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Resumen

Introduccidn. Trypanosoma cruzi es el protozoario hemoflagela-
do causante de la enfermedad de Chagas (ECH), un padecimiento
endémico de Latinoamérica que es altamente incapacitante e in-
curable. Ademas de su diferente distribucidn geografica, las cepas
de T. cruzi tienen variabilidad intraespecifica por lo que son clasi-
ficadas en siente DTUs (Tcl-TcVI y Tcbat) que presentan diversidad
bioldgica, bioquimica, molecular y antigénica, que se relaciona
con el desarrollo de los distintos cuadros clinicos de la enferme-
dad, la eficiencia del diagndstico y la respuesta al tratamiento.
Existe una gran variabilidad en la sensibilidad y especificidad de
las pruebas serodiagndsticas y hasta ahora, no existe una prue-
ba estdndar de oro para un diagndstico completamente confia-
ble. Objetivo. Revisar los avances obtenidos en la busqueda de
antigenos utiles para el serodiagndstico de la ECH. Materiales y
métodos. Se realizd una revisidn sistematica de tipo cualitativa,
de reportes relacionados al serodiagndstico de la infeccion por
T. cruzi encontrados en PubMed. Resultados. El serodiagndstico
convencional con antigenos del parasito completo es sensible
pero no tiene alta especificidad. Por ello, se utilizan también prue-
bas no convencionales con antigenos recombinantes o péptidos
sintéticos que aumentan la especificidad. Distintos enfoques han
permitido la identificaciéon de moléculas con potencial diagndsti-
co, mostrando la necesidad del uso de cécteles de antigenos re-

Vol.2020-1 / Revista Médica de la Universidad Veracruzana

!Departamento de Biomedicina Molecular,
CINVESTAV-IPN, CDMX, México ?Instituto de
Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos,
SS, CDMX, México. *Unidad de Biomedicina,
FES Iztacala, UNAM, Tlalnepantla, México.
&Estos autores contribuyeron de igual mane-
ra en este trabajo

*Autor de correspondencia:

Rebeca Georgina Manning-Cela
Departamento de Biomedicina

Molecular, Centro de Investigaciony

de Estudios Avanzados del IPN. Av. Instituto
Politécnico Nacional 2508, Col. San Pedro
Zacatenco, Delegacién Gustavo A. Madero,
México CDMX. Cédigo Postal 07360. Aparta-
do Postal: 14-740, 07000 México, CDMX.
Tel: (52) (55) 5747-3800 ext. 5010

E-mail: rmanning@cinvestav.mx

Agradecimientos:

Este trabajo fue parcialmente apoyado con
los proyectos CONACYT No. 233346 y No.
6671 otorgados a R. G. Manning-Cela.
Contribuciones de los autores MRO, LAHL
y APG realizaron la bisqueda bibliografica.
CGB y SMC participaron en la edicion del
manuscrito. RGMC concibié el trabajo,
analizé la literatura, escribid y edito el
manuscrito. Todos los autores leyerony
aprobaron el manuscrito.

Conflicto de intereses: Los autores declaran
no tener conflicto de intereses



Articulo Original

J

combinantes, mezclas de péptidos sintéticos o
antigenos multiepitope para una mejor sensi-
bilidad y especificidad de las pruebas y para la
deteccidn de la infeccidn con cualquiera de los
DTUs del parasito. Conclusiones. Aun cuando
se han identificado diversos antigenos con po-
tencial uso diagndstico, contintdan los esfuer-
zos para la identificacion de nuevos y mejores
antigenos. Los avances recientes de la proted-
mica a gran escala acoplada a inmunoensayos
e inmunogendmica, ofrecen una oportunidad
en la busqueda no solo de biomarcadores para
el diagndstico, sino también para el tratamien-
to y prondstico oportuno de la enfermedad de
Chagas.

Abstract

Introduction. Trypanosoma cruzi is the pro-
tozoan hemoflagellate that causes Chagas dis-
ease, an endemic illness in Latin America that
is highly incapacitating and incurable. The par-
asite strains have great intraspecific variability,
being classified into seven DTUs (from Tcl to
TcVI and Tcbat). In addition to their different
geographical distribution, T. cruzi strains show
biological, biochemical, molecular and anti-
genic diversity, which is related to the develop-
ment of the different clinical symptoms of the
disease, the efficiency of diagnosis and treat-
ment response. Serodiagnosis tests show wide
variation in their sensitivity and specificity, and
so far, it doesn't exist a standard gold test for
a completely reliable diagnosis. Objective. To
review the advances made in the search for
useful antigens for serodiagnosis of Chagas
disease. Materials and methods. We per-
formed a qualitative systematic review of re-
ports related to serodiagnosis of T. cruzi infec-
tion found in PubMed. Results. Conventional
serodiagnosis with complete parasite antigens

is sensitive but does not have high specificity.
Thus, unconventional tests with recombinant
antigens or synthetic peptides that increase
specificity are also used. Different approaches
have allowed the identification of molecules
with potential diagnostic, showing that cock-
tails of recombinant antigen, mixtures of syn-
thetic peptides or multiepitope antigens are
necessary for a better sensitivity and specifici-
ty of the tests and infection detection with any
T. cruzi DTU. Conclusions. Even though several
antigens with potential use for diagnosis have
been identified, efforts continue to identify
new and better antigens. Recent advances in
large-scale proteomics linked with immunoas-
says and immunogenomics offer an opportuni-
ty in the search not only for biomarkers for di-
agnosis, but also for the treatment and timely
prognosis of Chagas disease.

