre entera mostrd
valores de RV+ que variaron desde 13 en area de riesgo Alto a 51 en areas de
riesgo Nulo. Sin embargo, cuando se analiza la RV- se detectd un valor de 0,12
en areas de Riesgo Bajo mientras que se observaron valores menores a 0,1 en
las otras areas de transmision sugiriendo que la prueba tendria menor valor

diagndstico en las areas de bajo riesgo [gréfico 6 y 7].

e ICT Chagas suero.

Al analizar los datos obtenidos de la prueba ICT Chagas utilizando suero se
observd que la sensibilidad varia desde 86% (IC 95%:71%-94%) a 96% (IC
95%: 85%-99%)y la Especificidad varia desde 94% (IC 95%: 89%-96%) a 98%
(IC 95%: 88%-100%), segun el area de riesgo de transmision [Grafico 4].

El VPP varia desde 92% (IC 95%: 81%-100%) a 97% (IC 95%: 69%-100%) y el
VPN varia desde 90% (IC 95%: 78%-96%) a 98% (IC 95%: 93%-99%), segun
el area de riesgo de transmision [grafico 4]. El andlisis de los IC del 95% de los
datos muestra que, al igual que lo observado con matriz sangre capilar, hay
superposicion de los valores para cada parametro, independientemente de la

procedencia de la muestra. [Gréfico 4]
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Gréfico 4. Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN. ICT Chagas 20 minutos

Suero.

El analisis de los datos de la prueba ICT Chagas realizada con matriz suero en
relacion al area de riesgo mostré valores de RV+ mayores a 10 y RV- menores
a 0,1 indicando que la procedencia de la muestra tampoco afecta el

rendimiento del mismo. [Grafico 6 y 7]

e STAT Pack sangre entera.
Con el fin de evaluar si la procedencia de las personas donantes influye sobre
la variabilidad del rendimiento de la prueba STAT Pack Chembio utilizando
como matriz sangre entera, se analizaron los resultados de los ensayos en
relacién al area de riesgo de infeccién por T. cruzi. La sensibilidad varia desde
89% (IC 95%:74%-95%) a 97% (IC 95%: 90%-99%) mientras que la
especificidad varia desde 90% (IC 95%: 85%-94%) a 96% (IC 95%: 85%-99%).

El VPP varia desde 89% (IC 95%: 78%-99%) a 94% (IC 95%: 67%-100%) y el
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VPN varia desde 91% (IC 95%: 80%-97%) a 98% (IC 95%: 93%-99%), con

superposicion de los valores de los IC del 95% de las diferentes areas de

riesgo [Grafico 5.]

100%

S8%

96%

S94%

S92%

88%

86%

B4%

Chagas Riesgo Chagas Riesgo Chagas Riesgo Chagas Riesgo

m Sensibilidad(%)
W Especificidad (%)
W Walor Predictivo Positivo (33)

B Yalor Predictive Negativo (34)

Gréafico 5. Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN. STAT Pack Chagas

Chembio 20 minutos sangre entera segun riesgo.

El analisis de la prueba Chagas STAT Pack Chembio utilizando como matriz

sangre entera mostré valores de RV+ que variaron desde 13 en area de riesgo

Alto a 51 en é&reas de riesgo Nulo. Sin embargo, cuando se analiza la RV- se

detectd un valor de 0,12 en areas de Riesgo Bajo mientras que se observaron

valores menores a 0,1 en las otras areas de transmisién sugiriendo que la

prueba tendria menor valor diagnéstico en las areas de bajo riesgo [Gréfico 6 y

7).

64




60 - 60
RIESGO ALTO RIESGO MEDIO
50 4 50 4
40 40
30 30 4 26
21
20 4 20 4
15
13 12 12 13
10
N . . l i _J .
ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas STAT Pack ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas STAT Pack
sangre capilar sangre capilar SUEro sangre entera Chagas sangre capilar sangre capilar SUEro sangre entera Chagas
15 min 20 min 15 min 20 min
50
50
RIESGO BAJO RIESGO NULO 51
50 1 50 -
43
40
40 4 a0 -
32
30 1 30 4 26
20
20 20 4
14 13 15 13
i _J l N
0 - T T T T s} T T T T
ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas STATPACK ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas ICT Chagas STAT Pack
=zangre capilar =angre capilar suero =zangre entera Chagas sangre capilar sangre capilar suero sangre entera Chagas
15 min 20 min 15 min 20 min

