7° Congreso Argentino de Infectologia Pediatrica
Cérdoba, 3, 4y 5 de abril de 2014

Mesa Redonda

Logros y nuevas propuestas de Enfermedad de Chagas
5 de abril de 8:30 a 10:00 hs

Diagnostico de Laboratorio
de /a

Enfermedad de Chagas

Miriam Cristina Martin Garcia
Bioquimica - Magister en Microbilogia Molecular

Programa Nacional de Chagas

Ministerio de Salud
PRESIDENCIA DE LA NACION

Secretaria de Politicas, Regulacion e Institutos




O —>xX> —0OmMm=Z>0x$xm—-4=Z —

Tripomastigotes
metaciclicos

-

Esferomastigotes

Ly E oA

rvioso central

~ : - Transmision interhumana
“Epin 'aé"-‘{'),t'es, m Vertical (de la mama al hijo)
?‘ pi‘n;\ %g T R m Transfusion de sangre y derivados
mTrasplante de 6rganos

TR proisus

[ v infestans
[r megistus
[ rdimidista
I 1. paticipenris
[T infestens - P. megistus]
R profius - T cimiciata

Tripomastigotes sanguineos Hombre Y reserv orios

o< ——]—-—Z-=—mTmoQ9

regentina;

América Latina: 20 millones en riesgo
11 millones infectados
1.600.000 infectados




Diagnostico de la Infeccion por Trypanosoma cruzi

Control y tratamiento de la enfermedad de Chagas

L Medidas de control de la endemia

L Transmision vectorial

Deteccion de la madre Chagasica y seguimiento del recién nacido

L Estudios poblacionales en areas endémicas
L Control obligado de la sangre donada para transfusiones

L Pacientes Inmunocomprometidos
‘ Pacientes con transplantes de 6érgano

L Acci. de Trabajo con material

contaminado con T. cruzi



“ NORMAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
INFECCION DE CHAGAS

Ley 22360 (1980) Revisadas y Actualizadas/05 (aprobadas R. M. N° 1870/06 )
(INP “Dr Mario Fatala Chaben, CENDIE y Servicio Nacional de Chagas)

LEY 26281 - SALUD PUBLICA - CHAGAS
(Sancionada: 8/08/07, Promulgada: 4/09/07, Publicada en B.O.: 5/09/07)

ARTICULO 4° - Es obligatoria la realizacion y la notificacion de las pruebas diagndsticas establecids
segun Normas Técnicas del Ministerio de Salud, en toda mujer embarazada en los recién nacidos,
hijos de madres infectadas, de las mismas madres y, en general, en nifios y nifias al cumplir los

SEIS (6)y DOCE (12) afos de edad segun establezca la autoridad de aplicacion Son obligatorios

los controles serologicos en donantes y receptores de organos, tejidos y de sangre a transfundir. Los

analisis deben ser realizados por establecimientos sanitarios publico y privados de todo el territorio
nacional, de acuerdo con normas técnicas de diagnostico del Ministerio de Salud En ningun caso
los resultados de los examenes que se practiquen pueden constituir elemento restrictivo para

el ingreso a los establecimientos educativos y cursos de estudios. La serologia reactiva solo se
considera a los fines preventivos y de tratamiento que establece la presente ley, debiéndose dar
Cumplimiento a la Ley N° 25.326, de proteccion de los datos personales.




ARTICULO 5° - Prohibase realizar reacciones seroldgicas para determinarla infeccidn
chagasicaa los aspirantes a cualquier tipo de empleo o actividad.

ARTICULO 7° — Los establecimientos sanitarios oficiales deben practicar sin cargo alguno, los
examenes a que se refiere el articulo 4°, asi como el tratamiento antiparasitario especifico,
evitando toda accion dilatoria. Los establecimientos de la seguridad social y las entidades de
medicina prepaga deben reconocer en su cobertura los tests diagnosticos y el tratamiento
de la enfermedad.

ARTICULO 8° — Los resultados de los examenes establecidos en el articulo 4° son registrados en
un certificado oficial de caracteristicas uniformes en todo el pais que debe establecer la autoridad
sanitaria nacional y ser entregado sin cargo a la persona asistida o controlada. En los casos
considerados como enfermedad profesional sera entregado por la aseguradora de riesgo de
trabajo.

