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RESUMEN

RESUMEN

La enfermedad de Chagas es endémica en Latinoamérica, pero debido a los flujos
migratorios de las ultimas décadas se ha convertido en un problema de salud global.
Segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el diagndstico serolégico de la
infeccion por Trypanosoma cruzi se basa en la concordancia de dos técnicas
seroldgicas de principios diferentes usadas en paralelo. Cuando los resultados son
discrepantes se recomienda el uso de una tercera técnica confirmatoria no siempre
disponible. El objetivo general de esta tesis es conocer la prevalencia de la
serodiscordancia en pacientes latinoamericanos fuera de la zona endémica, y analizar
el rendimiento de dos técnicas confirmatorias basadas en la metodologia Western-blot
(WB) para facilitar el diagndstico de la infeccién por T. cruzi en este grupo de poblacién

serodiscordante.

Como resultado del presente trabajo se ha podido concluir que con las técnicas de
cribado actuales y siguiendo el algoritmo actual de la OMS, se detecta un porcentaje
nada despreciable de pacientes sin un diagnéstico claro. Con el uso de una tercera
técnica se confirma la infeccién en aproximadamente la mitad de los individuos. Estos
hallazgos ponen de manifiesto la necesidad de desarrollo de nuevas técnicas
diagnésticas lo suficientemente sensibles y especificas para poder ser utilizadas en
solitario, asi como el establecimiento de una técnica confirmatoria al alcance de los

centros de referencia fuera del area endémica.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Chagas disease is a parasitic zoonosis endemic in Latin America. However due to the
migratory flows in the last decades, it has become a global concern. The serological
diagnosis of Trypanosoma cruzi infection is based on the agreement of two different
techniques used in parallel. This fact can lead, sometimes, to discordant results and
when these results are persistent, the use of a third confirmatory technique is
recommended.

The main objective of this Thesis is to know the prevalence of discrepant results in
Latin American patients outside the endemic area, and to evaluate the performance of
two different confirmatory techniques in this population group.

As a result of the present study it was possible to conclude that with the current
screening techniques and following the diagnosis algorithm of the World Health
Organization (WHO), a non-negligible percentage of patients without a clear diagnosis
was found. According to our results, the use of a third technique confirms the infection
in approximately half of the individuals with the implications that this entails. These
findings highlight the need for the development of new diagnostic techniques sensitive
and specific enough to be used alone, as well as the establishment of a confirmatory

technique available in reference units inside and outside the endemic area.
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1. INTRODUCCION

1.1. Historia de la enfermedad

La enfermedad de Chagas (EC), causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi,
fue descrita por primera vez en 1909 por el Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas
(1879-1934). El trabajo de este médico brasilefio marcd un hito en la historia de la
medicina ya que llegd a describir al agente causal de la enfermedad, su ciclo biolégico,
el vector trasmisor, los hospedadores, algunas de las manifestaciones clinicas y su

epidemiologia (Chagas, 1909).

Carlos Chagas, que se encontraba trabajando en el instituto de investigaciones
biomédicas de su colega, el prestigioso médico Oswaldo Cruz, fue enviado a la
pequefia ciudad de Lassance (Minas Gerais) cerca del rio Sdo Francisco, para combatir
un brote de malaria entre los trabajadores de un nuevo ferrocarril que conectaba la
ciudad de Belém en el Amazonas. Tras dos afios en el terreno observd que unos
insectos hematoéfagos de la familia Reduviidae (conocidos en la zona por el nombre
barbeiros) infestaban las casas rurales de la zona. En el tubo digestivo de estos insectos
encontré unos protozoos flagelados a los que denomind Schizotrypanum cruzi. Tras
identificar y describir el parasito Carlos Chagas lo encontré también en la sangre de
varios animales domésticos y mas tarde en una muestra de sangre de una nifia de dos
anos, Berenice, que presentaba un cuadro febril. El médico brasilefio fue nominado en
dos ocasiones al Premio Nobel de Fisiologia y Medicina (en 1913 y 1921), pero nunca lo

consiguio.
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A pesar de haber pasado mds de 100 afios de su descubrimiento, la EC sigue siendo un
problema tanto social como para la salud publica en América Latina y estd considerada
como una de las enfermedades olvidadas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 2010). El estigma que supone dificulta su deteccidn y su correcto control ya que,
a menudo, los pacientes prefieren no conocer su estado (Pérez-Molina y Molina,
2017). Debido a su cronicidad, la EC se considera la infeccién parasitaria con mayor
impacto econémico en América Latina (OMS, 2007) con una carga de enfermedad
estimada de 550.000 afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD), una medida que
engloba tanto la mortalidad prematura (12.000 muertes por afio) como la morbilidad

(Stanaway y Roth, 2015).

1.2. Epidemiologia

La EC es endémica en 21 paises de Latinoamérica y ha sido tradicionalmente
asociada a la pobreza y malas condiciones de vivienda de las areas rurales, donde la
transmisién vectorial es la principal ruta de contagio (OMS, 2017). Se calcula que en
el mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas, la mayoria de ellas en
América Latina (OMS, 2017). Sin embargo, debido a los flujos migratorios de las

ultimas décadas, la EC se ha convertido en un problema de salud global (Figura 1).

Por motivos tanto linglisticos como culturales, Espafia es el pais europeo que mayor
numero de personas provenientes del area endémica recibe y se estima que hay
entre 50.000 y 70.000 personas infectadas (Mufioz et al., 2009; Gascon et al., 2010;
Pérez-Ayala et al., 2011; Salvador et al., 2014) (Tabla 1). Estos movimientos

poblacionales hacia zonas donde la enfermedad no es endémica tren consigo



INTRODUCCION

nuevos desafios tanto epidemiolégicos como politicos y sociales. En ausencia del

vector, las principales amenazas son las transfusiones de sangre, la transmisién

congénita y el trasplante de érganos (Coura y Vifias, 2010; Gascon et al., 2010).
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Figura 1. NUmero estimado de inmigrantes infectados que viven en paises no endémicos (Rassi y Marin-

Neto, 2010)

Tabla 1. Nimero estimado de inmigrantes infectados por Trypanosoma cruzi en Espafia, basado en la

poblaciéon inmigrante por pais de origen, y estimaciones de seroprevalencia de la Organizacion
Panamericana de la Salud, 2006. (Gascon et al., 2010)

Estimated T. cruzi prevalence

Estimated number of infected immigrants

Country of origin Estimated number of immigrants
Argentina 287,760
Bolivia 238,605
Brazil 140,942
Chile 66,270
Colombia 326,459
Costa Rica 2,864
Ecuador 451,072
El Salvador 7.064
Guatemala 5,821
Honduras 23,512
México 42413
Nicaragua 10,027
Panama 4214
Paraguay 68,234
Peru 160,603
Uruguay 86,601
Venezuela 142,709
Total

4.13%
6.75% (15%)?
1.02%
0.99%
0.96%
053%
1.74%
3.37%
1.98%
3.05%
1.03%
1.14%
0.01%
2.54%
0.69%
0.66%
1.16%

11,882
16,106 (35.791)
1436
653
3,121
15
7,844
238
115
718
436
114

0
1735
1,102
568
1,654

47,738 (67423

® Mayor estimacién basada en la prevalencia entre las mujeres evaluadas en dos estudios en hospitales espafioles
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El cribado de la EC no es universal en toda Europa. Esto, sumado a la naturaleza de la
infeccion, a menudo asintomatica, a la falta de familiaridad con ella y al estatus legal
de muchos de los pacientes que no acuden a consulta, hace que la enfermedad esté
infradiagnosticada (Pérez-Molina et al., 2015). Se calcula que el porcentaje de
poblacion infectada y diagnosticada en Europa no alcanza el 10% del total (Basile et al.,
2011, Angheben et al., 2015). A falta de un sistema para reportar los casos de
transmisién y enfermedad en todos los paises europeos, es dificil estimar una cifra
global real de infectados asi como su impacto en los sistemas de salud (Requena-

Méndez et al., 2015).

1.3. Trypanosoma cruzi: Formas evolutivas y diversidad genética

Trypanosoma (Schyzotrypanum) cruzi (Chagas, 1909) es un protozoo hemoflagelado
perteneciente a la Clase Kinetoplastea Cavalier-Smith, 1981, Familia Trypanosomatidae
Doflein, 1901 (Moreira et al., 2004). Posee un ciclo de vida complejo y heteroxénico en
el que el parasito sufre cambios en su morfologia, metabolismo y expresidn génica a
medida que pasa de unas formas evolutivas a otras (Figura 2). El tripomastigote
metaciclico (en el vector) o hemadtico (en el huésped vertebrado), presenta un cuerpo
alargado con un gran kinetoplasto en posicidon posterior y una membrana ondulante
que termina en flagelo libre. La forma amastigota (1,5-4 um), presenta un cuerpo
redondeado y se encuentra dentro de las células de los mamiferos donde se divide por
fision binaria. El epimastigote (35-40 um), forma replicativa en el vector y en medios
de cultivo axénicos, presenta un cuerpo alargado con un kinetoplasto en la parte
anterior al nucleo y una corta membrana ondulante con flagelo libre (Gallego

Berenguer, 2007).
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Figura 2. Reproduccion de los dibujos originales de la primera descripcion de Trypanosoma cruzi
realizada por Carlos Chagas en 1909. (Souza, 2009)

T. cruzi es un organismo diploide que se multiplica predominantemente por fisidn
binaria (El-Sayed, 2005). Hoy en dia se conocen eventos de recombinacién vy
mutaciones puntuales que explican la estructura genético-poblacional actual del
parasito (Brisse et al., 2003). El analisis genético molecular de T. cruzi ha permitido su
clasificacion en diferentes grupos denominados unidades discretas de tipificacién
(UDT) que se definen como “ grupos genéticamente mds relacionados entre ellos que
con cualquier otro grupo y que pueden ser identificados por marcadores genéticos,

“"

moleculares o inmunoldégicos comunes “ (Tibayrenc, 1998). Dentro de su amplia
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variabilidad se han descrito seis UDT diferentes, de Tc | a Tc VI, que presentan una
distribucién geografica y ecoldgica determinada, variabilidad antigénica y distinto

tropismo tisular (Zingales et al., 2012; Dutra et al., 2014).

Tc | es la UDT mds ampliamente distribuida tanto en el ciclo selvatico como en el
domeéstico. La infeccion en humanos por Tc | ocurre principalmente en América Central
y se ha asociado a mayor dafio cardiaco (Burgos et al., 2010) . Tc I, Tc V y Tc VI son las
causantes de EC humana en la region del cono sur. Tc Il predomina en la zona este y
central de Brasil, Tc V en Argentina, Bolivia y Paraguay, y Tc VI en el Gran Chaco. Por su
parte, Tc lll y Tc IV se encuentran mayoritariamente en el ciclo selvatico y la infeccién

en humanos es excepcional (Zingales et al., 2012) (Figura 3).

Recientemente se ha descrito en Brasil, Colombia y Panamd un nuevo genotipo
relacionado con murciélagos antropogénicos y también con infeccion en humanos.
Esta nueva UDT, denominada TcBat, se postula como un posible ancestro de T. cruzi

(Guhl et al., 2014).

Figura 3. Distribucion geografica aproximada de las UDT de Trypanosoma cruzi en ciclos de transmision
domeésticos y selvaticos (Zingales et al., 2012)
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1.4. Transmision vectorial y ciclo bioldgico

Los vectores potenciales de T. cruzi presentan una amplia distribucion geografica
desde el centro de Argentina y Chile hasta el sur de los EE.UU. Son redulvidos
hematdfagos obligados e incluyen mds de 140 especies de la subfamilia Triatominae
(Hemiptera, Reduviidae) (Zingales et al., 2012). De éstos, Triatoma infestans, T.
dimidiata, T. brasiliensis, Rhodnius prolixus y Pastrongylus megistus se han adaptado a
vivir en entornos domiciliarios y alimentarse con sangre de animales domésticos y
humana definiendo asi el ciclo peridoméstico de la enfermedad (Balouz et al., 2017).

Cuando el triatomino infectado se alimenta de sangre de un mamifero libera
tripomastigotes metaciclicos en las heces. El parasito puede penetrar en el huésped a
través de la piel (muchas veces propiciada por el propio rascado) o a través de
mucosas, invadiendo asi células nucleadas contiguas. Al invadir las células el
tripomastigote pierde el flagelo y se transforma en la forma amastigota. Una vez
dentro de la célula el amastigote comienza a dividirse hasta que ésta estalla
liberdndose de nuevo tripomastigotes a la sangre capaces de infectar nuevas células o
bien diseminarse por el torrente circulatorio hacia nuevos tejidos (Bern, 2015). El ciclo
se completa cuando un vector se alimenta de la sangre de un hospedador infectado
adquiriendo las formas tripomastigotas, que en el intestino medio se transforman vy
multiplican como formas epimastigotas, y posteriormente migran hacia el intestino

posterior y recto donde se diferencian en tripomastigotes metaciclicos (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi (Pérez-Molina y Molina, 2017)

1.5. Otras vias de transmision

La EC también puede adquirirse por otras vias de transmision, la mayoria de ellas muy
importantes en zonas urbanas y paises no endémicos: transfusidn sanguinea,
trasplante de érganos, transmisién vertical de madre a hijo, a través de alimentos

contaminados y por accidentes de laboratorio (Murcia et al., 2013).

El riesgo de adquisicion de la enfermedad por transfusién sanguinea es menor al 10-

20%, y depende de varios factores, entre ellos la concentracion de pardsitos en sangre
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del donante y el componente sanguineo transfundido (Rassi y Marin-Neto, 2010). Se
ha visto que la probabilidad de transmision es mayor en la transfusién de concentrado
de plaquetas que en la de otros componentes sanguineos (Cancino-Faure et al., 2015).
Este riesgo debe ser combatido con estrategias de salud como las basadas en el
cribado en los bancos de sangre de donantes provenientes de paises endémicos

(Angheben et al., 2015).

La transmision por donacion de érganos también ha sido documentada. Las tasas de
infeccion tras un trasplante de érgano sélido parecen ser mas bajas para los receptores
de rifidn (0-19%) que para los receptores de higado (0-29%) y los de corazén (75-100%)

(Perez-Molina y Molina, 2018).

