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Resumen

Se aportan los resultados obtenidos en el cribado seroldgico, diagnéstico
y analisis de la transmision congénita de la enfermedad de Chagas en
inmigrantes procedentes de América Central y del Sur residentes en Bar-
celona, mediante la aplicacién de técnicas parasitologicas (examen di-
recto y cultivo), seroldgicas (ELISA con antigeno recombinante, ELISA
convencional, inmunofluorescencia indirecta, Western blot) y moleculares
(PCR).
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Summary

The serological screening, diagnosis and analysis of congenital
transmission of Chagas Disease in immigrants from Latin American
countries resident in Barcelona were performed with parasitological
techniques (direct examination and culture), serological techniques (ELISA
with recombinant antigens, conventional ELISA, indirect immunofiuor-
escence and Western blot) and molecular techniques (PCR). Here, we
present and discuss the results.
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Introduccion

La efectividad de las distintas técnicas de diagndstico (parasitoldgicas,
serologicas y moleculares) para la enfermedad de Chagas estd intima-
mente ligada al contexto clinico y epidemiolégico en el que se aplican. Las
técnicas parasitoldgicas son de gran efectividad para el diagnéstico de las
formas agudas de la enfermedad; sin embargo, son poco Utiles en el caso
de las formas indeterminadas y cronicas.

El inconveniente principal de las pruebas serolégicas en la infeccion por
Trypanosoma cruzi reside en que éstas permanecen positivas en ausencia
del parésito durante un largo periodo de tiempo después de un tratamien-
to efectivo. La deteccion del ADN del parésito en sangre periférica me-
diante PCR es especialmente (til ya que incrementa la sensibilidad de las
pruebas parasitolégicas en enfermos no tratados y permite hacer un se-

guimiento mas eficiente y evaluar posibles fallos terapéuticos en enfermos
sometidos a terapia especifical.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al aplicar diversas
técnicas diagndsticas, en el cribado serolégico, diagndstico y seguimiento
de la enfermedad de Chagas en inmigrantes procedentes de zona endémi-
ca de la enfermedad, residentes en Barcelona. Se trata de un estudio
preliminar que, junto a la informacion existente en la bibliografia, puede
permitir seleccionar las técnicas que mejor se adapten a las necesidades
de cribado y diagnéstico en nuestro entorno.

Material y métodos

Sujetos de estudio: Pacientes procedentes de Latinomérica, atendidos en
los dispensarios de Medicina Tropical del Hospital Clinico (HCP) y del
CAP Drassanes de Barcelona; mujeres gestantes procedentes de zona
endémica atendidas en el Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HCP;
recién nacidos de madres seropositivas al antigeno de T. cruzi y nifios
procedentes de zona endémica atendidos en el Hospital de Sant Joan de
Déu de Barcelona y Hospital de Sant Camil de Sant Pere de Ribes, Barce-
lona.

Técnicas aplicadas

— Técnicas parasitologicas: examen directo y cultivo en medio de NNN
de sangre total y capa monocitica. Los cultivos se revisaron y
resembraron a intervalos quincenales y se descartaron a los tres
meses de negatividad.

— Técnicas serologicas:

- ELISA con antigenos recombinantes (BioELISA Chagas, Biokit S.A.,
Llica d'’Amunt, Barcelona, Espafna) (ELISAr).

- ELISA convencional (ELISAc) propio. Los sueros se analizaron a
una dilucién 1:200. El conjugado enzimatico utilizado fue Proteina
A-Peroxidasa (Pierce) a una dilucién de trabajo 1:30.000. Como
substrato se utilizo la orto-fenilen diamina (OPD).

- IFl, con FluolineG (Bio-Merieux) a la diluciéon1:200.

- Western Blot (WB), kit comercial de LDBIO Diagnostics (Francia)
con antigeno de L. infantum.
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— Técnicas moleculares: Nested PCR con los iniciadores externos TCZ1
y TCZ2 e internos TCZ3 y TCZ4?, que amplifican un fragmento de
149 pb de una secuencia repetitiva del DNA nuclear de 195 pb
(~100.000 copias por paréasito).