ARTICULO 10. — Todo posible dador de sangre o de tejido u 0rgano que tenga conocimiento
o sospecha de padecer o haber padecido infeccion chagasica, debe ponerlo en conocimiento del
servicio al que se presente.




“ NORMAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
INFECCION DE CHAGAS

LEY 26279 “Régimen para la deteccion y posterior tratamiento

de determinadas patologias en el recién nacido.”
(Sancionada: 8/08/07, Promulgada: 4/09/07, Publicada en B.O.: 5/09/07)

ARTICULO 1° — A todo nifio/a al nacer en la Republica Argentina se le practicaran

las determinaciones para la deteccion y posterior tratamiento de fenilcetonuria,

hipotiroidismo neonatal, fibrosis quistica, galactocemia, hiperplasia suprarenal congénita,
deficiencia de biotinidasa, retinopatia del prematuro, CHAGAS y SIFILIS; siendo obligatoria su
realizacion y seguimiento en todos los establecimientos publicos de gestion estatal o de la
seguridad social y privados de la Republica en los que se atiendan partos y/o a recién nacidos/as.




Normativas Vigentes \

Normas de Diagnéstico para

la Infeccién por T cruzi
R. M. N° 523/97
Actualmente en revision

|

DUPLAS SEROLOGICAS
o HAI-ELISA

o HAI-IFI

o ELISA-IFI

o ELISA-APG
Sensibilidad: 98-99%

Guia para la Atencién al Paciente

Infectado por Trypanosoma cruzi
Revisadas en Nov. 2011 y Julio 2012
Aprobacion x R.M. en tramite

TRATAMIENTO ETIOLOGICO

|

- BENZNIDAZOL 5-7 mg/Kg/dia
- NIFURTIMOX  8-12 mg/Kg/dia



"5 ' * Normas de Diagnéstico para la infeccion de Chagas

& ‘ ‘ Métodos serolégicos Métodos parasitolégicos

l Chagas agudo ° °
Antes del primer mes °
l Transmisién

materno - infanti

A partir de 10 meses

l Chagas
asintomatico cronico

I Control de los donantes de sangre
y de la sangre a transfundir

l Deteccion de - Dador
la Infeccién
en pacientes Receptor

inmunosuprimidos
* HIV




* EVOLUCION PARASITOLOGICA Y SEROLOGICA
EN PERSONAS CON INFECCION POR T. Cruzi

Titulo
de Ac.

Parasitemia

/

PERIODO AGUDO PERIODO CRONICO




Métodos de Diagnéstico de Laboratorio
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*INFECCION por Trypanosoma cruzi: FASE AGUDA

m Ministerio de Salud
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1. Biopsias de lesiones cutaneas

-Micrométodos de capilares (Sensibilidad: 95%) +2. Biopsias de ganglio linfatico
-Micrométodo del INP (Sensibilidad: 95%)
Strout (Sensibilidad: 95%)



Tubo Eppendorf Métodos de Tubos Capilares

. (X4
una gota de heparina concentracion La sangre se coloca en tubos

N capilares heparinizados.
0,5 ml de sangre

venosa Centrifugar 5 - 8000 a 12000 rpm

mezclar por inversion

centrifugar
1 minutos a 3000 rpm

Cortar en la interfase
( glébulos blancos)

* fomar una gota
de la interfase

]l ' ( globulos blancos) \
e — % rypomastigotes %aciclicos

Leer al microscopio con 400 aumentos durante 30 minutos cada
preparado. Se debe realizar cuatro preparado por paciente.

|
)




METODO DE STROUT

Separar el
suero

Centrifugar el
suero 2’ a 800 rpm

Separar
sobrenadante

10 mL de

Sangre venosa
Retraer el codgulo

espontaneamente
Centrifugar el
sobrenadante
10’ — 2000-
. 2500 rpm
Observar el sedimento entre

porta y cubreobjetos a 40x en
guarda griega ( 6-8 preparados)




Métodos parasitoldgicos
| |
ostracién indirecta .plificacién
de pardsitos l

PCR (Reaccion en cadena

‘ por ADN polimerasa)

