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Resumen

Introduccion: La enfermedad de Chagas es endémica en
Centro y Sudamérica. Las vias transfusional, transpla-
centaria y donacién de érganos son las de mayor impor-
tancia en nuestro medio. Conviene conocer la prevalen-
cia de anticuerpos anti-T.cruzi en la poblacién proceden-
te de areas endémicas, debido al posible estado de porta-
dor asintomatico y transmisor en la fase cronica.
Métodos: Analisis de 432 sueros de inmigrantes recogi-
dos entre mayo y agosto de 2001 por ensayo inmuno-
enzimatico (ELISA), inmunoprecipitacion (IP) e
inmunofluorescencia indirecta (IFA) frente a T.cruzi; es-
tudio posterior de anticuerpos frente a Leishmania spp. y
Treponema pallidum.

Resultados: 30 muestras (6,9%) fueron positivas por la
técnica de cribado. De ellas, 16 (53,4%) también lo fue-
ron por IP y por IFA. Todos los sueros positivos por las
tres técnicas, excepto uno, tenian anticuerpos frente a L.
infantum y sélo uno frente a T. pallidum.

Discusion: Un 3,7% de los sueros fueron positivos por
las tres técnicas empleadas, dato similar al de otros estu-
dios. La mayoria correspondian a bolivianos, lo que co-
incide con la prevalencia de la infeccién en Sudamérica,
y a mujeres. El diagnostico de laboratorio presenta limi-
taciones al no existir un gold standard, no estar comer-
cializada una prueba de confirmaciéon y haber reaccio-
nes cruzadas con otros parasitos. La erradicacion del
vector y la interrupcién de cualquier transmision sigue
siendo la via principal para controlar esta endemia.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi. Prevalencia.
Inmigrantes.

Summary

Introduction: Chagas’ disease is endemic in Central and
South America and is mainly transmitted through blood
transfusion, organ transplant and congenital infection in
our Spanish environment. It is important to know the
prevalence of anti-T.cruzi antibodies in people from the
endemic areas who are now living in our country, due to
possible transmission during the chronic, asymptomatic
period.

Methods: Analysis of 432 sera collected from immigrants
between May and August 2001 using an enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA), a particle gel immuno
assay (IP) and an indirect immunofluorescence assay
(IFA) for T.cruzi. In order to exclude cross-reaction, the
presence of Leishmania spp. and Treponema pallidum
antibodies was also tested.

Results: 30 samples (6.9%) were positive with the ELISA
and 16 (53.4%) of them also reacted to IP and IFA. All
except one of the sera which were positive through the
three techniques had antibodies to L. infantum and one
of them to T. pallidum.

Discussion: 3.7% of all the sera analyzed were positive
for the three techniques, a finding that correlates with
results from other studies. Most of them were from women
and from immigrants from Bolivia, the country with the
highest prevalence of this disease. Laboratory diagnosis
is limited by the abscence of a gold standard, the presence
of cross-reactivity with other parasites and the fact that
there is no commercially available confirmatory assay.
Vector erradication and interrupting any pathway of
transmission is the main approach to combating the
disease’s endemicity.
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“La politica de inversiones en esta epidemia silenciosa y
silenciada, hoy por hoy, niega incluso el derecho a cono-
cer de qué se muere.”

E. Galeano. Chagas, una tragedia silenciosa
Médicos Sin Fronteras. 2005

Introduccion

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana
es una enfermedad ampliamente distribuida en Centro y
Sudameérica. Constituye una de las mayores endemias en
esta zona y afecta a una poblacién de entre 5y 6 millo-
nes de personas, y 25 millones con riesgo de contraerlal.

Su agente etioldgico, el Trypanosoma cruzi, es un proto-
zoo flagelado que presenta distintas formas o estadios
celulares seglin se encuentre en el huésped vertebrado o
en el vector invertebrado?. Su ciclo bioldgico se desarro-
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lla exclusivamente en el continente americano entre los
paralelos 35N y 49S, aproximadamente. La infeccion se
adquiere por distintas vias: artropodo vector, transfu-
sional, transplacentaria, transplante de érganos, acci-
dente de laboratorio, via digestiva o a través de la leche
materna. La principal via, aunque exclusiva de América
Latina, es la forma vectorial, a través de las heces de
insectos hematdfagos de la familia Reduviidae. En areas
no endémicas las vias de transmision de mayor riesgo
son la transfusional, la transplacentaria y la donacion de
organos®4.