La transmision congénita ocurre en aproximadamente el 5% de los embarazos de las
mujeres infectadas cronicamente en Bolivia, Chile y Paraguay y en menos de un 1-2%
en el resto de paises endémicos. Estas diferencias pueden ser atribuibles a la
heterogeneidad de los diferentes genotipos de T. cruzi, al estado inmunolégico de las
madres infectadas, a factores placentarios, o a diferencias entre las herramientas

diagnésticas para detectar los casos congénitos (Rassi y Marin-Neto, 2010).

En drea endémica la transmisidn oral a través de alimentos contaminados con heces de
triatominos, en la que se produce una ingestidn masiva de parasitos, suele ser
responsable de brotes asociados a una clinica aguda mds severa y con una mayor

mortalidad (Pereira et al., 2009; Alarcon de Noya et al., 2010).
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1.6. Patogenia

En la fase aguda de la enfermedad, el dafio organico se debe a la accién directa del
parasito en los tejidos y a la respuesta inflamatoria aguda del hospedador. T. cruzi
puede invadir cualquier tipo de célula nucleada pero tiene predileccién por aquellas de

origen mesenquimal (Perez-Molina y Molina, 2018).

Los mecanismos de patogénesis en la fase créonica aun son objeto de debate.
Histéricamente se han formulado dos hipétesis: 1) T. cruzi induce una respuesta
autoinmune dirigida principalmente contra los tejidos del huésped y es independiente
a la persistencia del parasito y / o 2) la persistencia del parasito en los tejidos da lugar
a un proceso inflamatorio crénico que conduce a la destruccion de éstos
(Kierszenbaum, 1999; Tarleton y Zhang, 1999). Actualmente se sabe que la patogenia
de la EC es un proceso multifactorial (Viotti et al., 2014). La evidencia cientifica sugiere
gue la respuesta inmune inflamatoria del huésped junto con la virulencia y el tropismo
de la UDT por el tejido son los dos determinantes mas importantes de progresiéon
(Bern, 2015). Mientras que la forma crénica asintomatica representa un estado de
equilibrio entre el huésped y el parasito, la forma sintomatica representaria la pérdida

de este equilibrio (Dutra et al., 2014).

El control de la infeccién desde el punto de vista inmunolégico dependera tanto de la
respuesta innata como de la adquirida. Tras una entrada inmunolégicamente
silenciosa que involucra a macréfagos, células natural killer (NK), linfocitos Ty B y la
produccién de citocinas Th-1 proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a

(TNF- a) y el interferén y (IFN-y), T. cruzi provoca la activaciéon de células B
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policlonales, hipergammaglobulinemia y la produccién de anticuerpos anti-T. cruzi
inespecificos ineficientes en el control de la infeccion (Machado et al., 2012; Cardoso
et al., 2016). Mas adelante, el establecimiento de una respuesta anti- T. cruzi CD8 +
disfuncional, centrada en epitopos inmunodominantes del pardsito, controla la
parasitemia y la infeccidon tisular, pero no logra eliminar por completo el pardsito
(Mateus et al., 2017). Este resultado no es perjudicial para el parasito, ya que reduce la

mortalidad del huésped y mantiene la infectividad de éste (Cardoso et al., 2016).

Por otro lado el histotropismo del parasito, especialmente por el musculo cardiaco, y
su papel en la patologia de la enfermedad aln no ha sido clarificado. Algunos autores
sostienen que T. cruzi invade las células del huésped al alterar una via celular
altamente conservada para la reparacion de las lesiones de la membrana plasmatica.
Esta via de reparacidn de la membrana plasmatica es particularmente frecuente en las
células musculares, lo que sugiere que el mecanismo utilizado por el parasito para la
invasion celular puede ser un determinante primario del tropismo tisular, la
persistencia intracelular y la patogenia de la enfermedad (Fernandes y Andrews, 2012).
Aunque este tropismo ha sido demostrado en pacientes inmunosuprimidos (Burgos et
al., 2008, 2010), es dificil establecer una relacion entre la diversidad genética del
parasito y las manifestaciones clinicas de la enfermedad debido a la complejidad de los

estudios que se requieren.
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1.7. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas dependen de la fase de la infeccion. La fase inicial dura
entre 4-8 semanas y suele ser asintomatica o presentarse como un sindrome febril
autolimitado. En el caso de presentar sintomas estos aparecen de 1 a 2 semanas tras la
infeccion e incluyen fiebre, malestar general, hepatoesplenomegalia y linfocitosis
atipica. En raras ocasiones se aprecia una zona de inflamacién cutdnea (chancro) o un
edema palpebral unilateral e indoloro (signo de Romafa) que indica el lugar de
inoculacidon. Aunque esta fase pasa inadvertida en la mayoria de los casos, entre 1-5%
de los pacientes desarrollan cuadros clinicos graves como la miocarditis, pericarditis o

meningoencefalitis (Bern, 2015).

Una vez superada la fase aguda tiene lugar la fase crénica en la que a pesar de estar
infectados, la mayoria de los individuos permanecen asintomaticos por lo que esta fase
se denomina forma crénica indeterminada. Sin embargo, tras un periodo de 10-30
afos se estima que entre un 30-40 % de los pacientes infectados desarrollaran la
forma crdénica sintomatica caracterizada principalmente por afectacidon cardiaca,
digestiva o ambas (Rassi y Marin-Neto, 2010). La forma determinada cardiaca es la mas
importante, debido a su frecuencia y gravedad. Sus manifestaciones se deben
fundamentalmente a alteraciones de la conduccidén que dan lugar a arritmias, sincopes
e incluso muerte subita (Perez-Molina y Molina, 2018). Por su parte las
manifestaciones de la forma digestiva son debidas a la destrucciéon del plexo
mientérico, que da lugar a trastornos motores y dilataciones (megaesdfago vy

megacolon) (Coura y Borges-Pereira, 2010).
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1.8. Diagnostico

Actualmente no existe método de referencia para el diagndstico de la EC y éste

dependerd de la fase de la infeccidén en la que nos encontremos.

1.8.1. Diagndstico parasitolégico

Durante la fase aguda la parasitemia es normalmente elevada por lo que el diagndstico
se basa fundamentalmente en la visualizacién del parasito a través del examen
microscépico. Este puede realizarse bien mediante observacién directa de formas
moviles de tripomastigote en gota de sangre fresca, o bien mediante extensién o gota
gruesa tefiidas con colorante Giemsa permitiendo observar la morfologia del parasito
(Flores-Chavez et al., 2007). Con el fin de aumentar la sensibilidad se dispone de
técnicas de concentracién como el método de Strout o el microhematocrito basadas
en procedimientos de centrifugacién (Strout, 1962; OMS, 2002). Durante ainos, el
método de Strout ha sido utilizado en el diagndstico de rutina en adultos mientras que
el microhematocrito, o técnica del tubo capilar heparinizado, ha demostrado ser una
buena herramienta en el diagndstico de infeccién congénita (Carlier et al., 2011;

Murcia et al., 2013)

Cuando la parasitemia es baja, como ocurre en la fase crdénica, es posible recurrir a
métodos de amplificacion biolégica como el hemocultivo o el xenodiagndstico. El
hemocultivo permite multiplicar el nimero de pardsitos a partir de un pequefio
volumen de sangre en medio tradicional de Nicolle-Novy- MacNeal (NNN) y/o Infusién
de higado y triptosa (LIT) (Cérdova Rojas et al., 2015). Por su parte, el xenodiagndstico

consiste en alimentar insectos reduvidos con sangre del paciente y tras
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aproximadamente 30 dias, examinar el tracto digestivo del insecto para comprobar la
presencia de pardsitos (Tanowitz et al., 1992). Ambas técnicas ademds de ser costosas
y lentas presentan una baja sensibilidad que oscila entre 0 a 94% en el caso del
hemocultivo y entre el 9% vy el 87,5% cuando hablamos del xenodiagndstico (Portela-
Lindoso y Shikanai-Yasuda, 2003). Es por ello que el uso de estos métodos ha quedado

relegado a institutos de investigacion (Aguiar et al., 2011; Balouz et al., 2017).

1.8.2. Diagnostico molecular

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) se ha establecido como la herramienta
de diagndstico molecular de eleccion ya que aumenta considerablemente la
sensibilidad del diagndstico parasitolégico tradicional (Piron et al., 2007; Schijman,
2018). Sin embargo, aun existe controversia sobre su interpretacién ya que la
deteccion de 4cidos desoxirribonucleicos (ADN) en sangre no representa

necesariamente la existencia de parasitos viables (Cancino-Faure et al., 2016).

El diagndstico molecular se utiliza fundamentalmente para: (i) el diagnéstico precoz de
la transmisidn congénita cuando la presencia de anticuerpos maternos puede llevar a
resultados falsos positivos y la microscopia no tiene suficiente sensibilidad (ii) el
diagndstico de infeccién por transmision oral (iii) la deteccion temprana de infeccion
en receptores de drganos provenientes de donantes con EC, (iv) la monitorizacion de la
reactivacion por inmunodepresion en pacientes crénicamente infectados y (v) la
evaluacion de la respuesta al tratamiento, ya que la seroreversidon seroldgica en
pacientes tratados puede tardar anos (Schijman, 2018). En el diagndstico de la

infeccion crénica, la PCR presenta baja y variada sensibilidad que oscila entre el 40% vy
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el 65% (Brasil et al., 2010). Los factores que contribuyen a esa variabilidad son el
volumen sanguineo, la metodologia y la diana escogida, la fase de infeccidn, el estado

de inmunosupresién, y la diversidad genética de T. cruzi (Schijman et al., 2011).

En los ultimos afios se han propuesto diversas combinaciones de dianas moleculares,
sets de cebadores y diferentes plataformas de extraccion y amplificacion (Schijman,
2003; Seiringer et al., 2017; Schijman, 2018). Tras varios estudios comparativos,
multicéntricos e internacionales se ha visto que los mejores métodos para el
diagnéstico son los basados en la amplificacion de dos dianas representadas en un
gran numero de copias por genoma: la regién variable del ADN del minicirculo del
kinetoplasto (kDNA) vy la secuencia repetida de 195 pares de bases del ADN satélite
(SatDNA) (Murcia et al., 2013). Como ambas dianas se encuentran representadas en un
numero de copias muy similar (10* copias), la sensibilidad de estas técnicas dependera
de la optimizacién de cada reaccion; sin embargo ambos protocolos consiguen
detectar inequivocamente el contenido gendmico equivalente a un pardsito (Flores-

Chavez et al., 2007; Murcia et al., 2013).

Aunque no es muy utilizada en el diagndstico de rutina, la introducciéon de la PCR
cuantitativa o a tiempo real (qPCR) en los laboratorios permite la posibilidad de
cuantificar la carga parasitaria (Piron et al., 2007; Duffy et al., 2009; Moreira et al.,
2013). Se utilizan fluorocromos especificos intercalantes (SYBR Green) o bien sondas
marcadas con fluorocromo (TagMan) dirigidas al SatDNA o al kDNA con un control de
amplificacién interno (Duffy et al.,, 2013; Ramirez et al.,, 2015). En ensayos

estandarizados la gPCR kDNA muestra una mayor sensibilidad analitica que gPCR
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SatDNA, mientras que en muestras clinicas la concordancia de ambas técnicas es

mayor (Ramirez et al., 2015).

Otra herramienta de diagndstico molecular desarrollada en los ultimos afios es la
amplificacién isotérmica de ADN mediada por asas (LAMP). Gracias a un complejo
disefio de cebadores, esta tecnologia permite amplificar grandes cantidades de ADN en
condiciones isotérmicas (60-65°C), usando una enzima termoestable, Bst (Bacillus
stearothermophilus) ADN polimerasa, obteniendo resultados en aproximadamente una
hora. La visualizacion de la amplificacion se puede realizar a simple vista o bien
midiendo la turbidez o fluorescencia usando agentes intercalantes (Thekisoe et al.,

2007).

1.8.3. Diagnastico serolagico

En individuos recientemente infectados el diagndstico serolégico es poco sensible
debido al retraso de la respuesta inmune humoral (Zuniga et al., 2000). Ademas, existe
un periodo ventana antes de que la inmunoglobulina IgM especifica pueda ser
detectada. Por otro lado, la mayoria de los kits comerciales no incluyen antigenos para
la deteccidn de IgM anti-T. cruzi lo que hace que la serologia no sea el método de

eleccidn en esta fase de la infeccién (Flores-Chavez et al., 2006).

A diferencia de lo que sucede en la fase aguda, durante la infeccién crénica los
individuos inmunocompetentes desarrollan una significativa respuesta humoral con
una alta persistencia de anticuerpos especificos anti-T. cruzi a lo largo de la vida
(Flores-Chavez et al., 2006) (Figura 5). En estas circunstancias y teniendo en cuenta

gue estos individuos presentan una parasitemia baja y oscilante, el diagndstico se basa
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en métodos inmunoldgicos que demuestren la presencia de inmunoglobulinas IgG

anti-T. cruzi totales (Otani et al., 2009).

Fase cronica
Fase aguda
Forma Forma Forma Forma
indeterminada cardiaca digestiva neuronal
Duracion 1-2 (6*) meses 0183%0@?.'??3 Después de 20-30 afios
Frecuencia 1-5% 50-70% 30-50%
Muesiras biologicas Sangre Sangre, suero
Parasitemia positiva/negativa
Caracteristica Parasitemia positiva — —
Serologia positiva (1gG)
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Figura 5. Relacién de la dinamica de la parasitemia (linea de puntos) y los anticuerpos IgG anti-
Trypanosoma cruzi (linea discontinua) en la infeccién por T. cruzi. *La duracidn de la fase aguda en la
infeccion por transfusidén sanguinea puede ser algo mayor al observado en la infeccién natural (Flores-
Chavez et al., 2007)

A falta de una técnica lo suficientemente sensible y especifica para poder ser utilizada
en solitario, el diagndstico de la EC crdnica se basa en la concordancia de al menos dos
pruebas serolégicas basadas en diferentes principios o que utilicen diferente antigeno

(OMS, 2002).