Resultados

Cribado seroldgico y diagndstico. El cribado serolégico de la enfermedad
de Chagas se realizd mediante el ELISAr. En los casos de sospecha de
enfermedad de Chagas, en base a la clinica, serologia o antecedentes
epidemioldgicos, se practicaron como pruebas confirmatorias un WB
heterélogo con antigeno de L. infantum, examen directo, cultivo y PCR
con sangre total y capa monocitica. 48 muestras fueron positivas en
ELISAr (ratio >1), en 14 de las cuales se detecté ADN del parasito me-
diante PCR. La PCR fue positiva en el 41% de las muestras de sangre
procedentes de pacientes con una tasa de IgG especifica elevada (ratio >5
en ELISAr) y negativa en la totalidad de los pacientes con valores de
ELISAr inferior a 5. Tan sélo se obtuvo positividad parasitologica (exa-
men directo y cultivo) en la sangre de un recién nacido hijo de madre
chagaésica.

El suero de enfermos chagésicos revela en el antigeno de L. infantum,
mediante WB, un patrén polipeptidico muy caracteristico con bandas de
30, 33, 39 y 52 kD. El anélisis mediante este WB heter6logo de los
sueros de pacientes con ratios ELISAr bajos (entre 1 y 3) (Tabla 1),
permite distribuirlos en dos grupos:

a. Sueros de pacientes que revelan el patron caracteristico chagésico,
en su mayoria procedentes de nifios nacidos de madres chagéasicas
en los que se detectan anticuerpos residuales de transferencia mater-
na. La positividad del WB heterdlogo coincidié, con una sola excep-
cién, con la de ELISAc.

b. Sueros que revelan patrones distintos, en su mayoria procedentes de
adultos sanos en los cuales la infeccion no pudo confirmarse me-
diante PCR y que fueron negativos mediante ELISAc e IFI.

En algunos casos, la repeticion de la analitica situd el valor de ELISAr a
uno u otro lado de la linea de corte (Tabla 1, muestras 3Tc y 4 Tc).

Analisis comparativo de distintas técnicas seroldgicas para
el cribado de la enfermedad de Chagas

Dada la recomendacion de efectuar dos técnicas seroldgicas distintas y
simultaneas, para el cribado de la enfermedad de Chagas, se considerd
oportuno ensayar la sensibilidad y especificidad de un ELISA convencio-
nal propio (ELISAc) y la IFl. Se trataba Unicamente de corroborar lo que
ya esta ampliamente descrito en la literatura3. Para ello se aplicaron las
tres técnicas a analizar (ELISAr, ELISAc e IFl) a 10 sueros procedentes de
donantes de sangre de area no endémica; 10 sueros de pacientes con
leishmaniosis visceral residentes en Barcelona, para determinar el grado
de reactividad cruzada; 13 sueros de pacientes con diagndstico de Chagas
(ELISAr, WB y PCR) y 15 con serologias bajas al emplear ELISAr (Tablas
1-3). La aplicacién de ELISAr, ELISAc e IFl a 10 sueros procedentes de
donantes de sangre de area no endémica dio un resultado débilmente
positivo (titulo 1/100) mediante IFl en uno de los sueros, siendo negati-
vas las restantes determinaciones.

Andlisis de la posible transmisién congénita

Para detectar la transmisién congénita del parasito se efectud el analisis
parasitologico, seroldgico y molecular de madre e hijo. Para diferenciar entre

Tabla 1. Resultados comparativos de distintas técnicas serologicas en sueros
para los cuales el cribado mediante ELISAr dio valores préximos al umbral de
positividad

Muestra ELISAr ELISAc IFI WB
3Tc 1,9/0,5 0,669 1/200 pos
4Tc* 1,5/0,6/1,2 0,263 <1/25 pos
2-16Tc* 0,8 0,153 <1/25 pos
20Tc 1,1 0,117 <1/25 neg
21Tc 1,3 0,115 <1/25 neg
2-21Tc 1,1 0,112 <1/25 neg
22Tc 1 0,144 1/50 neg
2-22Tc 0,7 0,127 1/50 neg
2-30Tc* 2 1,488 1/400 pos
2-32Tc* 2 1,216 1/100 pos
2-33Tc* 1,4 0,437 1/50 pos
47Tc 2,1 0,065 <1/25 neg
48Tc 1,1 0,115 <1/25 neg
CHA 2-0002 1,5 0,108 <1/25 pos
CHA 2-0002/2 0,7 0,105 <1/25 neg

Cut-off: ELISAr (ratio) >1, ELISAc (D.0.) 20,150, IFI (dilucién) >1/100.
* Hijo de madre seropositiva al antigeno de Chagas.

