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OBJETIVOS DE LA GUIA

e Describir los lineamientos, sus actualizaciones el proceso de vigilancia por laboratorio del
Trypanosoma cruzi.

e Establecer los procesos de obtencién, conservacion y transporte de las muestras para la
deteccion del agente etioldgico, el Trypanosoma cruzi.

e Describir los fundamentos técnico-cientificos de los métodos de ensayos empleados para el
diagndstico por laboratorio del Trypanosoma cruzi.

e Describir los criterios técnico-operativos para la participacion en el programa interlaboratorio
de control de calidad para la evaluacion del desempefio directo e indirecto y la participacion
en PEED nacionales e internacionales.

e Precisar como se articula la red nacional de laboratorios para la vigilancia por laboratorio del

Trypanosoma cruzi, asi como describir las funciones y responsabilidades en cada uno de los
niveles.

ALCANCE

La presente guia aplica para la vigilancia por laboratorio del Trypanosoma cruzi en diferentes
matrices y métodos con los cuales se detectan en el laboratorio nacional de referencia del INS.
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DEFINICIONES, SIGLAS, ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Tripanosomiasis americana: conocida como Enfermedad de Chagas, es una infeccion humana
producida por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi, el cual es transmitido al hombre a través
de insectos de la familia Reduviidae. La transmision vectorial ocurre cuando el insecto pica y defeca
dejando sus heces, las cuales contienen tripomastigotes metaciclicos infectivos, contamina una
herida 0 membrana mucosa de 0jos, nariz o boca.

Antigeno (Ag): molécula que al ser introducida en el organismo induce una respuesta inmune y da
lugar a la formacidon de otras proteinas con las cuales reacciona especificamente llamadas
anticuerpos.

Anticuerpo (Ac): molécula de inmunoglobulina producida por el sistema inmune como respuesta
frente a la exposicion a antigenos especificos. Cada anticuerpo es especifico contra un antigeno.

Inmunoglobulina G (Ig G): anticuerpo o inmunoglobulina (Ig) producida por el sistema inmune como
respuesta secundaria frente a la exposicién a antigenos bacterianos, virales, parasitarios o a otras
sustancias antigénicas. Se consideran anticuerpos de memoria, ya que permanecen presentes en la
sangre de por vida, siendo el principal anticuerpo de defensa. Es el tipo de anticuerpos
predominantes en los fluidos corporales como sangre y LCR. Dado que tiene bajo peso molecular
puede atravesar varios tejidos, incluso la placenta, por lo cual en ocasiones el feto puede tener
anticuerpos por transferencia materna sin que ello signifique en todos los casos contacto con una
infeccion.

Serologia: estudio realizado en muestras de suero, que permite corroborar la presencia de
anticuerpos en sangre frente a la presencia de una infeccion.

Inmunodiagndstico: sindbnimo de serologia, pero el estudio puede realizarse en fluidos diferentes a
sangre.

Diagndstico parasitolégico: diagnéstico por laboratorio de pruebas encaminadas a la busqueda
del parésito.

Diagndstico molecular: deteccion de ADN mediante amplificaciéon y/o cuantificacion de blancos de
ADN de T.cruzi.

IFI: Inmunofluorescencia indirecta
ELISA: Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzima

EIA: Inmunoensayo
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1. GENERALIDADES

1.1 Agente etioldgico

Trypanosoma cruzi pertenece al subphylum Mastigophora del phylum Sarcomastigophora, orden
Kinetoplastida, que comprende organismos flagelados con un kinetoplasto, organelo localizado en
la mitocondria, que contiene ADN. Su estadio infectivo se desarrolla en el interior del tracto digestivo
del vector y contamina a los hospederos mamiferos a través de sus heces. Asimismo, éste parasito
al estar presente en sangre y/o secreciones de hospederos o reservorios infectados, puede
contaminar alimentos y/o bebidas (1-3).

El T.cruzi es un pardsito protozoo con una gran diversidad genética que permitio la conformacion en
seis grupos diferentes llamados DTUs (Unidades Discretas de Tipificacion) nombrados Tcl a TcVI.
En Colombia, predomina el linaje Tcl que circula en ciclos selvaticos y domésticos (4,5).
Este parasito pasa por tres estadios morfolégicos, llamadas también formas parasitarias:
Forma de amastigote: No flagelada e intracelular, es la forma replicativa, es redondeado u ovoide,
mide aproximadamente de 1.5 a 4.0 um, en él pueden apreciarse el nicleo, el cinetoplasto y el

cuerpo basal, Figura 1.

Figura 1. Amastigote de Trypanosoma cruzi
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Forma de epimastigote: Flagelar, prolifera en el insecto vector y corresponde a la forma que es
inducida en el laboratorio a través de los cultivos. El cinetoplasto se encuentra entre el nlcleo y el
flagelo libre. La membrana ondulante es pequefia, Figura 2.

Sufren un proceso de metaciclogénesis mediante el cual las formas replicativas de T.cruzi
(epimastigotes) se transforman en el estadio infectivo (tripomastigotes metaciclicos), en la ampolla
rectal del vector.

Figura 2. Epimastigote de Trypanosoma cruzi
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The Causative Agent of Chagas Disease. PLOS. 2012. (6)

Forma de tripomastigote metaciclico: corresponde a la forma infectiva tanto para el vector como
para los hospederos humanos y mamiferos.

Morfoldgicamente es fusiforme, mide aproximadamente de 12 a 30 um, incluyendo el flagelo que
inicia en la parte posterior del parasito, y emerge libre en el extremo anterior, formando en su trayecto
submembranal una membrana ondulante. Presenta un gran nicleo central. El cinetoplasto es grande
y de ubicacion subterminal. Es capaz de penetrar células como macréfagos, fibroblastos, células del
sistema nervioso y muscular (7), Figura 3.
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Figura 3. Tripomastigote metaciclico de Trypanosoma cruzi
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Fuente: Tomado de: interactive Multimedia to Teach the Life Cycle of Trypanosoma cruzi,
The Causative Agent of Chagas Disease. PLOS. 2012. (6)

1.2 Modo de transmisién

El parasito Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, puede producir
cuadros muy silentes en los pacientes que cursan con infecciones crénicas y cuadros graves en
fases agudas que pueden llegar a ser mortales si no se administra tratamiento oportuno.

El parasito tiene diferentes formas de transmision:

e La transmisién vectorial es la més frecuente y constituye el principal mecanismo de
transmision en América Latina. La Enfermedad de Chagas es transmitida a las personas y a
mas de 150 especies de animales domésticos y animales salvajes (roedores, marsupiales y
armadillos, entre otros) por insectos hematéfagos reduvideos de la subfamilia Triatominae.
Los triatomineos que se encuentran en grietas y ranuras de viviendas se alimentan de
sangre, habitualmente por la noche. Durante la picadura defecan en la piel del hospedero.
En las heces del insecto se encuentran los tripomastigotes metaciclicos, que penetran por
rascado o frotamiento del mismo hospedero, ya sea en el sitio de la picadura o sobre lesiones
de continuidad.

e Por transfusion sanguinea cuando se transfunde hemoderivados con el parasito y trasplante
de 6rganos y tejidos cuando estos igualmente estan infectados.

e Forma congénita (vertical o congénita), se estima que en Latinoamérica existen unos 2
millones de mujeres en edad fértil, que si llegasen a infectarse serian susceptibles de
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transmitir el parasito al feto. También se ha indicado que se infectan al menos 15,000
neonatos cada afio en Latinoamérica y 2,000 en Norteamérica. La transmision se ha
acentuado en Europa por la migracién de personas infectadas provenientes de varios paises
endémicos en Latinoamérica (8-10).

e Accidentes de laboratorio.

e Via oral, un mecanismo emergente, a través de ingesta de los triatomineos; ingesta de
alimentos contaminados con heces de los artropodos o con secreciones de reservorios (11).

