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RESUMEN

Capitulo 1:

El objetivo del trabajo fue determinar la validez diagnéstica de las PDR's y del ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) entre individuos que presentan
sospecha de enfermedad de Chagas. Se realiz6 una bldsqueda en las bases de datos
PubMed, LILACS, WOS y SCOPUS. Se incluyeron articulos con tipo de estudio
comparativos y no comparativos en idioma inglés, espafol o portugués. Se empleo un
analisis de subgrupos y una metarregresion para identificar las fuentes de
heterogeneidad. La herramienta QUADAS-2 se utilizo para evaluar la calidad de los
estudios y el test de asimetria de Deeks para evaluar el sesgo de publicacion. Los
resultados se expresaron graficamente trazando las estimaciones de sensibilidad y
especificidad e intervalos de confianza (IC) 95% con forest-plots. Se incluyeron 43
estudios, 27 evaluaron pruebas ELISA, 14 PDR y dos evaluaron los dos tipos de
pruebas. La sensibilidad y la especificidad combinadas de las ELISA fue 99% (1C95%
98 —99) y 98% (IC95% 97 — 99) y de las PDR’s 95% (IC95% 94 - 97) y 97% (1C95%
96 — 98) respectivamente. En el test ELISA, las estimaciones de la sensibilidad por
subgrupos fueron similares, el subgrupo de bajo riesgo de sesgo fue el que presento
una menor especificidad y el de zona no endémica el que presenté reporto la mayor.
En las PDR la especificidad fue mayor para el disefio comparativo que para el no
comparativo, y la sensibilidad fue mayor para el subgrupo de disefio no comparativo
gue para el de disefio comparativo. Se detecté sesgo de publicacion para las pruebas
ELISA (p-valor<0.01), pero no para las PDR (p-valor=0.64). La prueba ELISA y PDR
son tests diagnosticos con una validez elevada para el diagnostico de la EC cronico, y
presentan una excelente utilidad diagndstica para la deteccion precoz de infeccion por

T cruzi.
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Capitulo 2:

El objetivo del trabajo fue evaluar la validez diagnéstica de dos pruebas de diagnéstico
rapido (PDR's) en pacientes con sospecha de enfermedad de Chagas crénica. Se
presenta un estudio prospectivo, los criterios de inclusién fueron ser mayor de 3 afios
de edad, haber firmado el consentimiento informado y como criterio de exclusion haber
recibido tratamiento previamente para la infeccion de T. cruzi. La poblacion de estudio
fueron los participantes que asistieron a las actividades de cribado realizadas en zona
rural y urbana en el departamento de Boyacé, Colombia. A todos los participantes se
les realizé dos PDR's: Chagas Detect Plus InBios CDP y Chagas Stat-Pak CSP y como
estandar de referencia los test ELISA Chagas Ill GrupoBios y Chagas ELISA I1gG+IigM
| Vircell. En caso de resultados discordantes en las dos pruebas de ELISA, se realizo
indirect immunofluorescence. Se incluyeron 305 personas (38 pacientes con
leishmaniasis), de los cuales 215 fueron negativos para T cruziy 90 positivos segun el
estandar de referencia. La sensibilidad de las PDR's fue 100% (Cl 95% 95.9 — 100),
la especificidad de CDP 99,1% (CI 95% 96.6 — 99.8) y de CSP 100% (Cl 95% 98.3 —
100). La concordancia de CDP fue de 99.5% y la de CSP 100% con un valor de Kappa
(k=99.1; Cl 95% 92.6-99.8%) y (k=100; ClI 95% 94.3-100) respectivamente. No
presentaron reaccion cruzada con las muestras de pacientes positivos para
leishmaniasis. Los hallazgos del presente estudio muestran los excelentes resultados
de las PDR's en cuento a validez, seguridad y reproducibilidad. Los resultados
obtenidos respaldan la recomendacién de utilizar estas pruebas en el contexto
epidemiologico colombiano en areas endémicas, en las que no se tienen o son
escasas las instalaciones de laboratorio para realizar el diagnéstico por pruebas
convencionales y ayudar a diagnosticar la enfermedad y asi mejorar el acceso al

tratamiento lo antes posible.
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ABSTRACT

Capitulo 1:

The objective of the work was to determine the diagnostic validity of the PDR's and the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) among individuals with suspected
Chagas disease. A search was carried out in the PubMed, LILACS, WOS and SCOPUS
databases. Comparative and non-comparative study type articles were included in
English, Spanish or Portuguese. Subgroup analysis and meta-regression were used to
identify sources of heterogeneity. The QUADAS-2 tool was used to assess the quality
of the studies and the Deeks asymmetry test to assess publication bias. The results
were expressed graphically by plotting the estimates of sensitivity and specificity and
95% confidence intervals (Cl) with forest-plots. Forty-three studies were included, 27
evaluated ELISA tests, 14 PDRs and two evaluated both types of tests. The combined
sensitivity and specificity of the ELISAs was 99% (95% CI 98-99) and 98% (95% CI 97-
99) and of the PDR's 95% (95% Cl 94-97) and 97% (95% CI 96-98) respectively. In
the ELISA test, the sensitivity estimates by subgroups were similar, the subgroup at
low risk of bias was the one with the lowest specificity and the non-endemic area the
one with the highest. In the PDRs, the specificity was higher for the comparative design
than for the non-comparative design, and the sensitivity was higher for the non-
comparative design subgroup than for the comparative design. Publication bias was
detected for the ELISA tests (p-value <0.01), but not for the PDRs (p-value = 0.64). The
ELISA and PDR tests are highly valid diagnostic tests for the diagnosis of chronic CD,

and have excellent diagnostic utility for the early detection of T cruzi infection.
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Capitulo 2:

The objective of the work was to evaluate the diagnostic validity of two rapid diagnostic
tests (PDR's) in patients with suspected chronic Chagas disease. A prospective study
is presented; the inclusion criteria were being over 3 years of age, having signed the
informed consent and as exclusion criteria having previously received treatment for T.
cruzi infection. The study population was the participants who attended the screening
activities carried out in rural and urban areas in the department of Boyaca, Colombia.
Two PDRs were performed on all participants: Chagas Detect Plus InBios CDP and
Chagas Stat-Pak CSP and as a reference standard the Chagas Il GrupoBios ELISA
and Chagas ELISA IgG + IgM | Vircell tests. In case of discordant results in the two
ELISA tests, indirect immunofluorescence was performed. 305 people (38 patients with
leishmaniasis) were included, of which 215 were negative for T cruzi and 90 positive
according to the reference standard. The sensitivity of the PDR's was 100% (Cl 95%
95.9-100), the specificity of CDP 99.1% (Cl 95% 96.6-99.8) and CSP 100% (CI 95%
98.3-100). The agreement of CDP was 99.5% and that of CSP 100% with a Kappa
value (k=99.1; Cl 95% 92.6-99.8%) and (k = 100; Cl 95% 94.3-100) respectively. They
did not cross-react with the samples from patients positive for leishmaniasis. The
findings of the present study show the excellent results of the PDR's in terms of validity,
safety and reproducibility. The results obtained support the recommendation to use
these tests in the Colombian epidemiological context in endemic areas, where there
are no or few laboratory facilities to perform the diagnosis by conventional tests and

help diagnose the disease and thus improve access to treatment as soon as possible.
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1. INTRODUCCION
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1.1 Trypanosoma cruzi

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas EC es causada por el parasito
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), que es un protozoo flagelado. Se clasifica entre el subfilo
Mastigophora, orden Kinetoplastida, se caracteriza por tener una organela en la
mitocondria de la célula que se conoce como cinetoplasto. Pertenece a la familia
Trypanosomatidae, dentro de la cual se encuentra el subgénero Schyzotrypanum (1).
Los trypanosomatidos presentan ciclos de vida complejos con diferentes estadios de
desarrollo que se alternan entre hospederos vertebrados e invertebrados. El ciclo de
vida de T. cruzi (Figura 1) presenta varias formas evolutivas en los hospederos
mamiferos y en los triatominos vectores: tripomastigote, amastigote y epimastigote. El
tripomastigota metaciclico (en el vector) o hematico (en el huésped vertebrado) se
describe con forma de “C” pequefa (16-20 ym) con un gran kinetoplasto cerca del
extremo posterior, y una corta membrana ondulante con flagelo libre. La forma
amastigota (1,5-4,0 ym) se presenta dentro de las células del hospedero mamifero, en
la cual el parasito se divide por fision binaria. Los epimastigotes corresponden a la
forma de reproduccion dentro del vector y en medios de cultivos axénicos y ademas
de poseer un mayor tamano (35-40 um) que los tripomastigotes, el kinetoplasto se

encuentra situado anterior al nucleo (2).
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Figura 1. Ciclo de vida

1. Los huéspedes definitivos son los animales vertebrados salvajes, domésticos, y los humanos. 2. Los vectores
son los insectos conocidos como “pitos” quienes contraen los tripomastigotes circulantes en sangre al picar a los
huéspedes infectados con la enfermedad de Chagas. En el tubo digestivo del insecto se hallan los tripomastigotes
(2a), epimastigotes (2b), y en el recto y las deposiciones se encuentran los tripomastigotes metaciclicos que son la
forma infectante para los vertebrados (2¢). 3. El humano adquiere la infeccidn con las deposiciones del vector, que
guedan en piel 0 mucosas mientras ocurre la picadura. 4. Los parasitos intracelulares afectan diferentes tejidos
como el corazon y el tracto gastrointestinal. La infeccion comienza con los tripomastigotes metaciclicos (4a), los
cuales se multiplican intracelularmente convirtiéendose en amastigotes (4b), y luego aparecen tripomastigotes
circulando en sangre periférica infectantes para el vector (4c). Figura extraida de (3)

Dentro de su amplia variabilidad T cruziha sido dividido en seis unidades discretas de
tipificacion (Discreet Typing Units, DTU): Tcl, Tcll, Tclll,TclV, TcV y TcVI (4,5).
Ademas, se han descrito nuevos genotipos como el Tc Bat, asociado con murciélagos
en Brasil, Panama y Colombia (6,7). La DTU Tc | se encuentra mas ampliamente
distribuida tanto en el ciclo selvatico como en el doméstico. La infeccion en humanos
por Tc | ocurre principalmente en América Central y se esta asociado a mayor dafo
cardiaco (8). Tcll, Tc Vy 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 (5).
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1.2 Vias de transmision

El T. cruzi puede ser transmitido de varias formas, pero principalmente se da por
transmision vectorial por el contacto de la piel y/o las mucosas con heces de
triatominos infectados, que al picar depositan sobre el huésped materia fecal que porta
tripomastigotes metaciclicos, los cuales pueden ingresar por rascado a través de los
orificios de la picadura o por discontinuidad en la piel; ademas por las conjuntivas
oculares y/o nasales. Otras formas de transmision son: la via oral, que ocurre por el
consumo de alimentos o bebidas contaminados en la mayor parte de los casos con
heces de triatominos infectados, la transmision transfusional, que ocurre por la
presencia de tripomastigotes vivos e infectantes en la sangre de donantes, la
transmision accidental, por puncién u otro tipo de contacto con material contaminado
con el parasito y la forma congénita, que ocurre por el paso del parasito a través de la

placenta hacia el feto (9).

1.3 Patogenia

La patogénesis de la EC tiene un gran componente de factores inmunologicos. En la
fase aguda el dafio organico se debe a la accion directa del parasito en los tejidos y a
la respuesta inflamatoria aguda del huésped (10). Los amastigotes de T. cruzi se
reproducen dentro de diferentes células. La lesion inflamatoria, que se desarrolla en la

puerta de entrada se conoce con el nombre de chagoma (3).

Pasada la fase aguda se presenta una respuesta inmune que lleva a la disminucion de
la parasitemia y localiza la infeccion en algunos focos selectivos, esto constituye la
fase de latencia en la cual el paciente es asintomatico, independiente de las
alteraciones que inician en los plexos parasimpaticos del corazén y del tubo digestivo.
Este periodo va desde el final de la fase aguda, hasta la aparicién de los primeros

sintomas de la fase cronico (3).
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La fase crdnica se caracteriza por parasitemia reducida y lesiones tipicas en el corazon
o en el tubo digestivo, el compromiso mas importante es la cardiopatia chagésica. La
evidencia cientifica sugiere que la respuesta inmune inflamatoria del huésped junto
con la virulencia y el tropismo de la DTU por el tejido son los dos determinantes mas
importantes de progresion (9).

1.4 Manifestaciones clinicas

En la historia natural de la enfermedad de Chagas (EC) se presentan dos fases: aguda
y cronica. En la fase aguda, los individuos que no reciben tratamiento especifico
evolucionan a la fase cronica de la infeccion. En esta fase, del 50 al 70% de las
personas con la infeccion no desarrollaran afectacion organica alguna, y pueden
permanecer en este estado durante el resto de sus vidas (forma indeterminada de la
infeccion) (3). La clinica se inicia entre 7 y 10 dias tras la infeccion por T.cruzi, y
consiste normalmente en sintomas leves e inespecificos que se asemejan a un cuadro
gripal (fiebre, malestar general, hepatoesplenomegalia) (11). En raras ocasiones se
aprecia una zona de inflamacién cutanea (chancro) o un edema palpebral unilateral e
indoloro (signo de Romafa) que indica el lugar de inoculacién. 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 0 meningoencefalitis (9).

Sin embargo, transcurridos en ocasiones 20-30 afios o mas, el 30-50% de los
individuos presentara alteraciones principalmente cardiacas o compromiso de visceras
huecas, especialmente en eséfago y colon, aunque esta forma digestiva es poco
frecuente en algunos paises, estas manifestaciones clinicas les puede ocasionar una

importante morbilidad e incluso en algunos casos la muerte (3).

1.5. Epidemiologia

Desde el punto de vista epidemioldgico a nivel regional, la EC es uno de los principales
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problemas de salud publica que afecta a la poblacion latinoamericana. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud OMS, hay entre 6 y 7 millones de personas
infectadas con el parasito en el mundo en zonas endémicas de 21 paises de América
Latina y 52 millones viven en zonas de riesgo de transmision de vectores (12). Es la
tercera infeccion parasitaria mas comuan en el mundo, es una enfermedad emergente
en Espafa, Estados Unidos y otros paises no endémicos (13) (Figura 2). En las
Américas hasta el 99% de los casos de EC y mas del 90% en Europa estan sin
diagnosticar (14). Colombia enfrenta varias barreras para el diagnostico de la infeccion
por T. cruzi, solo el 1.2% de la poblacion en riesgo ha sido examinada, mientras que

0.3 a 0.4% de los casos han recibido tratamiento etiologico (15).

Figura 2. Distribucioén de la enfermedad de Chagas en el mundo (16)

En Colombia la prevalencia se reporta entre 700.000 y 1°200.000 habitantes infectados
y 8°000.000 individuos en riesgo de adquirir la infeccion (17-19) . Los departamentos
con mayor endemia son Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Boyaca,
Casanare y Arauca y mas recientemente en comunidades de la Sierra Nevada de

Santa Marta (17,19,20) (Figura 3). La infeccion por T. cruzi se ha detectado
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adicionalmente a lo largo del valle del rio Magdalena, en la region del Catatumbo, el
piedemonte de los Llanos Orientales y la Serrania de la Macarena (19,20). En estudios
realizados en diferentes departamentos de Colombia se han reportado las siguientes
prevalencias, Sierra Nevada de Santa Marta 36,9% (20); Casanare 16,9% (21),
Boyaca 7,8% (22), Santander 3,2% (23) y Guaviare 2,07; Vaupés 0,79% y Amazonas
con 0,09% (24).

Prevalence x 100
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Figura 3. Distribucion de la prevalencia de la Enfermedad de Chagas en
Colombia (25)

1.6. Diagndstico
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1.6.1. Diagndstico parasitolégico

Durante la fase aguda de la infeccion, los parasitos circulantes en sangre son
abundantes y los métodos directos son los mas adecuados. El diagnostico directo esta
encaminado a detectar la presencia directa del pardsito o bien la presencia de
biomoléculas relacionadas con este. Existen diferentes técnicas basadas en la
observacion directa de formas moviles de tripomastigote como son la observacion
microscoépica en fresco, gota gruesa, técnicas de concentracion como el método de
Strout (26). Cuando la parasitemia es baja, como como es el caso de la fase cronica,
es posible recurrir a métodos de amplificaciéon biolégica como el hemocultivo o el

xenodiagnostico (27) (Figura 4).
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Figura 4. Métodos de diagnostico directo de 'T. cruzi. Figura extraida de (26).