Los diferentes ensayos se clasifican dependiendo de si emplean lisado de parasito
completo (convencionales), o si incluyen antigenos recombinantes o péptidos
sintéticos (no convencionales). Los métodos mads utilizados son la hemaglutinacién
indirecta (HAI), la inmunofluorescencia indirecta (IFl) y los ensayos inmunoenzimaticos

(ELISA) (OMS, 2002).
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El hecho de utilizar una compleja mezcla de antigenos del parasito o bien el parasito
completo en el disefio de los test convencionales favorece la deteccién de anticuerpos
incluso cuando los niveles son bajos. En contraparte a este aumento de sensibilidad,
con el uso de estas pruebas también aumenta la posibilidad de obtener resultados
falsos positivos debido a la existencia de reacciones cruzadas con otros tripanosémidos
como Leishmania spp. o Trypanosoma rangeli (Saez-Alquézar et al., 2000; Longhi et
al., 2012). Asimismo, se han descrito reacciones cruzadas en pacientes con
enfermedades autoinmunes, en individuos con enfermedades agudas y en mujeres

embarazadas (Marcipar y Lagier, 2012).

Pueden existir discordancias de resultados entre los distintos métodos convencionales
debido a la diferencia antigénica de su composicidon (Souza y Amato Neto, 2012). La IFI
detecta anticuerpos especificos frente a antigenos de membrana y la HAI detecta
anticuerpos que reaccionan frente a antigenos subcelulares por lo que presentan una
diferente cronologia en cuanto a la positividad (Souza y Amato Neto, 2012). Por su
parte el ELISA convencional, aunque ofrece mas flexibilidad en cuanto a su
composicion, suele usar extracto total del pardsito como antigeno. La IFl es operador
dependiente y de interpretacién subjetiva y la HAI presenta una baja sensibilidad por
lo que el ELISA se considera la técnica mas adecuada por su alta sensibilidad y su

capacidad de automatizacion. (Gadelha et al., 2003; Flores-Chavez et al., 2012).

Con el objetivo de aumentar la especificidad de los test convencionales y evitar las
reacciones cruzadas, surgen los ensayos que incorporan antigenos recombinantes o
péptidos sintéticos (Saez-Alquézar et al., 2000; Caballero et al., 2007). Con la inclusién

de sélo un antigeno recombinante no se alcanza la sensibilidad requerida por lo que
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una de las estrategias es la utilizacion de mezclas antigénicas disefiadas como una
construccion unica fusionando varios antigenos (da Silveira et al., 2001; Camussone et
al., 2009). Pese al aumento de especificidad, algunos antigenos recombinantes pueden
presentar aminodcidos semejantes a los de otros organismos, dando lugar a

reactividad cruzada por mimetismo molecular (Saez-Alquézar et al., 2000) (Tabla 2).

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de algunas de las pruebas de deteccién de anticuerpos anti-
Trypanosoma cruzi. Tabla extraida de Flores-Chavez, 2010.

Chagasicos Sensibilidad No chagisicos Especificidad 1° (IC del 95%) Otras enfermedades Especificidad 2" (IC del 95%)

N.? positivos  (IC del 95%) N.° positivos N.? de positivos (total sueros)

(total sueros) (total sueros)
[FI-CNM 65 (66) 98,5 (94,8-100) 0(97) 100 (99,5-100) 23 (60) 854 (79,5-91,2)
ELISA-CNM 66 (66) 100 (99,2-100) 0(97) 100 (99,5-100) 18 (60) 88,5 (83,2-93,8)
Certest 66 (66) 100 (99,2-100) 0(97) 100 (99,5-100) 25 (60) 84,1 (78,0-90,1)
Ortho 66 (66) 100 (99,2-100) 0(97) 100 (99,5-100) 18 (60) 88,5 (83,2-93,8)
BLK 41 (42) 97,6 (91,8-100) 0(74) 100 (99,3-100) 13 (60) 90,3 (84,9-95,7)
bioMérieux 66 (66) 98,5 (94,8-100) 0(97) 100 (99,5-100) 9 (60) 94,3 (90,3-98,2)
Biokit 66 (66) 100 (99,2-100) 1 (97) 99 (96,4-100) 7 (60) 94,9 (91,2-98,7)
ID-PaGIA2 61 (66) 92,4 (85,3-99,6) 1 (97) 99 (96,4-100) 1 (60) 98,7 (96,7-100)
ID-PaGIA3 65 (66) 98,5 (94,8-100) 2 (97) 97,9 (94,6-100) 2 (60) 93,1 (95,6-100)
ICT Operon 61 (66) 92,4 (85,2-99,6) 2 (97) 97,9 (94,6-100) 10 (60) 92,4 (85,3-99,6)
ICT CTK 63 (66) 95,5 (89,7-100) 3 (97) 96,9 (93-100) 9 (60) 93 (88,7-97,3)

? Especificidad calculada a partir de los datos de individuos no chagasicos (controles sanos)
Especificidad calculada teniendo en cuenta los resultados de todos los individuos no chagasicos de todos los
paneles (controles sanos, leishmaniasis y malaria).

Recientemente se han desarrollado plataformas de nueva generacion con sistemas de
deteccién altamente sensibles basados en quimiolumiscencia y un alto grado de
automatizacién como el CMIA ARCHITECT® Chagas Assay, que utiliza 4 proteinas
recombinantes o el CLIA LIAISON® XL murex Chagas basado en una proteina
multiantigeno (Flores-Chavez et al., 2014; Abras et al., 2016). La plataforma Elecsys®
Chagas, basada en electroquimioluminiscencia ha demostrado ser una herramienta util
en el diagndstico de la EC a pesar de que sélo incorpora 3 antigenos recombinantes. La

novedad de esta plataforma es la clara separacion de muestras reactivas versus
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muestras no reactivas, hecho que disminuye significativamente el numero de

resultados no concluyentes (Flores-Chavez et al., 2018).

1.8.4. Pruebas confirmatorias

Los distintos métodos de diagndstico pueden presentar diferencias en su rendimiento
dependiendo, entre otros factores, de las preparaciones antigénicas utilizadas, la
variabilidad genética de las cepas circulantes o la interindividualidad del hospedador
(Silveira-Lacerda et al., 2004; de Souza et al., 2016). El hecho de usar dos técnicas
diagnodsticas puede dar lugar a resultados ambiguos o discordantes. Si los resultados se
mantienen discordantes a lo largo del tiempo, la OMS propone realizar una tercera

técnica confirmatoria (OMS, 2002).

En los ultimos afios varios autores han propuesto diferentes métodos para la

confirmacion de la EC cuando los resultados son inconclusos.

TESA-blot, un inmunoblot desarrollado por Umezawa vy colaboradores, utiliza
antigenos de excrecién-secrecién de tripomastigote de la cepa Y de T. cruzi y
demuestra ser una herramienta util tanto en infeccidon aguda y congénita, como en
confirmacién en caso de serologia discordante, con tasas de sensibilidad y
especificidad cercanas al 100% en area endémica (Umezawa et al., 1996; Amato Neto
et al., 2005; Picka et al., 2007; Zarate-Blades et al., 2007; Araujo et al., 2008; Furuchd
et al., 2008). Las proteinas incluidas en el test son mayormente transalidasas que
actian como responsables de la penetracién del tripomastigote en la célula
hospedadora y son altamente inmunogénicas estimulando una fuerte respuesta de

células B (Berrizbeitia et al., 2006). Ademds, al ser antigenos de superficie
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predominantes en tripomastigotes circulantes, la forma humana, se espera una
respuesta inmune mas especifica y por consiguiente un menor nimero de reacciones
cruzadas que los test que utilizan antigenos de la forma epimastigote (Aznar et al.,
1997). En la fase aguda la IgM reconoce bandas de antigenos de 130 a 200 kDa
mientras que en fase crdnica se reconocen antigenos de 150 a 160 kDa (Umezawa et

al., 1996).

Una de las limitaciones de TESA-blot, aparte de que su comercializacién se limita a
Latinoamérica, es el coste de su produccién. Las proteinas utilizadas en el test se
obtienen infectando lineas celulares, por lo que se necesita personal entrenado en su
mantenimiento e infeccidn (Berrizbeitia et al., 2006). Ademas, debido a la dificultad de
automatizacién de este método no resulta de utilidad en la rutina del diagndstico de la
infeccion por T. cruzi, especialmente en laboratorios con una alta carga asistencial

donde se precisan técnicas de uso sencillo, rapidas y automatizadas.

El Western-blot in-house (WB-IH) desarrollado por Riera y colaboradores utiliza un
extracto total de epimastigotes de T. cruzi (cepa de Maracay) cultivado en medio de LIT
(Riera et al., 2012). Al igual que el TESA-blot, el WB-IH presenta tasas de sensibilidad y
especificidad cercanas al 100% fuera del area endémica y se ha propuesto como
herramienta de utilidad tanto en el diagndstico como en la confirmacion de la EC
(Riera et al., 2012). Los sueros de individuos infectados por T. cruzi reconocen un
patron homogéneo de bandas antigénicas correspondientes a 28, 32, 38, 39, 40 y 48
kDa independientemente de su titulo de anticuerpos. Por otro lado, los individuos

infectados por Leishmania spp. presentan un patrén de reactividad heterogéneo de no
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mas de 4 bandas. Por tanto, un suero se considera positivo cuando reacciona con al

menos 5 bandas antigénicas del patrén estandar (Riera et al., 2012).

La principal limitacion de esta técnica in-house es la dificultad para realizar
comparaciones entre laboratorios, debido a la heterogeneidad de las cepas y a las
preparaciones antigénicas usadas. Ademds, puede haber variaciones adicionales
dependientes de la preparacién de geles que influirian en la separacidon de bandas y el

establecimiento de los respectivos pesos moleculares (Riera et al., 2012).

Existen técnicas alternativas al WB propuestas para la confirmacion del diagndstico de
la EC. El ensayo de radioinmunoprecipitaciéon de glucoproteinas de 72 y 90 kDa (RIPA),
es la técnica confirmatoria de referencia en los Estados Unidos, sin embargo su
complejidad limita en gran parte su uso y se ve relegada a centros de referencia (Otani
et al., 2009). Otro método propuesto recientemente es el Multi-cruzi test (InfYnity
Biomarkers, Lyon, France) basado en impresién multiplexada dentro de microplacas
ELISA de 96 pocillos cada uno incluyendo una matriz de doce antigenos (Granjon et al.,
2016). Algunos autores postulan que los ensayos con multiples antigenos permiten un
mejor andlisis del estatus inmunolégico del paciente y puede correlacionarse con el
nivel de parasitemia en ciertos paciente e indicar el estado de eliminacién del parasito
(Granjon et al., 2016). Por otro lado, un método de neutralizacién utilizado en un
estudio reciente para resolver los resultados discrepantes mostré una gran

especificidad (Flores-Chavez et al., 2018).
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1.9. Tratamiento

Desde la década de los 70 sélo existen dos fdrmacos aprobados para el tratamiento de
la EC en humanos, Benznidazol (BNZ) y Nifurtimox (NFX) (Bern et al., 2007). Sin
embargo, tanto la seguridad como la eficacia de estos farmacos estan lejos de ser las
ideales. Dado que la eficacia del tratamiento parece disminuir con el tiempo desde la
infeccidn, la deteccion temprana y una rapida intervencién son cruciales (Pérez-Molina
y Molina, 2017). En la fase aguda y en nifios menores de 12 meses se estiman cifras de
curacién cercanas al 100% tras el tratamiento con BNZ mientras que en la fase crénica
de la enfermedad estas tasas de curacion disminuyen (Oliveira et al., 2010; Viotti et al.,

2014).

A pesar de que el BNZ puede dar lugar a efectos secundarios gastrointestinales al inicio
del tratamiento, las reacciones adversas que mas frecuentemente inducen a su
abandono son las derivadas de la hipersensibilidad cutdnea, con aparicion de
exantema eritematoso y pruriginoso que en ocasiones puede ser grave. Por su parte
las reacciones adversas mas frecuentes del NFX (no disponible en Espaia) son la
anorexia, los vémitos, las nduseas, y, en menor medida, dolor abdominal, diarrea,
pérdida de peso, irritabilidad, somnolencia y alteraciones psiquidtricas. La neuropatia
periférica es dosis dependiente y ocurre mas frecuentemente durante el segundo mes

de tratamiento (Roca Saumell et al., 2015).

La ausencia de un medicamento seguro y totalmente efectivo para el tratamiento de la
EC hace necesaria la realizacion de ensayos con el fin de obtener nuevas alternativas

terapéuticas. Las estrategias anti T. cruzi se basan mayoritariamente en la modificacién
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de las moléculas de BNZ NFX con el fin de disminuir su toxicidad y / o aumentar su
eficacia tripanocida, o bien en el uso de drogas ya existentes para otras enfermedades.
Posaconazol y Ravuconazol, las dos alternativas mds prometedoras para el tratamiento
de EC, no obtuvieron los resultados esperados en los ensayos clinicos de fase Il (Sales
Junio et al., 2017). Otra estrategia es la combinacidon de estos farmacos con los ya

existentes (BNZ y NFX) y con otros farmacos tripanocidas (Sales Junio et al., 2017).

1.10. Control

Actualmente no existe vacuna para la EC y aunque los programas de control en el drea
endémica han centrado la mayoria de sus presupuestos en la eliminacién vectorial, los
objetivos de control son la eliminaciéon de la transmision y el acceso temprano a la
atencién médica para la poblacién infectada. Dependiendo de la zona geografica, se
recomiendan las siguientes estrategias: (i) fumigacidon de casas y areas circundantes
con insecticidas residuales, (ii) mejora y limpieza de las viviendas para prevenir la
infestacion del vector, (iii) uso de mosquiteras, (iv) higiene en la preparacion,
transporte, almacenamiento y consumo de alimentos, (v) cribado en bancos de sangre,
(vi) cribado de donantes de drganos, (vii) cribado de la enfermedad congénita tanto en

mujeres embarazadas como en recién nacidos de madres infectadas (OMS, 2017).