Sangre con Guanidina
Ninos: <1 afo:0,5ml

Enriquecimiento enfre 1a 3: iml
9 >de 3 afos: 2 a5 ml

Adultos: 5 a 10 ml v

Primers satelitales
Hemocultivo Xenodiagnodstico Nifos<1 afio: Tcz1/Tcz2

S:99.7% < 20% S:100% 50-52% > de 1 afio y adultos:
primers derivados de

kinetoplasto (121/12 ) x baja
parasitemia




Reaccion en Cadena por ADN Polimerasa

PCR en la Enfermedad de Chagas .\t

Aplicacion en
Enfermedad de Chagas

Investigacion a nivel molecular

—

Epidemiologia: Identificacién y
caracterizacion de cepas

Dlagnoshco
Monitoreo en tratamientos antiparasitario
Diagndstico en pacientes inmunosuprimidos:
SIDA, Transplantados y otros
Diagndstico perinatal
Incrementar la sensibilidad de los métodos
parasitologicos ya estandarizados




Transmisidn congénita del Trypanosoma cruzi
Validacidn y transferencia al sistema sanitario nacional de PCR, para el
diagndstico temprano de la infeccion congénita. Ruiz AM y Col 2012,

DATOS NO PUBLTICADOS

Tasa de transmision. Datos
preliminares

N: 434 RN

Global: 3,5% (15/434)
Con Riego: 3,7% (14/377)
Sin Riesgo: 1,7% (1/57)
Sensibilidad PCR: ~90%

Con Riego

Sin Riesgo

Valor de PCR: predictivo (infecciéon
o reactivacion)



Pruebas Rdpidas

- reaccion diagndstica inmunocromatografica de tamizaje

( Ac anti T. cruzi)
- Argentina, México y Honduras

( abril 2011 hasta diciembre 2012)
- Proyecto coordinado x INP

Maternidad Nuestra Senora de la Merced (Tucuman)
Mtras. Sangre total de RN (hijo de madres + p/ T. cruz)

- Evaluar sensibilidad y especificidad del ensayo




Resultados

Test SenSItIVIty

OnSite Chagas Ab Rapid test-Cassette

f 86,7%

WL check-Chagas

85,4%

Instantest Chagas 75,7%
Trypanosoma detect Dipstick Test ® 87,9%
Chagas QuickTest 85,4%

Chagas Stat-Pak® 82,9%
Immu-Sure Chagas 14,8%
SD-Bioline Chagas 92,5%

Simple Chagas WB 81 ,8%
Serodia-Chagas® 92,8%)
InmunoComb® I 96,3%

Sanchez C y col. Manuscrito en
preparacion

IC 95%

81,78 - 90,39

80.39 - 89.3

69.6 - 80.8

83.19-91.45

80.39 - 89.32

77.65-87.1

10.78 - 19.95

88.4 - 95.1

76 -86

88.8-95.4

93-98

Specificity
92,7%
96,6%
76,0%

95,7%
95,3%
95,7%

95,7%
94,9%
69,7%
95,7%
95,7%

IC 95%

88,67 - 95,41

93.54 - 98.26

69,9-81.4

92.31-97.66

91.78 - 97.36

92.25-97.6

92.3-97.6

91.25-97

63.1-75.5

92.3-97.6

92.3-97.6

Kappa value

0,793

0,819

0,517

0,836
0,806

0,784

0,105

0,873

0,516

0,885

0,92



*INFECCION por Trypanosoma cruzi: FASE CRONICA

m Ministerio de Salud
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ANTIGENOS

REACCIONES DE AGLUTINACION:

* Suspension de formas epimastigotes de cultivo de T. cruzi
* Sobrenadante de un lisado crudo total de epimastigote de T. cruzi
» Péptidos de la secuencia antigénica del T. cruzi

ENZIMOINMUNOENSAYO:

* Moléculas solubles obtenidas por ruptura de los parasitos enteros

 Purificados por dist. medios (ac. monoclonales, fracciones celulares)

*Técnica de ADN recombinante a partir de proteinas especificas de los
estadios epimastigote y tripomastigote del T. cruzi

INMUNOFLUORESCENCIA:

« Epimastigote de cultivo axénicos tratados con formol




Duplas serologicas

HAI-ELISA
HAI-IFI
ELISA-IFT
ELISA-APG

Sensibilidad: 98,0- 99,5%



CERTIFICADO OFICIAL de REACCIONES SEROLOGICAS y PARASITOLOGICAS
PARA DETERMINAR INFECCION por T. cruzi

Ley Nacional N° 26281

LABORATORIO
Nombre del Organismo, Direccién y Teléfono
Dependencia Oficial u organizacion Privada

DATOS PERSONALES

Tipo y Numero de Documento de Identidad............

INMUNODIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
Pruebas Seroldgicas efectuadas Resultados:
(dupla) (Rvo. con titulosobt.

o No reactivo)
Interpretacion de los resultados: El Inmunodiagnéstico se
considerara reactivo cuando el suero da resultados reactivos

Por lo menos en dos pruebas serolégicas.
DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

Métodos Empleados Resultados

Dia, mes y afo en que se efectuo el analisis

Firma, sello aclaratorio con nombre y matricula del profesional
responsable.



RED DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO: 710 LABORATORIOS

- CONTROL DE CALIDAD

- CONTROL DE TRANSMISION POR TRANSFUSIONES. MODELO PARA OTRAS INFECCIONES

- COORDINACION NACIONAL PARA ESTUDIOS DE PRECONSCRIPTOS

Programa de Control de Calidad del Diagnéstico
INP — Dr. Mario Fatala Chabén — ANLIS-ARGENTINA

Red de 710 Laboratorios de Chagas it dihoving
Dto. Bioquim.Min. de Bienestar Social,

San Salvador, Jujuy Departamento de Bioquimica.
! Min. de Desarrollo Humano, Formosa

Centro de Chagas y
Patologia Regional, |
Santiago del Estero

Programa de L!
Bioquimica. l

M.S.P,Salta. r‘
Dto. Biogco. Dir. Prov.

" A
Med. Asist.,Catamarca | . q_ boratorio Central, .
b P— aboratorio Central, o
!‘ P SantaFé Lab. Central
Redes de laboratorio, La Rioja D sterodesatid
| de Corrientes + Laboratorio Central de
Lab Biologia Molecular. | Lal i — Salug Sublica
4 boratorio -Ministerio de Salud de
Hospital Rawson, San Juan r Central, } Blenos Aiic= EaPlats
i W Cordoba ' e :

Hospital Jose Nestor Lencinas, = ] T
p— Villa Hipédromo, Mendoza. N i SRRy
. 7 ! 7 3 R ~—————— Redes Salud
e LN s s Epidemiologia, + Hospital Durand
g ~Pa a i
R i :9"3 o Sa Santa Rosa, Ciudad de Buenos Aires
: LfsegEen | Parandie Gral, Relaciones Humanas. LaPampa ]

Div. Bioquimica |
SIPROSA Tucuman

Division Lab. Zoonosis
Htal. San Martin — Dir. de Epidemiologia
—Sec Salud, Parana, Entre Rios

A

Chile >, _" cslnﬁubsecretaria Salud, Neuquén
- Direccién de Epidemiologia,
X\ e e s, 5 liedma, Rio Negro
Santiage. . ) Uruguay

= o Buaron) oMontevideo

Argentina  ~"% ! Direccion Control de Patologias
. ° Prevalentes, Trelew, Chubut

Ui

O Regional Rio Gallegos,
Rio Gallegos, Santa Cruz

Hosp. Regional Ushuaia,
Tierra del Fuego



Algoritmo en la Mujer Gestante

——

Mujer Gestaﬁte |

v

|

Muestra de Sangre

l

A

, }

Repetir a los
20 a 30 dias

[~

Técnica 1 Técnica 2
A 4 v v
= /= - / |+ +| / |+
v A\ 4
No Reactiva v Reactiva
Confirmacion con
3° técnica

| —

Control al RN
y demas hijos




Algoritmo en el Recién Nacido, hijo de madre chagasica

Recién Nacido

1 Primer Control ( antes del alta)

Buscar Parasitos en Muestra de Sangre

l

\ 4 \ 4

Negativo
Positivo
Segundo Control ( a partir 10 meses)
Serologia (Dupla ) Iniciar Tto.
Enfermedad de
|/ [- B I A s + / [+ Notificacion Obligatoria
| T al SIVILA-SNVS

No Reactiva

. e Confirmacion con Reactiva
Fin del Seguimiento

3° técnica

| d

Repetir alos |(e——T7_ +
20 a 30 dias




REGOMENDAGIONES NAGIONALES PARA LA PREVENG 10N
DE LA TRANSMISION VERTICAL DEL VIH, SIFILIS Y CHAGAS

Mujer embarazada

Ter Tramestre o 1o consulita: Asesoramients, solcitd da WDRL, serclogio parm Chagas y serclogia para WiIH

Fchrozion de aribie




*MUCHAS GRACIAS