Tabla 2. Sensibilidad de las técnicas de cribado. Resultados obtenidos en pacien-
tes chagdsicos

Muestra ELISAr IFlc ELISAc
50 7,4 1/800 2,287
51 7,4 >1/1600 2,452
52 8,5 1/1600 2,499
2-13 7,5 1/1600 1,500
2-40 7,6 >1/1600 2,166
53 5,3 1/800 2,359
54 7,4 1/800 2,324
56 8,8 >1/1600 2,589
38 8,7 1/800 2,090
2-15 8,8 1/1600 2,575
39 8,1 1/1600 2,155
41 4 1/1600 1,846
8 7,5 1/1600 2,445

Cut-off: ELISAr (ratio) 21, ELISAc (D.0.) 20,150, IFI (dilucién) >1/100.

Tabla 3. Reacciones cruzadas con Leishmania infantum. Resultados de las técni-
cas de cribado al ser aplicadas a pacientes con leishmaniosis visceral

Muestra ELISAr ELISAc IFI
28-527 1,7 1,128 1/1600
21-5634 0 0,276 1/1600
21-432 0,09 0,253 1/400
26-456 1,2 0,785 -
26-400 0,05 0,303 1/400
7-575 0,03 0,376 1/800
620 0,04 2,258 >1/1600
560 0,2 2,321 1/100
8-585 0,07 0,422 1/1600
665 0,01 0,645 1/800

Cut-off: ELISAr (ratio) 21, ELISAc (D.0.) 20,150, IFI (dilucién) >1/100.
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anticuerpos de transmisiéon materna y de produccién propia en recién naci-
dos, se efectud la técnica del WB heterdlogo, en paralelo, con los sueros de
ambos y se observo el patron antigénico revelado en uno y otro caso.

Los sueros procedentes de recién nacidos y lactantes (7 casos), hijos de
madres con serologia positiva fueron también positivos en ELISAr, casi
siempre con valores inferiores en el nifio que en la madre. El patron de WB
revelado por los sueros de madre y recién nacido fue practicamente idén-
tico en el momento del parto, disminuyendo progresivamente el nimero
de bandas, al mismo tiempo que el ratio ELISAr, en los controles posterio-
res del nifio, en ausencia de infeccion y tratamiento. La serologia perma-
necié positiva en los controles efectuados a los 3 y 4 meses del nacimien-
to. El Unico caso de infeccion congénita detectada mediante pruebas
parasitolégicas negativizé el ELISAr (r=0,5) y la PCR a los dos meses del
tratamiento. Un nifio asintomatico de dos afios, nacido en Barcelona,
hijo de madre seropositiva, resulté ser también seropositivo en ELISAr
(r=7,2), el patron de WB revelado por su suero presentd diferencias
significativas con el de la madre y la PCR de ambos fue positiva, por lo
que se considerd un caso de transmisién congénita autdctona.

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos concluimos que:

— Las tres técnicas ensayadas, ELISAr, ELISAc e IFI presentan una
elevada sensibilidad para el cribado de portadores de T. cruzi.

— La subjetividad en la lectura, la dificultad para discernir entre fluo-
rescencia especifica y ruido de fondo, en sueros poco diluidos, y la
dificultosa manipulacién de un elevado nimero de muestras, hacen
de la IFl una técnica poco apropiada para el cribado serolégico de la
enfermedad de Chagas en bancos de sangre y estudios en los que se
requiera evaluar un gran nimero de muestras.

— Se detectan reacciones cruzadas con Leishmania al emplear las tres
técnicas de cribado ensayadas. Dichas reacciones cruzadas, tal como

era esperable, son muy manifiestas al utilizar técnicas convenciona-
les (ELISAc e IFl), pero también se detectan a pequefia escala con el
ELISAr.

— Los valores proximos al umbral de positividad en ELISAr son de
dificil valoracion e incluyen un gran nimero de determinaciones
inespecificas.

— El WB heterélogo utilizado (con antigeno de L. infantum) permite
dirimir serologias dudosas y resultados contradictorios en el criba-
do seroldgico y contribuye a la deteccidn de la infeccion congénita.

— La PCR nested aplicada tiene una notable sensibilidad para el diag-
nostico de las formas crénicas e indeterminadas de la enfermedad.
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