Gréafico 6. Razén de verosimilitud positiva de acuerdo al area geografica

de riesgo de transmision por T. cruzi.
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Gréfico 7. Razén de verosimilitud negativa de acuerdo al area geogréfica

de riesgo de transmision por T. cruzi.
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6. Discusion

La enfermedad de Chagas es la causa mas importante de miocarditis de origen
infeccioso, y puede provocar lesiones irreversibles en el corazén y tracto
gastrointestinal en una importante proporcion de individuos infectados
cronicamente con T. cruzi. Por esta razon las acciones de los programas de
control de esta enfermedad estan dirigidas principalmente a la eliminacion de la
transmision del parasito como riesgo para la salud. La prevalencia de la
infeccion es mayor en las regiones de alto riesgo de transmisién por la
infestacion de triatominos, sobre todo en zonas rurales remotas y de dificil
acceso. Por lo tanto, es fundamental contar con herramientas confiables que
aseguren el diagnostico de la infeccidén y ejecutar las medidas adecuadas para
el control de la transmision en las diferentes areas geograficas e implementar el
tratamiento correcto de las personas infectadas.

El diagndstico de la infeccion por T. cruzi se basa actualmente en técnicas de
laboratorios complejas que requieren equipamiento especializado para su
realizacion y analisis ademas de personal altamente especializado. En general,
los laboratorios que realizan el diagnostico de la infeccién por T. cruzi en las
zonas rurales endémicas no cuentan con el equipamiento adecuado y
suficientes recursos que les permita analizar un gran nimero de muestras
siguiendo las BPL. En la actualidad los test rapidos de diagndstico
inmunoseroldgico para la enfermedad de Chagas son considerados como una
herramienta Gtil para obtener resultados rapidos en estudio de campo. Segun la
OMS el test diagndstico ideal debiera tener una sensibilidad y especificidad del

100%, ser facil de realizar en un simple paso, econémico y no requerir equipos
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especiales o reactivos refrigerados (Medicos Sin Fronteras, Campaign for
Acces to Essential Medicine, 2008). Un buen test rapido deberia ofrecer
ademas ventajas como posibilidad de almacenamiento a temperatura
ambiente y no requerir personal experto sino que pueda ser realizado en las
zonas rurales por personal local no profesional adecuadamente entrenado
(Roddy y col; 2008).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el rendimiento de un nuevo test
diagnodstico de la infeccién por T. cruzi (Test ICT Chagas) en un centro de
referencia para la enfermedad de Chagas. Dicho test se basa en la técnica de
inmunocromatografia en tira de nitrocelulosa producido recientemente por la
ONG PATH, utilizando un antigeno recombinante de T. cruzi desarrollado por
Laboratorio Lemos de nuestro pais. Con este proposito se colectaron muestras
de sangre capilar del dedo indice, sangre venosa obtenida con EDTA del
antebrazo y suero. Aproximadamente 10,8% de las muestras colectadas
presentaron resultado discordante en los inmunoensayos de referencia. Dado
gue la sensibilidad y especificidad no se pueden calcular sin conocer el
verdadero estatus de reactividad de las muestras y que en el estudio no
contamos con una cuarta prueba diagnostica que permita confirmar el estatus
de VP y VN, se procedi6 a descartar las muestras con resultados discordantes
en el test estandar de referencia. Un problema con este tipo de procedimiento
consiste en que puede tender a sobreestimar el valor de los parametros
evaluados, resultando en un sesgo para el presente trabajo (Afonso, M.; Ebell,
M.;Tarleton, R.; 2012).