1.6.2. Diagndstico seroldgico

El diagnostico seroldgico en la fase cronica de la EC, esta basado en la deteccién de
anticuerpos circulantes mediante reacciones convencionales por medio de ensayos de
inmunodiagnostico que se clasifican dependiendo de si emplean lisado de parasito

completo (convencionales), o si incluyen antigenos recombinantes o péptidos
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sintéticos (no convencionales). Las pruebas rapidas también se emplean en
circunstancias especiales. Todas estas pruebas estan disefiadas para encontrar
anticuerpos IgG, que estan presentes en grandes concentraciones y muestran una alta
afinidad (28).

1.6.2.1 Métodos convencionales

Los métodos mas utilizados son el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima
(ELISA), Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y Hemaglutinacion Indirecta (HA) (29). 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 (30). Por su parte el ELISA
convencional, aunque ofrece mas flexibilidad en cuanto a su composicion, suele usar
extracto total del parasito como antigeno. La IFl es de interpretacion subjetiva y
operador dependiente, 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 (31) (Figura 5).

5 -

Figura 5. Prueba de ELISA. Figura extraida de (26)
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A falta de una técnica lo suficientemente sensible y especifica para el diagndstico de
la EC, la OMS acepta como parametro de diagnostico de laboratorio los resultados
positivos en dos pruebas basadas en principios inmunoldgicos diferentes y en casos
discordantes una tercera prueba, esto debido a la diferencia antigénica de la
composicion de los métodos (32,33).

Actualmente en Colombia el algoritmo de diagnéstico seroldgico incluye el uso de dos
pruebas de ELISA en serie, de diferente principio y diversos tipos de antigeno
(antigenos totales, péptidos sintéticos o recombinantes) con una alta sensibilidad y
especificidad (29). Estas pruebas de laboratorio requieren personal cualificado, asi
como equipos e infraestructura que no estan disponibles en la mayoria de las zonas
donde la enfermedad es endémica, ademas que los resultados pueden demorarse por
varias semanas debido a razones logisticas y operacionales. La falta de acceso al
diagnostico es, por lo tanto, uno de los principales obstaculos para el inicio del
tratamiento de la EC (34).

1.6.2.2. Métodos no convencionales

Existen una serie de pruebas recientes basadas en diferentes metodologias que se
han empleado para el diagnéstico serologico de la enfermedad de Chagas. El mas
empleado es la quimioluminiscencia, que esta disponible comercialmente y se utiliza
en muchos bancos de sangre (Chemiluminescent Microparticle Immuno Assay, CMIA).
La sensibilidad es de alrededor del 100%, pero la especificidad puede ser menor, por
lo que es fundamental utilizar este tipo de prueba junto con una convencional, por lo

gue pueden servir en un contexto de combinacion de pruebas diagndsticas (35).

Otras pruebas no convencionales son RIPA (radioinmunoensayo de glucoproteinas de
72 y 90 KDa), es la técnica confirmatoria de referencia en los Estados Unidos, las
pruebas de Western blot (TESA-blot) utiliza antigenos de excrecién-secrecion de

tripomastigote de la cepa Y de T. cruziy demuestra ser una herramienta util tanto en
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infeccion aguda y congénita, como en confirmacion en caso de serologia discordante,
con tasas de sensibilidad y especificidad cercanas al 100% en area endémica, los
ensayos liticos que incluyen citometria de flujo (no comercialmente disponible) (28). 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 (36). 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 (37).

1.6.2.3. Pruebas rapidas

Existen varias PDR’s pueden ser cualitativas o semicuantitativas. Se basan en
diferentes principios de prueba: inmunocromatografia, aglutinacion de particulas,
inmunofiltracion e immunodot, basadas en antigenos diferentes; algunas utilizan un
antigeno multi-epitope y otras emplean una combinacion de proteinas recombinantes
para detectar la infeccion por T.cruzi, son faciles de realizar, emplean cantidades
minimas de muestra (sangre total), proporcionan resultados rapidos, no requieren de
personal de laboratorio especializado, equipos eléctricos (38) Se han realizado
estudios en diversos paises en los que han evaluado pruebas rapidas obteniendo
resultados diferentes en la sensibilidad y especificidad de acuerdo al pais, siendo
importantes factores como la variacién geografica (qQue podria estar relacionada con
las diferentes cepas del parasito), incidencia, tasa de transmision y prevalencia de la
enfermedad (39,40)

1.6.3 Diagndstico molecular

El diagndstico molecular se utiliza fundamentalmente para: (i) el diagnostico precoz de
la transmision congénita cuando la presencia de anticuerpos maternos puede llevar a
resultados falsos positivos y la microscopia no tiene suficiente sensibilidad (ii) el

diagndstico de infeccion por transmisién oral (iii) la deteccion temprana de infeccion en
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receptores de 6rganos provenientes de donantes con EC, (iv) la monitorizacion de la
reactivacion por inmunodepresion en pacientes cronicamente infectados y (v) la
evaluacion de la respuesta al tratamiento, ya que la seroreversion serolégica en
pacientes tratados puede tardar afios (41).

En las ultimas décadas, la deteccion de ADN de T. cruzien sangre periférica mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha utilizado cada vez mas. Las dianas
mas utilizadas son la region variable del ADN del minicirculo del kinetoplasto,
secuencias repetidas en el ADN satélite o genes del ARN ribosomal (41) (Figura 6).
Otro método molecular es la amplificacion isotérmica de ADN mediada por asas
(LAMP), es capaz de amplificar grandes cantidades de ADN dentro de los 30 a 60 min
de incubacion a 60-65 °C, empleando un disefio complejo de secuencias de cebadores

y ADN polimerasa de Bst de desplazamiento de cadena (28).

Figura 6. Diagnéstico molecular por PCR de 'T. cruzi'. 1) toma de muestra
sanguinea o tejido; 2) aislamiento del ADN total; 3) generacion de copias de ADN
especificas del parasito; 4-5) analisis de los resultados mediante electroforesis usando

muestras de referencia (positivas y negativas). Figura extraida de (26).
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1.7 Tratamiento

El tratamiento etioldgico utilizado en la EC en humanos son los farmacos Benznidazol
(BNZ) y Nifurtimox (NFX). Las tasas de respuesta terapéutica estan en funcion sobre
todo de la fase de la enfermedad y de la zona geografica. En la fase aguda de la
enfermedad ambos medicamentos presentan una aceptable tasa de curacion, entre el
65 y el 80% de los pacientes, llegando a tasas por encima del 95% en casos de
transmision congénita tratados de manera precoz. En los casos de infeccion cronica
se consiguen tasas de curacion entre el 15y el 40%, aungque con un grado de evidencia
mucho menor (42,43).

Una de las limitaciones que presenta el tratamiento son los efectos adversos que
experimentan los pacientes: con el BNZ, las principales son nauseas, cefalea,
anorexia, las reacciones que mas inducen a su abandono son las derivadas de la
hipersensibilidad cutanea; y con el NFX anorexia, vomito, pérdida de peso y algunas

veces, transtornos neuropsiquiatricos (44).

1.8 Control

Originalmente (hace mas de 9000 afios) T. cruzi solo afectaba a los animales salvajes;
fue después cuando se propago a los animales domeésticos y los seres humanos.
Existe un gran niumero de animales silvestres que sirven de reservorio de T cruzi en
las Américas, esto hace mas dificil poder erradicar la EC. Los objetivos de control
consisten en eliminar la transmisién y lograr que la poblacion infectada y enferma

tenga acceso temprano a la atencion de salud.

No hay vacuna contra la enfermedad de Chagas. T. cruzipuede infectar a muchas
especies de triatominos, la gran mayoria de los cuales se encuentran en la Region de
las Américas. El control de vectores ha sido el método mas eficaz de prevencion en

esta region. El cribado de la sangre es necesario para prevenir la infeccion por
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transfusiones sanguineas y el trasplante de 6rganos y para aumentar la deteccion y el

cuidado de la poblacion afectada en todo el mundo (12).

Segun la zona geogréfica, la OMS recomienda los siguientes métodos de prevencion
y control: (i) rociamiento de las casas y sus alrededores con insecticidas de accion
residual, (ii) mejora de las viviendas y su limpieza para prevenir la infestacion por el
vector, (iii) medidas preventivas personales, como el empleo de mosquiteros; buenas
practicas higiénicas en la preparacion, el transporte, el almacenamiento y el consumo
de los alimentos, (iv) desarrollo de actividades de informacién, educacion y
comunicacion contextualizadas para los diferentes actores y escenarios sobre las
medidas preventivas y los instrumentos de vigilancia, (v) cribado de la sangre donada,
(vi) pruebas de cribado en 6rganos, tejidos o células donados y en los receptores de
estos, (vii) acceso al diagnostico y el tratamiento para las personas en las que estée
indicado o recomendado el tratamiento antiparasitario, especialmente los nifios y las
mujeres en edad fecunda antes del embarazo (viii) cribado de los recién nacidos y
otros hijos de madres infectadas que no hayan recibido antes tratamiento

antiparasitario para diagnosticarlos y tratarlos precozmente (12).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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2.1. Justificacion del estudio

La tripanosomiasis americana o EC es causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), un microorganismo endémico en América Latina y transmitido por vectores de
diversas especies de la subfamilia Triatominae (1). En las Américas hasta el 99% de
los casos de EC y méas del 90% en Europa estan sin diagnosticar (14). Colombia
enfrenta varias barreras para el diagndstico y el tratamiento de la infeccion por T. cruzi,
solo el 1,2% de la poblacién en riesgo ha sido examinada, mientras que 0,3 a 0,4% de
los casos han recibido tratamiento etioldgico (15). El diagnostico serolégico en la fase
cronica de la EC, esta basado en la deteccién de anticuerpos circulantes mediante
reacciones convencionales por medio de ensayos de inmunodiagnostico tales como,
ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA), Inmunofluorescencia Indirecta
(IF1), Hemaglutinacion Indirecta (HAI), quimioluminiscencia (ChLIA) y Western
blot/Inmunoblot (29).

La OMS acepta como parametro de diagndstico de laboratorio los resultados positivos
en dos pruebas basadas en principios inmunologicos diferentes y en casos
discordantes una tercera prueba (32,33). Actualmente en Colombia el algoritmo de
diagndstico seroldgico incluye el uso de dos pruebas de ELISA en serie, de diferente
principio y diversos tipos de antigeno (antigenos totales, péptidos sintéticos o
recombinantes) con una alta sensibilidad y especificidad (29). Estas pruebas de
laboratorio requieren personal cualificado, asi como equipos e infraestructura que no
estan disponibles en la mayoria de las zonas donde la enfermedad es endémica,
ademas que los resultados pueden demorarse por varias semanas debido a razones
logisticas y operacionales. La falta de acceso al diagndstico es, por lo tanto, uno de

los principales obstaculos para el inicio del tratamiento de la EC (34).
En el afio 2007, en diversos foros cientificos y en el 2010 en la 632 Asamblea Mundial

de la Salud, se expreso la necesidad urgente de nuevas herramientas de diagnéstico

simplificadas, idealmente a través de las PDR’s, para la deteccién de la infeccion por
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T. cruzi/ EC; la disminucion del sub diagndstico en &reas remotas donde el diagnostico
no es accesible por técnicas convencionales y la necesidad de tratamientos oportunos
(45) . Las PDR’s presentan diferentes ventajas para la realizacion del diagnéstico de
la EC como la no refrigeracion, emplear poca cantidad de muestra (sangre total) y la
obtencién de resultados rapidos entre otros, esto hace que estas pruebas sean utiles
en zonas endémicas rurales y rurales dispersas en las cuales no se tienen facilidades

de realizar el diagnéstico de la EC.

Por lo anterior es importante conocer la eficacia, en términos de sensibilidad y
especificidad, de estas pruebas en el contexto epidemioldgico colombiano, para
ampliar los programas de diagnostico y permitir el acceso al tratamiento de forma mas

rapida, evitando que el paciente desarrolle alteraciones cardiacas.

2.2. Objetivos capitulo 1

2.2.1. Objetivo general:

Determinar la validez diagndstica de las PDR y el ensayo por inmunoabsorcion ligado

a enzimas (ELISA) entre individuos que presentan sospecha de EC crénica

2.2.2. Objetivos especificos:

1. Estimar, a partir de los estudios publicados, la sensibilidad y especificidad de
las pruebas de ELISA y PDR para el diagnostico de la EC cronica.

2. Evaluar la calidad de los estudios sobre la validez de las pruebas de ELISA y
PDR para el diagnéstico de la EC cronica.

3. Evaluar la sensibilidad y especificidad de las pruebas de ELISA y PDR para el
diagndstico de la EC crénica, segun subgrupos definidos en los estudios

4. Estudiar el sesgo de publicacion de los estudios sobre la validez de las pruebas

de ELISA y PDR para el diagnéstico de la EC cronica.

2.3. Objetivos capitulo 2:
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2.3.1. Objetivo general:

Evaluar la validez diagnéstica de dos pruebas de diagnéstico rapido (PDRs) en
pacientes con sospecha de EC cronica.

2.3.2. Objetivos especificos:

1. Estimar los indices diagnésticos de validez de dos pruebas de diagndstico
rapido en suero, utilizando como pruebas de referencia una prueba de ensayo
de inmunoabsorcion enziméatico (ELISA) de antigenos totales y una prueba de
ELISA de Antigenos recombinantes

2. Establecer la concordancia entre las dos pruebas de diagnéstico rapido, la
prueba de ensayo de inmunoabsorcion enzimatico (ELISA) de antigenos totales
y la prueba de ELISA de antigenos recombinantes.

3. Evaluar la reactividad cruzada con sueros de pacientes con evidencia

serologica de leishmaniasis
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3. METODOS
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3.1. Capitulo 1:

3.1.1. Estrategia de busqueda

Esta revision sistematica y metanalisis se llevé a cabo de acuerdo con las directrices
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis)
(46). Se utilizé la estrategia estandar de busqueda descrita en el Manual The Joanna
Briggs Institute JBI en el que se incluyeron tres pasos: una busqueda limitada inicial
para identificar palabras clave relevantes y términos de indexacion; seguida de una
bdsqueda exhaustiva en las bases de datos incluidas (PUBMED/MEDLINE;
SCOPUS; ISIWeb/Web of Sciencey LILACS). Se realiz6 contacto por correo
electronico con los principales autores de los articulos incluidos para indagar sobre
datos faltantes o plantear inquietudes con respecto a los estudios (47). Las busquedas
se realizaron entre mayo de 2020 a agosto de 2020, en las cuatro bases de datos
seleccionadas, en la estrategia de busqueda se combinaron los siguientes términos:
("Chagas Disease"[MeSH] OR  “Trypanosoma cruzi"[MeSH]) AND  (ELISA
OR(enzyme AND linked AND assay) OR rapid diagnosis test OR (rapid AND
diagnosis AND test))) AND (sensitiv*[Title/ Abstract]
OR sensitivity and specificity[MeSH Terms] OR diagnos*[Title/Abstract] OR
diagnosis[MeSH:noexp] OR diagnostic*[MeSH:noexp] OR
diagnosis, differential [MeSH:noexp] OR diadnosis

Subheading:noexp] OR“Reproducibility of Results"[Mesh] reliability OR reproducibilit
y)-

3.1.2. Seleccion de estudios

Dos revisores (SHSC-LXRL), evaluaron de forma independiente y enmascarada, los
titulos y resimenes de los articulos. Los desacuerdos se resolvieron por consenso.
Los resumenes fueron seleccionados para la evaluacién de texto completo si sus
objetivos eran: estimar la sensibilidad o la especificidad de las PDR y ELISA para la

enfermedad de Chagas cronica; estimar la validez de ELISA o PDR para la
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enfermedad de Chagas cronica; estimar cualquier medida de validez para ELISA o
PDR para la enfermedad de Chagas cronica, como la razén de verosimilitud, la
precision, la tasa de error, el DOR, el &rea bajo la curva ROC o los valores predictivos;
la variabilidad (confiabilidad) dentro de la prueba de una PDR o ELISA para la
enfermedad de Chagas cronica. También se verifico el cumplimiento de los criterios
de seleccién establecidos: articulos de disefios como comparativos y no comparativos
en idioma inglés, espafiol o portugués; estandares de referencia adecuados para el
diagnéstico de EC; solo se incluyeron resimenes con voluntarios humanosy con
muestras de seres humanos, y que no indicaran que las pruebas estuvieran en un
escenario de verificacion de curacion; o estudios relacionadas exclusivamente con
infeccion aguda o recién nacidos, finalmente tampoco se incluyeron estudios

con datos mixtos de pacientes con infeccion aguda y cronica.