La enfermedad de Chagas presenta una primera fase agu-
da de multiplicacién local, que suele pasar desapercibi-
da y puede durar entre uno y dos meses. Tras ella, los
pacientes permanecen asintomaticos en la mayoria de
los casos pasando a una forma latente o indeterminada,
de duracion variable (10-15 afos), en la que el parasito
se acantona en los tejidos. Sin embargo, entre un 15y un
30% de los inicialmente infectados desarrollan dano or-
ganico, con sintomatologia principalmente cardiaca y
digestiva en esta fase crénica de la enfermedad. Los pa-
cientes que presentan la forma indeterminada y fase cro-
nica son los que mayor riesgo de transmisién constituyen
en areas no endémicas.

La deteccién del parésito en la fase aguda se realiza
habitualmente mediante examen directo de la sangre
del paciente, aunque también se emplean la técnica de
PCR o el hemocultivo. Para el diagnéstico en la fase
crénica, existen varias técnicas de laboratorio con bue-
na sensibilidad, como son el enzimoinmunoensayo
(ELISA), la inmunoprecipitacién (IP) y la
inmunofluorescencia indirecta (IFA). Ninguna de ellas
estd exenta de problemas a la hora de su interpretacion
por la aparicion de reacciones cruzadas (Leishmania
spp®, Trypanosoma rangeli®, Treponema pallidum’ y fac-
tor reumatoide), y por la ausencia de una prueba de
confirmacién comercializada. Las técnicas de biologia
molecular (PCR), a pesar de su alta especificidad®?,
son de uso limitado en esta fase debido a que el parési-
to, en los enfermos cronicos, no siempre estd presente
en sangre periférica'®.

En nuestro pais, en los Gltimos afios, se ha producido
un aumento considerable de poblacién inmigrante. La

Comunidad Valenciana era, en junio de 2004 y segln
datos del Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, la
tercera autonomia en nimero de trabajadores extran-
jeros dados de alta en la Seguridad Social. Segln los
datos del Padréon Municipal de 2004, en la ciudad de
Valencia el 55,5% de poblacién inmigrante procedia
de Centro y Sudamérica, la mayoria de Ecuador
(46,7%), Colombia (22,4%), Argentina (9%) y Boli-
via (7,1%)11.

Por todo ello, es importante conocer la prevalencia de
anticuerpos anti-T.cruzi en la poblacién inmigrante de
areas endémicas por ser posibles portadores
asintomaticos y, por tanto, transmisores del parasito por
via transplacentaria, donacién de 6rganos o hemoder-
ivados y, a su vez, poder beneficiarse de un diagnéstico,
seguimiento clinico y tratamiento adecuados.

Métodos

Se ha realizado un andlisis retrospectivo de 432 mues-
tras de un total de 1637 sueros que fueron enviados al
Laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitario
La Fe entre mayo y agosto de 2001. Tras la realizacién
de diversas determinaciones, fueron conservados a -20°C
hasta su utilizacién en este trabajo. Se seleccionaron
450 sueros de forma aleatoria con la ayuda de un soft-
ware adecuado y se desecharon 18 por escaso volumen.

Las muestras procedian de poblacién inmigrante de
Sudamérica, que habia acudido voluntariamente a los
servicios médicos de la Cruz Roja de Valencia, con el fin
de obtener la cartilla solidaria y legalizar su situacion
administrativa. En el momento de la extraccién, se des-
conocia si los pacientes padecian signos y/o sintomas de
enfermedad alguna.

Como técnica de cribado se utilizé un ELISA (ELISA-
BLK) en microplaca (Trypanosoma cruzi 1gG ELISA, BLK
Diagnostics, Barcelona) que determina la presencia de
anticuerpos de la clase 1gG anti-Trypanosoma cruzi y como
antigeno en la fase solida, utiliza un lisado celular de
cepas procedentes de Argentina, Brasil, Panaméa y Chile.
Se consideraron positivas aquellas muestras cuya densi-
dad dptica (DO) fue superior a 0,2 (punto de corte prefi-
jado por el fabricante) y el indice de cut-off (ICO) igual o
mayor a 1,1.