Cuando se analizaron los parametros que permiten determinar el rendimiento

del test, la sensibilidad hallada para ICT Chagas utilizando como matriz sangre
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capilar fue ligeramente mayor que cuando se utiliza la matriz sangre entera y
suero, aunque con superposicion de los IC. El andlisis de la especificidad del
ICT Chagas sangre entera obtenida con EDTA y suero arrojo valores con 5
puntos de diferencia respecto a los observados cuando se utilizaba sangre
capilar, pero a pesar de ello se observd superposicion de los IC. Cuando se
utilizé la matriz sangre entera y suero, el valor VPP fue (93%) mayor al
obtenido con sangre capilar (87%) sin superposicion de los IC. Los VPN fueron
similares (97%) utilizando la matriz sangre capilar y sangre entera y
ligeramente menor cuando se utiliz6 suero con superposicion de los IC en
todas las matrices ensayadas. Estos resultados contrastan con los obtenidos
en un estudio llevado a cabo por Barfield y col. (2011), quienes ensayaron el
prototipo ICT Chagas con un total de 375 sueros clasificados (190 VP y 185
VN) provenientes de una seroteca perteneciente al Laboratorio Lemos; el valor
de sensibilidad obtenido en dicho estudio fue de 99,5% vy el valor de
Especificidad fue de 96,8%, en general mayores a los obtenidos en nuestro
trabajo.

También se incluyé en el presente estudio el rendimiento de un test con
tecnologia similar al test de estudio utilizado en numerosas investigaciones.
Este test, denominado Chagas STAT Pack, producido por el laboratorio
Chembio S.R.L, presentd un rendimiento similar al ICT Chagas ensayado con
la matriz sangre entera obtenida con EDTA. En un estudio realizado con el test
Chagas STAT Pack Roddy y col. detectaron que al incrementar el tiempo de
lectura en intervalos de 5 minutos disminuye el porcentaje de resultados falsos
negativos (Roddy col.; 2008). Apoyados en esta conclusion, estos autores

recomendaron incluir la lectura a intervalos de 5 minutos desde los 15 a los 30
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minutos en estudios de validacion, de manera de asegurar que el tiempo de
lectura sea el mas adecuado para asignar la reactividad del test. Sin embargo,
el ICT Chagas realizado con sangre capilar ensayado en tres tiempos de
lectura (15, 20 y 25 minutos) en el presente trabajo no mostraron diferencias
importantes entre los valores de la sensibilidad, especificidad, el VPP y el VPN.
Las causas por las que un test es considerado invalido incluyen la presencia
de sangre en la ventana de lectura que imposibilite la observacion del resultado
0 que la linea control esté ausente. En este estudio se observd mayor
porcentaje de tests invalidos debido a la presencia de sangre en la ventana de
lectura cuando la matriz utilizada era sangre capilar, mientras que la ausencia
de la linea control fue la causa de invalidez de las otras matrices ensayadas. El
porcentaje de invalidos cuando se utiliz6 sangre entera fue mucho menor que
cuando se utilizé sangre capilar, y comparable con el valor obtenido para el
Chagas STAT Pack, test con tecnologia similar. Es posible que las diferencias
del nimero de invalidos utilizando sangre de origen capilar y sangre venosa se
relacionen con las caracteristicas fisicas y bioquimicas de ambos
compartimientos asi como también la falla en la tecnologia de armado del
dispositivo. Cuando se analizaron los valores de indice kappa se observo que
el test ICT Chagas obtuvo un indice de concordancia muy bueno (0,85-0,90) en
todas las condiciones ensayadas. La aplicacion del test McNemar mostré que
todos los valores de z obtenidos fueron mayores al z tabla, lo cual indica que
no hubo diferencias entre el método en estudio respecto al test de referencia
independientemente de la matriz utilizada.
En la practica clinica es esencial conocer como el resultado de un test