3.1.3. Extraccion de datos.

Dos autores (SHSC-LXRL)) realizaron en forma independiente la extraccion de los
siguientes datos: autor/es, afio de publicacién, prueba indice, prueba de referencia,
periodo de estudio, pais de implementacion, tipo de participantes y sensibilidad y
especificidad, disefio del estudio (clinico comparativo o tipo “caso-control”, en el que
se incluyen un grupo de pacientes diagnosticados de la enfermedad y un grupo de
pacientes sin este diagnostico, versus disefio no comparativo, en el que a una serie
consecutiva y representativa de pacientes con sospecha de la enfermedad se les

aplica la prueba a evaluar y la prueba de referencia.
finalmente se extrajeron los hallazgos mas relevantes, esta informacion se registré en

una hoja de calculo electronica en Excel, proceso que fue verificado por un tercer autor

(CSC), con enmascaramiento frente a los resultados de los demas autores.
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3.1.4. Evaluacion de la calidad metodoldgica

Tres autores (SHSC-LXLR-CSC) realizaron la evaluacion de la calidad metodolégica
y el riesgo de sesgo de los estudios incluidos, de manera ciega e independiente
mediante la herramienta QUADAS-2 (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy
Studies-2) (48), que comprende cuatro dominios: seleccion de pacientes, que aborda
el riesgo de sesgo de seleccion (forma en que se seleccionaron los pacientes para el
estudio); prueba indice, (que valora aborda el riesgo de sesgo debido a la forma como
se realizo e interpreto la prueba indice); prueba de referencia (riesgo de sesgo debido
a la forma en que se realiz6 e interpret6 la prueba de referencia); y flujo y tiempo, que
investiga el riesgo de sesgo atribuible al orden en que se realizaron las pruebas de
indice y de referencia en el estudio (si hay una demora prolongada entre la realizacion
de las dos pruebas, el estado del paciente puede cambiar y, por lo tanto, afectar los
resultados de la prueba posterior). Cada dominio se evalué en términos de riesgo de

sesgo, Yy los primeros 3 dominios también se evalian en términos de aplicabilidad.

3.1.5. Analisis de datos

El analisis estadistico se bas6 en una descripcion de los estudios seleccionados. La
sensibilidad y especificidad fue modelada de forma bivariada con modelos de efectos
aleatorios (EA) binomial-normal, y con suposicién de Gold standard (GS) o de Gold
standard imperfecto (GSI). Los modelos con GS fueron ajustados con enfoque

Bayesiano y clasico, y el modelo GSI s6lo con enfoque Bayesiano.

Se evaluaron seis posibles modelos para GS de acuerdo al tipo de distribucion que
sigue el RE (normal o mixtura de normal) y el tipo de link (logit, cloglog y probit). La
seleccion del mejor modelo fue realizada de acuerdo al deviance information criterion
(DIC), menor con al menos dos puntos de diferencia, para los modelos Bayesianos, y
con el Likelihood Ratio Test (LRT) para los modelos clasicos. El modelo con un DIC

menor fue el que se considerd con mejor ajuste. Los analisis se realizaron con los

36



softwares R 1.3 (bamdit::plotcompare y metaddiag::meta regresion) (49), Stata 15
(metandi) (50), midas y JAGS. La especificacion del modelo con mejor ajuste (en
bamdit metadiag) fue reproducido de la manera mas similar en el resto de los paquetes
(metaddiag: Binomial-normal con probit, y metandi e IGS: Binomial-normal con logit)
para facilitar las comparaciones.

Los resultados de los estudios se expresaron graficamente con las estimaciones de
sensibilidad y especificidad y sus intervalos de confianza (IC) del 95% a través de
gréficos forest-plots, y espacio ROC). La heterogeneidad fue explorada con el 12
bivariado (51).

Se realizaron meta-regresiones con los posibles modificadores de la validez
diagnostica con los modelos Bayesianos (bamdit plotcompare y metaddiag meta
regresion). Las variables consideradas de interés como moderadores de la validez
fueron: disefio de estudio (clinico comparativo 0 no comparativo), area de estudio
(endémica o no endémica), tipo de muestra (suero o sangre completa), riesgo del
estudio (bajo o alto riesgo de sesgo), tipo de prueba (comercial o "in house”). Todas
las variables fueron categorizadas a dos niveles para facilitar la comparacion de las
regiones predictivas y las estimaciones de precision. Se efectu6 un analisis de
sensibilidad excluyendo los valores atipicos influyentes. Los estudios influyentes
fueron revisados de acuerdo con el supuesto de que el intervalo de la distribucion
posterior del peso de los estudios debia incluir al uno. El sesgo de publicacion se
evaluod con el test de asimetria del funnel plot de Deeks, el cual se consider6 de alto
riesgo de sesgo con un valor de p < 0,1 (52). Todos los modelos ajustados asumieron

gue los sub-estudios eran independientes.

Los forest plots y los graficos SROC (sumary ROC curves) fueron realizados con el

programa DTAplots de R.
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El protocolo se registr06 en PROSPERO, registro prospectivo internacional de

protocolos de revision sistematica (numero de registro CRD42020186588).

3.2. Capitulo 2:

3.2.1. Disefo del estudio, ubicacién y muestreo de los participantes.

Se desarrollo un estudio observacional transversal con enmascaramiento, los criterios
de inclusién fueron ser mayor de 3 afios de edad y haber firmado el consentimiento
informado y como criterio de exclusion haber recibido tratamiento previamente para la
infeccion de T. cruzi. El estudio se implementd en areas urbanas y rurales de siete
municipios del departamento de Boyaca, de los cuales cinco: Soata, Tipacoque,
Chitaraque, Moniquira y Miraflores son zonas endémicas para la infeccion por T. cruzi
y dos municipios Otanche y San Pablo de Borbur endémicos para Leishmaniasis, pero
no para T. cruzi. El departamento de Boyaca tiene una poblacion de 1.278.000
personas (664.560 hombres y 613.440 mujeres) (53). El calculo del tamafio de la
muestra se realizé con el programa GRANMO (54): para estimar con una precision del
5% y un nivel de confianza del 95%, una sensibilidad y especificidad del 90% (40), el

tamafo de la muestra necesario fue de 305 sujetos.

La poblacién de estudio fueron los participantes que asistieron a las actividades de
tamizaje de campo realizadas en zona rural y urbana de los siete municipios incluidos
en el estudio. El trabajo de campo fue previamente planeado con un equipo de soporte
en cada una de las zonas que se encargd de las actividades de informacién y
educacion. Las personas fueron convocadas por medio de los técnicos del programa
de vectores de la Secretaria de Salud de Boyaca, entre junio de 2019 y noviembre de
2019, los cuales se inscribian para la participacion en el estudio, por iniciativa propia.
Se les explico de forma detallada el estudio; se realizé la firma del consentimiento
informado; se obtuvo sangre total mediante puncion en el dedo para la realizacion de

las PDR implementadas en terreno. En la misma visita se realiz6 una extraccion de 5
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ml de sangre por puncién venosa para el aislamiento del suero que fueron
transportadas al Laboratorio Departamental de Salud Publica de Boyacé (LDSP) para
luego realizar las pruebas de ELISA y de Inmunofluorescencia Indirecta IFI si se
necesitaba, de acuerdo al algoritmo diagnéstico para la EC autorizado en Colombia.

3.2.2. Pruebas seroldgicas convencionales y Pruebas de Diagndstico Rapido
(PDRs)

La estrategia diagnostica de referencia utilizada en el presente estudio se ha basado
en las pruebas seroldgicas convencionales sugeridas por el Laboratorio Nacional de
Referencia de Parasitologia del Instituto Nacional de Salud INS de Colombia (55), y
gue se usan de forma rutinaria dentro del programa de vigilancia de EC en el LDSP.
Todas las muestras se analizaron con el test ELISA Chagas Il GrupoBios®
[sensibilidad informada, 100%; especificidad, 100%] (56) y con la prueba Chagas
ELISA IgG+IgM 1| Vircell® [sensibilidad informada, 100%; especificidad, 98%] (57,58).
En caso de resultados discordantes en las dos pruebas de ELISA, se realizd IFA (59)
gue utiliza como antigeno (epimastigotes de T. cruzi cepas DTU Tcl colombianas,
cuando el resultado en esta técnica era positivo se consideraba caso confirmado. Las
pruebas se realizaron en muestra de suero siguiendo las instrucciones del fabricante
en el LDSP, el cual cumple con controles de calidad internos del método, con material
para control de calidad MQC y con controles de calidad externos y ensayos de aptitud
realizados por el INS y por Proasecal. Los resultados de las pruebas se interpretaron

como positivos o negativos.

Existen varias PDR para detectar la infeccion por T.cruzi, que presentan las ventajas
descritas anteriormente, frente a las pruebas convencionales y que tienen alta
sensibilidad y especificidad de acuerdo a lo reportado por diferentes autores
(40,60,61). En el presente estudio todas las muestras se analizaron con dos pruebas
de diagnostico inmunocromatografico basadas en antigenos diferentes: Chagas

Detect Plus (InBios International Inc., Seattle, USA) ® CDP (62) que utiliza un antigeno
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multi-epitope y Chagas Stat-Pak (Chembio Inc., Medford USA) ® CSP (63) que emplea
una combinacion de proteinas recombinantes. Para la realizacion de las PDR se

utilizaron pequefias cantidades de sangre total obtenida de puncion del dedo.

3.2.3. Analisis de datos

Para la estadistica descriptiva de las variables categoricas se le calcularon las
frecuencias, para las variables continuas (edad) se calcularon la media y desviacion
estandar DE. Para estimar la validez de las PDR, se calcularon la sensibilidad, la
especificidad, y el valor global de la prueba o eficacia del diagnostico ED (probabilidad
de que un individuo sea clasificado correctamente por la prueba). Para estimar los
valores predictivos de las PDR se hallaron el valor predictivo positivo (VPP), o
proporcion de pacientes con resultado positivo que realmente tenian la enfermedad, y
del valor predictivo negativo (VPN), o proporcién de pacientes con resultado negativo
gue no tenian la enfermedad. Se evalué la capacidad de las PDR para confirmar y

excluir la EC por medio de la razén de verosimilitud positiva LR+ y negativa LR-.

Para estimar la concordancia entre las dos PDR se calculo el coeficiente Kappa (k)
gue calcula la concordancia entre resultados, ajustada por la concordancia esperada
por el azar. La concordancia se consider6 para que un PDR
sea considerado fiable, si K > 0.8; un valor de k >0.8 y <0.9 indic6é una concordancia
muy buena, mientras que 0.9> k <1.0 se consideré excelente (64). El nivel de
significacién estadistica se establecié en 0.05. Los datos se analizaron con el

programa estadistico R (49).

3.2.4. Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el comité de bioética de la Universidad de Boyaca
mediante memorando CB 039-2019 del 24 mayo de 2019. Se obtuvo el consentimiento

informado firmado por parte de todos los participantes, en los menores de 18 afos el
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consentimiento fue firmado por el representante legal. Todos los participantes
recibieron los resultados individuales de la prueba y los que obtuvieron resultados
positivos recibieron asesoramiento médico sobre su estado de infeccion y fueron

notificados al LDSP de Boyaca.
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4. RESULTADOS
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4.1. Capitulo 1:

4.1.1. Selecciéon de Estudios

La figura 7 muestra el proceso de seleccidn de articulos, inicialmente se identificaron
897 publicaciones, 739 fueron eliminadas por duplicidad en bases de datos. De las
158 publicaciones restantes, 75 no cumplieron con los criterios de seleccion en la
revision por titulo y resumen; de los 83 articulos restantes se excluyeron 40 (17 por
disefio de estudio inadecuado, 9 porque el test de referencia no cumplié con los
criterios para diagnostico sugeridos por la OMS, 8 porque el test indice no
correspondia a las pruebas a analizar en la presente investigacion (ELISA y/o prueba
rapida), 4 porque la poblacion estudiada se encontraba en la fase aguda de la
enfermedad o eran estudios que analizaban sujetos en fase aguda y cronica, 2 porque
incluian pacientes con tratamiento previo para la enfermedad de Chagas).
Se incluyeron en definitiva 43 articulos a texto completo para el andlisis cualitativo y
cuantitativo. De los estudios seleccionados, 29 incluian 76 sub-estudios para la

prueba de ELISA y 16 incluian 39 subestudios para las PDR.
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§ Numero de estudios identificados en Estudios duplicados
8 bases de datos Scopus, Pubmed, > liminad P =739
£ WOS, Lilacs (n=897) eliminados (n=739)
]
Estudios tras la eliminacion de
los duplicados (n=158)

§’ Estudios evaluados en Estudios excluidos (n=75)

] titulo/resumen (n=158) d (Rewsugnes sustema'tlcas, o0

§ tipo de estudios)

v
Estudios incluidos para analisis | | Estudios excluidos luego de
a texto completo (n=83) analisis a texto completo
(n=40)
B ! n= 17 Disefio de estudio
%, Estudios incluidos en la m_adecuado '
@ - , \ _ n=9 Test de referencia
M| revision sistematica (n=43) Inadecuado
n=8 Test indice inadecuado
v n=6 Poblacion de estudio con

§ Numero de estudios incluidos criterio de exclusion

3 en el metaanalisis (n=43)

c

Figura 7. Diagrama de flujo de la seleccion de los estudios

4.1.2. Caracteristicas de los estudios

Respecto al andlisis descriptivo de los 43 estudios seleccionados (Tabla 1), éstos se
publicaron entre 2010 a 2019, incluyendo entre tres a seis estudios por afo, a
excepcion de 2015, afio en el que no se tiene ninguna publicacion. De estos, 27
evaluaron pruebas ELISA, 14 PDR y dos evaluaron los dos tipos de pruebas. Un total
de 33 articulos realizaron varios subestudios con mas de una prueba como
diferentes péptidos, estudios realizados en varios paises, diferentes laboratorios de
referencia o evaluacion de varias pruebas indice, cuyos datos fueron presentados y
analizados por separado en la presente investigacion. Seis articulos no presentaban

datos de sensibilidad y especificidad, pero se incluyeron teniendo en cuenta que
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indicaban los niumeros de verdaderos y falsos positivos y negativos; solo dos estudios
no presentaron estos datos, pero incluian el total de participantes, asi como el dato de
sensibilidad y especificidad. De los 43 articulos, se reporté un total de 30.356
participantes (de 56 a 10.284 individuos por estudio).

De acuerdo a la naturaleza de la muestra bioldgica, el 76,7% de las investigaciones
fueron realizadas en suero (35,39,40,60,65—-92), mientras que un 7% de los estudios
se realizaron en sangre venosa (31,93,94) 7% en sangre venosa y suero (40,95-97),
4,7% en sangre capilar (98,99), 2,3% en suero, plasma, sangre venosa y capilar (66) y
2,3% no reporté el tipo de muestra utilizada (71). De otra parte, de los 43 estudios
analizados, 12 incluyeron individuos con otras enfermedades para evaluar la reaccion

cruzada.