Introduccion

La enfermedad de Chagas (ECH) es en-
démica de América Latina, por lo que también es
llamada Tripanosomiasis Americana. Este padeci-
miento es causado por T. cruzi, un protozoario pa-
rasito hemoflagelado de importancia médica y bio-
l6gica, que es miembro del orden Kinetoplastida y
la familia Trypanosomatidae, en donde también se
agrupan otros parasitos patéogenos de mamiferos
como Trypanosoma bruceiy Leishmania.

Se ha estimado que hay entre 6 y 7 millo-
nes de personas infectadas con este parasito, lo-
calizadas principalmente en zonas endémicas de
21 paises de América Latina y que, debido a la mi-
gracion de personas se ha propagado la infeccidon
a paises no endémicos (WHO, 2020) como Estados
Unidos y Canadd, asi como varios paises de Euro-
pa y el oeste del pacifico, convirtiendo a la ECH en
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un problema de salud global (Rassi, Rassi, & Ma-
rin-Neto, 2010). Se calcula que anualmente hay
30,000 nuevos casos a través de todas las formas
de transmisién y 12,000 muertes anuales, ademas
de que 100 millones de personas estdn en riesgo
de contraer la infeccidon (OPS, 2020). A través de
un modelo de simulacién computacional, se ha
estimado que los costos globales de las personas
infectadas con T. cruzi ascienden anualmente a
$7.19 billones de ddlares americanos por atencion
médica y a $188.80 billones de ddlares americanos
por afios de vida ajustados a discapacidad, lo que
supera a otras enfermedades globales importantes
como, la infeccién con rotavirus (52 billones de dé-
lares americanos) y el cdncer cervical (54.7 billones
de ddlares americanos) (Lee, Bacon, Bottazzi, &
Hotez, 2013). Para el caso de Latinoamérica se cal-
cula que la ECH genera un costo en salud de aproxi-
madamente $500 millones de ddlares americanos
y una pérdida anual de 770,000 afios de vida por
muerte prematura o pérdida de afios productivos
por discapacidad (OPS-OMS, 2018). Debido a esto,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) consi-
dera a la ECH dentro del grupo de Enfermedades
Tropicales Desatendidas y como el principal pro-
blema de salud publica en Latinoamérica (WHO,
2020). En México, de acuerdo con una revision
sistematica y el metaanalisis de diversas encuestas
epidemioldgicas publicada recientemente, se esti-
mo una seroprevalencia promedio de 3.38%, sugi-
riendo que hay 4.06 millones de infectados en el
pais, siendo los estados de Jalisco, San Luis Potosi,
Chiapas, Estado de México, Querétaro y Oaxaca los
mas afectados. También, se encontrd un promedio
de 0.55% de casos de infeccion en donadores de
sangre, observandose las mayores seroprevalen-
cias en Quintana Roo, Tabasco, Puebla, Campeche
y Nayarit. Finalmente, se encontré una seropreva-
lencia del 2.21% en mujeres embarazadas con un
estimado de 3,193 casos de infeccién congénita en
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recién nacidos por aifo y 1.51% de seroprevalencia
en menores de 18 afios, indicando la presencia de
transmision activa. Este andlisis, no sélo muestra
que la infeccidn de T. cruzi en México es superior
a la estimada anteriormente, sino que también es
el pais endémico con el mayor nimero de casos ac-
tualmente (Arnal, Waleckx, Rico-Chavez, Herrera, &
Dumonteil, 2019).

La principal fuente de infeccién en huma-
nos es por transmision vectorial, la cual representa
el 80% de los casos (OPS-OMS, 2018). Esta via de
transmision es llevada a cabo por insectos hema-
téfagos de la familia Reduviidae, de los géneros
Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus, que se agru-
pan en 151 especies (Galvao, Carcavallo, Rocha-Da
Silva, & Jurberg, 2003; Justi & Galvao, 2017; Rassi
etal., 2010). En México, se encuentran 31 especies,
de las cuales Triatoma barberi, Triatoma dimidiata
y el complejo phyllosoma (T. pallidipennis, T. longi-
pennis, T. picturata, T. mazzotti, T. phyllosomay T.
mexicana) son los transmisores mas importantes,
debido a su amplia distribucidn geografica y capa-
cidad de transmisién del parasito (Guzman-Bracho,
2001; Ramsey et al., 2000; Ramsey et al., 2015;
Ramsey & Schofield, 2003). La segunda fuente de
transmision en paises endémicos y primera en pai-
ses no endémicos es a través de transfusion san-
guinea (20%). Finalmente, en menor proporcién
(2-6%) estan las vias de transmision por trasplante
de 6rganos, la materno-fetal por via transplacenta-
ria, la via oral y ocasionalmente por accidentes de
laboratorio (OPS-OMS, 2018). Mas de 70 géneros
de mamiferos actian como reservorios del parasi-
to, incluyendo a marsupiales, roedores, armadillos,
primates y animales domésticos, de los cuales Di-
delphis virginiana, Neotoma sp. y Peromiscus sp.,
son los mas importantes en nuestro pais (Cruz-Re-
yes & Pickering-Lopez, 2006; Zingales, 2018).