particular predice el riesgo de presentacion de la enfermedad en cuestion. La
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sensibilidad y la especificidad describen como los resultados de un test
particular miden enfermedad o normalidad, pero dependen de la prevalencia de
la enfermedad en la poblacion de estudio, por lo que raramente pueden ser
extendidos a la poblacion general (Deeks, J. y Altman, D. 2009). Con el objetivo
de independizarnos de la prevalencia de la poblacién de estudio y evaluar el
rendimiento del test resumiendo la informacion obtenida en un sélo parametro,
se calcularon las razones de verosimilitud positivas y negativas del test ICT
Chagas en todas sus condiciones de ensayo y del test Chagas STAT Pack. La
razén de verosimilitud positiva indica la probabilidad de que un test especifico
resulte positivo cuando una persona presenta la enfermedad en estudio. La
razén de verosimilitud negativa indica la probabilidad de que un test especifico
resulte negativo en ausencia de la enfermedad. Estos parametros de valoracién
de una prueba diagndstica constituyen una herramienta que provee una ventaja
con respecto a los valores predictivos positivos y negativos de un test debido a
que, a diferencia de estos, no dependen de la proporcién de personas que
presentan la enfermedad en estudio sino de la sensibilidad y especificidad del
test; de ahi su utilidad para comparar pruebas diagnosticas. Si la razén de
verosimilitud es igual a 1, la probabilidad de diagndéstico es la misma antes que
después de aplicar el test especifico, en este caso, el test es inutil por no tener
capacidad discriminante. La RV+ por encima de 10 y la RV- por debajo de 0,1
se consideran que proveen una fuerte evidencia para confirmar o descartar una
enfermedad respectivamente en la mayoria de los casos (Deeks, J. y Altman,
D. 2009). Las RV+ y RV- obtenidas con sangre entera y suero son mayores a
10 y menores a 0,1 respectivamente, indicando que el mismo posee una buena

capacidad diagnoéstica para confirmar y/o excluir la enfermedad en la mayoria

71



de las circunstancias, segun interpretacion de CP Evidence-based Medicine
Working Group. En cambio, los ensayos de ICT Chagas con sangre capilar a
diferentes tiempos de lectura mostraron valores dentro de los rangos
considerados solo de moderada capacidad diagnéstica para confirmar y/o
excluir la enfermedad (RV+ 5-9 y RV- 0,1-0,2, respectivamente, segun
interpretacion de CP Evidence-based Medicine Working Group). Por otro lado
los resultados obtenidos con el test Chagas STAT Pack fueron similares,
sugiriendo que el ICT Chagas utilizando estas dos matrices (suero y sangre
entera) presenta rendimientos comparables.

En un estudio llevado a cabo por Sosa Estani y col. con el STAT Pack en
sangre de corddon umbilical en diferentes areas de riesgo de la transmisién por
T. cruzi se describen resultados heterogéneos de sensibilidad y por lo tanto del
rendimiento del test en las mismas (Sosa Estani y col.;2008). En el presente
trabajo, con el fin de evaluar posibles variaciones en el rendimiento del ICT
Chagas se analizaron los parametros de valoracién diagnéstica de una prueba
en funcién del area de riesgo de transmision de T. cruzi del grupo de estudio.
Se observd que tanto la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para el ICT
Chagas en su diferentes tiempos de lectura y matrices ensayadas presentaron
valores variables con superposicion de los IC 95%, indicando que no existen
diferencias en el rendimiento del test en las diferentes areas de transmision
analizadas. Los mismos resultados fueron obtenidos con el Chagas STAT
Pack.

El andlisis de las razones de verosimilitud positiva y negativa del ICT Chagas
en relacion al origen de los participantes del estudio utilizando como matriz

sangre capilar mostré una moderada capacidad del test para confirmar el
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diagndstico de la enfermedad en areas de alto riesgo de transmision y buena
capacidad para excluir la misma en éareas de bajo riesgo. En cambio la
comparacién de las razones de verosimilitud positiva y negativa del ICT Chagas
sangre entera 'y STAT Pack mostré una buena capacidad de ambos test para
confirmar el diagnéstico en &reas de alto riesgo y una moderada capacidad
para excluir la enfermedad en areas de bajo riesgo. Todos los test ensayados
presentaron buena capacidad diagndstica, tanto para confirmar como para
excluir la enfermedad con muestras obtenidas provenientes de participantes
originarios de areas riesgo medio y nulo.

Otros autores evaluaron el rendimiento del STAT Pack en pacientes
provenientes de América del Sur y América Central y obtuvieron valores de
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN variables (Chiappaux, J.P 2009, Otani,
M.M. 2009, Roddy, P. 2008 y Sosa Estani, S. 2008). Una hipétesis sugerida por
estos autores como causa de las variaciones podria ser la distribucion de las
UDT parasitarias en las regiones de transmision de la enfermedad de Chagas y
donde estos tests son probados o ensayados. Estas posibles variaciones
antigénicas podrian resultar en la produccién de anticuerpos diferentes que no
pueden ser detectados por todos los tests rapidos ya que cada uno se
compone de antigenos recombinantes que varian en las diferentes
preparaciones de acuerdo a la marca utilizada (Zingales y col.; 2012 y Sanchez
-Camargo, C. 2014).