La enfermedad de Chagas tiene dos fases claramente diferenciadas:

La fase aguda que dura aproximadamente 60 dias post infeccion, en la mayoria de los casos no hay
sintomas, puede haber fiebre, dolor de cabeza, agrandamiento de ganglios linfaticos, palidez,
dolores musculares, dificultad respiratoria, dolor abdominal o toracico, edema facial generalizado,
presentar una lesion cutdnea conocida como chagoma o un edema bipalpebral unilateral llamado
signo de Romana (2,13).

Durante la fase crénica, los parasitos permanecen ocultos principalmente en el musculo cardiaco y
digestivo. El 60-70% de los pacientes cronicos son asintomaticos (forma indeterminada), mientras
que el 30-40% tiene o van a desarrollar en algin momento de su vida cardiomiopatia,
megasindromes digestivos o ambas (14). En Colombia la cepa de Trypanosoma cruzi predominante
es la Tcl, la cual se ha visto asociada principalmente con cardiomegalia (4,5).

1.3 Prevencion

La Enfermedad de Chagas no es una patologia erradicable; corresponde a una zoonosis con un gran
numero de reservorios animales que hace imposible la eliminacién de las fuentes de infeccion.

El control de la transmision por T.cruzi en paises endémicos como Colombia, depende
principalmente del control vectorial como la disminucion de la poblacion domiciliaria del vector a
través de iniciativas como el plan de certificacion de la interrupcién de la transmisién de Rhodnius
prolixus como el principal vector domiciliado que involucra actividades de fumigacion residual y
mejora de las viviendas, asimismo depende también de la prevencion de la transmisién mediante
mecanismos no vectoriales, el control transfusional de donantes de sangre y el control de trasplante
de drganos. De la misma forma, dentro de los principios para el control de la Enfermedad de Chagas
se encuentra la profilaxis personal con el uso de medidas como mosquiteros y a nivel comunitario la
reorganizacion al interior de las viviendas (12).

El control de vectores y el control transfusional de la transmision de T. cruzi ha sido exitoso en varios

paises endémicos, pero otros mecanismos de transmision, como la oral, la congénita, accidental y
el trasplante de 6rganos pueden mantener la infeccion.
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2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO
2.1 Bioseguridad

Las muestras que requieren ser remitidas al LNR, deberan ser enviadas cumpliendo con todas las
medidas de bioseguridad y deben obedecer a lo establecido por normas nacionales e
internacionales.

2.2 Toma de muestras

Las muestras pueden ser recolectadas por un profesional de la salud como enfermeria, medicina o
bacteriologia entrenadas en la recoleccién de muestras y durante la recolecciéon, manipulacion y
transporte de las muestras se deben tener presentes las medidas de bioseguridad y la utilizacion de
los elementos de protecciéon individual como tapabocas, proteccién ocular, guantes y bata
desechable.

Para garantizar la trazabilidad de las muestras y la identificacion de las mismas, debe hacerse en
letra legible y rétulos indelebles con informacién como nombre completo, apellidos, fecha y hora de
toma de la muestra. Las muestras se enviaran al Grupo de Parasitologia del INS lo antes posible
siguiendo las recomendaciones establecidas en el manual para obtencién y envio de muestras para
andlisis de eventos de interés en Salud Publica http://www.ins.gov.co/tramites-y-
servicios/examenes-de-inter%C3%A9s-en-salud-
publica/SiteAssets/Manual%20obtencion%20y%20envio%20de%20muestras%20de%20EISP.pdf
2.3 Tipo de muestra, conservacion, almacenamiento y transporte

En las tablas 1, 2 y 3 se describen el tipo de muestra, el momento de recoleccién, condiciones,
ensayo recomendado y las condiciones para el transporte de las muestras.

Tabla 1. Muestras para ensayos parasitolégicos directos

Momento de toma de la muestra
Tipo de muestra, conservacion y transporte segun fase de Enfermedad Técnica a realizar
Frotis de Sangre Periférica (FSP)
Sangre capilar obtenida por puncion digital para FSP y Gota Gruesa (GG)
GG, transportar las laminas a temperatura ambiente | Fase aguda Coloreados con colorantes derivados de
protegidas de su posible ruptura. Romanowsky o el mismo Romanowsky
modificado.
Sangre total obtenida por venopuncidn en tubos con Frotis de Sangre Periférica (FSP)
EDTA (5 mL), transportar a 4 a 8 °C con refrigerantes Gota Gruesa (GG). Coloreados
Fase aguda colorantes derivados de Romanowsky o el
Nofa: la viabilidad de los tripomastigotes puede mismo Romanowsky modificado.
depender de la parasitemia y puede ser evidente en un Microhematocrito
periodo no mayor a 6 horas Micrométodo
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Tabla 2. Muestras para ensayos parasitolégicos indirectos

Tipo de muestra, conservacion y transporte y
cantidad en volumen

Momento de toma de muestra
segun fase de la Enfermedad

Técnica a realizar

Ensayos moleculares:

Sangre total en EDTA, volumen a volumen en
clorhidrato de Guanidina 6M.

Indicacién:

Inmediatamente después de la toma de sangre con
anticoagulante  EDTA (5 mL debe agregarsele
clorhidrato de guanidina 6M y transportar a
temperatura ambiente (12°C con refrigerantes).

Fase aguda de posible transmision
vectorial, oral, transfusional o
congénita y en casos especiales
durante la fase cronica ante una
reactivacion.

qPCR Multiplex para deteccion de ADN de
T.cruzi

Sangre total obtenida por venopuncién en tubos con
Citrato de sodio al 3,8% (4 mL), transportar a
temperatura ambiente sin refrigerantes

Fase aguda

Hemocultivo

Tabla 3. Muestras para ensayos de Inmunodiagndstico

Tipo de muestra, conservacion y

Momento de la toma de la
muestra segtn fase de la

Técnica a realizar

Condiciones

8°C con refrigerantes y en viales de
polipropileno herméticamente cerrados.

Remitir como minimo un volumen de 500
uL aguda

Algunas técnicas de inmunodiagndstico
permiten el uso de plasma, en caso tal,
obtener sangre total en tubos con
anticoagulante (5 mL) y transportar a 4 -
8°C con refrigerantes.

transporte y cantidad en volumen Enfermedad
Suero, obtenido por
Venopuncion en tubos sin Inmunoensayo enzimatico (EIA) o
anticoagulantes (5 mL), transportara4 a | Cualquier =~ momento  ante | Ensayo Inmunoabsorbente ligado a

sospecha de fase crénica.