La transmision de T. cruzi se lleva a cabo na-
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turalmente en el ciclo selvatico, donde la infeccion
se transmite del insecto infectado a mamiferos sil-
vestres y viceversa. Sin embargo, la distribucién de
la ECH depende del ciclo doméstico, en el que el
insecto vector se encuentra en el peri-domicilio y
domicilio favoreciéndose la transmision de T. cruzi
al humano y a animales domésticos y de corral. Por
lo tanto, durante el ciclo de vida del pardsito parti-
cipa un gran niumero de hospederos, reservorios y
triatominos vectores que mantienen a la ECH como
una zoonosis que imposibilita su erradicacion.

El ciclo de vida de T. cruzi es bifasico,
comprendiendo cuatro estadios de desarrollo di-
ferentes que se alternan entre el insecto vector
(tripomastigote metaciclico y epimastigote) y el
hospedero mamifero (amastigote y tripomastigo-
te sanguineo). En este ultimo se desarrolla el ciclo
intracelular del parasito, responsable del estableci-
miento de la patogenia de la ECH en el humano (Es-
pinoza Gutierrez & Manning Cela, 2008). La enfer-
medad muestra dos fases clinicas: 1) la fase aguda,
con una duracién de 1 a 2 meses, que regularmen-
te pasa desapercibida (95%) y sélo en pocos casos
(5%) se observa el chagoma de inoculacién o el sig-
no de Romafia caracteristicos del lugar de entrada
del parasito; y 2) la fase cronica, que se subdivide
en dos etapas: una asintomatica, indeterminada o
latente que dura de 10 a 30 afios sin sintomatologia
aparente pero con serologia positiva, y una etapa
clinica (en 30% de los infectados) que se caracteri-
za por producir problemas cardiacos (Cardiopatia
Chagasica Crdénica o CCC) o afectacién gastrointes-
tinal por la dilatacion del eséfago (megaeséfago) y
del colon (megacolon). No se conocen los factores
que determinan que un individuo presente CCC o
los mega-6rganos, pero se ha sugerido que este
histotropismo podria ser dependiente del linaje de
la cepa adquirida, la respuesta inmunoldgica ce-
lular y humoral del individuo, la carga parasitaria

recibida o la combinacion de todos estos factores
(Coura & Borges-Pereira, 2010; Zingales, 2018).

El material genético de T. cruzi se organiza
en dos estructuras bien caracterizadas. El mayor
contenido de ADN (75% al 80%) se encuentra en
el nucleo en forma de pequefios cromosomas no
bien condensados durante la divisidn celular, y en
menor cantidad (20% al 25%) el ADN se situa en el
cinetoplasto del parasito, el cual se localiza en el
interior de su Unica mitocondria y cerca del corpus-
culo basal o cinetosoma (Souza et al., 2011). El ci-
netoplasto es una estructura comun entre los tripa-
nosomatidos y la posicion que guarda con respecto
al ndcleo, ayuda a definir el estadio de desarrollo
en el que se encuentra el parasito. T. cruzi tiene
un genoma nuclear diploide, distribuido en pares
de cromosomas homalogos (El-Sayed et al., 2005).
El tamafio de sus cromosomas es variable debido,
entre otras razones, a que las cepas y clonas del
parasito muestran variaciones de hasta un 48% en
su tamano y contenido de ADN (Lewis et al., 2009).
Estas divergencias han llevado a clasificar a las ce-
pas de T. cruzi en siete Unidades de Tipificacion
Discretas o DTU (por sus siglas en inglés Discrete
Typing Units) de Tcl-TcVI y Tcbat (Zingales et al.,
2012). Algunos estudios sugieren que el genoma
de las cepas que pertenecen a Tcl es mas pequeiio
que el de las cepas pertenecientes a las otras DTUs
y se cree que este hecho se debe a la relacion entre
distancias genotipicas y la cantidad de secuencias
repetitivas, como lo sugieren los analisis de la se-
cuencia satélite de 195-pb (Briones, Souto, Stolf,
& Zingales, 1999; Henriksson et al., 2002; Pedroso,
Cupolillo, & Zingales, 2003; Souza et al., 2011; Var-
gas, Pedroso, & Zingales, 2004). Estas diferencias
en el contenido de ADN reflejan la gran plasticidad
gendmica del parasito y su posible participacion en
la generacién de la diversidad fenotipica entre sus
cepas (Zingales, 2018). Por lo tanto, T. cruzi com-

Vol. 2020- 1 / Revista Médica de la Universidad Veracruzana



prende un conjunto de poblaciones de cepas que
circulan entre vectores, hombre y reservorios tan-
to domésticos como selvaticos.