Las caracteristicas minimas de rendimiento requeridas para una prueba de
tamizaje para vigilancia de Chagas son de 100% de sensibilidad y 95% de
especificidad (WHO, 2012) donde la sensibilidad es de mayor importancia

porque registra la mayor cantidad de infecciones verdaderas como sean

73



posibles, mientras que una especificidad mas baja es mas aceptable que en
una prueba secundaria de confirmacién. En el presente trabajo los test rapidos
ensayados poseen menor sensibilidad que los test serologicos mas sofisticados
(ELISAs, WB, IFI); este déficit relativo de sensibilidad se compensa con su
facilidad de uso, menor costo y la capacidad de proveer resultados inmediatos.
Este Gltimo punto es crucial ya que podria ser mayor el nUmero personas en

riesgo que tengan acceso a un diagndstico y a un tratamiento oportuno.
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7. Conclusioén

El presente trabajo de Tesis de Maestria, realizado en un centro de referencia
con una prevalencia de 48% de infeccion por T. cruzi, demuestra que el test
ICT Chagas posee buena capacidad diagndéstica cuando se utiliza sangre
entera con EDTA y suero, comparable al test actualmente disponible en el
mercado local (Chagas STAT-PACK) y moderada capacidad diagnostica
cuando se utiliza sangre capilar. Por lo tanto, se puede concluir que el test ICT
Chagas puede ser utilizado para estudios de tamizaje y vigilancia
epidemioldgica en areas endémicas y no endémicas que requieran de rapidez
diagnostica, facilidad de realizacion por personal no profesional debidamente
entrenado y no requieran de refrigeracion para su almacenamiento. Sin
embargo, se recomienda determinar su rendimiento en la poblacion general del
area geogréfica especifica a ser utilizado, previamente a su aplicacion como
herramienta de tamizaje. Igualmente los resultados positivos deben ser
confirmados por el laboratorio de referencia con las técnicas convencionales de
diagndstico utilizadas en la actualidad. Cabe destacar que la enfermedad de
Chagas esta incluida dentro de las enfermedades de importancia como
problema de Salud Publica 'y estos test tendrian su mayor utilidad en estudios
poblacionales para la construccién de indices que permiten tomar acciones por
parte de los programas de control y prevencion de la transmisién vectorial y no
vectorial en cada area evaluada. Por lo tanto, estudios de este tipo son
deseables y de extrema utilidad para mejorar ain mas las herramientas

disponibles hasta el momento. En un futuro, es recomendable la utilizacién de
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dos test rapidos en simultdneos que permitan mejorar los valores de

sensibilidad de los mismos.
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ANEXO |

PROGRAMA DE TECNOLOGIA APROPIADA EN SALUD (PATH)

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO DE ESTUDIO ICT CHAGAS

Karenina Scollo Bioguimica, Instituto Fatala

54-11-4331-2330

Andrés Mariano Ruiz, MD Director, Instituto Fatala

54-11-4331-2330

_ Coordinador de investigacion clinica y en
Christopher Crudder MSc

terreno,

206/302-4733 PATH

Oficial superior de programas,

Shirley Villadiego, MD, MPH
PATH

206/744-6960

Oficial superior de
Matthew Steele PhD, MPH
programas, PATH

206/302-4740

Cori Barfield Investigadora especialista, PATH

206/302-4736

DECLARACION DE LOS/AS INVESTIGADORES

Le pedimos que participe de un estudio de investigacion que ayudara a PATH,
una organizacion internacional de salud publica, a evaluar mas rapido y de
forma simple pruebas que podran asegurar si alguien se ha infectado con el
germen que causa la enfermedad de Chagas. El propdsito de este formulario