Por otro lado la globalizacion de la enfermedad obliga a los paises no endémicos a
establecer medidas de prevencion y control como el cribado de donantes en bancos de
sangre, y el seguimiento y tratamiento de los pacientes infectados (OMS, 2007). Con el
objetivo de controlar la transmisién en Espafia se han implementado, entre otras

medidas, el cribado de EC en donantes de sangre y tejidos procedentes de area
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endémica (BOE, 2005), o los programas de prevenciéon de transmisién vertical de
algunas Comunidades Autonomas como Cataluia, la Comunidad Valenciana y Galicia

(Requena-Méndez et al., 2014).

1.11. Nuevas estrategias de diagndstico, pronodstico y curacion

La seroreversion del titulo de anticuerpos frente a algunos antigenos del parasito es el
Unico criterio de curacién y esto puede tardar en producirse hasta 10-20 afios. La
aparicién de nuevas tecnologias como las “Omicas” permiten el estudio de diferentes
biomarcadores que pueden ser de utilidad en el diagndstico, estudios de progresion y
de respuesta terapéutica (Fernandez-Villegas et al., 2016). Estos biomarcadores
pueden estar relacionados con el propio parasito o con la respuesta del hospedador a
la presencia del parasito (Girones et al., 2001; Pinazo et al., 2015). No obstante la
mayoria de estos estudios se encuentran en fases muy preliminares y aun no hay datos
cientificos consistentes sobre la utilidad de estos biomarcadores en el diagnédstico de la

enfermedad (Pinho et al., 2016).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion del estudio

No hay técnica considerada gold-standard para el diagndstico de la EC y la OMS sigue
recomendando el uso de dos técnicas basadas en principios diferentes y realizadas en
paralelo. En ocasiones, esto conduce a la obtencién de resultados discordantes que
normalmente se resuelven repitiendo las pruebas en una nueva muestra. Cuando los
resultados contradictorios se mantienen, la OMS recomienda realizar una técnica de
confirmacién como el WB. Sin embargo, la mayoria de laboratorios no disponen de
técnicas confirmatorias por lo que estos pacientes no alcanzan un diagndstico
definitivo. A dia de hoy, se desconocen los motivos de la serodiscordancia persistente,
especialmente en pacientes no tratados lo que conlleva a tener que realizar

seguimientos clinicos y analiticos en todos ellos.

2.2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es conocer la prevalencia de la serodiscordancia que
se detecta en pacientes latinoamericanos fuera de la zona endémica y analizar el
rendimiento y valor de dos técnicas confirmatorias basadas en el WB para facilitar el

diagndstico de la infeccién por T. cruzi.

Objetivos especificos:

1. Realizar el cribado de la infeccion por T. cruzi a través de dos técnicas

seroldgicas diferentes a inmigrantes latinoamericanos (no caribenos) atendidos en dos
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Unidades referentes en Medicina Tropical fuera del area endémica durante un periodo
de 4 afios.

2. Comparar y evaluar el rendimiento de dos WB, uno comercial, TESA-blot, y otro
no comercial, WB-IH, como pruebas confirmatorias en casos con resultados no
concluyentes.

3. Analizar las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de individuos que
obtuvieron resultados serodiscordantes.

4, Evaluar el rendimiento de las dos técnicas utilizadas en el cribado de la
infeccién, un ELISA que emplea antigenos recombinantes y otro que utiliza antigenos
nativos, cuando obtienen resultados contradictorios entre ellas.

5. Analizar el seguimiento serolégico de los pacientes con resultados no-

concluyentes en un periodo de 4 afios, desde 2014 a 2018.
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3. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis estan desarrollados en las siguientes publicaciones:

Capitulo 1:

Moure Z, Angheben A, Molina |, Gobbi F, Espasa M, Anselmi M, Salvador F, Tais S,
Sanchez-Montalvd A, Pumarola T, Albajar-Vifias P, Sulleiro E. Serodiscordance in
chronic Chagas disease diagnosis: a real problem in non-endemic countries. Clin
Microbiol Infect. 2016 Sep;22(9):788-792. doi: 10.1016/j.cmi.2016.06.001. Epub 2016
Jun 16.

Capitulo 2:

Moure Z, Sulleiro E, Iniesta L, Guillen C, Molina |, Alcover MM, Riera C, Pumarola T,
Fisa R. The challenge of discordant serology in Chagas Disease: The role of two
confirmatory techniques in inconclusive cases. Acta Trop. 2018 May 15;185:144-148.

doi: 10.1016/j.actatropica.2018.05.010
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3.1. Capitulo 1: Serodiscordancia en la enfermedad de Chagas cronica:

un problema real en paises no endémicos.

Titulo original: Serodiscordance in chronic Chagas disease diagnosis: a real problem in

non-endemic countries

Moure Z, Angheben A, Molina |, Gobbi F, Espasa M, Anselmi M, Salvador F, Tais S,

Sanchez-Montalva A, Pumarola T, Albajar-Vifias P, Sulleiro E.

Clin Microbiol Infect.2016 Sep; 22(9):788-792

3.1.1 Introduccion

El diagndstico de la EC crénica se basa en la deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi por
dos técnicas seroldgicas diferentes. En caso de resultados discordantes entre las
pruebas la OMS propone realizar una tercera técnica confirmatoria. Hasta el momento
no existe una técnica de referencia para la confirmacién de EC en pacientes con

resultados seroldgicos repetidamente discordantes.

3.1.2 Objetivos

Los objetivos principales de este estudio fueron: i) conocer la prevalencia de la
serodiscordancia en el cribado de la infeccién por T. cruzi en dos paises fuera del area
endémica vy ii) evaluar el rendimiento del WB comercial TESA-blot, como prueba
confirmatoria en: a) un grupo de pacientes con resultados inicialmente discordantes a
los que no se les pudo repetir la serologia y b) en un grupo de pacientes con resultados
repetidamente discordantes (no-concluyentes). Los objetivos secundarios fueron:

analizar las caracteristicas clinico-epidemioldgicas en ambos grupos de pacientes y
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establecer la concordancia de las técnicas de cribado utilizadas con respecto a la

prueba confirmatoria TESA-blot.

3.1.3 Material y Métodos

Se trata de un estudio observacional y retrospectivo llevado a cabo en el
Departamento de Microbiologia del Hospital Universitario Vall d'Hebron (HUVH) y en
el Centro de Enfermedades Tropicales, Hospital Sacro Cuore (CTD), Negrar, Italia de
Enero de 2010 a Diciembre de 2014. Se cribd la infeccién por T. cruzi a todos los
inmigrantes latinoamericanos atendidos en ambas Unidades que accedieron a la
realizacion de las pruebas. Se realizaron simultdneamente dos técnicas ELISA: una
basada en antigenos recombinantes (r-ELISA) y otra en antigenos nativos (n-ELISA). En
caso de resultados discordantes, se repitio la serologia en una nueva muestra a los 4- 6
meses y si los resultados eran repetidamente discordantes se consideraron no-
concluyentes. EI WB, TESA-blot se realizé en todos los sueros con resultados no-
concluyentes y en los sueros mejor caracterizados con resultados inicialmente

discordantes en los que no se pudo repetir la serologia en nueva muestra.

3.1.4 Resultados

De un total de 4.939 de individuos cribados, 1.124 (22,7%) obtuvieron resultados
positivos y 165 (3,3%) resultados inicialmente discordantes. Las pruebas serolégicas se
repitieron en una nueva muestra a los 4-6 meses en 88/165 casos y las discrepancias
se resolvieron en 25/88 (28,4%) de ellos. Los pacientes sin un diagnéstico definitivo

fueron clasificados en dos grupos diferentes:
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e Grupo 1: pacientes con resultados repetidamente discordantes (no-

concluyentes) en mas de una muestra (n = 63).

e Grupo 2: pacientes con resultados inicialmente discordantes en los que no fue

posible repetir los test serolégicos en una nueva muestra (n = 77).

El TESA-blot fue realizado en todos los individuos del Grupo 1y en 39/77 del Grupo 2
resultando positivo en 33/63 (52,4%) y en 21/39 (53,8%), respectivamente. Dentro del
Grupo 1, 3 sujetos con resultados positivos por TESA-blot presentaron alteraciones
viscerales, mientras que ningun individuo con resultados confirmatorios negativos
presentd alteraciones. El ELISA basado en antigenos nativos mostré una concordancia
moderada con el TESA-blot (k= 0,53), mientras que el ELISA basado en antigenos

recombinantes mostrd un claro desacuerdo con esta técnica confirmatoria (k <0).

39



RESULTADOS

40



RESULTADOS

Clinical Microbiology and Infection 22 (2016) 788792

Contents lists available at ScienceDirect

CLINICAL
MICROBIOLOGY
AND INFECTION

Clinical Microbiology and Infection

journal homepage: www.clinicalmicrobiologyandinfection.com

Original article

Serodiscordance in chronic Chagas disease diagnosis: a real problem
in non-endemic countries

Z. Moure ", A. Angheben %>, I. Molina %, F. Gobbi %>, M. Espasa !, M. Anselmi °,
F. Salvador %, S. Tais °, A. Sanchez-Montalva %, T. Pumarola ', P. Albajar-Vinas ’, E. Sulleiro !

1} Microbiology Department, Vall d'Hebron University Hospital, Universitat Autonoma de Barcelona, PROSICS, Barcelona, Spain

2) Centre for Tropical Diseases, Hospital 'Sacro Cuore—Don Calabria’, Negrar, Italy

3) Global Health Centre of Tuscany Region, Florence, Italy

4 Infectious Diseases Department, Vall d'Hebron University Hospital, PROSICS, Barcelona, Spain

%) Centro de Epidemiologia Comunitaria y Medicina Tropical, Esmeraldas, Ecuador

%) Service of Epidemiology and Laboratory for Tropical Diseases, Hospital 'Sacro Cuore—Don Calabria’, Negrar, Italy

) Department of HIV/AIDS, Tuberculosis, Malaria and Neglected Diseases, Control of Neglected Tropical Diseases Department, WHO, Geneva, Switzerland

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 25 February 2016
Received in revised form

2 June 2016

Accepted 6 June 2016
Available online 16 June 2016

According to the WHO, chronic Chagas disease (CD) diagnosis is based on two serological techniques. To
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positive in half of these patients, highlighting the need for a confirmatory assay in European centres
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© 2016 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
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Introduction Spain, followed by Italy, receives the most Latin American immi-

grants in Europe [5,6].

Chagas disease (CD) is a zoonotic infection caused by the flag-
ellate protozoan Trypanosoma cruzi. CD is endemic in continental
Latin America, where an estimated 6—7 million people are infected,
and nearly 60 million people are at risk of infection [1,2]. Moreover,
in recent decades CD has become a global issue as a consequence of
increased migration from endemic to non-endemic areas |[3,4/.

* Corresponding author. Z. Moure, Vall d'Hebron Universitary Hospital, Microbi-
ology Department, P. de la Vall d'Hebron 119-129, 08035 Barcelona, Spain.
E-mail address: zmoure@vhebron.net (Z. Moure).

http://dx.doi.org/10.1016/j.cmi.2016.06.001

CD diagnostics depend on the phase of infection. In acute phase,
the best diagnostic strategy relies on direct parasitological tech-
niques and, recently, on PCR. The chronic indeterminate phase is
characterized by low or undetectable parasitaemia and parasito-
logical examinations, even PCR, are often useless. According to the
WHO, chronic CD diagnosis is based on detection of anti-T. cruzi
antibodies by two different serological techniques performed in
parallel, unless a highly sensitive and specific technique becomes
available for use alone |7]. Indirect immunofluorescence, ELISA, or
haemagglutination assay are usually recommended [7-9].

1198-743X/© 2016 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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To establish a definitive diagnosis, the results of both techniques
must be concordant. In cases of discordance, the WHO proposes
repeating serology using a new serum sample, and if results remain
inconclusive a confirmatory test such as PCR or Western blotting
should be performed. However, CD PCRis highly variable in its limit
of detection, which depends on the presence of the parasite in
blood and is currently not considered efficient for diagnosing
chronic CD [710,11). The commercial Western blot, TESA-blot
(Biomérieux, RJ, Brasil), is an immunoblotting assay that uses
secreted and excreted trypomastigote antigens. TESA-blot has
sensitivity and specificity values close to 100% and is considered an
excellent serological confirmatory test [12,13].

We present a study on discordant cases of CD seen during a 4-
year period at two reference Tropical Medicine Units in Europe.
This study aims to assess the diagnostic yield of TESA-blot as a
confirmatory technique in patients with inconclusive and discor-
dant results.

Materials and methods

This is a retrospective observational study performed at Vall
d'Hebron University Hospital (HUVH), Barcelona, Spain, and Centre
for Tropical Diseases, Sacro Cuore Hospital (CTD), Negrar, Italy from
January 2010 to December 2014. CD disease screening was per-
formed in all adult non-Caribbean Latin-American individuals who
attended at the two centres during this period and accepted.

To analyse patients without a definitive diagnosis, the inclusion
criteria were: adults >18 years old with at least one discordant
T. cruzi serology, no co-morbidities conditioning immunosuppres-
sion, and no previous specific trypanocidal treatment. Clinical and
epidemiological data were collected when available: age, gender,
country of origin and visceral involvement. Cardiac involvement
was assessed by 12-lead electrocardiogram and chest X-ray, and
gastrointestinal involvement was assessed through oesophago-
gram and barium enema. The study protocol was approved by the
ethical review boards of both hospitals.

Serological diagnosis

Serum samples were tested by two ELISAs simultaneously, one
based on a recombinant antigen (r-ELISA), and the other on a native
antigen (n-ELISA). The commercial kit Bioelisa Chagas (Biokit, Llica
d’Amunt, Spain) for r-ELISA was used in both laboratories. In rela-
tion to the native antigen, EIA ORTHO T. cruzi ELISA Test System
(Johnson and Johnson, New Brunswick, NJ, USA) was carried out at
the HUVH, and ELISA Chagas 11l Test (BiosChile, Santiago, Chile) was
performed at the CTD. All screening tests used in the study have a
reported sensitivity and specificity close to 100% [14,15].

Results were expressed as the index between the absorbance of
the test serum and the threshold value. Tests were considered
negative if the index was <0.9, equivocal if >0.9 and < 1, and
positive if >1. In case of discordant results, serology was repeated
using a new sample at 4—6 months whenever possible. If results
remained discordant, they were finally considered inconclusive.