Se han realizado aislamientos del parasito
de diversos hospederos, demostrandose una gran
variacién intraespecifica en cuanto a la morfologia
de su forma sanguinea, la virulencia, la habilidad
para inducir lesiones, la susceptibilidad a agentes
guimioterapéuticos, la constitucién antigénica y la
capacidad de infeccidn en las células hospederas.
Se ha propuesto que dicha heterogeneidad pudie-
ra estar influenciada por el hospedero, las condi-
ciones del medio ambiente o las diferencias bio-
Iégicas entre las cepas de T. cruzi (Zingales, 2018).
Estas hipdtesis han sido evaluadas mediante el
aislamiento y/o caracterizacion de diversas cepas
obtenidas en distintos paises de Latinoamérica
(Breniere, Waleckx, & Barnabe, 2016; Zingales,
2018). En México se han obtenido y caracterizado
pocos aislados de T. cruzi, los cuales han sido ob-
tenidos de humanos, triatominos y de algunos re-
servorios silvestres (Cruz-Reyes & Pickering-Lopez,
2006). Todos estos aislados pertenecen al DTU Tcly
se ha observado que de acuerdo con el hospedero
de donde han sido obtenidos, muestran variedad
en cuanto a sus propiedades bioldgicas, aunque
pertenezcan al mismo DTU. Durante varios afios
se pensd que Tcl era el Unico linaje presente en
nuestro pais (Bosseno et al.); sin embargo, estu-
dios realizados en heces de triatominos obtenidos
en la parte occidente de México mostraron que T.
longipennis se encuentra fuertemente colonizado
no sélo por Tcl, sino también por Tcll (Bosseno et
al., 2009). El analisis usando multilocus enzimatico
(MLEE) y amplificacién al azar de ADN polimdrfico
(RAPD) confirmaron la presencia de ambos linajes
Tcl y Tcll en México (Bosseno et al., 2002; Bosseno
et al., 2009; Sanchez-Guillen et al., 2006). Asimis-
mo, el andlisis de genes del mini-exdn, el espacia-
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dor intergénico del mini-exén y RAPD confirmaron
la presencia de Tcl en nuestro pais (Gomez-Her-
nandez et al., 2011; Ruiz-Sanchez et al., 2005).
Posteriormente se identificd la presencia de otros
DTUs, en donde las cepas Tcl, Tcll, Tclll, TclV y TcV
fueron encontradas en heces de triatominos cap-
turados en el Estado de Veracruz (Ramos-Ligonio,
Torres-Montero, Lopez-Monteon, & Dumonteil,
2012). La presencia de Tcl, Tcll y posiblemente de
Tclll y TclV se encontré en Meccus pallidepennis y
Triatoma barberi capturados en el estado de Mi-
choacan, y la presencia de Tcl en Triatoma dimidia-
ta en la peninsula de Yucatan (lbanez-Cervantes
et al., 2013). Finalmente, en trabajos recientes se
encontro la presencia de Tcl y TelV en T. dimidiata
capturados en Quintana Roo (Dorn et al., 2017) y
Tcl y TeVI en dos haplotipos de T. dimidiata cap-
turados en Chiapas (Pech-May et al., 2019). Estos
trabajos muestran que los seis DTUs de T. cruzi es-
tan presentes en México, aunque Tcl es claramente
predominante.

Se ha propuesto que los cuadros clinicos,
el diagndstico y la respuesta de los pacientes al
tratamiento especifico, pueden estar influenciados
por las diferencias bioldgicas entre las cepas de T.
cruzi circulantes en una determinada area geogra-
fica, asi como por las diferencias genéticas entre
las poblaciones humanas susceptibles (Zingales,
2018). Se ha reportado que, en la mayor parte de
los casos de la ECH, la fase aguda sintomatica esta
dada por cepas pertenecientes a Tcl, y menos fre-
cuentemente por Tcll, Tclll y TclV (Coura, 2007; Zin-
gales et al., 2012). Ademas, se sabe que la morta-
lidad y morbilidad de los individuos infectados con
T. cruzi depende de la carga parasitaria y del geno-
tipo del parasito con el que se ha infectado. Duran-
te la fase crénica sintomatica, en algunos casos se
determind una posible relacién entre el genotipo y
el tipo de manifestacidn clinica, en donde las cepas
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Tcl se han relacionado a la CCC y a casos severos
de meningoencefalitis en individuos inmunocom-
prometidos. En regiones donde se ha detectado la
presencia de Tcll, TcV y TcVI (regidn del cono Sur)
se han presentado casos de Cardiomiopatia Chaga-
sica severa y algunos casos muy desarrollados de
megaesdfago y megacolon. Por otro lado, Tclll pa-
reciera no estar implicado en infecciones crdnicas,
y solamente se han reportado algunos casos donde
TclV se relaciona con las manifestaciones clinicas
qgue presenta Tcl, aunque esto aun no ha podido
ser del todo comprobado (Burgos et al., 2008; Fre-
itas, Lages-Silva, Crema, Pena, & Macedo, 2005;
Lages-Silva et al., 2006; A. Luquetti et al., 1986; Zin-
gales, 2018; Zingales et al., 2012).

Métodos

Llevamos a cabo una busqueda en PubMed
y la revisidn bibliografica cualitativa y sistematica de
articulos relacionados con la identificacién de mo-
|éculas antigénicas con potencial diagndstico para
la deteccion de la infeccidon con T. cruzi. También,
se llevd a cabo la revision de articulos relacionados
con las generalidades de la ECH y su diagndstico, T.
cruzi y cepas del pardsito; asi como, la revision en
paginas oficiales de la OMS y Organizacién Pana-
mericana de la Salud (OPS) en lo referente a la ECH
y guias para su diagnodstico.

Resultados

El diagndstico de la ECH debe incluir el conjunto
de datos epidemiolégicos, clinicos y de laboratorio
(OPS, 2020). Las pruebas de laboratorio se basan
en la utilizacion de técnicas directas (observacion
del pardsito en sangre, deteccién de su ADN por
PCR o su aislamiento) o indirectas (determinando
la presencia de anticuerpos especificos contra T.
cruzi), cuya eleccion depende de la fase clinica de

la ECH, asi como de la especificidad y sensibilidad
de la prueba (CENAPRECE, 2015; Gomes, Lorena, &
Luquetti, 2009; OPS-OMS, 2018; OPS, 2020; Sala-
zar Schettino, Bucio Torres, Rojo Mdina, & Manuel
Valencia, 2019).