De los estudios donde se evaluaron pruebas ELISA, 18 se realizaron con ensayos “in-
house” (69,71,75,78,80,85,88-90,92,94-96,98-102), las marcas comerciales que
estuvieron presentes en mas de un estudio fueron Architect Chagas Abbott
(39,66,69,76,81,87), ELISA Chagas Il BIOSChile (39,72,87) y Chagatest® Wiener
(60,87). Se evaluaron once PDR diferentes, las pruebas que mas se incluyeron en los
estudios fueron Chagas Detect Plus InBios (31,80,82,95,98) con sensibilidad de 77.5%
a 99.3% y especificidad de 92.3% a 100%;Chagas Stat-Pak assay ChemBio
(31,77,96,98,102) 87% a 98.4% y 87.1% a 99.9% y WL Check Chagas Wiener
(68,97,102) 87.3% a 95.7% y 97% a 100% respectivamente. Chagas Stat-Pak assay
ChemBio fue evaluada en 2875 participantes que corresponden al 52% de la poblacién

total incluida en el analisis de este tipo de prueba.

De otra parte, el 74.4% de los estudios se localizaron en region endémica con
poblacién nativa de paises como Brasil, Argentina, Bolivia, Venezuela, Paraguay,
México, Colombia, Guatemala, Panama, Ecuador, Peru, Nicaragua, Honduras y Costa
Rica; y el 16.2% en regiones no endémicas, pero con poblacién migrante de paises
como Espafia, Estados Unidos, Italia, Suiza y Reino Unido. El 51,2% de los estudios
tuvieron un disefio no comparativo (39,40,60,65,66,68,69,71-75,78,80,85,93,95—
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99,101), mientras que el 46,5% fueron estudios de tipo comparativo,
(31,35,67,69,76,77,79,81,83,84,86-92,94,102,103) y solo un 2,3% correspondieron a
estudios mixtos (comparativos y no comparativos) (82).

De los 43 estudios analizados, 18 de ellos
(31,35,67,69,71,75,78,80,85,86,88,90,95,96,98,101-103) incluyeron individuos con
otras enfermedades para evaluar la reaccién cruzada, dentro de las que se
encontraban leishmaniasis cutdnea, mucocutanea, visceral y tegumentaria, sifilis,
hepatitis B y C, VIH, toxoplasmosis, HTLV, malaria, esquistosomiasis, dengue,
estrongiloidiasis, pacientes positivos para T. rangely, fiebre reumética, filariasis,
leptospirosis, rubeola, sarampion, linfoblastogénesis, tuberculosis, diabetes juvenil,
neurocisticercosis, teniasis, enfermedad de Kala-azar, Ilupus eritematoso,
megaesotfago idiopatico, blastomicosis sudamericana, brucelosis, absceso hepatico
amebiano, zika, larva migrans visceral, enfermedad de Lyme, parvovirus, Epsteir-barr,
citomegalovirus, ascariasis, Yy trichuriasis. Sin embargo, so6lo 13 de ellos
(31,35,69,71,80,84,85,88,90,94,96,98,103) reportan los porcentajes de reaccion

cruzada, que oscilaron entre 0 a 62.5%, principalmente con Leishmania spp.
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Tabla 1. Caracteristicas de los estudios incluidos.
. Pais de Numero de|Numero de| Total de .
WMM Autor / afo| Prueba indice | Prueba de referencia vwmm%o._u_ %_ e implementacion| enfermos | sanos |participantes _om_m_ﬁ.m_wﬂ Mwﬁ es Nmm“,:maﬂ_w Sensibilidad | Especificidad
1(88)| Bricefio | AgA-ELISA | (Bioschile Ingenieria No Venezuela 89 477 566 Participantes| Zona 98,8% 97,0%
2010 Genetica S.A declarado con linfoblast | endémica
Kit, BioKIT y Pharmat ogénesis y
est (Laboratorios Pha miocardiopati
rmatest) a chagasica
(inmunofluorescencia
de epimastigotes
Hemaglutinacién
indirecta y ELISA)
2 (67)| Aria 2016 | ELISA Chagas|Chagatest ELISA eco No Paraguay 33 23 56 Participantes | Zona 97.0% 91.0%
_a test ICS V.1 | mbinantev 3.0 de | declarado positivos para| endémica
Wiener. sifilis,
Aria 2016 | ELISA Chagas |BiosChile Test ELISA Hepatitis By 97.0% 95.0%
_b test ICS V.1 C, HIV,
HTLV.
Donantes de
sangre
3 (73)|Mendicino| WL Check (Chagatest ELISA, No Argentina 64 177 241 Estudio Zona 87,3% 98,8%
2014 _a Chagas Wiener Lab SAIC) | declarado realizado en | endémica
(Wiener Lab sangre total
SAIC, IHA (IHA
Argentina) | Chagas Poly- chaco,
Mendicino Hemos ww%mﬂmﬁ%\ SR 67 171 238 Estudio 95,7% 100%
2014 b ' realizado en
suero
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IFl en caso de
discordancia
4 (79)| Llano Chagas ELISA e IFI No Colombia 78 21 99 Participantes| Zona 96.0% 98.0%
2014 |(Trypanosoma declarado con endémica
cruzi) 1gG- No reporta marca leishmaniasis| y no
ELISA® y enfermedad| endémica
(NovaTec Imm cardiaca.
unodiagnostica Sintomaticos
GmbH) y
asintomaticos
5 (83)|Bergmann| Chagatest® |Inmunotransferencia No Brasil 122 39 161 Donantesde | Zona 99.0% 18.0%
2013 _a | (Wiener Lab, | con antigeno TESA | declarado sangre de |endémica
Argentina). (antigeno excretor- Brasil
secretor de T. cruzi)
Bergmann | CHAGATEK® 98.0% 75.0%
2013 b (Biolab- No reporta marca
Mérieux, Rio de
Janeiro, Brazil).
Bergmann |EIAgen T. cruzi 99.0% 53.0%
2013 ¢ IgG + IgM
(Adaltis, Bologn
a, ltaly)
6 (10| Acosta |Pruebainmuno| ELISA Chagas test No Paraguay 97 105 202 Participantes | Zona 97% 95%
4) 2013 _a |cromatografica IICS-UNA declarado positivos para| endémica
para toxoplasmosi
la deteccion cu s, sifilis,
alitativa de 1gG tuberculosis,
anti Trypanoso factor
ma cruzi reumatoideo
y hepatitis
Acosta [Test Inmunocro 51 43 94 Participantes 94% 100%
2013 b |matografico SD positivos para
Bioline - Korea toxoplasmosi
s, sifilis,
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tuberculosis,
factor
reumatoideo
y hepatitis
7 (85 da ELISA casera | ELISA y Ensayo de 2006 Brasil 60 54 114 Participantes| Zona 100% 100%
) |Silva 2012| IgG total y hemaglutinacion con endémica
_a subclases indirecta IHA enfermedad
IgG de Chagas,
total: dilucion | No reporta marca forma
1:40 indeterminad
da ELISA casera a, 100% 90,7%
Silva 2012 IgG alteraciones
b Ig G 1: dilucion cardiacas,
1:10 alteraciones
digestivas
da ELISA casera con o sin 100% 88,9%
Silva 2012 19G alteraciones
C Ig G 2: dilucion cardiacas
1:10
Participantes
da ELISA casera sanos, sin 95% 98,1%
Silva 2012 1gG enfermedad
d Ig G 3: dilucion de Chagas
1:20 con otras
enfermedade
s como VIH,
hepatitis C,
sifilis,
leishmaniasis
visceral,
leishmaniasis
tegumentaria
8 (10| Pimenta | ELISA IBMP- No 215 122 337 Zona 95,3% 100%
2) | 2019 a 8.1 declarado endémica
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Pimenta | ELISA IBMP- ELISAy Argentina, L 100% 100%
2019 b 8.4 hemaglutinacién Bolivia, Individuos de
indi area rural
indirecta Paraguay endémica
No reporta marca
9 (94)|Pierimarch ELISA In house ELISA, HAI No Venezuela 55 77 132 Migrantes y Zona 98,1% 100%
i 2013_a | automatizada | No reporta marca | declarado Italia donantes de |endémica
utilizando 2 sangre y no
antigenos de |(BIoELISA Chagas, Bi endémica
T. cruzi diferent okit, Espafia)
es (una (antigeno
proteina recombinante)
recombinante y
un extracto Prueba rapida
OOBU_Q._”O de comercial inmunomat
T. cruzi) TcF | ografica (Chagas
Pierimarch|  ELISA Quick 96,3% 100%
i 2013_b | automatizada | Test, Cypress Diagno
utilizando 2 stics, Bélgica)
antigenos de
T. cruzi diferent
es (una
proteina
recombinante y
un extracto
completo de
T. cruzi) IMT
10 (8 |Praast 201|Abbott Architec|BioMérieux ELISA cru No Alemania 655 9629 10284 Donantesde | Zona 99,8% 99,9%
9) 1 t Chagas zZi. declarado sangre de |endémica
Alemaniay y no
Prueba de pacientes de | endémica
Wiener Lab Chagas Brasil y
ELISA recombinante Guatemala,
3.0. Bolivia,
Argentina y
Abbott Chagas EEUU
confirmatory
immunoblot assay
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11 | Lozano | Chagas Stat- | ELISA de antigeno Abril a Bolivia 304 381 685 Habitantes de |  Zona 97,7% 97,4%
(61) | 2019 _a Pak lisado de Wiener y |agosto 2018 las ciudades de| endémica
(CSP; Chembio| recombinante de Yacuiba y Villa
Inc., Medford, Wiener Montes
USA) (provincia de
. . Gran Chaco,
Lozano |Chagas Detect | Discordancia: ELISA departamento 98,4% 87,1%
2019 _b Plus (Chagatek, de Tarija)
(CDP; InBIOS || Laboratorio Lemos,
nternational Buenos Aires,
Inc., Seattle, Argentina)
USA)
12 (8| Caicedo | TestELISA | ELISA e IFl casera |2014 a 2016 Colombia 256 245 501 Sueros del Zona 99,2% 97,9%
7) 2019 a Chagas Instituto | endémica
Il BIOS Hemaglutinacion Nacional de
Caicedo |Nonconvention indirecta Salud, 92,5% 97,5%
2019 b | al methods |(Wiener Chagatest H laboratorios
Synthetic Al) departamenta
peptides Umel . les de salud
isa Chagas S Antigenos publica,
UMA secretados- donantes de
excretados sangre
Caicedo 2| Recombinant |de tripomastigote (TE 98,4% 97,9%
019 ¢ antigens SA, bioMérieux Immu
Architect noblot)
System
Chagas ARCHI
Caicedo [BioELISA Chag 98,0% 94,6%
2019 d | asBIOKIT
Caicedo [Chagatest ELIS 98,8% 97,9%
2019 e A recombinant
ev. 4 WIENER
Caicedo | T. cruzi AB 95,7% 97,1%
2019 f DIAPRO
Caicedo 7.Chagas 99,6% 97,5%
2019 g | ELISAIgM +
IgG VIRCEL
13 (9| Caballero| ELISA casera | TESA-blot Western No Panamay 40 113 153 Donantesde | Zona 100% 82,3%
0) 2019 a con blot declarado/ Brasil sangre. endémica
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genotipo Burun

Participantes

ga Chagatest Rec v3.0 con
Caballero| ELISA casera Wiener kit leishmaniasis 100% 77,8%
2019 b con visceral,
genotipo MM1 leishmaniasis
Caballero| ELISA casera cutanea 100% 84,9%
2019 ¢ con y mucocutane
genotipo Jose- a, T. rangely,
IMT fiebre reumati
Caballero | ELISA casera ca, 100% 88,4%
2019 d |con genotipo Y toxoplasma,
Caballero| ELISA casera P. falciparum 100% 81,4%
2019 e con
genotipo FCI
Caballero | ELISA casera 100% 78, 7%
2019 f |con genotipo JJ
14 (6 |Mendicino| RDT A: WL IHA (IHA No Argentina 42 64 106 Zona 90,5% 100%
0) | 2018 a |Check Chagas| Chagas Polychaco, | declarado Habitantes de | endémica
(Wiener Lab |Lemos Laboratory SR la provincia
SAIC, L) nortefia de
Argentina) Santa Fe,
— ubicada en el
Mendicino|  RDT B: ELISA Gran Chaco 97,6% 93,8%
2018 b [SD BiolineCha| (Chagatest ELISA,
gasAb Rapid Wiener Lab SAIC)
(Standard
Diagnostics Cuando los
Inc., Korea) resultados fueron
discordantes, se
realizo IFI con
conjugados
comerciales y frotis
preparados
con epimastigotes de
T. cruzide la
cepa Tulahuen 0.10
15 (8 |Tonelli 20| ELISA casera |ELISA (Gold Analisa, No Brasil 53 70 123 Participantes| Zona 60,3% 72,8%
6) 18 a Epitopo 1 de Brasil), IHA declarado con forma |endémica
células B (Wiener Lab, indeterminad
derivados de la a,




familia de
proteinas de

superficie
asociadas a

mucina (MASP)

Argentina) e IFA (Bio-
Manguinhos, Brasil)

8 b

Tonelli 201] ELISA casera

Epitopo 2 de
células B
derivados de la
familia de

proteinas de
superficie

asociadas a

mucina (MASP)

Tonelli 201
8 c

ELISA casera
Epitopo 3 de
células B
derivados de la
familia de
proteinas de
superficie
asociadas a
mucina (MASP)

Tonelli 201
8 d

ELISA casera
Mezcla de
epitopos 1, 2y
3 de células B
derivados de la

familia de
proteinas de

superficie
asociadas a
mucina (MASP)

Tonelli 201
8 e

ELISA casera
Mezcla de
epitopos 2y 3
de células B
derivados de la

familia de

miocarditis ch
agasica,
leishmaniasis
tegumentaria,
leishmaniasis
visceral

100% 97,1%
100% 67,1%
100% 82,8%
100% 100%




proteinas de

superficie
asociadas a
mucina (MASP)
16 (9 |Pérez 201|Architect Chag Pruebas Enero 2014- Espafia 307 3844 4151 Migrantes | Zona no 92,5% 100%
1) 8 as inmunocromatografic [agosto 2017 bolivianos | endémica
as(ICT)y/o
inmunofluorescencia
indirecta (IFI)
17 (9 |Peverengo, ELISA ELISA No Argentina 67 67 134 Donantesde| Zona 90,2% 100%
2) 2018_ a |CP1 [antigenos| (Chagatest ELISA) e | declarado sangre endémica
FRA y SAPA | IHA (Chagatest IHA)
(Ags)] de
Peverengo CP3, Wiener Lab (Argentin 100% 92,5%
2018 b |compuesta por a)
determinantes
antigénicos IFI
MAP, TcDy
TSSAIl/V VI
Peverengo] CP1+CP3: 100% 100%
2018 c
18 (6 |Antinori 20| (ARCHITECT Estandar de 30 de julio Italia 48 453 501 Migrantes | Zona no 100% 99, 7%
5) 18 a Chagas, referencia 2013 a 30 latinoamerica| endémica
Abbott, desconocido de julio nos
Chicago, IL, 2014
EE. UU.)
Antinori 20|(BioELISA Cha 95,9% 99, 7%
18 b gas
11, BiosChile,
Santiago,
Chile)
Antinori 20|(Trypanosoma 89,2% 92,5%
18 ¢ |cruzi IgG Rapid
Test, ImmunoS
park, SD,
Roma, Italia)
19 (6| Navarro |Rapid immunoc IFI, ELISA Mayo 2008 Espafia 57 219 276 Migrantes en| Zona no 88% 94%
6) 2011 hromato- a diciembre Espafia de |endémica
graphic test 2009 Bolivia,
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(ICT) (Simple Ecuador,
Chagas WB, Pert
Operon)
20 (9Mucci 201| ELISA con ELISA total, HAI No Argentina 62 16 78 Participantes | Zona 97% 97%
8) 7 péptidos No reporta marca | declarado con endémica
sintetizados leishmaniasis
tegumentaria
21 (6 |Angheben | Prueba rapida | ELISA total ELISA |Abril 2009 a Italia 256 384 640 Migrantesy | Zona no 82,8% 98,7%
8) 2017 |inmunocromato para Chagas junio 2015 viajeros de |endémica
grafica Chagas| 11I®, BioChile, Chile paises
Quick Test (Lis ELISA) endémicos de
(CQT), Cypress Latinoamérica
diagnostics de ELISA
Bélgica recombinante Bio-
Elisa
Chagas®, Biokit,
Espafia (Ric-ELISA).
22 (4| Eguez | Chagas Stat- Elisa total Marzo a Bolivia 209 133 342 Personas que | Zona 87,0% 93,2%
0) | 2017 _a Pak Wiener Lab (Rosario, | mayo 2014 asistieron al | endémica
(CST; Chembio| Argentina), ELISA Laboratorio de
Inc., Medford, Wiener v2.0 Referencia
USA) Umvm:.mBmEm_
_ . Chuquisaca en
Egliez |Chagas Detect| ELISA recombinante Sucre 93,4% 95,2%
2017 b Plus ELISA Wiener v3.0
(CDP; InBios In
c., mmm.ﬂ“_m_ HAI IHA ﬁmmﬁ.
USA) Chagas Polychaco kit
de laboratorio Lemos
(Buenos Aires,
Argentina)
23 (1| Neves ELISA de ELISA No 280 20 300 Muestras de Zona 98,9% 100%
05) | 2016_a* proteinas |recombinante Imuno-| declarado Brasil ~ suerode | endémica
recombinantes| ELISA Chagas individuos de
IBMP8.1 | (Wama Diagnostica, q areas d
Neves | IBMP8.2 S&o Palo, enaEnIees de 98,2% 90,0%