RT-PCR

When possible, T. cruzi real-time PCR was performed in guani-
dine hydrochloride pre-treated blood samples of patients with
inconclusive results as described elsewhere [16]. All of the samples
were analysed in duplicate and considered valid when the internal
control was amplified. Results were positive when at least one of
the two cycle thresholds (Ct) for the T. cruzi target was <40.
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Immunoblotting

The commercial Western blot test, TESA-blot, with reported
sensitivity and specificity values close to 100%, was performed for
all inconclusive results, and the best-studied discordant sera as
previously described [12,17]. The presence of bands in the 120- to
200-kDa molecular mass region indicated a positive result and the
absence of such bands indicated a negative result.

Due to the cross-reactivity of chagasic sera with other organ-
isms, mainly with Leishmania spp., three serum samples from pa-
tients infected with the latter organism were tested by TESA-blot.
Three sera from confirmed chagasic patients were used as positive
controls and three parasite-negative sera were used as negative
controls.

Statistical analysis

SPSS v17 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for statistical
analyses. Categorical data are presented as absolute numbers and
proportions, and continuous variables are expressed in terms of
means and ranges or 95% CI. Chi-square test, with Fisher correction
if necessary, was used for discrete variables and the Student's t test
was used for continuous variables when required. The correlation
between results of TESA-blot with those of r-ELISA and with n-
ELISA was assessed using a k coefficient.

Results

During the study period, 4939 Latin American immigrants were
screened for CD in both centres (2629 from CTD and 2310 patients
from HUVH). Initially, 22.7% (1124/4939) of patients were
confirmed as being infected with T. cruzi as both tests performed at
each hospital were positive. A total of 73.9% (3650/4939) of patients
had negative diagnoses, and 3.3% (165/4939) had initially discor-
dant results. It was possible to repeat serology in 88 of this sub-
group of patients and discrepancies were resolved in 25/88 (28.4%)
cases (seven were confirmed positive and 18 negative). Finally, we
classified patients without a definitive screening diagnosis for CD
into two groups:

e Group 1: patients with inconclusive results despite repeating
serology using a new sample (n = 63).

e Group 2: patients with discordant results in whom it was not
possible to repeat serology using a new sample (n = 77).

Epidemiological, clinical, and analytical data of Group 1 and
Group 2 are summarized in Table 1.

Information about the index values of the ELISAs was available
only for the Spanish cohort of infected patients (n = 616; r-ELISA
index mean 4.78 + 2.21, n-ELISA index mean 4.76 + 1.65). When
comparing ELISA indices of Group 1 and Group 2, each, with ELISA
indices of the infected cohort, significant differences were found for
both groups (p <0.0001).

All sera from patients with inconclusive results (Group 1) were
tested by TESA-blot. The test was positive in 33 (52.4%) and nega-
tive in 30 (47.6%) of the 63 samples.

Regarding patients with discordant results (Group 2), TESA-blot
was performed in 39/77 individuals. The test was positive in 21/39
(53.8%) and negative in 18/39 (46.2%) of the samples.

Following the WHO algorithm, our results are presented in Fig. 1.

When we analysed TESA-blot-positive and -negative groups in
Group 1, patients of Bolivian origin were significantly higher in the
first group (p 0.003); however, no significant differences in relation
to age or gender were found between the two groups.
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Among the TESA-blot-positive group, cardiac and gastrointes-
tinal assessment was performed in 19/33 and 15/33 patients,
respectively. One patient (5.2%) had cardiac alterations and two
(13.3%) had gastrointestinal abnormalities. Among the TESA-blot-
negative group, cardiac and gastrointestinal assessment was per-
formed in 10/30 and 1/30 cases, respectively, and none presented
alterations.

When we compared ELISA index values, the mean of the n-ELISA
index was significantly higher in the TESA-blot-positive group
(1.31 + 0.83) than in the negative group (045 + 0.32) (p <0.0001).
In contrast, the mean of the r-ELISA index was significantly higher
in the TESA-blot-negative group (2.29 + 1.53) than in the positive
group (1.36 + 1.48) (p 0.02).

Comparing TESA-blot and n-ELISA tests, a moderate agreement
(k 0.53, 95% (1 0.32—0.74) was found. In contrast, a clear
disagreement was observed between the ELISA based on the re-
combinant antigen and TESA-blot (k <0).

Real-time PCR was performed for 31/63 of the patients with
inconclusive results. Of these, 48.3% (15/31) obtained TESA-blot and
PCR concordant results, 14 were negative, and one patient was
positive by both techniques confirming the disease.

Epidemiological, clinical and analytical data of patients with
TESA-blot results are summarized in Table 2.

Discussion

In the 4-year study period, a total of 4939 Latin American mi-
grants attending HUVH and CTD were screened for CD. We detected
1124 positive cases, representing a prevalence of 22.7%, which is in
agreement with other studies conducted in Europe [18,19]. In
contrast, a study carried-out in 15 European countries, excluding
Spain, showed much lower prevalence rates [20]. Both hospitals
from this study, located in Italy and Spain, are considered reference
centres for CD. Hence, a ‘selection’ bias could contribute to the high
proportion of positive results found in our study. Moreover, the
high proportion of Bolivians in our cohort may explain the high rate
of seropositivity, based on results from previous studies performed
only in Bolivians in Spain and Italy [6,21,22].

In our study, we detected a non-negligible prevalence of initially
discordant results (3.3%). According to the WHO, discordant results
can be reduced to 2% using three serological tests in parallel [7,23].
Authors in endemic areas had found 2.9% and 2% of discordances in
blood banks and chronic chagasic patients, respectively |10,24].

We have analysed separately individuals with inconclusive and
discordant serology, and no significant differences were observed
regarding epidemiological, and clinical and analytical data. How-
ever, comparing clinical characteristics of each group with a
confirmed Chagas-affected cohort previously described by Salvador
et al [25], it is notable that cardiac involvement was lower in our

group of patients with inconclusive results (Group 1), which canbe
explained by the fact that around half of this group are not real CD
cases, but false-positive results for one of the ELISAs. In contrast, in
the group of patients with discordant serology in our study (Group
2), there was a greater percentage of cardiac involvement, which
suggests that these individuals might be truly positive for infection
[25].

Sensitivity of serological techniques for CD diagnosis may vary
depending on several factors, such as the infecting parasite strain or
host immune response |26]. Furthermore, in patients who are co-
infected with other pathogens, especially Leishmania spp., the
possibility of cross-reactivity reduces specificity of serological re-
sults [27].

Although such problems are usually solved by repeating the
tests using new samples, according to the WHO when repeated
serological results are inconclusive, a third test such as PCR or
Western blotting should be performed [7]. Yet, CD PCR is highly
variable and should not be used for confirmation of chronicCD [11].
Although a positive PCR result confirms CD diagnosis, a negative
result does not disprove infection.

On the other hand, Western blotting can recognize a combina-
tion of different antigenic fractions of the parasite, but it is an
expensive, laborious technique requiring qualified technician staff.

Until now, there was no commercial technology available in
Europe to provide an accurate, definitive CD diagnosis for patients
with discordant serological results.

Several studies claimed that TESA-blot can be used as a confir-
matory commercial test with high sensitivity and specificity
[12,28,29]. When TESA-blot was performed in an endemic area in
Bolivia, sensitivity and specificity were close to 100% [30].

In our study, TESA-blot was positive for more than half of both
inconclusive and discordant sera tested. A study conducted in a
Brazilian blood bank found that 2.87% of samples were CD-positive
by confirmatory TESA-blot [ 26 ]. This sizeable difference is probably
the consequence of different populations assessed and different
serological techniques used.

Regarding patients with inconclusive serology, we found
visceral abnormalities in those who obtained TESA-blot-positive
results, which reinforces the fact that these patients are truly
infected. For ethical reasons trypanocidal treatment was offered to
all TESA-blot-positive patients.

A higher concordance between TESA-blot and n-ELISA than with
r-ELISA was observed in this study. This finding could be explained
by the fact that these two techniques are based on native antigens
of T. cruzi detection, although the respective antigens are from
different phases of the parasite's life cycle. TESA-blot has the
advantage of using antigens of the trypomastigote form, which is
found in the human infection cycle, and should therefore be more
specific.

Table 1
Epidemiological, clinical and analytical data of Group 1 (inconclusive patients) and Group 2 (discordant patients)
Characteristics Inconclusive patients Discordant patients p value
Group 1(n = 63) Group 2 (n = 77)
Female sex 46/63 (73%) 50/77 (64.9%) 0.30
Age (years) 36.5 (20-75) 37.5(21-56) 0.56
Country of origin Bolivia, 56/63 (88.9 %) Bolivia, 67/77 (87%) 0.73
Cardiac abnormalities 1/29 (3.4%) 3/16 (18.7%) NA
Gastrointestinal abnormalities 2/16 (12.5%) 2/15 (13.3%) NA
Screening serology
r- ELISA index value 1.8 (95% Cl 1.41-2.18) 2.12(95% C11.67-2.57) 0.30
n- ELISA index value 0.90 (95% C10.71-1.09) 0.78 (95% C10.66-0.90) 0.27
Positive r-ELISA/negative n-ELISA results 41/63 (65.1%) 52[77 (67.5%) 0.76
Negative r-ELISA/positive n-ELISA results 22/63 (34.9%) 25[77 (32.5%) 0.76

Data are reported as number (%) of patients, mean (range) or mean (95% Cl).
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Individuals screened for CD in CTD and HUVH (2010-2014)
n=4939
|
v ) v
Positive Discordant Negative
1124 (22.7%) 165 (3.3%) 3650 (73.9%)
=i
Repeated serology after 4-6 Not possible to repeat
months serology
v v v
Positive Group1 Negative Group 2
7/88 Inconclusive 18/88 Discordant
TESA blot TESA blot
n=63 n=39
Positive Negative Positive Negative
33/63 30/63 21/39 18/39
52.4% 47.6% 53.8% 46.2%
Fig. 1. WHO algorithm applied to our cohort of patients.
Table 2
Epidemiological, clinical and analytical data of inconclusive patients with TESA-blot results
Characteristics Group 1: Inconclusive patients n = 63 p value
TESA-blot positive patients; n = 33 TESA-blot negative patients; n = 30
Female sex 2333 (69.7%) 23/30(76.6%) 0.53
Age (years) 37.4(20-52) 35.6(18-75) 0.51
Country of origin Bolivia, 33/33 (100 %) Bolivia, 23/30 (76.7%) 0.003
Cardiac abnormalities 1/19 (5.2%) 0/10 (0%) NA
Gastrointestinal abnormalities 2/15 (13.3%) 0/1(0%) NA
1- ELISA index value 1.36 (95% (1 0.85-1.86) 2.29(95% Cl 1.74-2.84) 0.02
n- ELISA index value 1.31(95% A 1.03-1.59) 0.45 (95% C1 0.33-0.56) <0.0001
Positive PCR 1/17 (5.9%) 0/14 (0%) NA

NA, not applicable: the sample size was not large enough to be considered statistically significant.

Data are reported as number (%) of patients, mean (range) or mean (95% ).

The n-ELISA indices were significantly higher in TESA-blot-
positive patients, which is consistent with the observed concor-
dance between these tests. On the other hand, r-ELISA indices were
higher in individuals with TESA-blot-negative results, which sug-
gests that more false-positive results were obtained from r-ELISA.

According to our results, approximately 30% of initially discor-
dant samples would be resolved by repeating serology using a new
sample. However, it is worth mentioning the practical difficulty in
re-testing samples in clinical routine, especially for non-endemic
countries. Furthermore, in our study, it was not possible to repeat
serology for all patients with initially discordant results due to loss
of follow up, and we could only perform TESA-blot in 39 out of 77 of
these individuals. Hence, we have not analysed TESA-blot-positive
and -negative populations in this group because the small sample
size used might introduce bias.

Without the use of a confirmatory test, over half of the affected
patients with inconclusive and discordant results would be mis-
diagnosed. Failure to diagnose these patients would result in a lack
of treatment that increases the risk of complications [25]. On the

44

other hand, patients with negative TESA-blot results should be
declared free of disease and clinical follow up would not be
necessary, resulting in health-system cost-savings.

A limitation of our study is that it is retrospective, and we had
better detailed demographics and clinical data only for patients
with discordant and inconclusive results and not for all of the pa-
tients screened. Additionally, one of the two commercial screening
techniques performed was not the same in both hospitals (native
antigens ELISA, n-ELISA). Finally, it was not possible to perform
TESA-blot in all discordant sera, as the test is not available in
Europe.

Conclusion

Our study, carried out in tropical disease reference centres in
non-endemic areas, showed a considerable seroprevalence of CD in
the screened population. There is a sizeable proportion of patients
suspected of CD with inconclusive results or discordant results in
whom re-testing is not feasible. TESA-blot was positive for T. cruzi
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infection for half of these patients, highlighting the need of such a
confirmatory assay in European centres taking care of exposed
individuals.
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3.2 Capitulo 2: El reto de la serologia discordante en enfermedad de

Chagas: el papel de dos técnicas confirmatorias en casos no concluyentes

Titulo original: The challenge of discordant serology in Chagas disease: The role of two
confirmatory techniques in inconclusive cases.
Moure Z, Sulleiro E, Iniesta L, Guillen C, Molina I, Alcover MM, Riera C, Pumarola T,

Fisa R.

Acta Trop. 2018 May 15;185:144-148.

3.2.1 Introduccion

La discordancia seroldgica en la deteccidon de anticuerpos frente a T. cruzi sigue siendo
un desafio diagndstico ya que el manejo de los individuos con resultados no
concluyentes resulta complejo. El papel de las técnicas de cribado cuando los
resultados son discordantes se desconoce asi como el comportamiento de los niveles

de anticuerpos en este grupo de individuos a lo largo del tiempo.

3.2.2 Objetivos

Los objetivos principales de este trabajo fueron: (i) comparar dos técnicas
confirmatorias, en la resolucién de casos con resultados no-concluyentes en el
diagnodstico de la EC, (ii) analizar el rendimiento de las técnicas de cribado en este

grupo de individuos en referencia a los resultados confirmatorios (iii) describir los
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resultados seroldgicos de estos sujetos a lo largo de un periodo de seguimiento de 4

anos.