Las muestras positivas fueron posteriormente analiza-
das por dos técnicas serologicas diferentes: a)
inmunoprecipitacion en particulas de gel (ID-test de
anticuerpos Chagas, Particle Gel Immuno Assay (ID-
PaGlA), DiaMed-ID, Suiza), que emplea como antigenos
dos péptidos sintéticos (Ag2 y TcE) y detecta cualquier
clase de inmunoglobulinas anti-T. cruzi; y b) inmunofluor-
escencia indirecta (IFA) (Ensayo IFA para la Tripanos-
omiasis, MarDx® Diagnostics, Inc., Trinity Biotech
Company, Irlanda) que, como antigenos, utiliza
epimastigotes de T. cruzi (cepa Corpus Christi) desarro-
llados en medio de cultivo modificado de Leishmania
spp.; se realizaron diluciones entre 1/4 y 1/2048 en PBS
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considerandose significativos los titulos a partir de 1/32
(Figura 1).

Debido a las posibles reacciones cruzadas con Leishmania
spp. y T. pallidum, las muestras reactivas por ELISA-BLK
fueron analizadas mediante un ELISA que como antigeno
utiliza un lisado celular de Leishmania infantum, inter-
pretando como positivas aguellas con valores superiores
a la media de la DO del suero cut-off (Leishmania ELISA
IgG+1gM, VIRCELL, S.L., Granada) y mediante la deter-
minacion de la Reagina Plasmatica Rapida (Macro-Vue™
RPR Card Antigen Suspensién, Becton Dickinson, USA).
Los sueros RPR positivos, una vez titulados, se confir-
maron mediante la técnica TPHA TEST KIT (Plasmatec
Laboratory Products Ltd, UK) de hemoaglutinacién indi-
recta frente a . pallidum.

Para la realizacién e interpretacion de reactividad, en
todas las técnicas mencionadas se siguieron las instruc-
ciones del fabricante.

Resultados

Del total de las 432 muestras estudiadas, 185 sueros
eran de personas procedentes de Ecuador (43%), 185
(43%) de Colombia, 41 (9%) de Bolivia, 8 (2%) de
Argentina, 3 (1%) de Cuba, y los 10 restantes (2%) pro-
cedian de Brasil, Chile, Venezuela, México, Paraguay, Pert
y Uruguay (Figura 2). EI 52% de los sueros analizados
correspondian a mujeres.

Segln la técnica de ELISA-BLK, 402 muestras (93,1%)
fueron interpretadas como negativas (IC0<0,9) y 30
sueros (6,9%) fueron positivos (ICO>1,1). De estos Ulti-
mos, 21 (70%) pertenecian a mujeres. La distribucién
de resultados positivos por paises, fue: Bolivia 31,7%
(13/41), Argentina 12,5% (1/8), Colombia 6,5% (12/
185) y Ecuador 2,2% (4/185). EI ICO fue >6 en el 57%
de las 30 muestras positivas y <2 en el resto. Todos los
sueros de inmigrantes bolivianos tuvieron un ICO >8,8 al
igual que el Unico suero positivo procedente de Argentina
y uno de los sueros procedentes de Ecuador.

Las 30 muestras reactivas por ELISA-BLK fueron anali-
zadas por la técnica ID-PaGIA resultando 14 sueros
(46,6%) negativos y 16 (53,4%) positivos. Las mues-
tras positivas por ambas técnicas, todas ellas con ICO
>7, procedian en su mayoria de Bolivia (13/16). La dis-
tribucién de resultados positivos por paises al emplear
ambas técnicas no varia para Argentina y Bolivia y, sin
embargo, para Colombia y Ecuador baja al 0,5%.

Al ser analizadas por IFA, todas las muestras positivas
por ELISA-BLK tuvieron titulos >1/16. A medida que au-
mentaba el ICO del ELISA-BLK aumentaba el titulo por
IFA excepto para dos de ellas. Las negativas por ID-PaGIA
dieron titulos entre 1/16 y 1/64, encontrandose cuatro
de las positivas también dentro de este rango. El resto fue
> 1/128.