En la fase aguda, en donde los parasitos
se detectan durante los primeros 30 dias después
del inicio de los sintomas, el diagndstico se dirige a
la determinacion de la presencia del pardsito por
examen microscopico de sangre en frotis o gota
gruesa. En el caso de una parasitemia baja, se uti-
liza la concentracion de la muestra por las técnicas
de strout, microstrout y microhematocrito. La pre-
sencia del pardsito también puede determinarse
en la fase aguda de manera indirecta, detectando
anticuerpos de tipo 1gM contra T. cruzi, aunque la
interpretacion del resultado debe ser cuidadosa
debido a la posible reaccién cruzada con el factor
reumatoide (WHO, 2007).

Las técnicas moleculares pueden ser utiles
tanto en la fase aguda como en la crdénica, cuando
la carga parasitaria o los titulos de anticuerpos son
muy bajos y no pueden ser detectados por otras
técnicas, o cuando se requiere de una prueba con-
firmatoria. Para ello se utiliza la técnica de PCR,
usando iniciadores especificos de secuencias del
ADN del parasito. Esta prueba puede ser cualita-
tiva, utilizdndose en el examen confirmatorio en
inmunodeprimidos y menores de 9 meses. Tam-
bién puede ser cuantitativa, permitiendo medir la
carga parasitaria circulante en inmunodeprimidos,
donantes de érganos que tienen niveles de CD4 ba-
jos, en infeccidn congénita o durante el seguimien-
to postratamiento (Salazar Schettino et al., 2019).

En la fase crdnica, el diagndstico se basa
en la historia clinica complementada con estudios
de gabinete como radiologia toracico-abdominal,
electrocardiograma y/o ecocardiograma de doce
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derivaciones y ultrasonido, junto con pruebas se-
rolégicas para detectar anticuerpos anti-T. cruzi.
En esta fase, la presencia del parasito es escasa
y hay anticuerpos circulantes contra el parasito,
por lo que el método seroldgico es el mas utili-
zado detectando la presencia de anticuerpos IgG
contra T. cruzi en mas del 98% de los individuos
infectados. Los métodos mas comunes y disponi-
bles comercialmente son la inmunofluorescencia
indirecta (IFl), la hemaglutinacion indirecta (HI)
y el ensayo inmuno-absorbente ligado a enzima
(ELISA). Otras técnicas menos utilizadas son el
Western blot (WB) con antigeno de excrecidn-se-
crecion de epimastigotes (ESEA) o tripomasti-
gotes (TESA), el ensayo inmunoenzimatico en
micro-gotas sobre nitrocelulosa (Dot-ELISA), la
deteccién del ADN de T. cruzi por PCR, y el ais-
lamiento del pardsito en medio de cultivo, en
triatominos (xenodiagndstico) o en ratones de
laboratorio. Estos ultimos examenes, regular-
mente no estan disponibles comercialmente y
dan resultados positivos en menos del 50% de
los individuos en fase crénica, por lo que estan
indicados sdélo para determinadas situaciones,
como en los casos de serologia dudosa o durante
el seguimiento postratamiento con drogas tripa-
nocidas (Avila et al., 1993; Diez, Manattini, Za-
nuttini, Bottasso, & Marcipar, 2008; Dumonteil,
1999; Gomes et al., 2009; Rassi, Rassi, & Little,
2000; Salazar Schettino et al., 2019; WHO, 2007).

Las diferentes pruebas serodiagndsticas
para la fase crénica de la ECH presentan nive-
les variables de sensibilidad y especificidad, no
habiendo hasta el momento una prueba estan-
dar de oro para un diagnostico 100% confiable
(Zingales, 2018). Por ello, la OMS recomienda la
combinacién de una prueba de alta sensibilidad
(como IFl o ELISA con extractos totales) y una de
alta especificidad (como HI o ELISA, usando anti-
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genos recombinantes) corridas en paralelo para un
mejor diagndstico. Ademas, se recomienda reali-
zar una tercera prueba serolégicas para reducir el
nivel de resultados indeterminados que producen
las dos pruebas iniciales, a niveles de menos del
2%. Se ha observado que cuando menos la mitad
de las muestras con resultados no concluyentes
tienen reaccion cruzada con infecciones con Lei-
shmania (principalmente la forma visceral), pro-
vienen de pacientes chagdsicos que han recibido
tratamiento con drogas tripanocidas o son de
recién nacidos con anticuerpos 1gG anti-T. cruzi,
adquiridos por transmision pasiva de sus madres
infectadas. Por ello, es importante determinar si
la zona de donde proviene la muestra es también
endémica de Leishmaniasis, y en el caso de infecta-
dos que estan siendo tratados, se recomienda apli-
car tantas pruebas como sea necesario para llegar
a un diagndstico confiable de sero-negativizacion
indicativo de curacién, en comparaciéon con las
muestras de suero positivas tomadas antes del tra-
tamiento. En el caso de la infeccidon congénita en
gue se ha demostrado que la madre es positiva a la
presencia de anticuerpos anti T. cruzi, es necesaria
la busqueda de pardsitos en la sangre del recién
nacido o la deteccion de anticuerpos IgG después
de seis meses del nacimiento, garantizando asi que
los anticuerpos no son de la madre y entonces po-
der proporcionar un diagnéstico correcto y un tra-
tamiento oportuno al recién nacido. Para el caso
de estudios seroepidemiolégicos, se recomienda
el uso de pruebas con alta sensibilidad, tales como
IFl o ELISA. Finalmente, en caso de resultados no
concluyentes, se recomienda que las muestras de
suero se envien a laboratorios especializados de
referencia (Salazar Schettino et al., 2019; WHO,
2007).