3.2.2 Material y Métodos

Se incluyeron 48 sueros con resultados serolégicos repetidamente discordantes de 48
pacientes latinoamericanos cribados durante el periodo 2010-2014. El cribado de EC se
realiz6 mediante dos técnicas serolégicas diferentes siguiendo las recomendaciones
actuales de la OMS: una basada en antigenos recombinantes BioELISA Chagas; Biokit®
S.A. (r-ELISA), y otra basada en antigenos nativos Ortho® T. cruzi Elisa Test System (n-
ELISA). Para su confirmacién todos los sueros fueron analizados por dos WB: un WB in-
house (WB-IH) que usa un lisado de epimastigotes de T. cruzi (cepa Maracay); y un WB
comercial, TESA-blot, que utiliza antigenos de excrecion-secrecion de la forma
tripomastigote de T. cruzi. Asimismo, durante el periodo 2014-2018 se realizd una

recogida de datos de seguimiento seroldgico de los pacientes.

3.2.4 Resultados

De los 48 sueros estudiados, TESA-blot confirmd la infeccidn en 22 (45,8%) casos v el
IH-WB en 17 (35,4%). Ambas técnicas mostraron una buena concordancia (k = 0.604).
En 24/48 (50%) sueros se pudo llegar a un resultado definitivo definido por la
positividad de uno de los ELISA y al menos una de las pruebas confirmatorias. Se
observé una concordancia moderada del n-ELISA con ambos WB (k = 0,44 con TESA-
blot y k = 0,56 con IH-WB) y una menor dispersiéon de sus valores indice. El r-ELISA
ademas de presentar un claro desacuerdo con ambas técnicas confirmatorias, mostrd

una gran dispersion en sus valores indice, especialmente en los grupos de confirmados
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negativos. La mayoria de los individuos mantuvieron resultados seroldgicos

discordantes con valores préximos al cut-off a lo largo del periodo de seguimiento.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Serodiscordance in Chagas disease (CD) remains a challenge since individuals with inconclusive results are
Chagas disease clinically complicated to manage. This work, conducted outside the endemic area, aims to compare two different
Confirmatory confirmatory techni for the di is of CD in individuals without a definitive diagnosis, to analyze the
Serodiscordant performance of the screening techniques in this group of patients, and to describe the serological follow-up of
Ingonchisive these subjects over time.

Follow-up

Sera from 48 individuals with repeatedly discordant results by one recc enzyme i y (r-
ELISA) and one native ELISA (n-ELISA), were included in the study. Confirmatory procedures were performed
through TESA-blot, using trypomastigote antigens of Trypanosoma cruzi, and in-house WB (IH-WB) using a lysate
from T. cruzi epimastigotes.

Of the 48 sera, TESA-blot confirmed 22 (45.8%) cases and [H-WB 17 (35.4%). Both techniques showed a
substantial agreement (k = 0.604). Confirmation defined as the positivity of one of the ELISA and at least one of
the confirmatory tests was reached in 24/48 (50%) cases. We found a great dispersion of r-ELISA index values,
especially among individuals with confirmatory negative results, ranging from 0.03-6.2. Additionally, n-ELISA
yielded a better performance than r-ELISA in this cohort of patients, showing a significantly greater agreement
with the confirmatory methods.

Our results indicate that either confirmatory test could be an efficient tool to solve inconclusive cases re-
gardless of which form of the parasite's life cycle they use. Also, most individuals remain with discordant ser-
ology throughout the short-term follow-up period time of study. Finally, we consider that it is necessary to
establish a reference test feasible and commercialized in all areas to solve the problem of inconclusive results.

1. Introduction

Chagas disease (CD) is a vector-borne disease caused by the proto-
zoan parasite Trypanosoma cruzi and an estimated 6-7 million people
are infected worldwide (WHO, 2017). Although endemic to Latin
America, in the lasts decades CD has become a global issue as a con-
sequence of the increasing migration movements (Lescure et al., 2010;
Statement— and Chagas disease in Europe, 2009).

During the acute phase of the infection, direct methods are the main
diagnostic tools used for the detection of T. cruzi. Nevertheless, these
approaches show low sensitivity during the chronic form of infection,
and serological techniques are the most efficient tools for diagnosis in

this phase (Chang et al., 2006).

Although some authors have suggest the use of a single assay for the
diagnosis of the chronic phase, the World Health Organization (WHO)
still recommends using two serological tests based on different princi-
ples performed in parallel (Abras et al., 2016; Afonso et al., 2012;
World Health Organization, 2002). In case of discordant results, ser-
ological examination must be repeated in a new sample, and if results
remain inconclusive a confirmatory test should be performed (World
Health Organization, 2002; Lapa et al., 2012).

WB has the advantage, over other serological techniques, that al-
lows identifying antibodies against different polypeptide fractions of
parasite antigens showing a specific band pattern and a lower
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probability of cross-reactions (Riera et al., 2012).

Among WBs, TESA-blot (Biomerieux, RJ, Brasil), a commercial
assay using secreted and excreted trypomastigote antigens, is con-
sidered an excellent confirmatory technique with sensitivity and spe-
cificity reported rates close to 100% (Umezawa et al., 1996; Furuché
et al., 2008; Amato Neto et al., 2005). Also, the in-house WB (IH-WB)
developed by Riera et al. using a total extract of epimastigote form of T.
cruzi, has been claimed as an efficient alternative method for the di-
agnosis and confirmation of chronic CD reaching sensitivity and spe-
cificity values of 100% (Riera et al., 2012).

The purpose of this work is to compare the performance of two
confirmatory techniques, TESA-blot and IH-WB, using different parasite
stage, in the diagnosis of CD in individuals with inconclusive serological
results. The study also intends to analyze the dispersion of the screening
techniques in this group of individuals, as well as to describe the ser-
ological follow-up of these subjects over time.

2. Materials and methods
2.1. Study design and samples

This is a retrospective study conducted at the Microbiology
Department of Vall d’Hebron University Hospital, Barcelona, Spain, and
the Faculty of Pharmacy and Food Sciences, University of Barcelona.
Discordant sera from 48 individuals screened during the 2010-2014
period, were included in the study. Inclusion criteria were: adults over
18 years old, with persistently discordant results (at least two dis-
cordant serology results at different times), no comorbidities con-
ditioning immunosuppression, and no previous specific trypanocidal
treatment. These individuals were classified as individuals with in-
conclusive serology and clinical and epidemiological data were col-
lected: age, gender, country of origin, and visceral involvement as-
sessed as described before (Moure et al, 2016). Additionally,
serological follow-up information of individuals was collected from
2014-2018, when available.

-linked i

2.2. Screening techniq »sorbent assays (ELISA)

We used two different commercial ELISA diagnostic kits: a re-
combinant enzyme immunoassay (r-ELISA), BioELISA Chagas (Biokit®
S.A., Spain), using a fusion protein of the T. cruzi epimastigote that
comprises four serologically active peptides (PEP-II, TcD, TEC and
TcLoE1.2.), and a native enzyme immunoassay (n-ELISA), ORTHO T.
cruzi ELISA Test System (Johnson and Johnson, USA), based on anti-
gens using a whole-cell lysate of T. cruzi epimastigote. Sensitivity and
specificity rates of 100% and 97.4%-99.5% respectively for r-ELISA
and, 96.6- 100% and 99.9% for n-ELISA have been reported (Flores-
Chavez et al., 2010; Gorlin et al., 2008). The two tests were performed
simultaneously according to the manufacturers’ instructions. Cut-off
value (CO) of each run was the product of the mean calibrator optical
density (DC) and calibration factor given in each kit. Results given in
terms of Index value (IV) (ratio of sample DC/CO) < 0.9 were con-
sidered negative, =1 was considered positive, and the gray zone was
from =0.9 to < 1 for both techniques.

2.3. Confirmatory techniques: western bloting

TESA-blot (Biomérieux, RJ, Brasil), only commercialized in Latin
America, was performed as previously described (Umezawa et al.,
1996; Umezawa et al., 2003). This test uses T. cruzi, trypomastigote
excreted-secreted antigens. The presence of bands in the 120-to-
200 kDa molecular mass region on the strips indicated a positive result
and the absence of such bands showed a negative result. For low or
doubtful reactions, the result was considered indeterminate.

The IH-WB using a crude antigen of T. cruzi epimastigotes (Maracay
strain) was performed according to Riera et al. (2012). A serum sample
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was considered positive when at least five antigenic bands of the
standard pattern (28, 32, 38, 39, 40 and 48kDa) were detected, in-
determinate when one to four bands were detected and negative when
no band was present.

Sera from infected patients and sera from uninfected individuals
were included as positive and negative controls in each set of confirmed
techniques performed.

2.4. Confirmed infection definition

In the absence of a gold-standard confirmation technique in Europe,
infection was defined as the positivity of one ELISA and at least one
confirmatory test.

2.5. Statistical analysis

SPSS v17 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for statistical
analyses. Categorical data are presented as absolute numbers and pro-
portions, and continuous variables are expressed in terms of means and
ranges. The correlation of results between the different serological tests
was assessed through Kappa coefficient.

3. Results

Out of the 48 sera, 26 (54.2%) were r-ELISA positive/n-ELISA ne-
gative, and 22 (45.8%) were n-ELISA positive/r-ELISA negative. None
of the ELISAs screening techniques gave a result in the “grey-zone”.

The patients’ countries of origin were: Bolivia (43), Argentina (1),
Ecuador (1), Chile (1), Peru (1), and El Salvador (1). The mean age was
37 (range from 18 to 75) years and 33 (68.7%) were women. None of
individuals presented cardiac or gastrointestinal alterations.

3.1. Confirmatory procedures

All 48 inconclusive sera were analyzed by TESA-blot and IH-WB
tests. TESA-blot was positive in 22/48 (45.8%) sera, and negative in
25/48 (52.1%). In the same way, IH-WB was positive in 17/48 (35.4%)
sera and negative in 30/48 (62.5%). Both techniques gave one in-
determinate result. Results of the ELISAs and the two confirmatory
techniques performed are shown in Table 1.

Analyzing the results of the confirmatory techniques together, they
were concordant in 37/48 (77.1%) samples. We found 9/48 (18.8%)
cases of discrepancies between the two WBs, however the techniques
showed an overall substantial agreement (k= 0.604), and dis-
crepancies were observed in cases where ELISAs IV results were close to
the cutoff. Comparative results between the two confirmatory techni-
ques performed are reflected in Table 2.

Table 1
Results of the ELISAs and the two confirmatory techniques performed.
TESA-blot
Positive Negative Indeterminate
r-ELISA positive/ n-ELISA 7 19 0
negative (n = 26)
n-ELISA positive/r-ELISA 15 6 1
negative (n = 22)
TOTAL (n = 48) 22 (45.8%) 25(52.1%) 1 (2.1%)
In-house WB
Positive Negative Indeterminate
r-ELISA positive/ n-ELISA 3 23 0
negative (n = 26)
n-ELISA positive/r-ELISA 14 7 1
negative (n = 22)
TOTAL (n = 48) 17 (35.4%) 30 (62.5%) 1 (2.1%)

Note: Results are expressed in absolute numbers and percentages.
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Table 2
Comparative results between the two confirmatory techniques performed.
TESA-blot
Positive Negative Indeterminate
In-house WB Positive 15 (31.2%) 2 (4.2%) 0
Negative 7 (14.6%) 22 (45.8%) 1(2.1%)
Indeterminate 0 1(2.1%) 0

Note: Results are expressed in absolute numbers and percentages.

Following our confirmed case definition, based on the positivity of
one ELISA and at least one confirmatory technique, a total of 24/48
samples (50%) could be classified as positive.

3.2. Analysis of the dispersion of the screening techniques results

r-ELISA IV ranged from 0.1-2 (with an outlier of 4.3) when TESA-
blot was positive, and from 0.03-1.74 when IH-WB was positive. We
found a great dispersion of r-ELISA IV among individuals with TESA-
blot and TH-WB negative results (0.03-6.2 and 0.4-6.2, respectively).
With respect to n-ELISA, 1V ranged identically from 0.48-3.49 when
both confirmatory assays were positive. Finally, in individuals with
TESA-blot and IH-WB negative results, n-ELISA IV ranged from 0- 2.13
and 0-2.03, respectively. The overall serum index values distribution of
the ELISAs compared to TESA-blot and IH-WB is shown in Fig. 1.

Additionally, n-ELISA showed a moderate agreement when com-
pared to TESA-blot and IH-WB (k = 0.44 and 0.56, respectively) while
r-ELISA showed a clear disagreement with both confirmatory
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3.3. Serological follow-up of patients over time

Serological data from the follow-up period of study was available in
12 of the 48 patients. Basal data of these individuals and ELISAs follow-
up results over time are shown in Table 3.

Over time, most individuals obtained ELISA index values close to
the cutoff. Case 3 had two repeatedly negative results after treatment
while cases 4 and 7 had repeatedly positive results.

4. Discussion

Serodiscordance remains a diagnostic challenge. These individuals
are clinically complicated to manage since we ignore if they are really
infected or not. This condition leads to carry out clinical and analytical
follow-up of the subjects without a clear diagnosis, with the implica-
tions for both, the individual and the health systems that this entails. In
this situation, confirmatory techniques as WB, can help to achieve a
definitive diagnosis.

Different reasons may lead to repeatedly discordant results such as
the immune response host heterogeneity; strain factors, test-dependent
factors, or cross-reactions with other pathogens (Riera et al., 2012;
Cooley et al., 2008). To solve this problem, the WHO recommends
carrying out a confirmatory test such as the WB technique (World
Health Organization, 2002).

In our series, TESA-blot confirmed the infection in 45.8% of in-
dividuals with inconclusive serology. In contrast, studies performed in
endemic areas in patients with inconclusive serology showed a great
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Table 3

Serological follow-up of 12 patients during 2014-2018 period.
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variability of TESA-blot positivity rates from 2.87% to 20.5% (Silveira-
Lacerda et al., 2004; Furucho et al., 2008). This could be explained
since these studies used different procedures for screening what suggest
that confirmatory results might vary depending on the screening tech-
niques chosen.