Y ante la sospecha de una fase
(tomar una primera
muestra minimo a partir del dia 25
post infeccibn y una segunda
muestra después de 21 a 25 dias
de haber tomado la primera)

enzima (ELISA)
Quimioluminiscencia (ChLIA)
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) liore de hemolisis

Hemaglutinacién Indirecta (HAI)

Western Blot (WB) e Inmunoblot

Para el analisis patolégico de la enfermedad de Chagas aguda, se debe enviar una muestra
representativa del corazéon de ambos ventriculos, auriculas, que incluya epicardio, miocardio y
endocardio. La confirmacion se basa en la identificacion morfoldgica de amastigotes de tripanosoma
intracardiacos a manera de pseuquistes, severa miocarditis linfocitaria y monocitaria con PMN
neutréfilos, eosindfilos y exuberante pérdida/ruptura de las miofibrillas. Es necesaria la correlacion
con las pruebas parasitologicas/serolégicas especificas particularmente en ausencia morfolégica de
amastigotes en muestra cardiaca post mortem.
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2.4 Documentacién requerida

Las muestras remitidas al Grupo de Parasitologia del Laboratorio Nacional de Referencia, deberan
enviarse acompafiadas con:

e Historia clinico-epidemiolégica o un resumen de historia clinica que incluya datos
demogréficos (nombre, identificacién, tipo de identificacién, edad, fecha y lugar de
nacimiento, procedencia del caso)

e Signos y sintomas clinicos

e Examenes paraclinicos adicionales realizados.

2.5 Métodos de laboratorio empleados para el diagnéstico del agente etioldgico

2.5.1 Ensayos para fase aguda

Durante la fase aguda el diagnéstico se debe orientar al desarrollo de pruebas parasitolégicas
directas en busca del parasito:

e Examen directo de sangre fresca

e (Gota gruesa

e Frotis 0 extendido de sangre periférica

e Métodos de concentracion como el micrométodo, el microhematocrito y el método de Strout

El parésito puede estar en circulacion principalmente durante los primeros 30 dias y hasta los 60 e
inclusive 90 dias, considerada ya como una fase aguda tardia donde la parasitemia va disminuyendo
y es menor que la fase inicial, razon por la cual es recomendable realizar todas las técnicas
parasitologicas, especialmente los métodos que concentran los parasitos, asi mismo es importante
tener presente realizar todos de manera seriada varias veces al dia por al menos durante una
semana(15,16).

La fase aguda también puede ser diagnosticada mediante métodos parasitolégicos indirectos:

e Hemocultivo
e Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
¢ Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR)

Estos métodos son especializados para laboratorios de referencia pero constituyen una herramienta
mas para establecer su diagnéstico. El desarrollo de métodos seroldgicos en busca de anticuerpos
anti T. cruzi durante esta fase también tiene una utilidad complementaria, teniendo en cuenta que al
final del primer mes hay anticuerpos Ig G detectables (17-20).

En pacientes con infeccion por VIH, inmunosuprimidos o inmunodeprimidos por cualquier causa, la
reactivacion de la enfermedad de Chagas crénica ha sido descrita en paises endémicos y no
endémicos, es considerada como una reagudizacién de la infeccién por T. cruzi con presencia de
parasitos en sangre o fluidos infectados, los cuales pueden ser detectados por métodos

14 de 36

@ GOBIERNO DE COLOMBIA

180 9001

«»icontec Cermpca®

Certificatio CO-5C-CER3S84ST



Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

INsTITUTO Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704
fax: 220 7700 Ext. 1283-1269

NACIONAL DE correo electrénico: contactenos@ins.gov.co
S Pagina web: www.ins.gov.co
ALUD Linea gratuita nacional: 018000 113 400

parasitol6gicos. La reactivacion ocurre en aproximadamente un 30% de los pacientes co- infectados
con T. cruzi y VIH (21), Figura 4.

Figura 4. Fundamento parasitolégico y serolégico del diagnostico de la Enfermedad de Chagas

El diagnostico se basa principalmente en la
demostracion del parasito a través de pruebas
parasitologicas

(%

ANTICUERPOS IgG

ANTICUERPOS Ig

FASE AGUDA

Fuente: Elaborado por autores. Grupo de Parasitologia. LNR

2.5.1.1 Examen directo de sangre fresca

Se obtiene sangre capilar o venosa y se realiza la visualizacion de una gota entre lamina y laminilla
con objetivo de 10X y 40X. Se observara el movimiento serpenteante de los tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi.

2.5.1.2 Frotis o extendido a partir de sangre fresca

Se obtiene sangre periférica capilar o venosa, se realiza el extendido sobre una lamina portaobjeto
y se utilizan colorantes derivados de Romanowsky (Wright, Field, Giemsa), previa fijaciébn con
metanol. El parasito se observa con su morfologia caracteristica identificandose cinetoplasto, nicleo,
flagelo y membrana ondulante, Figura 5.
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Figura 5. Tripomastigotes de Trypanosoma cruzi en frotis o extendido de sangre periférica con
coloracion de Field

Grupo de Parasi

Fuente: Grupo de Parasitologia. LNR

2.5.1.3 Gota gruesa a partir de sangre fresca

Se obtiene sangre periférica capilar o venosa, se realiza la gota gruesa, la cual permite concentrar
varias capas de sangre (20-30 en relacion con el extendido). Tiene la ventaja que existe experiencia
en su elaboracion y coloracion, gracias a que es el principal método de diagnéstico de malaria, por
lo cual existen en todo el pais profesionales y personal técnico entrenado para esta técnica. Aunque
los parasitos pueden verse levemente distintos por el proceso de deshemoglobinizacién y por el
secado de las laminas, aun asi, permite evidenciar el parésito identificandose cinetoplasto, nucleo y
flagelo. La membrana ondulante no es facilmente identificable, ya que durante el procedimiento
puede perderse, Figura 6.
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Figura 6. Tripomastigotes de Trypanosoma cruzi en gota gruesa con coloracién de Field
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Fuente: Grupo de Parasitologia. LNR

2.5.1.4 Microhematocrito

Corresponde a una técnica de microconcentracién que consiste en llenar minimo 6 capilares
heparinizados con sangre capilar o sin heparina con sangre venosa, posteriormente centrifugar a
8.000-12.000 r.p.m. dependiendo de la microcentrifuga (5-8 min). Los tripanosomas se ubicaran
entre los glébulos blancos y el plasma y se podran observar en esta interface leucoplaquetaria
pegando el capilar con una cinta a un costado de una lamina portaobjeto observandolo con objetivo
de 40X buscando la presencia de tripomastigotes en movimiento. Si a pesar de esto no se observan,
romper el capilar en la interface leucoplaquetaria con un lapiz de punta de diamante o el borde de
una lamina porta objeto, verter el contenido sobre una lamina para observar al microscopio entre
lamina y laminilla, retirar la laminilla, dejar secar, fijar con metanol y colorear con derivados de
Romanowsky, Figura 7.
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Figura 7. Procedimiento de visualizacion y ruptura del microhematocrito

Fuente: Grupo de Parasitologia, LNR.