De las 30 muestras positivas por ELISA-BLK, tres (10%)
lo fueron también frente a técnicas no treponémicas (RPR)

y treponémicas (TPHA). Todos los sueros positivos por
las tres técnicas empleadas fueron positivos para L.
infantum, excepto uno que fue negativo por ID-PaGIA.

Todos estos resultados quedan reflejados en la Tabla 1.

Discusion

En nuestro pais es notable el aumento de inmigrantes
procedentes de zonas donde es endémica la enfermedad
de Chagas, lo que hace necesario realizar estudios de
prevalencia de anticuerpos frente a T. cruzi para prevenir
su posible transmisién en situaciones de embarazo, do-
nacion de érganos y transfusiones de sangre.

De los 432 sueros analizados, un 3,7% fue positivo por
las tres técnicas empleadas. La mayoria de ellos corres-
pondian a bolivianos (68,7%), lo que coincide con la
distribucién de la infeccién en Sudamérica, donde la
mayor prevalencia entre donantes de sangre en 2001, se
observé en Bolivia (99/1000 hab.) y la menor en Ecua-
dor (1,5/1000 hab.)!2. En nuestra serie, doce de los
sueros positivos fueron de mujeres, a pesar de que la
distribuciéon del total de muestras estudiadas fue aproxi-
madamente del 50% para cada sexo. El mayor niimero
de mujeres infectadas podria contribuir a la propagacion
de la enfermedad por transmision vertical, estimada en-
tre un 1 y un 12% en Sudamérica'?, aunque el nimero de
muestras positivas en este estudio no es suficiente para
afirmar que la enfermedad es mas frecuente en mujeres.

Nuestro porcentaje de seropositivos (3,7%) es mas alto
que el encontrado en otros estudios preliminares realiza-
dos en Espafna en bancos de sangre, en los que se dan
cifras del 0,8% en la Comunidad de Madrid* y 0,95%
en Barcelona'®. En ambos, el mayor niimero de positivos
provenian de Bolivia. Los autores no describen la proce-
dencia del total de la muestra estudiada, por lo que no
podemos comparar la tasa de positividad por paises que
en nuestro caso es de un 31,7% en Bolivia. Esta cifra, a
pesar de ser muy elevada, entra dentro del rango descrito
por otros autores para algunas zonas de Bolivia®, en las
que la tasa de infeccion puede alcanzar el 51% en estu-
dios de poblacién no donante de sangre, como la de esta
serie. En este estudio retrospectivo en poblaciéon inmi-
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Tabla 1.

Procedencia y resultados

192

de los sueros con al
menos una de las
pruebas serolégicas
positivas

Trypanosoma cruzi

Leishmania infantum Treponema pallidum

Suero Pais Sexo  ICOEIA  IDPaGIA Titulo ICO EIA RPR FTA
(P21,1) IFA (P21,1)
1 Argentina M 12,5 PD 1/512 2,94 N N
2 Bolivia M 12,5 P 1/1024 3,77 N N
3 Bolivia M 12,5 P 1/1024 3,77 N N
4 Bolivia M 12,5 P 1/1024 3,57 N N
5  Bolivia M 12,5 P 1/128 2,11 N N
6  Bolivia M 12,5 P 1/1024 3,29 N N
7 Bolivia H 12,5 P 1/128 1,78 N N
8  Bolivia M 12,5 P 1/512 3,03 N N
9  Bolivia H 12,5 P 1/1024 3,10 N N
10  Bolivia H 12,5 P 1/1024 3,47 N N
11 Bolivia M 12,5 P 1/1024 3,51 N N
12 Bolivia M 12,0 P 1/1024 3,11 N N
13 Ecuador M 10,0 P 1/64 1,27 N N
14  Bolivia M 9,0 P 1/64 1,71 N N
15  Bolivia M 8,8 P 1/32 2,08 1:1 P
16 Colombia H 7,0 PD 1/32 0,48 N N
17 Colombia H 6,7 N 1/64 1,32 N N
18 Colombia H 2,0 N 1/64 0,36 N N
19 Colombia M 1,9 N 1/32 0,30 N N
20 Ecuador H 1,8 N 1/32 0,22 N N
21  Colombia M 1,8 N 1/32 0,72 1:4 P
22 Colombia M 13 N 1/16 0,64 N N
23 Colombia M 1,3 N 1/32 0,23 1:4 P
24 Colombia M 1,3 N 1/16 0,22 N N
25  Colombia M 1,2 N 1/32 0,62 N N
26  Colombia H 1,2 N 1/32 0,23 N N
27  Colombia M 1,2 N 1/32 0,47 N N
28  Ecuador H 1,1 N 1/32 0,20 N N
29  Ecuador M 1,1 N 1/32 0,55 N N
30 Colombia M 1,1 N 1/32 0,16 N N