2016_b*




Neves IBMP8.3 Brasil, batch 14D061) Pernambuco 95,4% 95,0%
2016 c* , (Brasil) del
Neves IBMP8.4 Laboratorio de 99,6% 100%
2016 d* ELISA total Chagas Il Referencia
B (BIOSChile, para la
L . Enfermedad de
Ingenieria O.m:m:om Chagas
S.A., Santiago, (RLCD,
O—.___Q_ Umﬂo—q 1F13052 Om<<m_o_0v. Cruz
5) Foundation /
PE, Brasil)
24 (6| Neves | Imuno-ELISA IFI IFA No Brasil 186 499 685 Sueros Zona 97,3% 100%
9) 2016_a | Chagas (lote |(Immunocruzi; Biomér| declarado obtenidos del | endémica
14D061; Wama| ieux) banco de
Diagnoéstica, sueros de un
S&o Paulo, |Western blot (TESA b laboratorio de
Brasil) lot; Biomérieux, Rio referencia de
y Pathozyme®| de Janeiro, Brasil) participantes
Neves | Chagas (lote chagésicos ¢ 99,5% 99,2%
2016 b 7042779; on
Omega Diagno alteraciones
stics, Escocia, cardiacas.
Reino Unido), o
recombinante Participantes
Neves |Chagas Il (lote no chagasico 100% 100%
2016_c |1F130525; BIO s donantes de
SChile, un banco de
Ingenieria sangre con
Genética S.A., dengue,
mm:zm@O. filariasis,
Chile) hepatitis By
Neves | Gold ELISA C, VIH, 99,5% 97,0%
2016_d | Chagas (lote HTLV,
CHA132A:; leishmaniasis,
Rem, S&o leptospirosis,
Paulo rubeola,
sarampién,
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esquistosomi

asis y sifilis.
25 (3|Shah 2014|Chagas Detect| ELISA recombinante | Abril-mayo Bolivia 292 293 585 Participantes | Zona 96,2% 98,8%
9) _a Plus (CDP) Wiener 2013 con endémica
(InBios Internati Recombinante v3.0 enfermedad
onal Inc, ELISA cardiaca
Seatle) tempranay
Suero IFI no reporta marca avanzada.
Shah 2014|Chagas Detect 99,3% 96,9%
b Plus (CDP) HAI THA .
(InBios Internati (Chagas Polychaco ki
onal Inc, t
Seatle) Lemos Laboratories,
Sangre Buenos Aires,
Argentina
26 (9| Reis 26_a: ELISA | ELISA recombinante No Brasil 58 45 103 Participantes | Zona 94,8% 98,2%
9) 2014 a |rTc 11623.20 ELISAv. 3.0 declarado brasileros ch|endémica
Reis 26_b: ELISA kit, Chagatest agasicos y 89,6% 94,6%
2014 b |rTc_N_10421.3 no chagasico
10 HAI Wiener S, pacientes
Reis [26_c: conjunto | Laboratorio Rosario, con 95,5% 98,1%
2014 c deayb Argentina cardiopatia ch
agasica,
IFI m_Q_.jm. Chemical leishmaniasis
Company, Missouri, cutanea y
USA visceral
Western blot (TESAcr
uzi, bioMerieux Brasil)
27 (1] l1zquierdo |ELISA quimiolu|ELISA total ELISA ID- No Espafia 92 58 150 Migrantesy | Zona no 100% 98,3%
03) 2013 miniscente |PaGIA (DiaMed, Cres| declarado donantes de | endémica
sier sur Morat, Suiza) sangre

y
Chagas Bioelisa Assa

y (Biokit, Llica
d’Amunt, Espana)

PCR

Participantes
con
leishmaniasis
visceral
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28 (|Cervantes| Dot-ELISA | ELISA total, western No México 96 153 360 Participantes | Zona 97,0% 89,0%
71) 2013 blot declarado con endémica
leishmaniasis,
No reporta marca tuberculosis,
neurocisticerc
osis, teniasis
y
toxoplasmosi
s
29 (3| Flores Prueba ELISA total, IFI, PCR No Espafia 63 188 251 Migrantesy | Zona no 100% 92,6%
1) 2012_a |inmunocromato declarado viajeros a | endémica
grafica Operon | No reporta marca paises
(ICT-Operon; endémicos de
Simple Stick C Latinoamérica
hagas Sueroy , hativos y
plasma personas
Flores |[Simple Chagas nacidas en 91,8% 93,7%
2012 b |WB Operon S. Espafia con
A., Espafia) factores de
Sangre riesgo
periférica epidemiologic
Flores |[Simple Chagas 0. 86,1% 94,8%
2012_c |WB Operon S. o
A., Espafia) Participantes
Sangre capilar con
leishmaniasis
visceral y
malaria.
30 (7| Iborra |Inmunoensayo ELISA No Espafia 76 89 165 Migrantes de| Zona no 100% 96,6%
2) 2012 |quimioluminisc| total T. cruzi ELISA | declarado paises endémica
ente de test system; endémicos de
microparticulas| Ortho Clinical Diagno Latinoamérica
(ARCHITECT stic, EE. UU.)
Chagas Abbott)
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IFI Inmunofluor CHA
GAS
kit; Biocientifica S.A.,
Buenos Aires,
Argentina

Discordantes:
inmunocromatografic
a Onsite Chagas Ab

Combo-
Cassete (CTK Biotec
h, Inc. EE. UU.).
31 (9|Longhi 20| ELISA de ELISA total, IFI, HAI No Brasil 228 108 336 Participantes | Zona 100% 95,2%
5) 12 T.cruziy declarado con endémica
antigenos No reporta marca enfermedad
recombinantes de Kala-azar,
JL7 leishmaniasis,
lupus
eritematoso,
miocardiopati
as de
etiologia
no chagasica,
esquistosomi
asis, diabetes
juvenil,
megaesofago
idiopético y
blastomicosis
sudamericana
32 (7 |Barfied 20 Chagas ELISA No Argentina 190 185 375 No reporta Zona 95,3% 99,5%
4) 11 a STATPAK de |[total BioMerieux Chag| declarado caracteristica| endémica
Laboratorio aTek ELISA s de los
Lemos, participantes
Argentina | ELISA recombinante
15 minutos Laboratorio
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Barfied 20 Chagas Lemos Biozima Chag 95,8% 99,5%
11 b STATPAK de | as recombinante
Laboratorio
Lemos,
Argentina
20 minutos
Barfied 20|Prueba rapidaP 97,9% 96,2%
11 ¢ |ATH de Lemos
15 minutos
Barfied 20|Prueba rapidaP 99,5% 96,8%
11 d |ATH de Lemos
20 minutos
Barfied 20|Prueba rapidaP 98,9% 94,0%
11 e |ATH de Lemos
25 minutos
33 (7 [Hernandezl ELISA de ELISA No Bolivia, Brasil, 76 54 130 Pacientes de| Zona 98% 97%
5) 2010 _a |polipéptidos de| Wiener Chagatest- | declarado |Espafiay otros La Paz, endémica
fusion TcBCDE ELISA paises de Bolivia y no
Recombinante versio Europa endémica
n 3.0 (Wiener Participantes
Laboratorios, de zonas no
Santa Fé, Argentina) endémicas co
n
leishmaniasis
visceral 0
cutanea,
sifilis y
brucelosis.
Hernandez| ELISA de ELISA 64 21 85 Pacientes de 98% 94%
2010 b |polipéptidos de| Wiener Chagatest- Santa Cruz,
fusion TcBCDE ELISA Bolivia
Recombinante versio
n 3.0 (Wiener

Laboratorios,
Santa Fé, Argentina)
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Bioelisa Chagas
(Biokit, Barcelona,
Espafia)

ELISA recombinante
Chagas Stat-Pak
(Chembio Diagnostic
Systems, Medford,

NY),
Hernandezl ELISA de IFI 165 216 381 Pacientes de 99% 99%
2010 _c |polipéptidos de HAI Wiener Brasil
fusion TcBCDE
T. cruzi extracto Zona
crudo ELISA endémicay
(EIE Biomanguinhos; no endémica
Fiocruz, Rio de
Janeiro, Brazil)
34 (9|Chapouis | Stat-Pak en ELISA total y Junio a Suiza 125 874 999 Migrantes | Zona no 95,2% 99,9%
3) 2010 _a sangre recombinante noviembre latinoamerica| endémica
2008 nos de varios
Chapouis | Stat-Pak en Stat- paises donde 96,0% 99,8%
2010 b suero Pak assay: the bioMe la
rieux Elisa cruzi enfermedad
es endémica.
Biokit bioelisa Chagas
35 (1| Dopico 20| ELISA IBMP |ELISA total ORTHO® No Espafia 347 331 678 Muestras de | Zona no 99,4% 100%
01) 19 a 8.1 T. cruzi ELISA declarado suero de |endémica
Dopico 20| ELISA IBMP |Test System (Ortho C embarazadas 99,1% 99,7%
19 b 8.4 linical Diagnostics Inc. latinoamerica
, Raritan, USA) nas con
toxoplasmosi
ELISA sy zika.
recombinante Bioelisa
CHAGAS
(Biokit S.A.,

Barcelona, Espafa) o
BIO-FLASH® Chagas

(automated chemilumi
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nescent assay; Biokit
S.A., Barcelona,
Espafia)

36 (7 |Reithinger | Trypanosoma | ELISA total, IFI, HAI 2000 a 2007| Reino Unido 40 61 101 Pacientesde | Zona 82,5% 96,7%
6) | 2010 _a | Detect MRA Argentina | endémica
prueba No reporta marca
rapida; Inbios,
Seattle, WA en
Reithinger | Trypanosoma Chagas Il 51 49 100 Pacientes de 84,3% 95,9%
2010_b | Detect MRA | (BiosChile Ingenieria Ecuador
prueba Genética S.A.,
rapida; Inbios, Santiago, Chile)
Seattle, WA en
Chagatek ELISA
(bioMérieux, Buenos
Aires, Argentina)
IFI, HAI No reporta
marca
Reithinger | Trypanosoma Kit Chagas IlI 40 60 100 Pacientes de 77,5% 100%
2010 _c | Detect MRA |(BiosChile Ingenieria México
prueba Genétca S.A.,
rapida; Inbios, Santiago, Chile)
Seattle, WA en
IFI, HAI No reporta
marca
Reithinger | Trypanosoma ELISA casero 40 25 65 Pacientes de 95,0% 100%
2010 _d | Detect MRA Venezuela
prueba IFI, HAI No reporta
rapida; Inbios, marca
Seattle, WA en
37 (3| Abras |ELISA quimiolu ELISA Enero 2009 Espafia 114 200 314 Participantes | Zona no 100% 97,6%
5) 2016 |miniscente Arc| total, recombinante, |a diciembre con endémica
hitect western blot 2012 leishmaniasis,
toxoplasmosi
No reporta marca s, absceso
hepatico
amebiano,
malaria,
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estrongiloidia

Sis,
larva migrans
visceral,
citomegalovir
us, VIH,
parvovirus, E
psteir-barr,
hepatitis B y
C, sifilisy
enfermedad
de Lyme.
38 (7 |Whittman | Ortho ELISA | ELISA total ELISA |Septiembre [Estados Unidos| 500 300 800 Participantes| Zona no 92,4% 100%
7) 2019 a Ortho ELISA 2006 a junio donantes de |endémica
2018 sangre de la
ELISA recombinante Cruz Roja
i Abbott PRISM Americana
2019 b A Abbott Park, IL) nativos de
Whittman | Wiener ELISA Estados 94,0% 99,3%
2019 ¢ Radioimmunoprecipit Unidos.
Whittman | InBios prueba |acién RIPA, Quest Di 97,4% 92,3%
2019 d rapida agnostics (Chantilly,
VA)
Inmunocormatografia
Abbott enzyme strip a
ssay (ESA)
39 (7| Berrizbeiti| ELISA de ELISA total, IFI, HAI No Venezuela 50 70 120 Participantes | Zona 100% 74,0%
8) |a2012_a| proteinas de declarado con endémica
secrecion / No reporta marca leishmaniasis,
excrecion ascariasis,
de epimastigot estrongiloidia
es sis
Densidad y trichuriasis
Optica 0,400
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Berrizbeiti| ELISA de 98,0% 80,0%
a 2012 b | proteinas de
secrecion /
excrecion
de epimastigot
es Densidad
oOptica 0,500
Berrizbeitii ELISA de 98,0% 88,0%
a 2012 _c| proteinas de
secrecion /
excrecion
de epimastigot
es Densidad
Optica 0,600
40 (9| Neves ELISA de ELISA total y No Brasil, otros 595 526 1121 Participantes | Zona 96,4% 99,6%
6) 2018 a proteinas recombinante declarado paises con endémica
qguiméricas latinoamerican leishmaniasis
IBMP 8.1 ELISA Chagas IlI os y Estados
Neves ELISA de |(batch 1F130525; BIO Unidos 93,5% 99,6%
2018 b proteinas SChile, Ingenieria
quiméricas 8.2| Genética S.A,,
Neves ELISA de Santiago, Chile) 96,8% 100%
2018 ¢ proteinas
quiméricas 8.3 Imuno-ELISA Chagas
Neves | ELISAde |(Patch14D061; Wam 99,4% 100%
2018 _d proteinas a D_mo:om:om_.mmo
quiméricas 8.4 Paulo, Brasil)
Pathozyme Chagas
(Omega Diagnostics,
Escocia, Reino
Unido)
Gold ELISA Chagas
(Rem, S&o Paulo,
Brasil)
41 (8| Neves ELISA de ELISA total No Brasil, Estados| 825 630 1455 Participantes | Zona 97,4% 99,4%
0) 2017 a proteinas declarado Unidos, positivos paral endémica
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quiméricas |Imuno-ELISA Chagas México, dengue,
IBMP 8.1 (Wama Diagn0dstica- Nicaragua, filariasis,
Neves ELISA de SP, Guatemala, hepatitis B, C, 94,3% 99,6%
2017_Db proteinas |Brasil, batch 14D061) Honduras y VIH,
quiméricas Argentina HTLV, leishm
IBMP 8.2 ELISA Chagas llI ania,
Neves ELISA de (BIOSChile, leptospirosis, 97,9% 99,9%
NO“_.N|O U_.Oﬁmmsmw _DOOD_O_AW Genética mm—_\m——ﬁb_n\ujg
quiméricas S.A., Santiago, rubeola,
IBMP 8.3 |Chile, batch 1F13052 esquistosomi
Neves ELISA de 5) asis y sifilis 99,3% 100%
2017 _d proteinas
quiméricas
IBMP 8.4
42 (8| Sanchez |OnSite Chagas| ELISA total. IFI, HAI No Argentina, 237 237 474 Muestras Zona 90,1% 91,0%
1) 2014 a | Ab Rapid test declarado Brasil, existentes de | endémica
Séanchez |WL Check Cha| No reporta marca Colombia, los bancos de 88,7% 97,0%
2014 b gas Costa Ricay suero de
Séanchez | Trypanosoma México cada 92,9%
2014 c | Detect Rapid laboratorio
Test nacional de
Sanchez | Chagas Quick referencia. 92,9% 93,2%
2014 d Test
Sanchez | Chagas Stat- 87,2% 93,2%
2014 e Pak assay
Sanchez |SD Chagas Ab 90,7% 94,0%
2014 f Rapid
Sanchez |Serodia Chaga 94,2% 94, 7%
2014 S
Sanchez |ImmunoComb | 97,2% 94,0%
2014 h | | Chagas Ab
43 (8| Lopez Simple ELISA total (ELISAC) No Espafia 49 92 148 Pacientes Zonano | 92,5%/ 96,8%
2) 2010 | CHAGASWB casera declarado adultos | endémica
(Operon S.A, Qoomo_m:.ﬁmm de
Espafia) ELISA o>ﬁmﬂ_omm_
recombinante Bioelisa| >M:mﬂwmw\ o_%
Chagas, BiokitS.A., sur,

Espafia
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Western blot

que asistieron
a la consulta
del Centre de
Atencio’
Prima’ria del
Clot en
Barcelona
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4.1.3. Evaluacion de la calidad metodoldgica

La evaluacion de la calidad de los estudios incluidos en el andlisis se muestra en las
figuras 8a y 8b. El riesgo de sesgo fue evaluado en los cuatro dominios, la seleccion
de pacientes se evalud en riesgo de sesgo alto en 25 articulos debido a que no se
utilizé una muestra consecutiva o aleatoria de pacientes; poco clara en cinco estudios
gue no especificaron el reclutamiento de pacientes. El riesgo de sesgo relacionado con
la prueba indice se evalu6é como poco claro en 25 articulos que no indicaron de forma
clara si los resultados de las pruebas indice se interpretaron sin conocimiento de los

resultados del estandar de referencia.