2.5.1.5 Método de Strout

Se obtienen de 5 al0 mL de sangre venosa sin anticoagulante. Es una de las técnicas mas sensibles,
pues utiliza el mayor volumen de sangre y permite concentrar los parasitos. Tomar la muestra y dejar
retraer el codgulo a temperatura ambiente por 15-20 min, posteriormente, retirar el coagulo del tubo
con ayuda de un escobillén sin algodon o extraer el suero en un nuevo tubo. Centrifugar el suero
obtenido a baja velocidad (600-800 rpm) por 1 minuto para eliminar los glébulos rojos, separar el
sobrenadante y centrifugar nuevamente a una mayor velocidad (2500 a 3000 rpm) por 3-5 minutos
para concentrar los parasitos en el sedimento. A partir del sedimento se hace un montaje en fresco
y observacion con objetivo de 10x y 40x y adicionalmente realizar un set de frotis para tinciones con
colorantes derivados de Romanowsky. Figura 8.

Figura 8. Método de Strout

Fuente: Grupo de Parasitdlogia. LNR.
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2.5.1.6 Micrométodo

Tomar 50 pL de heparina y 500 pL de sangre total venosa en un vial eppendorf, mezclar por
inversion, centrifugar 1 minuto a 3000 r.p.m. Tomar una gota de la interfase, que corresponde a la
capa leucoplaquetaria y depositarla en una lamina portaobjeto, cubrir con una laminilla cubreobjetos,
dejar en reposo durante 5 minutos y observar con objetivo de 10x y 40x. Se recomienda realizar una
observacion de la totalidad del diametro de la laminilla.

2.5.1.7 Diagnostico molecular de T. cruzi

Se realiza mediante el ensayo de PCR en tiempo real con sondas Tagman (marcadas con dos
fluorocromos)-gPCR Tagman Multiplex que permite la deteccién y cuantificacién simultanea de ADN
satelital de T.cruzi y del inserto de A. thaliana en el plasmido IAC (22).

Para realizar el diagnéstico por laboratorio de la enfermedad de Chagas se deben tener presente
tres componentes fundamentales: el epidemiolégico, el clinico y el componente de laboratorio. El
epidemiolégico que contribuye a orientar el diagnéstico especialmente en zonas endémicas con
transmision activa, el componente clinico Util ante la sospecha de una fase aguda y el componente
de laboratorio que define o descarta una infeccién por parte del parasito Trypanosoma cruzi mediante
pruebas parasitolégicas y/o serolégicas, o ambas (3,15).

2.5.1.8 Lineamientos para el diagndéstico por laboratorio en fase aguda

Un resultado POSITIVO en un método parasitolégico directo confirma la infeccion, pero un resultado
NEGATIVO no asegura que el paciente no tenga la infeccion, razon por la cual los métodos
parasitol6gicos directos se deben realizar todos de manera seriada varias veces al dia por al menos
durante una semana, simultdneamente se deben realizar los métodos serolégicos y de manera
adicional los métodos parasitoldgicos indirectos. El médico realizara la correlacién de estos
resultados con la clinica y el nexo epidemioldgico.

En la fase aguda ante la presencia de sintomas por mas de 30 dias, la probabilidad de hallar el
parasito en sangre va disminuyendo y depende del nimero de veces que se realicen los métodos
de diagnéstico parasitolégico directo, del nUmero de muestras analizadas por dia y de la toma de
estas durante los picos febriles. Durante esta fase los métodos parasitolégicos de concentracion
(micrométodo, microhematocrito y método de Strout) deberan ser los métodos de eleccion (14,23).

2.5.2 Ensayos para fase cronica

En la fase crénica la parasitemia disminuye a tal punto que no se encuentran parasitos circulantes
por largos periodos y las técnicas de multiplicacion parasitaria como el hemocultivo o
xenodiagndstico o las moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa convencional
(PCR) y entiempo real (qPCR) pueden resultar negativas, por lo tanto su diagnéstico se debe realizar
de manera indirecta mediante deteccién de anticuerpos especificos anti Ig G — T.cruzi, teniendo en
cuenta que el parasito es reconocidamente muy antigénico y en la mayoria de los individuos
inmunocompetentes se presenta una fuerte respuesta inmune que permite la blUsqueda de
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anticuerpos contra el mismo, los que se encuentran presentes en practicamente todos los infectados

@A).

Por lineamiento de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el diagnéstico se realiza mediante
dos serologias de diferente principio y uso de antigenos diferentes (16). Sin embargo, a pesar que
la composicién de los antigenos utilizados en las técnicas serolégicas es muy variable, ninguno
alcanza por si solo el 100% de efectividad en el diagnoéstico y esta es la razén por la cual la OMS
recomienda realizar dos técnicas para confirmar o descartar el diagnostico con un rango de
sensibilidad que puede variar entre el 98 y 99,5% (20).

Actualmente el algoritmo de diagnéstico serolégico fue replanteado mediante un estudio de
validacion secundaria realizado en el Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud, en el cual se verifico el rendimiento diagnostico de 6 técnicas de ELISA
y 1 Quimioluminiscencia (ChLIA).

El desempenio de las pruebas de ELISA antigenos totales reporté una proporcion de sensibilidad de
99,22% (IC95% 97,94% - 100%) y las pruebas de ELISA y ChLIA con principio antigénico de péptidos
sintéticos y recombinantes reportaron en el mismo estudio proporciones de sensibilidad en un rango
de 92,58% - 99,61% y al ser utilizadas, de acuerdo a la recomendaciéon de la OMS sobre uso de dos
pruebas en serie, de diferente principio y diversos tipos de antigeno (antigenos totales, péptidos
sintéticos o recombinantes) demostraron caracteristicas de desempefio con una alta especificidad.

Estos estudios concluyen que las pruebas serolégicas de ELISA son una buena herramienta para el
diagndstico confirmatorio de la Enfermedad de Chagas en fase cronica si son utilizadas en serie. De
acuerdo a lineamientos especificos emitidos por INS se tendran en consideracion el uso de pruebas
en paralelo solo en algunos escenarios.

Por lo anterior, se recomienda que la primera prueba (ELISA antigenos totales/crudos) a utilizar en
el algoritmo, muestre una alta sensibilidad = 98% y como prueba complementaria para confirmar el
diagndstico seroldgico, se recomienda el uso de pruebas de ELISA o ChLIA con antigenos
recombinantes o péptidos sintéticos con una especificidad = 98%.

No estan indicados los métodos parasitolégicos directos e indirectos debido a su baja sensibilidad
durante la fase cronica (excepto en casos de reactivacion por inmunosupresion). Si bien los
pacientes en fase cronica podrian tener parasitemia circulante, generalmente estos métodos poseen
bajo valor de sensibilidad (22).
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2.5.2.1 Ensayos de inmunodiagnéstico

2.5.2.1.1 ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay / Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado
a Enzima) o EIA (Enzyme Immunoassay / Enzimo inmunoensayo

Métodos inmunoenzimaticos en los cuales se pueden utilizar antigenos purificados, recombinantes,
péptidos sintéticos o totales a partir de cepas de Trypanosoma cruzi de diferentes DTU dependiendo
de la casa comercial, los cuales reaccionan con muestras de suero que tengan presentes anticuerpos
especificos para T.cruzi y forman complejos estables. Se realiza un lavado para eliminar el material
no unido y se afiade un conjugado lg G anti-humano marcado con una enzima que puede ser
peroxidasa o fosfatasa alcalina. Si el complejo antigeno/anticuerpo esté presente, el conjugado se
unird a este complejo. Luego de un segundo lavado, se afiade una solucién de sustrato de enzima
que contiene un cromoégeno, solucion que desarrollara un color, si la muestra es positiva. La reaccién
se detiene o se bloquea con acido sulflrico o hidroxido de Sodio. La intensidad del color es
directamente proporcional a la concentracion de anticuerpos anti-T. cruzi en la muestra (24). El
principio del ensayo se describe en la figura 9.