ICO= indice cut-off; IFA= inmunofluorescencia; H=hombre; M=mujer; EIA=enzimoinmunoanalisis; IDPaGIA=ensayo de particulas de gel;
RPR=prueba no treponémica; FTA=prueba treponémica; N=negativo; P=positivo; PD=positivo débil.

grante, desconocemos la region de origen de la poblacion
boliviana estudiada.

En casi todos los sueros positivos para T. cruzi se detectd
la presencia de anticuerpos frente a L. infantum, tal y
como ha sido descrito por otros autores debido a la proxi-
midad filogenética de ambos parésitos®. Esto obligaria a
establecer un diagnéstico diferencial mediante una técni-
ca serolégica de confirmacién, en la actualidad no co-
mercializada’, o mediante PCR, con el inconveniente de
la parasitemia intermitente en la fase crénica ya descrita.

En el caso de los tres sueros reactivos para sifilis, dos de
ellos no serian considerados como positivos para T. cruzi
en nuestro estudio. No sabemos si pudieron contribuir al
falso positivo del ELISA de cribado.

Un grupo del total de muestras analizadas lo constituye-
ron 12 sueros que fueron positivos por ELISA-BLK, ne-
gativos por ID-PaGIA, con titulos de IFA bajos y negativos
para anticuerpos de L. infantum, pudiéndose interpretar
como falsos positivos por la técnica de ELISA-BLK
(ICO<2). El punto de corte de este ensayo esta prefijado,
segln el fabricante, en una D.O. igual a 0,2 lo que limita
la especificidad de la técnica al considerar constantes las
condiciones de realizacion del mismo. Segln nuestra ex-
periencia, este punto de corte deberia ser mas elevado o
disponer de un factor de correccion para interpretar los
resultados.

Por dltimo, hubo dos casos, ambos de Colombia, que en
la practica diaria plantearian problemas de interpreta-
cion debido a que el resultado del ELISA-BLK y de la IFA
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(1/64) fueron positivos, el de ID-PaGIA negativo y, uno de
ellos, reactivo frente a L. infantum (ICO 1,32).

La OMS recomienda para diagnosticar la enfermedad de
Chagas la realizacién de, al menos, dos técnicas diferen-
tes!; sin embargo, seglin nuestros resultados hay un pe-
quefio porcentaje de muestras en las que seria dificil
establecer un diagndstico claro utilizando sélo técnicas
no confirmatorias. Por otra parte, sobre la base de estu-
dios epidemioldgicos se ha sugerido que una discrepan-
cia de resultados puede representar una verdadera infec-
cion® ante una sospecha clinica.

En el particular caso de la enfermedad de Chagas no hay
un gold standard que defina la situacion de infectado a
pesar de que la IFA es aceptada por algunos autores
como tal'’. En nuestra serie, ésta Ultima ha presentado
buena correlacién con los resultados obtenidos por las
dos técnicas de ELISA empleadas a titulos de al menos 1/
64, pero no ha demostrado ser més especifica.

Por todo ello, el diagnéstico de rutina de la enfermedad
de Chagas en el laboratorio presenta problemas en la
actualidad. Soélo los programas de prevencién y erradi-
cacion del vector en las areas endémicas, asi como la
interrupcion de otro tipo de transmisiones pueden contri-
buir al fin de la endemia. La enfermedad de Chagas estéa
ligada a la pobreza y quizas esto explique la falta de
métodos analiticos comercializados mas certeros para
su diagnostico, pero no hay que olvidarse de que la pre-
sencia en Europa de inmigrantes latinoamericanos em-
pujara a los gobiernos al establecimiento de programas
de seguimiento y propiciar la investigacion para su diag-
nostico y tratamiento.
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