Regarding the IH-WB in our series, the test confirmed 35.4% of the
discordant sera. These results are not consistent with a previous study
confirming only 1 out of 12 (8.33%) of the discordant sera by this IH-
WB (Abras et al., 2016). Contrary to our findings, most of the false
positive and negative results in that study, were obtained by the ELISA
based on native antigens.

Despite being reliable methods, both TESA-blot and the IH-WB have
some limitations: WB format does not allow automation, it is not ap-
propriate for testing a large number of samples and therefore not fea-
sible for routine confirmation (Gomes et al., 2009). The main dis-
advantage of TESA-blot is the high cost and the lack of
commercialization in Europe. With regard to the IH-WB is a labor-in-
tensive procedure, not commercialized, and hence not available in take-
care centres.

Regarding the dispersion of the screening technique results com-
pared to the confirmatory results, it is noteworthy the high variability
of the r-ELISA 1V, especially among cases with confirmatory negative
results showing values > 2. This could be explained by the composition
of the r-ELISA conjugate containing anti-IgM which may generate false
positive results due to their wide reactivity (Flores-Chavez et al., 2010;
da Silveira et al., 2001, Boes, 2000). On the other hand, the non-neg-
ligible number of false negative results by r-ELISA could be due to alack
of reactivity to the specific antigenic epitopes included on the com-
mercial test. Some authors have proposed new techniques using a large
mixture of recombinant antigens and based on chemiluminescence
detection techniques in order to improve the sensitivity of the re-
combinant antigen based assays (Abras et al., 2016).

In contrast, we found a low dispersion of n-ELISA IV distribution,
with values close to the cut-off, which would be expected in discordant
sera. The better concordance of n-ELISA and both WB confirmatory
techniques might be explained since all use native antigens of T. cruzi.

It is important to highlight that IV dispersion pattern of both ELISAs
did not show variations depending on whether they were compared
with the TESA-blot or with TH-WB. This would indicate that there are
no variations between employing antigens of trypomastigote or epi-
mastigote on the confirmatory techniques development.

According to our serological follow-up results, most individuals
remain with discordant or doubtful serology over time. Some authors
have documented a decrease in antibody titers from 5 years after
treatment (Sosa-Estani et al., 2009). Interestingly, in our series, cases 4
and 7 (positive for both WB and treated in 2013 and 2016 respectively)
obtained repeatedly positive serological results throughout the follow-
up period. Only case 3 had repeatedly negative serology results after
treatment. However, we consider that the follow-up period in our study
is not long enough to reach any conclusion.

5. Conclusions

In summary, half of the inconclusive sera in our study could be
confirmed by one ELISA and at least one of the confirmatory tests. Also,
according to our results, n-ELISA seems to yield a better performance
than r-ELISA in this cohort of patients. Finally, the agreement between
both WB may indicate that either technique could be an efficient tool to
confirm discordant results regardless of which form of the parasite's life
cycle they use. However, more robust studies with a greater number of
samples, and with a longer follow-up period, are needed in order to
better assess the efficacy of the confirmatory techniques in inconclusive
cases.
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4. DISCUSION

El 98% de los individuos con EC se diagnostican en la fase crénica de la enfermedad
(Flores-Chavez et al., 2010). Teniendo en cuenta que en esta etapa la mayoria de los
afectados permanecen asintomaticos y con una baja parasitemia, el diagndstico
dependerd fundamentalmente de la deteccién de anticuerpos anti-T. cruzi (Saez-

Alquézar et al., 2000).

Cuando no se alcanza un diagndstico concluyente, el manejo de estos individuos
resulta complejo, ya que desconocemos su verdadero estado de infeccidén. Esta
situacidn conduce a la realizacidon de multiples seguimientos clinicos y serolégicos con
las implicaciones, tanto para el individuo como para los sistemas de salud, que ello

conlleva.

Cuando dos pruebas no concuerdan podria deberse a un error técnico o a la presencia
de un suero atipico (Araujo et al., 2008). Tales problemas se resuelven, generalmente,
repitiendo las pruebas pero si los resultados contindan siendo discordantes se les debe
prestar una especial atencidon. Cuando esto sucede en banco de sangre, el donante es
excluido, pero si las discrepancias surgen en la practica del diagndstico clinico, el suero

debe enviarse a un laboratorio de referencia para su confirmacién.

Dado que el segundo estudio es una continuacidon que complementa los hallazgos

obtenidos en el primer estudio, se realiza una discusién conjunta de ambos trabajos.

Uno de los objetivos del primer trabajo, Serodiscordance in chronic Chagas disease

diagnosis: a real problem in non-endemic countries, fue establecer |la prevalencia de
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la serodiscordancia en el diagndstico de la EC fuera del drea endémica. Con un 22,7%
de seropositividad se hallé un 3,3% de serodiscordancia inicial. Estos datos concuerdan
con estudios previos realizados en zona endémica donde se muestran cifras de
serodiscordancia de entre el 2% -3% (Carvalho et al., 1993; Gomes et al., 2009; Lapa et
al., 2012). No fue posible repetir la serologia en una nueva muestra a todos los
individuos con resultados discordantes, tal como propone el algoritmo diagndstico de
la OMS. Asi pues, se dividid la cohorte en dos grupos de estudio: Grupo 1, poblacién
con resultados persistentemente discordantes, y Grupo 2, individuos con resultados
inicialmente discordantes en los que no se pudieron repetir las pruebas seroldgicas.
Aunque no encontramos diferencias significativas a nivel clinico, epidemiolégico o
analitico entre los dos grupos, observamos que en el Grupo 2 hubo un mayor
porcentaje de pacientes con alteracidn cardiaca. Teniendo en cuenta que casi un 30%
de los resultados inicialmente discordantes se hubieran resuelto repitiendo las pruebas
seroldgicas en una nueva muestra, es probable que los pacientes con alteraciones
cardiacas del Grupo 2, se hubieran confirmado como positivos con un segundo

cribado.

Por otro lado se quiso valorar la utilidad diagndstica del TESA-blot para resolver los
casos sin un diagndstico definitivo. En ambos trabajos aproximadamente la mitad de
los sueros fueron confirmados como positivos por esta técnica. Estos resultados
contrastan con estudios previos realizados en area endémica en los que el TESA-blot
presentd tasas de positividad que van de 2,87% hasta 20,5% (Silveira-Lacerda et al.,

2004; Furucho et al., 2008). No obstante, se han reportado discordancias entre las
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distintas técnicas de cribado (Souza y Amato Neto, 2012), por tanto dependiendo de la

prueba elegida la concordancia con las pruebas confirmatorias podria variar.

Tras establecer el diagndstico definitivo en el primer trabajo, se quiso analizar si habia
diferencias entre los individuos con resultados confirmatorios positivos y negativos y
para ello se compararon las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y analiticas de
ambos subgrupos (TESA-blot positivo y TESA-blot negativo) dentro del Grupo 1. Se
observé que los individuos con resultados confirmatorios positivos presentaron
alteraciones viscerales (1/19 cardiacas y 2/15 gastrointestinales) mientras que los
individuos con resultados confirmatorios negativos no tuvieron ninguna alteracién
clinica. El hecho de que las alteraciones sélo se encontrasen en los individuos con

infeccion confirmada respalda los resultados positivos del TESA-blot.

Debido a que el TESA-blot es una prueba comercial sélo disponible en Latinoamérica,
uno de los objetivos principales de nuestro segundo trabajo, The challenge of
discordant serology in Chagas disease: The role of two confirmatory techniques in
inconclusive cases, fue comparar esta técnica con el WB-IH en la resolucién de casos
no concluyentes. El WB-IH, desarrollado por Riera y colaboradores (Riera et al., 2012),
es una técnica de uso e interpretacién mas compleja que el TESA-blot propuesta como
una alternativa eficiente para la confirmacién de casos discordantes en area no
endémica. En este segundo trabajo el WB-IH fue positivo en el 35,4% de los casos, lo
gue contrasta con los resultados de un estudio previo donde este método sélo
confirmé 1/12 (8,33%) de los casos discordantes (Abras et al., 2016). No obstante, se
ha de tener en cuenta que el tamano de la muestra con resultados no concluyentes del

estudio de Abras y colaboradores (n= 12) no era representativo.
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Con respecto a la concordancia de las técnicas de cribado con los test confirmatorios,
en ambos trabajos se observé que el ELISA nativo tiene una concordancia mucho
mayor con ambos WB que el ELISA recombinante. A raiz de este hallazgo se analiz6 el
comportamiento de las técnicas de cribado cuando presentan resultados discrepantes
a través de la dispersién de los valores indice de los ELISA con respecto a los resultados
de las técnicas confirmatorias. Curiosamente se observé una amplia variabilidad en los
valores indice del r-ELISA, especialmente en los casos con resultados confirmatorios
negativos, llegando a valores >2. Segln estos datos, se puede afirmar que en los casos
con resultados de cribado repetidamente discordantes la prueba que da lugar a un
mayor numero de falsos positivos es el ELISA que utiliza antigenos recombinantes. Una
razon que explicaria esto es la composicidon del conjugado del ELISA Bioelisa Chagas
Biokit® que ademds de anti-lgG humana contiene anti-IgM pudiendo generar
resultados falsos positivos debido a su amplia reactividad (Boes, 2000; da Silveira et al.,
2001; Flores-Chavez et al., 2010). Por otro lado el nada despreciable nimero de falsos
negativos obtenidos también por r-ELISA, podria corresponder a la falta de reactividad
de algunos sueros a los epitopos antigénicos incluidos en la prueba comercial. La
buena concordancia entre el ELISA nativo y las técnicas confirmatorias puede ser
debido a que todas utilizan antigeno nativo aunque el TESA-blot utiliza antigenos de la
fase humana del parasito (tripomastigote) y cabria esperar, por tanto, una mayor

especificidad.

A menudo las variaciones en el rendimiento de los diferentes test diagndsticos se han
atribuido a la etapa del parasito utilizada en su preparacion antigénica cuyo perfil es
potencialmente diferente (Araujo y Guptill, 1984; Guzman-Gémez et al., 2015).
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Mientras que el TESA-blot incorpora antigenos de excrecidon-secrecién de forma de
tripomastigote, el WB-IH utiliza un lisado de epimastigotes (cepa Maracay) obtenido
de cultivo “in vitro”. En el segundo trabajo se observé que la dispersion de los valores
indice, analizando cada ELISA individualmente, tenia el mismo comportamiento
independientemente de si se comparaba con los resultados de TESA-blot o con los
resultados del WB-IH. Este dato y la alta concordancia mostrada entre ambos WB,
pone de manifiesto que no habria diferencias entre utilizar antigenos de

tripomastigotes o epimastigotes en el disefio de las pruebas confirmatorias.

Existen diferentes razones que pueden explicar las discrepancias de las pruebas en el

cribado y diagndstico de la EC:

Factores inmunoldgicos del hospedador

Es bien conocida la heterogenicidad de la respuesta inmunoldgica entre diferentes
individuos frente a distintos patdégenos. Se ha visto que los sujetos serodiscordantes
presentan un fenotipo de células T en reposo similar al de los individuos no infectados.
También se ha demostrado que estos individuos producen mayores niveles de IFN-y y
de células T CD4 + polifuncionales secretoras de IL-2 y bajos niveles de anticuerpos
especificos frente a proteinas recombinantes de T. cruzi en comparacion con los
individuos seropositivos (Castro Eiro et al., 2017). Un seguimiento a largo plazo de
estos sujetos confirma que la respuesta humoral y celular fluctia pero se mantiene

durante largo periodo de tiempo (Castro Eiro et al., 2017).

En la evolucién natural de la EC se acepta que los individuos permanecen infectados de
por vida y por eso se recomienda el tratamiento en todos los pacientes seropositivos
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(Lescure et al., 2010; Rassi y Marin-Neto, 2010); no obstante esta hipdtesis nunca ha
sido probada. Aunque la persistencia de anticuerpos especificos en individuos
infectados es un componente comuin de la respuesta inmune, algunos autores
postulan que estudios de seguimiento a largo plazo de individuos con serologia de bajo
nivel reactivo, demostrarian tasas moderadas de seroreversion (Sabino et al., 2013).
Un estudio de 10 afios de seguimiento en sujetos serolégicamente positivos y sin
tratamiento tripanocida previo, demostré que los niveles de anticuerpos especificos
frente a T. cruzi disminuian en aquellos individuos con resultados de PCR negativos
persistentes en el tiempo (Sabino et al., 2013). La ausencia de ADN del pardsito y una
disminucion mantenida de anticuerpos reactivos, indicarian una falta de estimulacién
antigénica que respaldaria esta hipotesis. Se ha postulado que las respuestas humoral
y celular en sujetos con serologia discordante podrian indicar una exposicion previa a
la infeccion y el establecimiento de memoria inmunolégica sugestiva de infeccién
resuelta (Castro Eiro et al., 2017). Esta hipdtesis podria explicar la serodiscordancia
basal en nuestros casos de estudio pudiendo haber estado expuestos y hallarse en una
fase de bajada de anticuerpos, con lo que los resultados de los distintos test irian
negativizando pero no necesariamente a la vez. Un seguimiento longitudinal de estos

individuos permitiria la aceptacién o el rechazo de esta suposicion.

La seroreversion en ausencia de tratamiento ha sido descrita como un evento poco
comun (Francolino et al., 2003; Dias et al., 2008) y la explicacién mas aceptada para
estos "casos raros" es la falta de reproducibilidad de los ensayos serolégicos originales
(Sabino et al., 2013). Demostrar la resolucién espontanea de la infeccidon tendria
muchas implicaciones, incluida la necesidad de desarrollar ensayos / algoritmos
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confirmatorios que puedan diferenciar la infeccidén activa de la no activa en funcién de
una combinacion de anticuerpos y resultados de PCR. En tal caso, la evolucidn de la
enfermedad chagdsica podria compararse con la evolucidn de otras enfermedades
infecciosas como la malaria donde en ausencia de exposicién repetida al parasito la
infeccion podria resolverse vy, tras un periodo de tiempo los paciente serorevertirian
volviendo a niveles basales normales (Sabino et al., 2013). Por ello hay grupos que no
recomiendan el tratamiento con los farmacos actuales en individuos con una infeccién
potencialmente resuelta (PCR-negativa y seroreactividad de bajo nivel) ya que

presentan una eficacia moderada y graves efectos secundarios (Sabino et al., 2013).