En México, el diagndstico de la ECH se
rige por un algoritmo de pruebas parasitoldgicas
basicas y tres pruebas seroldgicas para la confir-
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macion de los casos agudos y crénicos en el pais.
Esto es regulado por el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemioldgicos (InDRE), que es el La-
boratorio Nacional de Referencia (Salazar Schettino
et al., 2019). De inicio el diagnéstico se establece
considerando criterios clinicos y epidemioldgicos
que, tras la correcta seleccién del material biolo-
gico de acuerdo con la fase clinica de la enferme-
dad, se confirma o descarta en el laboratorio. En la
fase aguda, se demuestra la presencia del parasito
en sangre por frotis, gota gruesa o examen direc-
to en sangre fresca (80%-90% de sensibilidad), que
en caso necesario se puede concentrar la muestra
(strout, microstrout y microhematocrito) para una
mayor sensibilidad (90%-100%), pudiéndose rea-
lizar el diagndstico a nivel local, estatal o federal.
Para la fase crdnica, la deteccién de anticuerpos
anti-T. cruzi se realiza después de la cuarta semana
de la infeccidon, considerando que el nivel maximo
de anticuerpos se alcanza a las doce semanas. Se
utilizan dos pruebas seroldgicas de inicio, una de
alta sensibilidad con antigenos totales y una de alta
especificidad con antigenos recombinantes (ELISA
con Ag crudos, ELISA con Ag recombinantes o HAI
con 98%-99.5% de certeza diagndstica), que cuan-
do arrojan resultados discrepantes se realiza una
tercera prueba diferente (IFl). Si se continua obte-
niendo un resultado discrepante, se repite el proce-
dimiento con una nueva muestra (Salazar Schettino
et al., 2019).

El INDRE, en coordinacion con el Centro Na-
cional de Transfusidon Sanguinea (CNTS), también
regula la obligatoriedad del tamizaje a donadores
de sangre, como parte del programa de Accion para
la Prevenciéon y Control de la ECH en México, tras su
incorporacidn en la iniciativa de los Paises de Cen-
tro América y México (IPCAM) en el 2012. De acuer-
do con lo dispuesto en la NOM-253-SSA1-2012, se
realiza el tamizaje de T. cruzi (usando el mismo al-

goritmo seroldgico descrito anteriormente) a todos
los donadores de sangre, alcanzando una cobertu-
ra del total de los bancos de sangre del pais a partir
del 2016. De esta manera, se eliminan las unidades
de sangre reactivas a T. cruzi, evitando la transmi-
sién del parasito por la via transfusional y se realiza
la notificacion correspondiente a nivel hospital, ju-
risdiccion sanitaria y a nivel estatal (epidemiologia
y vectores) para el estudio y seguimiento de los do-
nadores infectados (Salazar Schettino et al., 2019).
El tamizaje también debe ser realizado a toda mu-
jer embarazada con antecedentes de riesgo como:
el nacer o vivir en zonas endémicas, cuando exista
la presencia del vector en el domicilio o cuando
se tienen antecedentes de haber recibido trans-
fusidn sanguinea o trasplante de érganos, pudién-
dose aplicar el tamizaje en cualquier momento de
la gestacion. En caso de que el diagndstico resulte
positivo en la madre, se realiza la busqueda del pa-
rasito por algin micrométodo en sangre del cordén
umbilical o en sangre periférica del recién nacido a
los siete dias de su nacimiento. Si el resultado es
negativo, el micrométodo se repite al primer mes
del nacimiento y si es negativo nuevamente, se
realizan pruebas seroldgicas de los 6 a los 10 meses
de edad. De confirmarse la infeccidon connatal con
T. cruzi, se inicia el tratamiento inmediatamente,
verificando su efectividad periédicamente cada 6
meses, hasta la seronegativizacién (Salazar Schet-
tino et al., 2019).