Figura 9. Técnica de Elisa para determinacion de Ac Ig G anti T. cruzi

SUERO
PROBLEMA CONJUGADO SUSTRATO
ANTIGENO Ac ANTI T.cruzi ANTI—-Ac + ENZIMA CROMOGENO
T cruzi
LECTURA
ESPECTROFOTOMETRICA
INCUBARY LAVAR INCUBARY LAVAR INCUBARY LAVAR

Fuente: Elaborado por autores. Grupo de Parasitologia. LNR. 2014

2.5.2.1.2 Quimioluminiscencia (ChLIA)

Corresponde a una técnica de dos pasos:

e Un primer paso en el que las microparticulas recubiertas con antigenos recombinantes de
T.cruzi (FP3, FP6, FP10 y TcF) se incuban con la muestra (plasma, suero, calibrador o
control) y diluyente de la muestra en los pocillos de la bandeja de reaccién. Durante la
incubacion, los anticuerpos contra T.cruzi presentes en la muestra se unen al (los) antigeno
(s) en las microparticulas.

e En un segundo paso, después de la incubacion, la mezcla de reaccion se transfiere a la
matriz de fibra de vidrio de la bandeja de reaccion, usando el lavado de transferencia. Las
microparticulas son capturadas por la matriz mientras que la mezcla restante fluye a través
del papel secante absorbente. El conjugado anti-CPSP-acridinio de raton se afiade a las
microparticulas de la matriz y se incuba para unir cualquier anticuerpo de T. cruzi que esté
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presente. La sefial quimioluminiscente se genera mediante la adicibn de una solucion
alcalina de perdxido de hidrégeno. Los fotones resultantes se cuentan y la cantidad de luz
emitida es proporcional a la cantidad de anticuerpo a T. cruzi en la muestra. La presencia o
ausencia de anticuerpos contra T. cruzi en la muestra se determina comparando el nimero
de fotones emitidos a partir de la muestra con un valor de un punto de corte determinado a
partir de una calibracién realizada en el mismo lote. Si el numero de fotones emitidos de una
muestra es inferior al valor del punto de corte, la muestra se considera No reactiva para
anticuerpos anti T. cruzi y si es mayor o igual, la muestra se considera Reactiva

2.5.2.1.3 Inmunofluorescencia Indirecta o IFI

En esta técnica el anticuerpo especifico anti —T. cruzi presente en la muestra de suero reconoce y
se une al antigeno (epimastigotes de T. cruzi cepas DTU Tcl colombianas, el cual se encuentra
previamente fijado a las laminas) formando un complejo antigeno/anticuerpo al que se le adiciona el
conjugado que corresponde a una gammaglobulina anti I|g G humana marcada con fluoresceina, que
reconoce al anticuerpo y se une a él formando un complejo fluorescente, el cual es detectado
mediante microscopia de fluorescencia UV (25). El principio del ensayo se resume en la Figura 10.

Figura 10. Técnica de IFI para determinacion de Ac Ig G anti T. cruzi

ANTIGENO SUERO COMPLEJO CONJUGADO DE GLOBULINA COMPLEIO
T th'zf. PROBLEMA Ag /A Anti lgG HUMANA MARCADA CON FLUORESEENTE
: ACANTI Tcruzi A8/AC

ISOTIACIANATO DE FLUORESCEINA —
@ N
-
\ @ -
< L @ -
2 -

\ 4 N
INCUBAR LAVAR INCUBAR Y
LAVAR

Fuente: Elaborado por autores. Grupo de Parasitologia. LNR. 2014

2.5.2.1.4 Hemaglutinacién indirecta o HAI

Es una técnica que se basa en la deteccién de anticuerpos aglutinantes especificos anti T. cruzi
mediante una reaccion de aglutinacion de glébulos rojos sensibilizados en su superficie con
fracciones antigénicas solubles del parasito T. cruzi. Algunos anticuerpos inespecificos llamados
heterofilos pueden dar lugar a falsos positivos en esta reaccion, los cuales pueden ser bloqueados
mediante el uso de 2 mercaptoetanol (2 ME).
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2.5.2.1.5 Western Blot / Western blot /Inmunoblot o WB

Es una técnica utilizada para la deteccién y caracterizacion de proteinas que se basa en la
especificidad de reconocimiento entre antigeno y anticuerpo. Implica la separacién basada en pesos
moleculares de las proteinas de una mezcla compleja a través de una electroforesis en geles de
poliacrilamida y una transferencia cuantitativa e irreversible a una membrana. Los antigenos que se
han transferido son reconocidos por anticuerpos especificos y son detectados mediante actividad
enzimatica cromdgena (Tesablot), quimioluminiscencia o fluorescencia, Figura 11.

Figura 11. Técnica de WB para determinacion de Ac Ig G anti T. cruzi
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Fuente: Tomado de Umezawa ES et al, J Clin Microbiol 34: 2143-2147, 1996 (26)

2.5.2.1.6 Pruebas de Diagndstico Rapido (PDR)

En cuanto al uso de Pruebas de Diagnoéstico Rapido (PDR), actualmente en el pais se comercializan
algunas de ellas bajo registro INVIMA, sin embargo, el LNR de Parasitologia particip6 en un estudio
multicéntrico junto a 10 LNR de otros paises considerados endémicos y no endémicos, en el cual se
evaluaron el desempefio de 11 PDR encontrando que la sensibilidad y especificidad fueron inferiores
a las reportadas en estudios previos o a las reportados por los mismos fabricantes. Aunque fue un
estudio bajo condiciones de laboratorio controladas, es necesario hacer estudios adicionales de
campo y tener en cuenta que aunque algunas de estas pruebas presentaron valor de kappa en un
rango casi perfecto con valores de sensibilidad y especificidad por encima de 90%, la recomendacion
sigue siendo caracterizar el diagndstico serol6gico mediante dos pruebas de principio diferente y
tener en cuenta que el uso de estas pruebas rapidas es muy limitado (22). Su uso sera recomendado
solo cuando se cuente con una validacion secundaria completa.

2.5.3 Interpretacion de resultados

Un resultado positivo del diagndstico parasitolégico en la fase aguda de un paciente que se haya
infectado por transmision vectorial, oral, congénita 0 por reactivacion en pacientes
inmunosuprimidos, es la confirmacion de la infeccion por T. cruzi. Sin embargo, un resultado negativo
de este diagnostico parasitolégico no indica precisamente su ausencia.
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En cuanto a un resultado Reactivo a partir de un diagndstico serolégico, éste con toda certeza es
indicativo de la presencia de infeccion por T. cruzi, pero no muestra el estado clinico del paciente.