Por otro lado, multiples estudios han monitorizado la respuesta inmunolégica en
pacientes tratados. A pesar de que se ha visto una disminucion de los niveles de
anticuerpos a largo plazo (Sosa-Estani et al., 2009; Sguassero et al., 2015), la mayoria
de ellos siguen siendo seroldgicamente positivos o no concluyentes afos después de
tratamiento (Murcia et al., 2010; Aguiar et al., 2011). En el segundo estudio se observé
gue la mayoria de los individuos mantuvieron resultados seroldgicos discordantes o
cercanos al punto de corte a lo largo del periodo de seguimiento, incluso tras el
tratamiento. Los mecanismos responsables de esta persistencia de anticuerpos se
desconocen. Una hipdtesis es que un pequeifio numeros de pardsitos estarian
secuestrados en los tejidos siendo capaces de mantener una respuesta inmune
persistente (Tarleton y Zhang, 1999). Otra teoria es que la respuesta inmune
producida en la fase aguda de la infeccion conduciria a la produccion de auto-
anticuerpos con reactividad cruzada que persistirian por estimulacidon permanente por
parte de auto-antigenos humanos. Ambas hipdtesis podrian ser correctas ya que
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ademas no son excluyentes (Flores-Chavez et al., 2006). Curiosamente en dos de los
casos tratados en nuestra serie, los valores indice de las técnicas diagndsticas
aumentaron con el tiempo obteniendo resultados repetidamente positivos. Solamente
en un caso los valores indice de los ELISA disminuyeron tras el tratamiento llegando
incluso a serorevertir. No obstante, el periodo de seguimiento del presente trabajo no

es lo suficientemente largo como para poder extraer conclusiones.

Por otra parte, hay estudios que muestran una caida sistematica de anticuerpos en
pacientes tratados pero con fracaso de tratamiento basado en la deteccién de ADN de
T. cruzi por PCR (Fernandes et al., 2009; Aguiar et al., 2011). No hay que olvidar que al
igual que ocurre con la parasitemia, los titulos de anticuerpos oscilan durante el
periodo de infeccién y la valoracion de la serologia no se corresponde necesariamente

con la cantidad de parasitos que circulan (Aguiar et al., 2011).

Sin pruebas parasitoldgicas lo suficientemente sensibles o biomarcadores de infeccion
no se puede determinar de manera concluyente si los sujetos que tienen resultados
discordantes estan verdaderamente infectados o simplemente han estado
“expuestos”. Del mismo modo, no existe forma ética de determinar con 100% de
certeza la eficacia de tratamiento en infeccion crénica (Laucella et al., 2009). Ademas,
no podemos excluir la posibilidad de que otras infecciones o condiciones
inmunoldgicas den resultados positivos en estos ensayos que utilizan multiples

antigenos recombinantes (Cooley et al., 2008).
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Factores de la cepa: diversidad genética

Independientemente de la técnica y del lugar geografico donde sea utilizada, el
resultado diagndstico deberia ser el mismo, sin embargo no siempre es asi (Caballero
et al.,, 2007; Guzman-Gémez et al., 2015). La diversidad genética del pardsito se ha
postulado como un motivo de serodiscordancia o infradiagnéstico (Flores-Chavez et

al., 2012).

En un estudio realizado en México cuyo objetivo era determinar la seroprevalencia de
la infeccion por T. cruzi usando una combinacién de 5 ELISA basados en diferentes
preparaciones antigénicas, se observd una gran proporcion de resultados discordantes
(32,1%). De 196 muestras analizadas, solamente 1 fue reactiva a los 5 test. Sin
embargo, todos los sueros fueron confirmados por un WB que incluia antigenos crudos
de las UDTs Tc |, Tc Il y Tc VI, lo que indica que las muestras no eran falsos positivos de

los ELISA sino verdaderos positivos confirmados (Guzman-Gémez et al., 2015).

Otro estudio evalué la sensibilidad y especificidad de dos test de diagndstico rapido,
Chagas Stat-Pak® Assay (Chembio Diagnostic Systems) y Trypanosoma Detect™ Rapid
Test (InBios International), en sujetos de origen boliviano y de origen peruano. En las
muestras de origen boliviano, Stat-Pak y Trypanosoma Detect obtuvieron valores de
sensibilidad de 87,5% y 90,7%, respectivamente; con un 100% de especificidad de
ambos test. Sin embargo la sensibilidad en muestras de origen peruano fue mucho
menor: 26,6-33,0% (Stat-Pak) y 54,3-55,2% (Trypanosoma Detect); con valores de
especificidad> 98% (Verani et al., 2009). Estos resultados concuerdan con un posterior

estudio donde se evalué Stat-Pack en poblacién de origen brasilefio y boliviano
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alcanzando valores de sensibilidad y especificidad mads altos en los individuos

bolivianos (Chappuis et al., 2010).

Las diferencias antigénicas entre las distintas cepas del pardsito que circulan en
diferentes dreas endémicas pueden generar variaciones en la respuesta inmune
(Verani et al., 2009; Balouz et al., 2017) y en ocasiones los valores de sensibilidad y
especificidad de las pruebas diagndsticas pueden ser sobreestimados si los estudios de

validacidn se llevan a cabo en una séla drea geografica.

Utilizar una mezcla mas amplia de antigenos recombinantes que incluya todas las
cepas mejoraria el rendimiento de los test en todas las dreas endémicas (Umezawa et
al., 2003; Vega Benedetti et al., 2013). Por otro lado, algunos autores consideran que
se deben incluir cepas locales en el desarrollo de los test para asegurar valores de
sensibilidad y especificidad éptimos y someterse a pruebas de campo en cada sitio

geografico antes de su implementacion (Verani et al., 2009).

En el presente estudio la variacién de la respuesta inmune “UDT-dependiente”
guedaria descartada ya que nuestra poblacidn era en su mayoria de origen boliviano y
ambos ELISA han demostrado una sensibilidad y especificidad éptimas en este grupo

de poblacién.

Factores del test utilizado

Aunque la sensibilidad y especificidad de los test de diagndstico y cribado han
mejorado significativamente en los Ultimos afos, la deteccion de muestras con bajo
nivel de anticuerpos o resultados discordantes sigue siendo un reto. Segin los

resultados de este trabajo el ELISA que utiliza antigeno nativo parece tener un mejor
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rendimiento que el ELISA que usa antigenos recombinantes, hecho que concuerda con
la recomendacién de la OMS que afirma que en caso de discordancias se debe

considerar correcto el resultado de la prueba convencional (OMS, 2002).

La mayoria de los ensayos seroldgicos se validan usando muestras positivas consenso
con titulos altos de anticuerpos donde se descartan los discordantes. Esta prdctica
tiende a sobreestimar los valores diagndsticos de los test ya que no se aborda
realmente el rendimiento en muestras con titulos bajos de anticuerpos o especimenes

no concluyentes (Otani et al., 2009; Afonso et al., 2012).

Ni siquiera los estudios comparativos promovidos por la OMS hace casi una década
pudieron resolver los resultados discrepantes ya que en el establecimiento de estos
“positivos consenso” y “negativos consenso” siempre hay un sesgo de seleccion (Otani
et al., 2009). Ademas, los estudios casos-controles contintan siendo el método mas
extendido para evaluar los test, a pesar de que estudios prospectivos de cohortes con
un estandar de referencia proporcionan una mejor estimacion de la precision

diagnéstica de las pruebas (Afonso et al., 2012).

Una revisiéon donde se evaluaron 61 ensayos diagndsticos diferentes de 18 estudios
concluyd que los test basados en técnicas ELISA y los no basados en dicha técnica
mostraban valores similares de sensibilidad y especificidad. Por su parte los test
comerciales resultaron ser mas sensibles que los no comerciales y se observé que el
rendimiento fue mayor en estudios llevados a cabo en banco de sangre en

comparacion con test evaluados en terreno (Afonso et al., 2012).
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En los ultimos tiempos, la inversion en el desarrollo de nuevas y mejores herramientas
diagnésticas, utilizando una mayor comprensién de la composicion genética de T. cruzi
asi como nuevas tecnologias, se ha convertido en una prioridad para la OMS

(Médecins, 2008; OMS, 2017).

Estrategias de futuro

El test ideal seria una prueba universal, disponible y facil de realizar, que detecte todas
las cepas del parasito y que no presente reactividad cruzada (Porras et al., 2015). El
hecho de utilizar proteinas recombinantes de las distintas formas vitales del pardsito
(epimastigote, tripomastigote y amastigote) y que abarque todas las UDT podria ser

una estrategia que aumentaria la sensibilidad diagndstica.

Algunos autores sostienen que en la practica del cribado de la infeccidn (bancos de
sangre, donantes de drganos) la técnica utilizada deberia ser lo mas sensible posible ya
gue un falso negativo podria tener consecuencias graves. Por otro lado, en la practica
del diagndstico de laboratorio, los test deben tener una alta especificidad con el fin de
evitar resultados falsos positivos que conducirian a un tratamiento innecesario y al

sufrimiento psicolégico del paciente (da Silveira et al., 2001).

Asi pues, se ha propuesto la realizacidon de una sola técnica altamente sensible basada
en guimioluminiscencia tanto para el cribado como para el diagndstico de la EC (Abras
et al., 2016) (Pérez-Ayala et al., 2018). De esta manera se asegura que a partir de un
punto de corte establecido, todos los individuos con resultados positivos son

verdaderos positivos. Solo los resultados débilmente reactivos dentro de una zona
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considerada “gris” deberan ser confirmados por una segunda técnica tal como como

ocurre en otras infecciones como el VIH (Garcia et al., 2011).

Las plataformas diagndsticas de nueva generacion han mejorado la precisién del
diagndstico de la EC usando diferentes proteinas recombinantes en una gran variedad
de sistemas de deteccion como quimioluminiscencia, resonancia por plasmones
superficiales o microsesferas (Luz et al., 2016), incluyendo citometria (Teixeira-
Carvalho et al., 2015) o microarrays liquidos (Santos et al., 2016). Por otro lado se
encuentran en fases de desarrollo ensayos de diagndstico directo que utilizan
anticuerpos policlonales para la deteccién de antigenos circulantes en plasma y orina
gue demuestren la presencia del pardsito (Malaga-Machaca et al., 2017). No obstante,
no debemos olvidar que el ensayo ideal ha de estar disponible y ser facil de realizar

para poder incorporarlo en la rutina de un laboratorio de diagndstico.
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5. CONCLUSIONES

1. Los procedimientos actuales para el diagndstico seroldgico de la infeccion por
T. cruzi varian en sensibilidad y especificidad. En ausencia de un método de
confirmacién de referencia para la resolucién de casos no-concluyentes, resulta dificil
alcanzar un diagndstico definitivo a nivel individual y determinar el impacto real de la
enfermedad a nivel de los sistemas de salud.

2. Tras el cribado de la infeccién por T. cruzi durante un periodo de 4 afios en dos
paises europeos con una alta tasa de poblacién latinoamericana y siguiendo el
algoritmo diagndstico de la OMS, se observé un 22,7% de prevalencia de infeccion y un
de 3,3% de serodiscordancia inicial.

3. TESA-blot confirmé la infeccion en aproximadamente la mitad de los sujetos
con resultados seroldgicos discordantes en los dos estudios y el WB-IH en un 35,4% en
los individuos del segundo estudio.

4, Ambas técnicas confirmatorias, basados en WB, presentaron una buena
concordancia, independientemente de la fase del parasito que utilizaban en su
composicion. Este resultado sugiere que no habria diferencias entre utilizar antigenos
de tripomastigotes, (TESA-blot) o epimastigotes (WB-IH) en el disefio de las pruebas
confirmatorias.

5. Un resultado positivo de una técnica confirmatoria favorece el acceso a
tratamiento disminuyendo el riesgo de desarrollar complicaciones. Por otro lado un
resultado confirmatorio negativo evita la realizacién de seguimientos clinicos vy

seroldgicos lo que resulta en un ahorro para los sistemas de salud y en un descanso
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emocional para el paciente ya que la EC supone un estigma social para quien la
padece.

6. La principal desventaja de los ensayos confirmatorios utilizados en el presente
trabajo es su falta de disponibilidad. La comercializaciéon del TESA-blot se limita a
Latinoamérica por lo que no es posible el acceso a esta técnica en paises fuera del drea
endémica. Por su parte, la complejidad de uso del WB-IH dificulta la implementacion
en centros sin la infraestructura necesaria y con una alta carga asistencial. Este hecho
pone de manifiesto la necesidad de establecer una técnica confirmatoria disponible y
facil de realizar en laboratorios de referencia para la resolucion de casos no
concluyentes.

7. Los individuos con resultados positivos de TESA-blot presentaron alteraciones
viscerales (1/19 cardiacas y 2/15 gastrointestinales) mientras que en los individuos con
resultados negativos no se observé ninguna alteracion. El hecho de que las
alteraciones viscerales sélo se encontrasen en los individuos con infeccién confirmada
respalda los resultados del TESA-blot.

8. El ELISA gue incluye antigeno nativo parece tener un mejor rendimiento que el
ELISA que utiliza antigenos recombinantes cuando los resultados entre ambas pruebas
son contradictorios.

9. Se ha propuesto utilizar una séla técnica de alta sensibilidad y especificidad
para el cribado de la infeccién confirmando solamente aquellos resultados débilmente
reactivos. Bajo esta premisa, es de suponer que los individuos con resultados

concordantes por ambas técnicas de cribado del primer estudio (96,7%), hubieran
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alcanzado un diagndstico definitivo con una sola técnica lo que hubiera supuesto un
ahorro considerable para el sistema de salud.

10. El seguimiento de los individuos con serodiscordancia persistente mostré que
la mayoria de los casos obtuvieron resultados discordantes o con valores indice
préximos al cut-off a corto plazo. Estos individuos podrian hallarse en una fase de

bajada de anticuerpos que podria llegar a la seroreversion a largo plazo.
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