Las pruebas serodiagndsticas convencio-
nales utilizan antigenos del parasito completo, los
cuales tienen la desventaja de presentar reaccio-
nes inespecificas debido a la reaccion cruzada que
pueden tener con otros patdégenos como Leishma-
nia spp. y T. rangeli. Por ello, se utilizan también
las pruebas no convencionales que, para aumentar
su especificidad, utilizan antigenos recombinantes
0 péptidos sintéticos (Zingales, 2018). Estas tecno-
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logias no convencionales han permitido un claro
avance en términos de aumento de su especifici-
dad, identificandose y analizdndose varias molécu-
las antigénicas. En afios anteriores, se han reporta-
do dos analisis y la revisidn sistematica de varios de
estos posibles antigenos con potencial diagndstico,
mostrando que tienen diferente rango de sensi-
bilidad y especificidad, asi como un uso potencial
principalmente para el diagndstico de la infeccidon
cronica de la ECH, aunque algunos de ellos tam-
bién han sido probados para el diagndstico de la
infeccion aguda y congénita, o para el monitoreo
postratamiento (da Silveira, Umezawa, & Luquetti,
2001; Marcipar & Lagier, 2012). Estos analisis han
permitido evidenciar la necesidad de usar cocteles
de antigenos recombinantes, mezclas de péptidos
sintéticos o antigenos multiepitope para aumentar
la sensibilidad de las pruebas, ya que los antigenos
individuales han mostrado que carecen de la sensi-
bilidad requerida en comparacidn con las pruebas
convencionales (da Silveira et al., 2001). También,
se ha propuesto que es necesario el uso de paneles
de sueros de referencia internacionales, para una
adecuada comparacién de la efectividad de dichos
antigenos (Marcipar & Lagier, 2012). A partir de es-
tos trabajos, la identificacidn y andlisis de proteinas
recombinantes, péptidos sintéticos y proteinas qui-
méricas ha seguido en aumento, reportandose va-
rias secuencias con posible potencial diagndstico.
Se ha evaluado la utilidad de estos posibles antige-
nos para detectar la infeccidon aguda y/o crénica de
la ECH (Bivona et al., 2018; Caeiro et al., 2018; Kim
et al., 2019; Mendes et al., 2013; Montalvao et al.,
2018; Peverengo et al., 2018; Portillo et al., 2019;
Reis-Cunha et al., 2014; Santos et al., 2017; Thomas
et al., 2012), para dar seguimiento de la eficiencia
del tratamiento antiparasitario (Balouz et al., 2017;
Caeiro et al., 2018; Egui et al., 2019; Floridia-Yapur
et al., 2019; Montalvao et al., 2018; Peverengo et
al., 2018; Portillo et al., 2019; Reis-Cunha et al.,
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2014; Santos et al., 2017; Thomas et al., 2012) y
para identificar la infeccién con un DTU de T. cruzi
en particular (Mendes et al., 2013; Thomas et al.,
2012), mostrando en algunos casos tener una me-
jor sensibilidad (Duthie et al., 2016) y en otros una
especificidad variable (Del-Rei et al., 2019). En al-
gunos de estos trabajos se han utilizado los nuevos
enfoques de secuenciacion de alto rendimiento y
cobertura a gran escala, es decir, cubriendo el ge-
noma completo o gran parte del genoma, para la
identificacién de epitopos (Mendes et al., 2013;
Reis-Cunha et al., 2014), mostrando asi la gran uti-
lidad de estas nuevas tecnologias en la identifica-
cion de antigenos con potencial diagndstico.

Los antigenos de T. cruzi se relacionan con
el DTU al que pertenece la cepa del parasito. Por
ejemplo, se han identificado dos antigenos de su-
perficie en tripomastigotes denominados TSSAI
y TSSAll (Trypomastigote Small Surface Antigen)
que se expresan diferencialmente en los distintos
DTUs. Mientras que los parasitos pertenecientes
a Tcl, Tclll y TclV tienen el alelo que codifica para
TSSAI, las cepas Tcll, TcV y TcVI expresan el alelo
codificante para TSSAIl (Bhattacharyya et al., 2010;
Di Noia, Buscaglia, De Marchi, Almeida, & Frasch,
2002) no teniendo reaccién cruzada entre ellos en
los ensayos seroldgicos, lo que permite un diagnds-
tico diferencial. Por lo tanto se ha propuesto a TSSA
como posible marcador inmunolégico de los lina-
jes genéticos de T. cruzi y con potencial prondstico
en el desarrollo de CCC o megasindromes, ya que
como se menciond anteriormente hay una correla-
cion del tipo de érganos afectados y los diferentes
DTUs (Di Noia et al., 2002; Zingales et al., 2012).
Debido a la variabilidad antigénica, genética, feno-
tipica y geografica de las cepas de T. cruzi, es de
esperar que exista una variacidon en la respuesta
de anticuerpos del hospedero, asi como variacio-
nes regionales en la sensibilidad de las pruebas
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seroldgicas (Zingales, 2018; Zingales et al., 2012).
En diversos trabajos se ha observado que el uso de
antigenos provenientes de cepas de distinto origen
geografico al de los sueros de individuos infecta-
dos, muestra una variacion en los resultados ob-
tenidos en el diagndstico. En un trabajo utilizando
dos pruebas, una inmunocromatografica comercial
(Chagas Stat-Pak) y otra por ELISA usando antige-
nos recombinantes, se evaluaron 2,484 muestras
seroldgicas (995 de sujetos de una poblacién ru-
ral de todas las edades en el sur de Bolivia, 459
de mujeres embarazadas de la misma poblacién y
1030 de mujeres de poblacidn urbana que dieron
a luz), encontrando diferencias significativas en la
discordancia entre ambas pruebas segln la edad
y el origen geografico, que en el caso particular de
las mujeres embarazadas estas diferencias fueron
alarmantes (Chippaux et al., 2009). También, usado
la misma prueba Chagas Stat-Pak y la prueba rapi-
da InBios con sueros positivos y negativos a T. cruzi
provenientes de Bolivia y Peru, se determind una
sensibilidad inadecuada para las muestras de Boli-
via (87.5% y 90.7% respectivamente) y niveles aln
mas bajos de sensibilidad para las muestras prove-
nientes de Peru (26.6-33-0% y 54.4-55.2% respecti-
vamente), atribuyéndose estas diferencias y la baja
eficiencia de deteccién a las distintas cepas del
parasito de cada zona (Verani et al., 2009). Estos
resultados contrastan con los obtenidos utilizado
la prueba Chagas Stat-Pak con sueros provenientes
de Brasil, Honduras, Venezuela, Bolivia y Argentina
(Luguetti et al., 2003) asi como de El Salvador y Ni-
caragua (Ponce et al., 2005), en que se obtuvieron
altos niveles de sensibilidad y especificidad en to-
dos los casos. Evidencia adicional fue obtenida en
otro estudio en que se evalud por ELISA un panel
de 541 muestras de suero de pacientes chagasicos
y no chagdsicos de nueve paises de América Latina
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, El Sal-
vador, Guatemala, Honduras y Venezuela) con 6