En cuanto al sesgo relacionado con la prueba de referencia, 25 estudios se clasificaron
con riesgo alto, debido a que los resultados del estandar de referencia no se
interpretaron sin conocer los resultados de la prueba indice y se utilizé una sola prueba
diagnostica como estandar de referencia, teniendo en cuenta que la Organizacion
mundial de la Salud OMS establece como parametro de diagnéstico seroldgico en la
fase cronica de la enfermedad de Chagas, los resultados positivos en dos pruebas
basadas en principios inmunoldgicos diferentes y en casos discordantes una tercera
prueba (33). El flujo y tiempo se evalué como riesgo alto en cuatro estudios debido a
gue no todos los pacientes recibieron el mismo estandar de referencia. En cuanto a la
preocupacion con respecto a la aplicabilidad en los tres primeros dominios, el 100%
de los articulos se evaluaron con riesgo bajo porque coincidieron con la pregunta de

revision.
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Briceno 2010
Aria 2016
Mendicinbo 2014 -

Llano 2014

Bergmann Araujo 2013

Acosta de Hetter 2013
da Silva Santos 2012
Pimenta Del-Rei 2019

Pierimarchi 2013

Praast 20114
Lozano 2019 -

Caicedo Diaz 2019

Caballero E. 2019

Mendicino 2018
Tonelli Elisei 2018 |
Perez-Ayala 2018

Peverengo 2018

Antinori 2018
Navarro 2011
Mucci 2017 4
Angheben 2017 -|
Egliez 2017
Neves 2016 -{
Neves 2016
Shah 2014 4

Reis 2014 -
Izquierdo 2013
Cervantes 2013
Flores 2012
Iborra 2012 -
Longhi 2012+
Barfied 2011
Hemandez 2010
Chapouis 2010
Dopico 2019
Reithinger 2010
Abras 2016 -
Whittman 2019
Berrizbeititia 2012 |
Neves 2018
Neves 2017
Sanchez 2014
Lépez 2010
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1.Risk of Bias: Reference Standard

1.Risk of Bias: Patient Selection

1.Risk of Bias: Index Test

1.Risk of Bias: Flow and Timing

2.Applicability Concerns: Ref. Standard

2.Applicability Concerns: Pat. Selection

2.Applicability Concerns: Index Test

percent

. High Unclear . Low

b.

Figura 8. (a) Riesgo de sesgo y aplicabilidad. (b) Resumen del riesgo de sesgo
y aplicabilidad

4.1.4. Sensibilidad y Especificidad de las pruebas ELISA

Como modelo comun para ambas pruebas se escogié el modelo de efectos aleatorios
con distribucion normal y con tipo de enlace probit, porque fue el modelo que mejor se

ajusto para las pruebas de ELISA y PDR.

Las pruebas ELISA tuvieron una sensibilidad global de 99% (1C95% 98 — 99) y una
especificidad global de 98% (IC95% 97 — 99) (Figura 9), con cierto nivel de
heterogeneidad, algunos estudios presentaron valores atipicos en sensibilidad (86)
y en especificidad (83). En la region predictiva (Figura 10) se observa mayor

heterogeneidad en la especificidad que en la sensibilidad.
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BricenZo 2010
Aria 2016

Aria 2016

Llano 2014
Bergmann 2013
Bergmann 2013
Bergmann 2013
da Silva 2012

da Silva 2012

da Silva 2012

da Silva 2012
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Pimenta 2019
Pierimarchi 2013
Pieimarchi 2013
Praast 2011
Caicedo 2019
Caicedo 2019
Caicedo 2019
Caicedo 2019
Caicedo 2019
Caicedo 2019
Caicedo 2019
Caballero 2019
Caballero 2019
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Caballero 2019
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Tonelli 2018
Tonelli 2018
Tonelli 2018
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Mucci 2017
Neves 2016
Neves 2016
Neves 2016
Neves 2016
Neves 2016
Neves 2016
Neves 2016
Neves 2016
Reis 2014

Reis 2014

Reis 2014
Izquierdo 2013
Cervantes 2013
Iborra 2012
Longhi 2012
Heméndez 2010
Hernandez 2010
Heméndez 2010
Dopico 2019
Dopico 2019
Abras 2016
Whittman 2019
Whittman 2019
Whittman 2019
Berrizbeititia 2012
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Neves 2018
Neves 2018
Neves 2018
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Neves 2017
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Sens (95% CI)
0.9 (0.94-1.00)
097 (0.85-0.99)
0.97 (0.85-0.99)
0.96 (0.89-0.99)
0.9 (0.95-1.00)
0.98 (0.94-0.99)
099 (0.95-1.00)
1.00 (0.94-1.00)
1.00 (0.94-1.00)
1.00 (0.94-1.00)
0.95 (0.86-0.98)
095 (0.91-0.97)
1.00 (0.98-1.00)
0.98 (0.90-1.00)
0.96 (0.87-0.99)
1.00 (0.99-1.00)
099 (0.97-1.00)
0.93 (0.89-0.96)
0.98 (0.95-0.99)
0.98 (0.95-0.99)
0.9 (0.97-1.00)
0.96 (0.93-0.98)
1.00 (0.99-1.00)
1.00 (0.91-1.00)
1,00 (0.91-1.00)
1.00 (0.91-1.00)
1.00 (0.91-1.00)
1,00 (0.91-1.00)
1.00 (0.91-1.00)
0.60 (0.47-0.72)
1.00 (0.93-1.00)
1.00 (0.93-1.00)
1.00 (0.93-1.00)
1,00 (0.93-1.00)
0.93 (0.90-0.95)
0.90 (0.81-0.95)
1.00 (0.95-1.00)
1.00 (0.95-1.00)
1,00 (0.93-1.00)
0.96 (0.86-0.99)
097 (0.89-0.99)
0.99 (0.97-1.00)
0.98 (0.96-0.99)
095 (0.92:0.97)
1.00 (0.99-1.00)
0.97 (0.94-0.99)
0.9 (0.96-1.00)
1.00 (0.98-1.00)
0.9 (0.96-1.00)
0.95 (0.86-0.98)
089 (0.79-0.95)
097 (0.89-0.99)
1,00 (0.96-1.00)
0.97 (0.91-0.99)
1,00 (0.95-1.00)
1.00 (0.98-1.00)
0.9 (0.93-1.00)
0.98 (0.91-1.00)
0.9 (0.96-1.00)
0.9 (0.97-1.00)
0.9 (0.97-1.00)
1.00 (0.97-1.00)
095 (0.93-0.97)
091 (0.88-0.93)
0.96 (0.94-0.97)
1.00 (0.93-1.00)
0.98 (0.90-1.00)
0.98 (0.90-1.00)
0.96 (0.93-0.98)
0.94 (0.91-0.96)
0.97 (0.94-0.98)
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Figura 9. Sensibilidad y especificidad de las pruebas ELISA en los estudios

incluidos en el metanalisis.
VP = verdaderos positivos; FP = falsos positivos; FN = falsos negativos; VN = verdaderos negativos.
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Figura 10. Regioén predictiva en el espacio ROC con todos los estudios para las
prueba ELISA.

4.1.6. Sensibilidad y Especificidad de las pruebas PDR

Las PDR tuvieron una sensibilidad global de 95% (IC95% 94 - 97) y una especificidad
global de 97% (IC95% 96 — 98), los estudios con valores atipicos fueron menos
evidentes (40,76,97), (Figura 11). La region predictiva (Figura 12) es mas simétrica, y

presenta una heterogeneidad un poco mayor para la sensibilidad.
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Figura 11. Sensibilidad y especificidad de las PDR en los estudios incluidos en
el metanalisis.

VP = verdaderos positivos; FP = falsos positivos; FN = falsos negativos; VN = verdaderos negativos.
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Figura 12. Region predictiva en el espacio ROC con todos los estudios para PDR.
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4.1.8. Sensibilidad y especificidad de acuerdo a subgrupos

En cuanto a la sensibilidad y especificidad la informacion fue analizada para las
pruebas ELISA y PDR- teniendo en cuenta los subgrupos: disefio de estudio (no
comparativo y clinico comparativo), zona de realizacion del estudio (endémica y no
endémica) riesgo de sesgo (alto y bajo), para las pruebas de ELISA un subgrupo
adicional tipo de prueba (comercial y casera) mientras que para las PDR se analizo el
tipo de muestra (suero, sangre /desconocido -para un estudio que no reportd esta

informacién).

En el test Elisa, las estimaciones de la sensibilidad por subgrupos son similares, la
estimacion central oscila entre 98% o0 99%, y los IC van de 98% a 99%; en cuanto a la
especificidad, el subgrupo de bajo riesgo de sesgo fue el que presentd una menor
especificidad 95% (IC95% 91 - 97) y el de zona no endémica en el que se reporto
mayor especificidad 100% (1C95% 99 - 100) (Figura 13).

Sensitivity Specificity
General — el — 0.99 [0.98,0.99] A —
Disefio no comparativo — Fe1 — 0.98[0.98,0.99] A
Disefio comparativo — B — 099 [0.98,0.99] e+
Zona no endémica — 4 — 098 [0.97,0.99] H
Zona endémica — Bl — 0.99[0.98,0.99] = B
Riesgo de sesgo bajo — F{ — 0.99 [0.98,0.99] —= -
Riesgo de sesgo alto — el — 0.98[0.98,099] = I
Prueba comercial — e |~ 0.99 [0.98,0.99] Lo I o
Prueba in house — Bl '~ 099 [0.98,0.99] 4 =
[ I I [ | | I I | I
0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 080 085 090 095 1.00

0.98 [0.97,0.99]
0.99 [0.98,1]
0.97 [0.95,0.99]
1[099,1]

0.97 [0.96,0.99]
0.95 [0.91,0.97]
0.99 [0.98,1]
0.98 [0.96,0.99]

0.98 [0.96,0.99]
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Figura 13. Estimacion de la sensibilidad y especificidad de las pruebas ELISA
segun subgrupos.

Para las PDR’s la estimacion de la sensibilidad segun subgrupos varia mas que la
especificidad. La especificidad suele presentar IC que van desde 93% a 99%, la
diferencia mas notable (sin superposicion de los IC) es entre el subgrupo de disefio no
comparativo 98% (1C95% 97 - 99) y el de disefio clinico comparativo 95% (1C95% 93
- 97). La sensibilidad suele presentar IC que van desde 91% hasta 97%, donde la
diferencia mas notable (sin superposicién de los IC) ocurre también entre el subgrupo
de disefio no comparativo 97% (IC95% 96 - 98), y el de disefio clinico comparativo:
93% (1C95% 90 - 95) (Figura 14).

Sensitivity Specificity
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Disefio comparativo —| - — 0.93 [0.9,095] e — 0.95 [0.93
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Tipo de muestra (suero o plasma) —| —e— — 0.95 [0.93,0.97] e — 0.97 [0.95
Tipo de muestra (sangre o NA) —| e — 0.95 [0.92,0.98] &4 — 0.97 [0.96
Riesgo de sesgo bajo — s — 0.91 [0.86,0.96] —e— |~ 0.97 [0.94
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[ I I | | [ I I I |
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Figura 14. Estimacion de la sensibilidad y especificidad de las PDR segun
subgrupos.

4.1.9. Heterogeneidad

Se realiz6 una estimacion formal de la heterogeneidad utilizando el I? bivariado (106)
en cada metaregresion, comparada con el modelo sin el subgrupo. En las pruebas

ELISA las estimaciones en general fueron bastante similares entre las meta-
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regresiones (inferior a 40%) (Tabla 2). Por otra parte, respecto a la heterogeneidad de

las PDR en la estimacion general (49.2%), se observa una variacion con la meta-

regresion para riesgo de sesgo (12 =13.7% en estudios con alto riesgo, 12 = 57.0% con

bajo riesgo) y para tipo de estudio (12 =49,9% en estudios no comparativos, 1°=1.3%

en estudios comparativos) (Tabla 3). Segun este analisis, los estudios con PDR fueron

mas homogéneos en los subgrupos de alto riesgo de sesgo y de estudios comparativos

gue en sus respectivas contrapartes y que en el grupo global.

Tabla 2. Estudio de la heterogeneidad para pruebas de ELISA

Variable Subrupo N 12 General % | 12 Sensibilidad % | 12 Especificidad %
General 76 23.9 30.0 19.2
Disefio de estudio Comparativo 43 20,9 31.4 13.9
No comparativo 33 23.4 22.9 24.5
Zona de estudio Endémica 63 18.3 30.2 17.2
No endémica 13 27.8 26.6 29.0
Riesgo de sesgo Alto 44 317 23.3 43.4
Bajo 32 20.1 40.3 12.6
Tipo de prueba "In se” 49 29.2 28.4 30.1
Comercial 27 20.4 33.4 12.9

12 bivariado estimado por meta-regresion

Tabla 3. Estudio de la heterogeneidad para PDR

Variable Subgrupo N 1> General % | 12 Sensibilidad % | I? Especificidad %
General 39 49.2 53.1 45.5
Disefio de estudio Comparativo 18 1,3 54.1 134
No comparativo 21 49,9 53.0 48.5
Zona de estudio Endémica 29 55.3 50.9 59.6
No endémica 10 41.7 51.2 33.4
Riesgo de sesgo Alto 30 13.7 28.0 16.7
Bajo 9 57.0 57.6 56.6
Tipo de muestra Suero_o_plasma 27 52.7 59.3 46.2
Sangre o NA 12 45.3 44.8 46.3

I? bivariado estimado por meta-regresion

76



4.1.5. Analisis de observaciones influyentes

En los estudios de pruebas ELISA los estudios influyentes fueron cuatro (83,86,87,91)
y en los estudios de PDR fueron 5 (40,73,76,93,97). Para cada prueba se ajustaron
dos modelos (un modelo con todos los estudios y un segundo para todos los estudios
excepto los influyentes) para observar el efecto de excluir los estudios influyentes,
sobre la precision y la region predictiva de las mismas. Ambos modelos mostraron una
region predictiva similar. Un elemento de interés fue que los estudios influyentes de
las pruebas ELISA fueron siempre estudios con disefio clinico-comparativo, mientras

que para las PDR fueron estudios no comparativos (Figura 15y 16).
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Figura 15. Region predictiva en el espacio ROC globales y al excluir los estudios

con mas influencia para las pruebas Elisa (A) y para las PDR (B).
Circulos rojos estudios influyentes
Circulos azules estudios no influyentes
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4.1.10. Sesgo de publicacion

En los funnel plots se observé asimetria para las pruebas ELISA mientras que no se
observé asimetria en las PDR. El resultado del test de asimetria de Deeks fue

estadisticamente significativo para las pruebas ELISA (p <0,01), pero no para las

pruebas PDR (p =0.64), (Figura 16y 17).
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Figura 16. Funnel Plot para evaluar el sesgo de publicacion para pruebas Elisa.
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Figura 17. Funnel plot para evaluar el sesgo de publicacién para las PDR.
4.2. Capitulo 2:

4.2.1. Flujo y caracteristicas demograficas de los participantes

El presente estudio fue realizado entre junio y noviembre de 2019, las PDR y las
pruebas de referencia se realizaron en la misma visita, se incluyeron 305 participantes
de acuerdo a los criterios de inclusién y exclusion, de los cuales 215 fueron negativos
para T cruziy 90 positivos segun el criterio de referencia, no se presentaron resultados
indeterminados. Se obtuvieron 2 muestras discordantes para las dos PDR, que fueron

negativas en las pruebas de referencia (Figura 19).