de consentimiento es entregarle la informacién que necesitara para ayudarle a
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decidir si quiere participar en este estudio. Ud. podra hacer preguntas acerca
del propdsito del estudio, lo que le pediriamos que hiciera, los posibles riesgos
y beneficios, sus derechos como voluntario/a y cualquier otra cosa que no esté
clara acerca del estudio o este formulario. Cuando hayamos contestado todas
sus preguntas, Ud. podra decidir si quiere participar o no. A este proceso se le
llama “consentimiento informado”. Le daremos una copia de este formulario
para sus registros. Este consentimiento puede tener palabras que Ud. no
entienda. Por favor pidale al o la doctor/a del estudio que le explique cualquier
pregunta o le de la informacién que Ud. no entienda de manera clara. Ud. se
podra llevar una copia no firmada de este formulario de consentimiento para
gue pueda pensar o hablarlo con su familia o amigos antes de tomar su

decision.

PROPOSITO

Este estudio busca ayudarle a los/as investigadores/as de PATH a probar que
tan bien funciona una prueba rapida para detectar un componente del sistema
inmune del cuerpo que ayudara a determinar si alguien esta infectado/a con
Chagas. Los/as doctores/as podran usar la nueva prueba rapida en lugares
lejanos para saber si el o la paciente necesita medicamentos para curarse de la

enfermedad de Chagas.

BENEFICIOS

En muchas partes de América del Sur y Centroamérica, la enfermedad de
Chagas es un problema importante para la salud publica. En algunos lugares
lejanos, los/as trabajadores/as de la salud no cuentan con pruebas de bajo
costo, que sean sencillas y rapidas que les indiquen cuando sus pacientes
estan infectados/as con el germen que causa la enfermedad de Chagas y si
deberian tomar medicamento. Si Ud. participa de este estudio nos permitira
evaluar una prueba simple para determinar si alguien esta infectado/a con el
germen de Chagas. La prueba puede comprarse y utilizarse en estas partes del
mundo. Sin embargo, no se beneficiara de ninguna manera al participar de este
estudio. Si elige participar en este estudio o no, no modificara la forma en que
sea atendido/a en esta clinica u otras clinicas.
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PROCEDIMIENTOS

Si Ud. est4 de acuerdo en participar, le pediremos que done alrededor de 3
cucharaditas de sangre. Pincharemos su dedo con una aguja pequeia para
obtener unas gotas de sangre. La sangre de su dedo sera utilizada para
propositos del estudio. También le sacaremos sangre de una vena en su brazo.
Sacaremos suficiente sangre de su brazo para hacer los examenes de
laboratorio que Ud. normalmente recibe, y ademas sacaremos un poco extra
para propositos de este estudio. Intentaremos llevar a cabo esta donacion de
sangre en un horario que le acomode a Ud. La sangre que done recibira un
namero de estudio por parte del personal del Instituto Fatala que no estara
asociado a su informacibn médica ni a ninguna otra informacion que lo/a
identifique. Utilizaremos esta sangre inmediatamente en la prueba rapida de
Chagas y lo compararemos con una prueba estandar que se sabe funciona
bien. Se botaréa toda la sangre que no se utilice en este estudio.

RIESGOS, ESTRES O INCOMODIDAD

Puede ser incébmodo o doloroso donar sangre cuando la aguja es insertada en
su vena o en su dedo. Ud. podria desarrollar moretones, sangrado o infeccién
en el lugar de donde se extraiga la sangre. Puede sentirse mareado/a o
desmayarse a causa de la donacion de sangre. Las probabilidades de un dafio
relacionado con la investigacion son bajas. En el caso que ocurriera, cualquier

costo sera cubierto por PATH.

COSTOS

El participar en el estudio no tiene costos para Usted.

PAGO POR PARTICIPACION
Ud. recibira 70 pesos en efectivo por su participacion. El dinero se le entregara

al haber entregado su muestra de sangre.
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OTRA INFORMACION

La participacion en este estudio es voluntaria. Ud. puede decir no o detenerse
en cualquier momento. El participar en el estudio no modifica su atencion en
salud en el Instituto Fatala o en otra parte. Le pediremos que done sangre
solamente una vez y solamente tardara unos minutos. El pinchazo en el dedo
solo tomara unos pocos minutos de su tiempo. Solamente los/as
investigadores/as de PATH vy el Instituto Fatala tendran acceso a los datos
creados durante este estudio. Los datos se guardaran en un archivo bloqueado
y en una computadora con acceso limitado. Los datos serdn completamente
anonimos. No existird forma de vincular los datos o los resultados de la prueba
de Chagas a las personas que donaron la sangre. Los resultados de la prueba
de PATH no se le entregaran a Usted y no seran parte de sus registros
médicos. Cualquier reporte publico de este estudio no incluird informacion
acerca de usted.