En la tabla 4 se describe la interpretaciéon de los resultados del diagndstico seroldgico de la
enfermedad de Chagas de acuerdo al nuevo algoritmo y bajo condiciones controladas de laboratorio:

Tabla 4. Interpretacion de resultados de pruebas seroldgicas

TECNICA RESULTADO OBTENIDO
Elisa o EIA de antigenos totales " . " Dudoso 0
; Positivo Negativo Positivo .
(primera prueba) Indeterminado
Elisa o EIA o ChLIA de principio
diferente a la primera, de péptidos .
s } " . Negativo, Dudoso o "
sintéticos 0 antigenos | Positivo Negativo ; Positivo
X Indeterminada
recombinantes
(segunda prueba)
Discordante Discordante
Confirmado  por Someter la misma | Someter la misma
. Descartado por
ey} laboratorio y " muestra a una tercera | muestra a una
Situacion . laboratorio y .
considerado . prueba de diferente | tercera prueba de
- considerado no L . L
infectadopor T. | . principio (IFI o | diferente  principio
, infectado
cruzi Inmunoblot ) (IFl o Inmunoblot )
IFl o Inmunoblot
(tercera prueba) NA NA Positivo Negativo
Confirmado por | Descartado por
Situacién laboratorio laboratorio y
considerado infectado | considerado no
por T. cruzi infectado

En la técnica de Elisa los valores de absorbancia o densidad 6ptica pueden llegar a situarse muy
cerca del punto de corte sin ser positivo 0 negativo, zona que es considerada como indeterminada.
Esta situacion puede presentarse cuando hay un cambio en la historia natural de la infeccién de un
paciente, que puede ser fisioldgica o inducida por tratamiento.

En la primera circunstancia, fisiolégica, se puede presentar por un lactante nacido de madre
infectada, después de 2 a 4 meses de su nacimiento, donde hay transmision pasiva de anticuerpos
maternos (Ig G) sin transmision del parasito y cuya presencia en sangre puede estar agotandose
hasta su desaparicion alrededor de los 10 meses. En el segundo caso, de un paciente infectado
tratado con medicamento antiparasitario, situacion que puede generar concentraciones de
anticuerpos que han descendido a tal punto que los resultados de las técnicas pueden demostrar
ambigiiedad y caer en esta region indeterminada. Esta situacion suele denominarse como “camino
para la demostracién de cura” (1,13).

Asi mismo, la técnica de IFI utilizada como tercera prueba, también puede presentar limitaciones y
se puede generar un titulo con fluorescencia muy cerca pero por debajo del valor de referencia e
inclusive una fluorescencia desigual en el titulo considerado como inicio de la positividad, sin ser
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considerado positivo debido a su falta de uniformidad. En general se trata de reacciones cruzadas,
en particular con leishmaniosis.

Si se presenta esta situacion se debera seguir los siguientes pasos:

Repetir la prueba con la misma muestra.

Si el resultado persiste, remitir la muestra a un laboratorio de mayor complejidad de referencia
departamental o nacional.

Si el resultado persiste, solicitar una nueva muestra al paciente, en 25 a 30 dias (19).

Para el caso de los donantes, el algoritmo para muestras de donantes reactivos puede ser consultado
en el link http://www.ins.gov.co/lineas-de-accion/Red-Nacional-
Laboratorios/Normatividad%20Red%20nal%20bancos%20de%20sangre/Anexo%20Tecnico%20N
0%202%20Circular%20082%20version%20oficial%202014.pdf

2.5.4 Forma de reporte de resultados y periodicidad

Los resultados seran comunicados en medio fisico mediante impresion directa a partir del Software
del INS o mediante correo electrénico al destinatario con la opcion de demonstracion de recepcion y
lectura del mensaje enviado. La oportunidad en la respuesta es de 6 dias habiles.

2.5.5 Facturacién de las pruebas de laboratorio

Mediante Resolucion No. 5592 de 2015 del Ministerio de Salud y Proteccién Social, por la cual se
actualiza integralmente el Plan de Beneficios en Salud con cargo a la Unidad de Pago por Capitacion-
UPC del Sistema General de Seguridad Social en Salud - SGSSS y se dictan otras disposiciones,
se incluyeron en el Anexo 3 las pruebas tanto parasitolégicas como serolégicas para el diagnéstico
por Laboratorio de la Enfermedad de Chagas. Lo anterior sera ajustado segin actos administrativos
que se emitan posteriormente, Tablas 5y 6.

Para las pruebas seroldgicas de determinacién de anticuerpos:

Tabla 5. Cédigos CUPS para facturacion de pruebas seroldgicas para Enfermedad de Chagas

co6pIGO PROCEDIMIENTO COMO - TECNICAS INCLUIDAS SEGUN
CUPS APARECE EN LA RESOLUCION SOLICITUD MEDICA RESOLUCION 4678 DE 2015

Trypanosoma cruzi anticuerpos Ig
90.6.1.31 G semiautomatizado 0
automatizado

Las técnicas manuales incluyen:
inmunofluorescencia indirecta  (IFI),
inmunoblot, ELISA (cualquier principio
Pruebas seroldgicas para | antigénico) y hemaglutinacién indirecta.
deteccion de anticuerpos Las  técnicas  semiautomatizadas
Ig G anti-Trypanosoma cruzi incluyen: Inmunofluorescencia Indirecta
(IF1),  ELISA  (cualquier  principio
antigénico), quimioluminiscencia (CLIA),
InmunoBlot, hemaglutinacién indirecta.

90.6.1.32 Trypanosoma cruzi anticuerpos
manual

Trypanosoma cruzi anticuerpos
90.6.1.33 IgM _semlautomatlzado 0
automatizado
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Para las pruebas parasitologicas en las cuales se realiza la determinacion del parasito T. cruzi, en
caso de sospecha de caso agudo:

Tabla 6. Cdodigos CUPS para facturacion de pruebas parasitolégicas para Enfermedad de Chagas

cODIGO CUPS PROCEDIMIENTO COMO APARECE EN LA RESOLUCION SOLICITUD MEDICA
90.2.2.11 Hematocrito Método de concentracion
90.2.2.14 Hemoparasitos extendidos de gota gruesa Gota gruesa para hemoparasitos

90.2.2.15

Hemoparasitos Extendido de sangre periférica

Extendido de Sangre periférica para
hemoparasitos

90.1.3.06

Examen directo fresco de cualquier muestra

Examen en  fresco para
Trypanosoma

Un caso de Chagas agudo se confirma por laboratorio, teniendo en cuenta las siguientes situaciones:

Hallazgo de tripomastigotes de 7rypanosoma cruzien uno o
mas de los métodos parasitoldgicos directos de concentracion:
micrometodo, microhematocrifo y método de Strouty en gota
gruesa, examen directo de sangre fresca, frofis o extendido de
sangre periférica, con o sin sintomas

Obtener un resultado positivo en uno de los métodos
parasitologicos indirectos (hemocultivo y gPCR), el cual debe
ser correlacionado con la sintomatologia clinica de Chagas
agudo, nexo epidemiolégico y de ser posible con pruebas
serolégicas 1gG, teniendo en cuenta que la serologia se hace
positiva aproximadamente dos semanas pos infeccion

Cuando no es posible la evidencia parasitologica, una
serologia positiva mediante dos métodos de principio
antigénico diferente, segun actual algoritmo, en dos muestras
de suero tomadas con intervalo minimo de tres semanas (21
dias) entre una y otra, obteniendo la seroconversion (negativo
a positivo), con evidencias clinicas y nexo epidemioldgico.
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La figura 12, muestra el algoritmo diagnostico de Chagas agudo.