antigenos recombinantes (H49, JL7, A13, B13, JL8 y
1F8) que incluyen a los tres presentes en la prueba
Chagas Stat-Pak (H49, B13 y 1F8). En este estudio,
también se encontrd una posible asociacion entre
el patron de reactividad de los antigenos recom-
binantes y el origen geografico de las muestras de
suero (Umezawa et al., 2003). Estas mismas obser-
vaciones se han obtenido en México, en donde en
un trabajo realizado en el Estado de Puebla se de-
tectaron niveles mayores de anticuerpos cuando se
usa como antigeno proteinas de extractos totales
de cepas de T. cruzi autéctonas, en contraste con
los bajos niveles de anticuerpos obtenidos cuando
se utiliza un antigeno comercial de cepas de para-
sito de otros paises endémicos (Chagastest-Wie-
ner Laboratories Group, Rosario, Argentina) (Pe-
rez-Fuentes et al., 1998). También, en el Estado de
Veracruz se observaron grandes discordancias en
los resultados serolégicos a T. cruzi, utilizando cin-
co diferentes ensayos de ELISA (dos caseros y tres
comerciales). Aun cuando el lisado de los parasitos
obtenidos de la misma regién mostré una mejor
sensibilidad que las pruebas comerciales, ésta no
fue lo suficientemente alta sugiriendo la falta de
un repertorio de proteinas antigénicas en el lisa-
do, que cubriera toda la diversidad de los parasitos
del lugar de estudio (Guzman-Gomez et al., 2015).
Dicha hipdtesis es factible, considerando que en
el estado de Veracruz se han identificado a 5 dife-
rentes DTUs (Tcl, Tcll, Tclll, TclV y TcV) en heces de
triatominos capturados en el ciclo doméstico (Ra-
mos-Ligonio et al., 2012).

Conclusiones

Un diagndstico temprano y confiable es
determinante para la aplicacidon de un tratamien-
to oportuno que asegure un mejor prondstico en
un paciente chagasico, como en cualquier otra
infeccion. Los métodos de serodiagndstico hasta
ahora disponibles para la etapa crénica de la ECH
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aun presentan niveles variables de especificidad y
sensibilidad, sin contar hasta el momento con una
prueba estandar de oro para un diagnostico total-
mente confiable y que permita disminuir los altos
costos que representa actualmente la necesidad
de aplicar mas de una prueba serodiagndstica. Es
importante también, incorporar en este esquema
pruebas serodiagndsticas que sean capaces de re-
conocer antigenos del pardsito provenientes de
cualquier DTU presentes en los diferentes paises
endémicos. En este sentido, si bien es cierto que
diversas cepas del parasito han sido aisladas y ca-
racterizadas al parecer éstas no son suficientes, ya
que las pruebas comerciales hasta ahora disponi-
bles aun muestran resultados discrepantes con los
sueros de individuos infectados de los diferentes
paises endémicos. Esto muestra, la necesidad de
aislar y caracterizar un mayor nimero de cepas del
pardsito provenientes de las distintas regiones en-
démicas de Latinoamérica, e identificar un reper-
torio de proteinas antigénicas que cubra la mayor
parte y de ser posible el total de la diversidad de
parasitos presentes en los paises endémicos. La
busqueda de mejores biomarcadores de la infec-
cion con T. cruzi siguen siendo un reto y diversas
metodologias pueden ser utilizadas para su iden-
tificacidon. La integracidn de las nuevas estrategias
de protedmica, sin duda permite el estudio a gran
escala de las proteinas de un organismo, que se
puede incluso llevar a nivel de diferentes cepas,
obteniendo una visidn global, integrada, cuan-
titativa y comparativa de su proteoma (Pitarch,
Nombela, & Gil, 2010). Estas estrategias acopladas
a inmunoensayos (Western blot e inmunopreci-
pitacién) para la identificacién de proteinas anti-
génicas, conservadas y/o inmunodominantes, asi
como al andlisis de inmunogendmica para la tipifi-
cacién de epitopes lineales conservados de células
B (Elisei et al., 2018), podrian permitir la identifi-
cacion de mejores antigenos para el desarrollo de
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una prueba estandar sensible y especifica, util en
la deteccidn de la infeccidon con cualquiera de las
cepas de T. cruzi. Finalmente, ya que se ha mostra-
do que los antigenos individuales no presentan la
sensibilidad necesaria, al igual que en otros traba-
jos, resaltamos la importancia del uso de cocteles
de antigenos recombinantes, mezclas de péptidos
sintéticos o de antigenos multiepitope para una 6p-
tima sensibilidad y especificidad de las pruebas, asi
como el uso de paneles de sueros de referencia in-
ternacionales para la evaluacion de su efectividad.
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