Algunas personas tienen el derecho de revisar la informacion recolectada en
este estudio para asegurarse que la informacion es correcta. Esto incluye
personal de PATH y del Instituto Fatala quienes estan realizando es estudio, y
las personas que trabajan en PATH y en el Instituto Fatala quienes se
aseguran gue es estudio es hecho de manera correcta y que sus derechos son
protegidos (ellos son llamados Comité de Investigacion Etica), y las personas
gue estan pagando por el estudio, llamados el Instituto Nacional de

Bioingenieria e Imagen.

PREGUNTAS PARA CONFIRMAR SU ENTENDIMIENTO  DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

¢ Participacion en este estudio incluye extraccion de sangre? SI/NO

¢ Participacion en este estudio incluye un pinchazo en el dedo? SI/NO
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¢,Puede Usted parar la participacion en este estudio una vez que usted decida

ser voluntario? SI/NO

.Se le pagaran 70 pesos para reembolsar los gastos de viaje para este

estudio? SI/NO

NOTA PARA EL INVESTIGADOR

SI EL PARTICIPANTE NO CONTESTA A ESTAS PREGUNTAS DE MANERA
CORRECTA, POR FAVOR REPITA LA EXPLICACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y PREGUNTE LAS PREGUNTAS
NUEVAMENTE. POR FAVOR NO REGISTRE A EL/LA PARTICIPANTE SI
EL/ELLA NO CONTESTA A ESTAS PREGUNTAS CORRECTAMENTE

DESPUES DE DOS INTENTOS.

Nombre de la persona que obtiene

Firma de la persona que obtiene

consentimiento

Consentimiento

FECHA:

91




ANEXO Il

Formulario de Asentimiento del Nifio

TITULO DEL ESTUDIO: Evaluacion de la sangre entera de ICT Chagas en

Punto de Atencion.

SITIO DE ESTUDIO: El Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala
Chabén "

INVESTIGADORES PRINCIPALES:

Cori Barfield, Co-Investigador Principal, PATH, Seattle, WA, EE.UU. Tel: 206-
285-3500

Karenina Scollo, Co-Investigador Principal, Instituto Fatala, Buenos Aires,
Argentina. Tel:

54-11-4331-2330.

FORMULARIO DE ASENTIMIENTO DEL NINO (PARA NINOS MAYORES DE
7 ANOS)

Explicacion basica de lo que es un estudio de investigacion

Un estudio de investigacion es algo asi como un proyecto de ciencias que
realizas en la escuela. Las personas que dirigen el estudio quieren aprender
algo nuevo. Ellos pueda que realicen observaciones de lo que esté sucediendo
a tu cuerpo y cuando el estudio se termine, ellos escribiran acerca de ello para

educar a otras personas.

¢, Qué pasara en este estudio

En este estudio te vamos atomar una pequefa cantidad de sangre de tu
brazo y tu dedo. La sangre de tu brazo y el dedo ayudaré a los médicos a
realizar nuevas pruebas que ayuden a tratar a los nifios que pueden
enfermarse de ciertos gérmenes.

No tienes que participar en esta investigacion si no lo deseas

No tienes que hacer parte del estudio si no quieres. Si no quieres estar en el

estudio, aunque dijiste que lo haria, todavia puedes cambiar de opinion.

Los responsables del estudio deben decirte lo que te va a pasar durante el
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estudio. Puedes hacer preguntas sobre lo que tienes que hacer y estas

preguntas deben ser respondidas.

Al firmar a continuacion, estas aceptando que te han dicho de lo que se trata
este estudio de investigacion. La firma también indicas que entiendes lo que se

te pide hacer y lo que puede suceder debido a que participes en este estudio.

La firma también indica que no se estés obligado a participar en el estudio si no

se deseas patrticipar.

Firma del niflo (nombre es aceptable) Fecha
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