Figura 12. Algoritmo diagnéstico de Chagas agudo

!

En caso que los métodos parasioidgicos sean
Métodos parasitolégicos negatvos y si pemste la sospecha clinica 'y ¢ el nexo
realizar mé g
Directos Indirectos
(micrométodo, gota gruesa, (Reaccidn en Cadena de la - -
microhematocrito, extendido Pokmerasa en tiempo real- [* ) Lo piorn et 0 o fhésodod setoltgiooy
d PCR de diferente principio antigenico (ELISA Ag totales
de sangre periferica, Strout) PCR, hemoculivo) +ELISA 0 CLIA Ag recombinantes 0 ELISA Ag
péplidos sintéticos)

I positivo

) p
FN [

Se confirma la infeccién Ante la persistencia de la sospecha 1 l
ol il o (A Se confirma fa infeccion Una segunda muestra con dos
é&ﬁmﬂmﬂ:ﬁa por Trypanosoma cruzi métados serolégicos de diferente
! (en fase crénica o aguda) principio antigenico (ELISA Ag
totales + ELISA o CLIA Ag
recombnantes o ELISA Ag

péptidos sintéticos) despues de 20
a 25 dias, despues de la primera
muestra.

Resultado positivo
Se confirma la infeccion ]
por Trypanosoma cruzi | No

Ante la persistencia de la
Se confirma la infeccién sospecha clinica, realizar
por Trypanosoma cruzi seguimiento serologico
(Fase aguda por hasta los 90 dias para
SEIocoNversio) descartar una infeccion
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2.5.6 Competencias de los laboratorios en el marco de la Red Nacional de Laboratorios

Teniendo en cuenta el Decreto 2323 de julio de 2006 sobre competencias de los laboratorios en el
marco de la Red Nacional de Laboratorios (15), a continuacion, se describen las competencias de
los laboratorios en el diagnéstico de la Enfermedad de Chagas en fase aguda en situacion de brote
desde el nivel nacional hasta el municipal o local, Figura 13.

Figura 13. Competencias de los laboratorios

LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA DE PARASITOLOGIA

METODOS PARASITOLOGICOS

Realizar el control de calidad de métodos parasitologicos directos del nivel departamental (Todas las positivas y un porcentaje(% ) de las
negativas, dependiendo del No. de casos)

Como apoyo & brotes, de ser necesario y de acuerdo al algoritmo, realizar métodos Parasitologicos indirectos (hemoculfivo y caracterizacion
molecular - gPCR).

METODOS SEROLOGICOS

- Realizar el control de calidad de métodos serologicos (ELISA - IFI- Inmunoblot), de acuerdo al nuevo algoritmo de diagnostico serolagico para
casos agudos (Se solicitara un porcentaje de acuerdo al nimero de casos)

- Apoyar temporalmente en métodos serologicos a los LSPD que no cuenten con la capacidad instalada para su ejecucion.

REALIZAR CAPACITACION Y ASESORIA CONTINUA PARA LOS LABORATORIOS DEL AREA DE SU INFLUENCIA

LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE SALUD PUBLICAY DEL DISTRITO CAPITAL

METODOS PARASITOLOGICOS
Realizar métodos parasitologicos directos (Examen directo de sangre fresca, Gota Gruesa, Frotis o extendido de sangre periférica, méfodos de
concentracion como el Micrométodo, Microhematocrito y méfodo de Strouf) a fodo paciente sospechoso de caso agudo como apoyo a brotes.
Realizar el control de calidad de estos métodos parasitologicos a los laboratorios clinicos del érea de su influencia. (Todas las positivas y un
porcentaje (%) de las negafivas, dependiendo del No. de casos)

ENVIO DE LOS RESULTADOS

METODOS SEROLOGICOS
- Realizar los métodos serologicos (ELISA - IFI- Inmunablot), de acuerdo al nuevo algontmo de diagnéstico serologico para casos agudos.
REALIZAR CAPACITACION Y ASESORIA CONTINUAPARA LOS LABORATORIOS DEL AREA DE SU INFLUENCIA

NODRDYWHO4INI YAILDAdS3IH NS NOD SYHL1S3ANIN 3ad NOISINGY

LABORATORIO CLINICO PRESTADOR DEL SERVICIO

METODOS PARASITOLOGICOS
Realizar los métodos parasitologicos directos (Examen directo de sangre fresca, Gota Gruesa, Frofis o extendido de sangre periférica, méfodos
de concentracion como el Micrométodo, Microhematocrito y método de Strouf) de todo paciente sospechoso de caso agudo.

METODOS SEROLOGICOS
Redlizar el examen serologico preliminar, primera prueba o de tamizaje (ELISA) y remision de muestras al LSP para confirmacion del
diagndstico seroldgico, de acuerdo al nuevo algoritmo de diagndstico serologico para casos agudos
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En cuanto a las competencias relacionadas con el diagnostico seroldgico de la fase cronica, se
tendra en cuenta lo descrito en la Ruta de Atencion Integral (RIA), la facturacién de las pruebas de
laboratorio de acuerdo Resolucion No. 5592 de 2015 del Ministerio de Salud y Proteccién Social, por
la cual se actualiza integralmente el Plan de Beneficios en Salud con cargo a la Unidad de Pago por
Capitacién-UPC del Sistema General de Seguridad Social en Salud - SGSSS y la Recomendacion
Técnica sobre uso de pruebas de ELISA para diagnéstico seroldgico publicada en:
http://www.ins.gov.co/tramites-y-servicios/examenes-de-interés-en-salud-
publica/Parasitologa/Recomendacion%20técnica%20uso%20ELISA%20Chagas.pdf

En la Figura 14 se muestra el algoritmo diagnostico de Chagas cronico y en la figura 15 el algoritmo
diagndstico de Chagas congénito.
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Figura 14. Algoritmo diagnéstico de Chagas crénico

@ con sospechosa de Enfermedad de@

/

Tamizacién con una prueba de ELISA para
deteccion de anticuerpos IgG anti T. cruzi.
Se recomienda empezar con una prueba de
antigenos de extractos totales que posea
una sensibilidad mayor o igual a 98%

Resultado positivo 0
: . No-.
indeterminado

Realizar una segunda prueba complementaria Tformar al paciente del resuitado
para confirmar el diagnéstico.
Para esta segunda prueba se recomienda una

-Recomendaciones generales y
A P . medidas de prevencion.
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Figura 15. Algoritmo diagnéstico de Chagas congénito
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3. CONTROL DE CALIDAD

Con relacién al control de calidad, el grupo de parasitologia tiene dos modalidades, la primera los
controles de calidad en los cuales participa el LNR de Parasitologia, entre los cuales esta, uno
nacional con el Instituto Colombiano de Medicina Tropical (ICMT) evaluando pruebas parasitologicas
y seroldgicas e internacionales con el Hemocentro de Brasil y OPS, ControLab y LICON de México.
La segunda modalidad son los programas que ofrece el LNR a los LDSP del pais donde evalla el
desempefio de pruebas parasitologicas y serolégicas segun la capacidad instalada de cada
departamento.