De los participantes 60.7% eran mujeres, 39.3% eran hombres, la edad media fue de
47.1 afos (DE=18.5), la minima de 3 afios y la maxima de 80. La distribucién por
rangos de edad fue: de 3 a 20 afos 12.8%; 21 a 40 afos 18.6; 41 a 60 afos 42.3% y
de 61 a 80 afios 26.3%; los individuos eran procedentes de los municipios de: Soata
34.4%; Tipacoque 21.0%; Chitaraque 18.7%; Otanche 10.5%; Moniquira 9.8%;
Miraflores 3.6% y San Pablo de Borbur 2.0%.
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Figura 19. Diagrama de flujo de participantes en el estudio y resultados de las
PDR y ELISA.

La seroprevalencia obtenida en la poblacion de los siete municipios del departamento

de Boyaca fue de 29.5% (90/305), de acuerdo al sexo los hombres presentaron mayor

seroprevalencia (31,6%) que las mujeres (28,1%). La categoria de edad con mayor

prevalencia fue de 61 a 80 afios con 52.5%, seguida por 41 a 60 afios con 34.9%. Los
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municipios con mayor namero de casos de infeccion por T. cruzi fueron Miraflores con

72.2%; seguido de Moniquird 56.7%; Chitaraque 38.6% (Tabla 4). Los participantes

gue fueron positivos para la EC fueron remitidos al programa de vigilancia de EC, que

es realizado por la Secretaria de Salud de Boyaca para valoracién médica y respectivo

tratamiento.

Tabla 4. Caracterizacion de la poblacion incluida en el estudio (n=305)

Variables Positivo Negativo Total
n (%) n (%)
Sexo
Femenino 52 (28,1) 133 (71,9) 185
Masculino 38 (31,6) 82 (68,4) 120
Rangos de Edad
3-20 0 (0) 39 (100) 39
21-40 (5.3) 54 (65.1) 57
41 - 60 45 (34.9) 84 (65.1) 129
61 -80 42 (52.5) 38 (47.5) 80
Procedencia
Tipacoque 17 (26,6) 47 (73,4) 64
Soata 25 (23,8) 80 (76,2) 105
Moniquira 17 (56,7) 13 (43,3) 30
Chitaraque 22 (38,6) 35 (61,4) 57
Miraflores 8 (72,3) 3 (27,7) 11
Otanche (3,1) 31 (96,9) 32
San Pablo de Borbur 0 (0) 6 (200) 6
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4.2.2. Evaluacién de las Pruebas seroldgicas convencionales

Se presento entre las pruebas de ELISA dos muestras con resultados discordantes
(participantes sin infeccion por T. cruzicon Leishmaniasis) que se procesaron con una
tercera prueba IFI, de acuerdo al algoritmo para el diagnéstico de la EC (29,32),
obteniendo titulos con fluorescencia muy cerca pero por debajo del valor de referencia
(Tabla 5), por lo que se procedid a tomar una nueva muestra a los dos participantes,
realizar las pruebas convencionales y las PDR después de 30 dias de acuerdo a los
lineamientos descritos en la guia para la Vigilancia por Laboratorio del T cruzi (33),
obteniendo nuevamente resultados positivos en la prueba de ELISA de antigenos
totales, negativos en ELISA de antigenos recombinantes y no reactivo en la prueba
de IFI por lo que se consideraron negativos para la EC.

Tabla 5. Resultados discordantes obtenidos en las PDR y en la serologia

convencional

Datos CDP CSP ELISA Chagas ELISA IgG+IgM | IFI Resultados Final
clinicos de 11l GrupoBios Vircell antigenos de acuerdo al
los antigenos recombinantes algoritmo
participantes totales diagnéstico de la
EC crénica [19]
Positivo para | Negativo | Negativo | Positivo Negativo NR Negativo
Leishmania
Positivo para | Negativo | Negativo | Positivo Negativo NR Negativo
Leishmania
Negativo Positivo | Negativo | Negativo Negativo N. A Negativo
para
Leishmania
Negativo Positivo | Negativo | Negativo Negativo N. A Negativo
para
Leishmania

NR: No reactivo

N.A No aplica de acuerdo al algoritmo para el diagnéstico de la EC
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4.2.3. Evaluacioén de las PDRs

La CDP detect6 dos casos falsos positivos que fueron confirmados como negativos
con la serologia convencional, los resultados de la CSP coincidieron con los obtenidos

en las pruebas de referencia (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion conjunta de los resultados de las PDR y la serologia
convencional para el diagnéstico de la EC

Prueba de referencia

CDP Positivos Negativos Total
Positivos 90 2 90
Negativos 0 213 215

Total 90 215 305

Prueba de referencia

CsP Positivos Negativos Total
Positivos 90 0 90
Negativos 0 215 215

Total 90 215 305

La sensibilidad de las dos PDR fue igual a 100%, la especificidad, VPP y ED obtenidos
con la CDP fueron mas bajos que los de la CSP (Tabla 4), debido a los dos casos
falsos positivos. El andlisis de LR+ y LR- mostré que las PDR pueden confirmar y
excluir el diagnostico de EC. En ninguna de las dos PDR se presenté reaccion cruzada

con las muestras de pacientes positivos para leishmaniasis (Tabla 7).
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Tabla 7. indices de validez de las PDR para el diagndstico de la Enfermedad de

Chagas

indices

CDP

CSP

Sensibilidad % (IC 95%)

100 (95.9 — 100)

100 (95.9 — 100)

Especificidad % (IC 95%)

99.1 (96.6 — 99.8)

100 (98.3 — 100)

ED % (IC 95%)

99.3 (97.1 — 100)

100 (98.3 — 100)

VPP % (IC 95%)

97.8 (92.3 - 99.7)

100 (95.9 — 100)

VPN % (IC 95%)

100 (98.2 — 100)

100 (98.3 — 100)

LR+

107.4

9999.0

LR-

0.0

0.0

El nivel de concordancia de la CDP con los resultados de las pruebas de referencia
fue de 99.5% y del CSP fue del 100% con un excelente valor de Kappa (k=99.1; 1IC95%

92.6-99.8%) y (k=100; 1C95% 94.3-100) respectivamente.
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5. DISCUSION
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5.1. Capitulo 1:

La sensibilidad y la especificidad combinadas de las pruebas ELISA fue 99% (IC95%
98 — 99) y 98% (IC95% 97 — 99) y de las PDR’s 95% (IC95% 94 - 97) y 97% (IC95%
96 — 98) respectivamente. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
metananalisis, se encontré que la sensibilidad de las pruebas ELISA fue mayor a la
reportada en un metaanalisis en donde se compararon pruebas ELISA versus PCR
(107) y en el que la sensibilidad fue de 97.7% [96.7%-98.5%)], igual a lo observado en
cuanto a la especificidad que en el presente estudio fue mayor, alareportada por ellos
96.3% [94.6%-97.6%)]. La sensibilidad de las pruebas ELISA también fue mayor que
en otro metanandlisis donde se analizaron diferentes tipos de pruebas para el
diagnostico de la EC en el que obtuvieron resultado de sensibilidad de 90% [89%-
91%], mientras que en la especificidad fue de 98% [98%-98%] (108), como en el
presente estudio. Respecto a las PDR los datos de sensibilidad y especificidad
obtenidos en el presente estudio fueron menores que los reportados en otro
metananalisis realizado en poblacion de riesgo para la EC que fueron de 96.6%
(IC95% 91.3-98.7) y 99.3% (1C95% 98.4-99.7) respectivamente (109).

El disefio mas adecuado para estudios de precision diagnodstica corresponde al estudio
observacional no comparativo (de cohorte o transversal) en el que a una serie
consecutiva y representativa de pacientes con sospecha de la enfermedad se les
realiza, de forma ciega e independiente, la prueba a evaluar y la prueba de referencia,
las cuales son interpretadas en ausencia de toda informacion clinica adicional que
tampoco estara disponible cuando la prueba se utilice en la practica. La mayoria de
los estudios de evaluacion de pruebas diagnésticas en la literatura tienen en cuenta el
enmascaramiento del resultado de la prueba de referencia, pero pocos de ellos se
adhieren a este disefio no comparativo (110). En el presente estudio se han
encontrado valores de sensibilidad y especificidad menores en los estudios de PDR
con un disefio clinico comparativo, en los que se incluyeron un grupo de pacientes
diagnosticados de la enfermedad y un grupo sin este diagndstico; lo anterior es un

resultado poco frecuente debido a que los estudios con disefio clinico comparativo o
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“caso-control” tienden a supraestimar la sensibilidad y la especificidad; sin embargo,
es posible que este efecto sélo se produzca cuando en el grupo de casos se incluyen
casos severos (111). En cuanto a la heterogeneidad las estimaciones para las pruebas
ELISA fueron similares para todos los subgrupos, mientras que, para las PDR, fueron
mas heterogéneos en los subgrupos de bajo riesgo de sesgo y de estudios no

comparativos que en sus respectivas contrapartes.

El 62,7% de los estudios se localizaron en regién endémica con poblacién nativa de
paises como Brasil, Argentina, Bolivia, Venezuela, Paraguay, México, Colombia,
Guatemala, Panam4, Ecuador, Peru, Nicaragua, Honduras y Costa Rica. El 27,9% de
los estudios se realizaron en regiones no endémicas, pero con poblacion migrante de
paises como Espafia, Estados Unidos, Italia, Suiza y Reino Unido. En el presente
estudio se evidencio mayor especificidad para las pruebas ELISA en zona no
endémica y mayor sensibilidad para zona endémica. El rendimiento diagnéstico en las
PDR fue igual para zona endémica y no endémica, lo anterior difiere con lo reportado
por Angheben et al (109) , en el que el rendimiento fue mayor en areas endémicas que

no endémicas.

El riesgo de sesgo en los estudios incluidos se evalué con la herramienta QUADAS-2,
de acuerdo con la presencia o ausencia de riesgo, en las pruebas ELISA la sensibilidad
en los estudios con riesgo de sesgo bajo o alto fue muy parecida, diferente a lo descrito
por Afonso et al donde se reporté mayor sensibilidad en los estudios de riesgo bajo
gue en los de riesgo alto (108). En cuanto a la especificidad, fue mayor en los articulos
gue presentaron alto riesgo de sesgo, diferente a lo reportado por el metaanalisis del
afio 2012 (108), en el que los estudios de bajo riesgo presentaron mayor especificidad
98% (C195% 97 — 99). En general en cuanto a la calidad de los articulos incluidos se
identifico que el mayor riesgo se presenté en la seleccion de pacientes y en el estandar
de referencia, ademas no se evidencio claridad en el test indice en mas del 50% de
los estudios; de otra parte, en los items de aplicabilidad los estudios seleccionados no
presentaron riesgo, similar a lo descrito en el metananalisis realizado por Angheben et

al (109) en relacion a la calidad de los estudios de PDR.
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No se observaron diferencias de sensibilidad entre las pruebas ELISA in house y
comerciales, lo mismo se present6 para la especificidad en los dos tipos de pruebas,
esto difiere con lo reportado en una revision sistematica realizada por Afonso et al
(112), en la que se indica que las pruebas comerciales fueron mas sensibles que las
in house; sin embargo, la especificidad fue similar entre las dos, tal como se ha

observado en el presente metaandlisis.

Todos los ensayos de pruebas ELISA se realizaron en suero, a excepcion del estudio
de Cervantes et al (113), donde se us6 sangre venosa impregnada sobre papel de filtro
antes de su coagulacion; mientras que las PDR se realizaron en todo tipo de muestras,
en su mayoria suero (60,65,73,74,76,77,81,84), pero también se realizaron en sangre
venosa y suero (39,73,93), sangre venosa (40,82), sangre capilar (66,97), suero,
sangre venosay sangre capilar (31) y un estudio no especifico el tipo de muestra usado
(68); estas PDR se usan frecuentemente en los ensayos Point-of-Care (PoC), que se
realizan fuera del laboratorio, proximos al paciente, con material y equipamiento
facilmente transportable y cuyos resultados se encuentran disponibles en minutos o
en menos de una hora, su aplicacion es mayor en paises en vias de desarrollo (114),
por lo que el uso de muestras como la sangre capilar al ser de facil recoleccion sin
requerir de tubos colectores ni centrifugacién, serian la mejor eleccion para las PDR.
Los resultados obtenidos en el presente estudio, segun el tipo de muestra permiten
inferir que el rendimiento diagnostico de las PDR fue bueno independiente del tipo de

muestra.

Los tripanosomatidos que pueden afectar al hombre en América pertenecen a los
géneros Leishmania y Trypanosoma, las pruebas ELISA han sido valiosas para el
diagndstico de estos dos agentes, pero su especificidad puede ser baja, debido a la
reaccion cruzada entre las dos especies de parasitos, aspecto que es importante tener
en cuenta, en especial cuando se desea conocer la prevalencia en zonas endémicas
para estas dos enfermedades (115); ademas, la mayoria de las zonas donde se

encuentra T. cruzison coendémicas para Leishmania spy Trypanosoma rangeli, 10
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que complica el diagnostico de la EC (116), coincidiendo con lo reportado en 13 de los
estudios analizados en los que se reportd el porcentaje de reaccion cruzada entre 0 a
62.5% con diversas enfermedades en las que sobresale la leishmaniosis.

Como los agentes etioldgicos de estas enfermedades poseen una filogenia comin muy
cercana, es de esperar que compartan una significativa cantidad de caracteristicas
antigénicas (117). Por ello, pacientes con alguna de las dos infecciones o con infeccion
mixta, pueden resultar mal diagnosticados debido a las reacciones serolédgicas
cruzadas cuando se usan mezclas de antigenos no caracterizados (118), por lo tanto,
el descubrimiento y disponibilidad de antigenos purificados o fracciones antigénicas
de T. cruzi con mayor especificidad y sensibilidad podrian evitar reacciones cruzadas
entre esta y otras infecciones, y puede representar un gran avance en mas
investigaciones para validar diferentes pruebas de diagnoéstico para la EC (85),
también se recomienda que en estudios posteriores se emplee un mayor nimero de
muestras para evaluar las reacciones cruzadas, ademas de seguir las indicaciones de
la OMS, y realizar dos pruebas en paralelo que utilicen antigenos o principio distinto,
debido a la diversidad inmunogénica de las diferentes cepas del parasito, la respuesta
inmunitaria de los pacientes y la existencia de reacciones cruzadas con otros

tripanosomatidos que coexisten en las areas endémicas (67).

De otra parte, se identifico riesgo de sesgo de publicacion alto para las pruebas ELISA

lo cual coincide con el estudio de Afonso et al (108).