3.1.1 Programa de Evaluacion Externa del Desempefio Directa - PEEDD

En cumplimiento del Decreto 2323 de 2006 el PEEDD en el diagndstico parasitolégico del evento de
Enfermedad de Chagas se realiza a nivel nacional para los 32 Laboratorios Departamentales de
Salud Publica, el Laboratorio de Salud Publica del Distrito capital y todos los laboratorios de la red
privada que lo solicitan por demanda.

El PEED en el inmunodiagnéstico se realiza para todos aquellos Laboratorios departamentales que
cuentan con la infraestructura para realizar las pruebas seroldgicas y todos los laboratorios de la red
privada que lo solicitan por demanda.

Los PEED son enviados una vez por afio, consta de 10 muestras ciegas acompafiado por una
plantilla de resultados que el laboratorio participante debe diligenciar. Se establece para todos los
participantes un rango de tiempo similar para recibir los resultados. Las variables a evaluar son la
concordancia mediante indice de kappa, porcentaje de concordancia y z score y se evalla
igualmente la oportunidad en la respuesta.

En el siguiente link encontrara el protocolo del Programa de Evaluacion Externa del Desempefio:
http://www.ins.gov.co/tramites-y-servicios/programas-de-calidad/Paginas/introduccion.aspx

3.1.2 Programa de Evaluacion Externa del Desempefio Indirecto - PEEDI

Esta actividad se realiza a los LDSP que se encuentran en el Plan de certificacion de la Interrupcion
de la transmisién de T. cruzi por R. prolixus bajo un lineamiento establecido por el LNR de
Parasitologia.

Se dard inicio con esta actividad con los municipios y LSPD que participan en el Proyecto piloto de
eliminacion de barreras en el marco de la Ruta Integral de Atencién en Salud (RIAS) de Enfermedad
de Chagas.

4. VIGILANCIA POR LABORATORIO DEL Trypanosoma cruzi

La vigilancia del Trypanosoma cruzi consiste en identificar y describir su circulacion mediante

variables relacionadas con sus caracteristicas genotipicas y los sitios en donde circula con el fin de
suministrar informacion que permita orientar las acciones de prevencion.
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De igual manera se definiran indicadores que permitirdn resumir estos aspectos y realizar su
publicacién en forma periddica, a través de informes técnicos, asi como en la construccion de
repositorios institucionales donde facilmente se puedan obtener los microdatos y permitir su uso por
parte de la comunicad cientifica, médica, académica y administrativa del sistema de salud y el publico
en general.

5. ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS (RNL) PARA EL
EVENTO DE ENFERMEDAD DE CHAGAS

De acuerdo al Decreto 2323 de julio de 2006 sobre competencias de los laboratorios en el marco de
la Red Nacional de Laboratorios (7), se describen las funciones de los laboratorios en el diagndstico
de la Enfermedad de Chagas desde el nivel municipal o local hasta el nivel nacional.

5.1 Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)

LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA DE PARASITOLOGIA - INS

*  Recepcion de las muestras procedentes de los LSPD.

* Realizar apoyo y control de calidad de pruebas parasitologicas a los LDSP en situaciones de brote y emergencia.

* Realizar apoyo de diagnéstico seroldgico para las muestras enviadas por parte de los LDSP solo en situaciones especiales
de brote y emergencia.

* Realizar semestramente los Programas de Evaluacién Externa del Desempefio en el diagnostico parasitologico y
serologico de la Enfermedad de Chagas a los LSPD.

* Realizar de acuerdo al lineamiento establecido el Programa de Evaluacién Externa Indirecta del Desemperio en el
diagnéstico seroldgico para los LSPD en el marco del Plan de certificacion de la Interrupcion del principal vector
domiciliado y en el marco del Proyecto de eliminacién de barreras donde se realizara la prueba piloto de la RIA del evento
de Chagas.

« Diligenciamiento de bases de datos de diagnéstico del evento.

*  Elaborar y publicar manuales de laboratorio, documentos técnicos, guias e informes.

+  Apoyar al Ministerio de Salud y Proteccion Social en la toma de decisiones a nivel nacional.

+  Emitir circulares, memorandos y lineamientos dirigidos a las direcciones territoriales de salud y LSPD.

+ Realizar asistencias técnicas (presenciales y virtuales)

*  Orientar la metodologia para realizacién de planes de contingencia con su respectivo seguimiento.

«  Emitirinformes de retroalimentacion en el control de calidad de las muestras enviadas por parte de los LDSP

*  Procesar y analizar la informacién a nivel nacional para la toma de decisiones y recomendar estrategias para el manejo,
control y mitigacion del impacto por el evento.

* Realizar control de calidad al diagnéstico serolégico en estudios especiales desarrollados por los LDSP.

+ Participar en proyectos de investigacién en Salud Publica.
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5.2 Funciones del laboratorio de Salud Publica (LSP)
LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE SALUD PUBLICA Y DEL DISTRITO CAPITAL

* En apoyo ala vigilancia del evento en situaciones especiales como emergencias, brotes y como respuesta al
diagnostico de pacientes que deben ser atendidos por Red Publica Territorial, realizar recoleccién de las muestras
para el diagndstico parasitologico y serologico.

»  Enviar muestras de suero al LNR del INS, solo en caso que el laboratorio no pueda dar respuesta al diagnostico y
se trate de situaciones especiales, de emergencia o brote.

* Diligenciar toda la documentacion necesaria para enviar las muestras.

* Recepcion de los resultados de los diagnosticos de las muestras remitidas al LNR del INS.

* Realizar la remisidn correspondiente para el tratamiento y manejo clinico del paciente.

* Participar semestraimente en los Programas de Evaluacion Externa del Desempefio en pruebas parasitolégicas
directas e inmunodiagnéstico de la Enfermedad de Chagas.

+ Participar, de acuerdo al cronograma establecido en el lineamiento en el Programa de Evaluacion Externa Indirecta
del Desemperio en el diagnostico seraldgico para los LSPD en el marco del Plan de certificacion de la Interrupcion
del principal vector domiciliado y en el marco del Proyecto de eliminacion de barreras donde se realizara la prueba
piloto de la RIA del evento de Chagas.

*  Realizar Evaluacién Externa del Desempefio en el diagndstico parasitologico y serolégico a su red interna de
laboratorios o laboratorios del area de su influencia.

* Realizar control de calidad y pruebas complementarias serologicas a los laboratorios municipales en el desarrollo
de estudios especiales y remitir [as muestras que sean requeridas de una confirmacion adicional al LNR de
Parasitologia del INS.

5.3 Funciones del laboratorio publico y privado o referente para el evento en el nivel municipal
y/o local segln corresponda

LABORATORIO CLINICO

* Recoleccion de las muestras para el diagndstico parasitologico y seroldgico de la Enfermedad
de Chagas.

* Realizar pruebas parasitologicas y serologicas, de acuerdo a la capacidad diagndstica.

«  Enviar muestras de suero a un laboratorio de mayor complejidad, en caso que el laboratorio
no pueda dar respuesta al diagnostico, Laboratorio de Salud Publica Departamental (LDSP) o
al LNR, teniendo en cuenta que exista una situacion de emergencia, brote o si son pacientes
que deben ser atendidos por Red Publica Territorial.

« Diligenciar todala documentacidn necesaria para enviar las muestras.

* Recepcion de los resultados del laboratorio y retroalimentacion a los pacientes solicitantes o
medico tratante

* Participar en los Programas de Evaluacion Externa del Desempefio del evento.
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