En cuanto a las limitaciones de este estudio se encontré que no fue posible realizar la
comparacion entre las pruebas ELISA y las PDR, debido a que sdlo un estudio (65)
habia realizado la comparacion entre las dos pruebas, lo mismo sucedié con los
subgrupos de PDR in house y comerciales, que no pudieron ser evaluados porque
s6lo un estudio (84) incluyo pruebas in house de este tipo. Se encontré un total de
46.5% de estudios de tipo comparativo y un 2.3% de estudios mixtos (comparativos y
no comparativos) lo anterior impacta en la calidad de los estudios evaluados porque el

mejor disefio de estudio para evaluar la precision de las pruebas diagnésticas es el no
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comparativo, por lo tanto, recomendamos que los futuros estudios utilicen este tipo de
disefio. La calidad de la revision sistematica también estuvo influenciada por los
resultados de los articulos seleccionados y la calidad de los mismos, algunos
elementos no pudieron ser explorados en el analisis de heterogeneidad debido a la
cantidad de investigaciones que no los reportaron, dentro de los que se encontraron:
periodo de estudio; reacciones cruzadas; distribucién por zona rural y urbana;
generacion o version de las pruebas diagnosticas; estimacion de puntos de corte y
areas geograficas de las cepas utilizadas como fuentes de antigenos.

Como recapitulacion de esta revision sistematica y metaanalisis encontramos que las
pruebas ELISA y las PDR son tests diagnosticos con una validez elevada para el
diagnostico de la EC cronico, y presentan una excelente utilidad diagndstica para la

deteccion precoz de infeccion por T cruzi.

5.2. Capitulo 2:

Durante la fase cronica de la EC el diagndstico se realiza mediante la deteccion de
anticuerpos IgG especificos contra T. cruzi circulantes. Existen varias pruebas de
serodiagnostico como la prueba de ELISA, IFly el ensayo de hemaglutinacion indirecta
(IHA) que no estan disponibles en la mayoria de las regiones donde la enfermedad es
endémica, por la complejidad para realizarlas, teniendo como consecuencia la falta de
acceso al diagnéstico, y que es uno de los principales obstaculos para iniciar el
tratamiento de la EC (34). Por todo lo anterior es necesario incluir herramientas de
diagndstico nuevas y simplificadas como las PDR y disminuir el infradiagndéstico en
areas remotas donde el diagndéstico no es accesible mediante técnicas
convencionales. De acuerdo con lo descrito por otros autores, las PDR deben validarse
en campo en cada sitio en particular antes de que se recomiende su uso para el
diagndstico de la EC (39).

Se han reportado estudios de validez diagnédstica de las PDR, con diferentes

resultados de acuerdo a la ubicacién geografica y al contexto en el que se realizan; en
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el presente estudio desarrollado en &reas endémicas y no endémicas para la infeccion
por T. cruzi en el departamento de Boyaca, los resultados de calidad en términos de
validez determinada por la sensibilidad y especificidad comparada con el resultado de
las pruebas de referencia, fue excelente en las dos PDR, en InBios CDP fue de 100%
y 99.1% respectivamente coincidiendo con lo reportado en otros estudios realizados
también en sangre total como en Bolivia en el afio 2014, con una sensibilidad de 96.2%
y especificidad de 98.8% (39) y en Chile con 99.3% en las dos medidas y en el que
describen la concordancia obtenida con la serologia convencional que fue de 98.2%
(279/284) similar a la encontrada en el presente estudio que fue de 99.3% (303/305)
(119).

En cuanto a CSP obtuvimos una sensibilidad y especificidad del 100% parecido a lo
descrito en migrantes latinoamericanos en Suiza con 95.2% Yy 99.9% (93); en Argentina
con 95.3% y 99.5% (74); en Bolivia, segun lo informado por Rody et al en 2008 con
93.4% Yy 99.0% (120) y por Lozano et alen el 2019 con 97.7% y 97.4% respectivamente
(97) y en el que describen la ED que fue del 97.5% similar a nuestros resultados en el

gue CSP fue capaz de clasificar correctamente el 100% de los participantes evaluados.

Se han informado resultados de sensibilidad y especificidad de CDP y CSP menor que
la obtenida en la presente investigacion, como en un estudio multicéntrico realizado
con sueros procedentes de 9 paises en el que se incluyé a Colombia con 92.9% y
87.2% respectivamente(81) y segun lo reportado por Reithinger et al, en el que
analizaron sueros de cuatro paises y obtuvieron para la CDP una sensibilidad de
84,8% (76) y por Verani et al en el que la sensibilidad en CDP fue de 90.7% y en CSP
de 87.5% (121).

En la revision sistematica incluida en la presente tesis, se incluyeron estudios que
evaluaron las dos PDR’s utilizadas en este capitulo y en los que las PDR’s mas
evaluadas fueron Chagas Detect Plus InBios (31,80,82,95,98) con sensibilidad de
77.5% a 99.3% y especificidad de 92.3% a 100% y Chagas Stat-Pak assay ChemBio
(31,77,96,98,102) con 87% a 98.4% y 87.1% a 99.9% respectivamente.
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Los resultados diferentes pueden verse influenciados por el entorno en el que se
realizaron las PDR (laboratorio o campo), por la naturaleza de las muestras utilizadas
en la evaluacion (almacenamiento de los sueros) y la variabilidad antigénica de las
cepas del parasito en las diferentes regiones en las que se transmite la EC (81), y el
disefio del estudio.

En los resultados obtenidos en el metandlisis se evidenciaron valores de sensibilidad
y especificidad menores en los estudios de PDR con un disefio comparativo, en el que
se incluyen pacientes diagnosticados de la enfermedad y un grupo de pacientes sin
este diagnéstico”

Otros parametros para determinar la calidad de las pruebas diagnosticas en términos
de seguridad son los VPP y VPN que proporcionan estimaciones de la probabilidad de
la enfermedad (122), siendo importante interpretar los resultados de las pruebas en el
contexto de la prevalencia de la enfermedad (123), estos indices diagnosticos varian
considerablemente en forma inversa, al aumentar la prevalencia aumenta el VPP y
disminuye el VPN y viceversa (122). En el presente estudio los resultados obtenidos
en el VPP en CDP fue de 97.8%; en CSP de 100% y el VPN en las dos PDR fue de
100%, observando que las dos PDR presentaron una alta probabilidad de hacer un
diagnostico correcto, coincidiendo con los hallazgos descritos por Eqguez et al (40) y
Lozano et al (97). Los resultados de las razones de verosimilitud mostraron que las
PDR midieron de forma correcta la probabilidad de un resultado concreto (positivo 0

negativo) segun la presencia o ausencia de la EC.

Los agentes etiologicos de la infeccion de T.cruzi y de Leishmania spp. poseen una
filogenia comin muy cercanay comparten una significativa cantidad de caracteristicas
antigénicas. Por ello, pacientes con alguna de las dos infecciones o con infeccion
mixta, pueden resultar mal diagnosticados debido a las reacciones serolégicas

cruzadas (118). Por este motivo en el presente estudio incluimos participantes de zona
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endémica y con infeccidn por leishmaniasis, en los cuales no se present6 reaccion
cruzada con ninguna de las dos PDR, coincidiendo con lo descrito por Lorca et al. (119)
el que no encontrd reaccién cruzada con la CDP y por Luquetti et al. con la CSP (38).
Entre las limitaciones de este estudio, se debe mencionar el nimero reducido (38
casos de leishmaniasis) que fueron incluidos, siendo importante realizar mas

investigaciones en las regiones en donde este parasito coexiste con T cruzi.

En las pruebas de referencia encontramos reactividad cruzada en dos muestras de
pacientes con leishmaniasis en el test ELISA Chagas Il GrupoBios®, que resultd
menos especifico, similar a lo reportado por otro estudio en el que describen reaccion
cruzada que variaba entre el 30 y el 83% en las pruebas convencionales en las que el
antigeno puede ser el parasito completo o extractos solubles o purificados cuya
composicion es una mezcla compleja de antigenos (123). De acuerdo al algoritmo
diagnaostico utilizado en Colombia, cuando se presenta discordancia entre las dos
pruebas de ELISA se realiza |la tercera prueba en este caso la IFI, en la cual obtuvimos
titulos con fluorescencia elevados, pero por debajo del valor de referencia (33). De
acuerdo a las sugerencias realizadas la estrategia mas adecuada para definir el

significado de estas discrepancias es el seguimiento serologico a largo plazo (123).

El indice Kappa, es un coeficiente recomendado como medida de la concordancia de
una prueba, ajustada por el azar (124). Resultados similares a los encontrados en el
presente estudio, describieron Eglez, et al; quienes reportaron en las dos PDR un
indice Kappa de 0,99 (40); en CSP Barfield con 0.97% % (74) y Shah et al, en CDP en
sangre total con 0.94% (39). Los resultados obtenidos mostraron que las PDR cuentan

con un grado perfecto de reproducibilidad.

En varios estudios (40,97,109,119) de acuerdo a los resultados en la evaluacién de
exactitud diagnostica de las PDR han sugerido el uso de estas pruebas para deteccion
y vigilancia de la EC. Estas pruebas se caracterizan, por la entrega de resultados

rapidos sin necesidad de equipo eléctrico, usan un pequefio volumen de sangre total
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como muestra, se pueden utilizar en cualquier lugar (es decir, en todas las regiones) y
se recomiendan especialmente en los sectores de atencion primaria de salud en los
que las instalaciones de laboratorio son escasas 0 inexistentes, asi como para
programas o estudios de vigilancia epidemiolégica (81). Aunque las PDR pueden
almacenar a temperatura ambiente entre 8-30°C durante su vida util, es importante
tener en cuenta que la exposicion a temperaturas superiores a 30°C puede afectar el
rendimiento de las pruebas. Los dispositivos de casete deben usarse inmediatamente
después de sacarlos de la bolsa para minimizar la exposicion a la humedad (56,57).
Las dos PDR evaluadas en el presente estudio cumplen con los criterios ASSURED
(Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid and robust, Equipment-free and
Deliverable to end-users) que se pueden utilizar como punto de referencia para
identificar las pruebas de diagndstico mas apropiadas para entornos con recursos
limitados (118).

Se ha descrito el uso de las PDR como diagnéstico concluyente de la infeccion cronica
por T. cruzi (97,109), sin embargo, de acuerdo a las recomendaciones actuales se
requeriria confirmar los resultados positivos mediante pruebas convencionales en
laboratorios de referencia donde los resultados podrian demorarse. El uso de dos PDR
gue se basan en conjuntos de antigenos distintos, como es el caso de CDP (antigeno
multi-epitope) y CSP (proteinas recombinantes) y teniendo en cuenta el buen
desempeiio de estas pruebas, es una combinacidén que se puede sugerir, adaptando
el diagnostico actual de la EC crénica a la realidad epidemioldgica de cada region y
como alternativa a las metodologias convencionales. En los casos en que en las dos
PDR se presenten resultados discordantes, como lo encontrado en el presente estudio
gue fueron (2/305), se necesitaria una tercera prueba para confirmar el resultado,
aunque esto aumentaria los costos, solo se deberia realizar en un pequefio porcentaje
de resultados y seria razonable si se consideran los costos logisticos de la serologia

convencional (40).
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La sensibilidad y la especificidad de las dos PDR (CDP y CSP), utilizadas en el trabajo
“Sensibilidad y Especificidad de dos pruebas rapidas para el diagnéstico de la infeccion
por Trypanosoma cruzi en una poblacion Colombiana” coincide con los rangos
reportados en los estudios incluidos en la revision sistemética y metaanalisis
desarrollada en el presente trabajo, encontrando que presentan buena precision para
el diagnostico de la EC crénica. La prueba CSP fue una de las PDR mas evaluadas,
se incluyé en cinco estudios con 2875 participantes que corresponden a mas de
la mitad 52% de la poblacién total incluida en el andlisis, seguida de la CDP que

también fue incluida en cinco estudios.

El trabajo de campo se realiz6 en cuatro municipios del departamento de Boyaca4,
Colombia zona endémica para la EC de acuerdo a los resultados de algunos estudios
incluidos en la revision, en esta zona los resultados de la evaluacion de la precision
diagnostica de las pruebas presentan mejor rendimiento que en zonas no endémicas.
También fueron incluidos dos municipios endémicos para leishmanisis para la
evaluacion de reaccion cruzada coincidiendo con lo reportado en los estudios en los
gue la patologia con la que mas encontraron reaccion cruzada fue con leishmaniasis.
Las PDR fueron realizadas en terreno siguiendo las indicaciones de utilizar sangre
capilar, a diferencia de la mayoria de los estudios incluidos, que utilizaron otro tipo de
muestras para el analisis (como suero). En el trabajo de campo del presente estudio
se han tenido en cuenta los cuatro dominios que la herramienta QUADAS-2 contempla
para la evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios de evaluacion diagnostica:
seleccion de pacientes; prueba indice; prueba de referencia y flujo y tiempo en riesgo

bajo, cumpliendo con lo establecido en este tipo de estudios.
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6. CONCLUSIONES
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6.1. Capitulo 1:

1. La sensibilidad y la especificidad de las pruebas ELISA y PDR son elevadas,
su validez esta dentro de rangos aceptables para el diagnostico de la EC
cronica.

2. En los estudios de evaluacion de las pruebas ELISA y PDR, se identificé que el
mayor riesgo de sesgo se presento6 en los items de seleccidon de pacientes 'y en
el estandar de referencia.

3. En el test ELISA, las estimaciones de la sensibilidad por subgrupos fueron
similares, en cuanto a la especificidad, el subgrupo de bajo riesgo de sesgo fue
el que presentd una menor especificidad y el de zona no endémica el que
presentd mayor especificidad. En las PDR la estimacion de la sensibilidad
segun subgrupos varia mas que la especificidad, y la especificidad y la
sensibilidad fueron mayores para el subgrupo de estudios de disefio no
comparativo que para el de disefio clinico comparativo.

4. Los estudios con PDR fueron mas heterogéneos en los subgrupos de bajo
riesgo de sesgo y de estudios no comparativos que en sus respectivas
contrapartes

5. con la heterogeneidad de los estudios de las PDR (fueron mas heterogéneos
en los subgrupos de bajo riesgo de sesgo y de estudios no comparativos que
en sus respectivas contrapartes.)

6. En el analisis del sesgo de publicacion se ha observado un sesgo de publicacion

para los estudios de evaluacién de las pruebas ELISA, pero no para las PDR.

6.2. Capitulo 2:

7. Las dos pruebas de diagnostico rapido: Chagas Detect Plus (InBios
International Inc., Seattle, USA) ® CDP y Chagas Stat-Pak (Chembio Inc.,
Medford USA) ® CSP evaluadas presentaron una excelente validez diagnéstica

para la deteccidn precoz de infeccion por T cruzi de EC cronica.
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8. La concordancia entre las dos PDR y las pruebas de referencia (ensayo de
inmunoabsorcion enzimético (ELISA) de antigenos totales y ELISA de
Antigenos recombinantes) fue adecuada obteniendo resultados de 99.5% vy
100% para CDP y CSP respectivamente.

9. Los resultados obtenidos mostraron que las PDR cuentan con un alto grado de

reproducibilidad.

10.Las PDR no presentaron reactividad cruzada con muestras de pacientes con
evidencia serolégica de leishmaniasis, siendo Utiles para el diagnostico de la
EC en donde se superponen la infeccién de T. cruziy leishmaniasis.

11.Los hallazgos del presente estudio muestran los excelentes resultados de las
PDR en cuento a la validez, seguridad y reproducibilidad en el contexto
epidemiologico colombiano en entorno de campo, usando muestras de sangre
total, y que se podrian utilizar en areas endémicas en las que no se tienen o
son escasas las instalaciones de laboratorio para realizar el diagnostico por
pruebas convencionales como ELISA, IHA, IFA y asi mejorar el acceso al
tratamiento lo antes posible, comenzando en el nivel de atencion primaria de

salud.
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Abstract

Objective
To evaluate diagnostic precision of two rapid diagnostic tests (RDT's) on patients with
chronic Chagas disease.
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