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Resumen

El aumento de poblacion inmigrante procedente de zonas endémicas de
Chagas ha creado la necesidad de una actuacion en los bancos de sangre
de nuestro pais. Ademas, el reciente real decreto sobre hemodonacién
permite aceptar las donaciones de riesgo siempre que se realice el cribado
para marcadores de T. cruzi. El objetivo principal del estudio iniciado en
septiembre de 2005 en el Banc de Sang i Teixits es determinar la seropre-
valencia de la infeccién por Trypanosoma cruzi en la poblacion de donantes
de riesgo en Catalufa. Se incluyeron en el estudio los donantes de riesgo
de Chagas (nacidos, transfundidos o hijos de madre procedente de area
endémica) y viajeros/residentes en estancias superiores a un mes. El test de
cribado utilizado fue el ID-PaGIA Chagas antibody test (DiaMed). Como test
suplementarios se utilizaron el método Bioelisa Chagas (Biokit) y un ELISA
in-house con antigenos nativos. Entre Septiembre 2005 y Septiembre 2006,
se han analizado 1770 donantes. Por grupos de riesgo, hubo 1524 (86%)
donantes nacidos en area endémica, 37 espanoles de madre originaria de
zona endémica (2%) y 209 (12%) viajeros. Hubo 21 donantes inicialmente
positivos en el cribado, de los cuales 11 se confirmaron positivos (0,62%).
La mayoria de donantes positivos fueron bolivianos.
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Summary

The increasing population coming from Chagasic areas has forced blood banks
in Spain to take preventive measures. The recent Blood Donation regulation

provides with the guidelines to screen blood donations at risk for anti-T. cruzi
antibodies. The aim of the present study was to determine the prevalence
of infection by Trypanosoma cruzi in blood donors at risk in Catalonia. The
risk groups included were donors born or transfused in endemic areas and
donors whose mother was born in endemic area. Travellers or residents in
endemic areas for more than one month were also included. The screening
method was ID-PaGIA Chagas antibody test (DiaMed). As supplementary
test, Bioelisa Chagas (Biokit) and an in-house ELISA test with native antigens
were used. Between September 2005 and September 2006, 1770 donors
at risk were screened. According to risk groups, 1524 (86%) were donors
born in endemic areas, 37 (2%) were donors whose mother was born in
an endemic area and 209 (12%) donors had travelled or lived in endemic
areas. Twenty-one donors were initially positive in the screening, of which
11 were confirmed positive for the presence of T. cruzi antibodies (0.62%).
The majority of T. cruzi positive donors were Bolivians.
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Introduccién

La llegada masiva de poblacién inmigrante procedente de América Central y
del Sur ha requerido una revision de los criterios de seleccién, cribado y, en su
caso, exclusion, de donantes de sangre con riesgo de transmitir la infeccion
por Trypanosoma cruzi. Estos criterios han quedado reflejados en el Real
Decreto sobre hemodonacion (Real Decreto 1088/2005) en el capitulo de
seleccion de donantes!. Asi, los donantes con enfermedad de Chagas quedan
excluidos de forma automética y definitiva. Igualmente, y en ausencia de
prueba de cribado, quedan excluidos de la donacion de componentes labiles
(concentrado de hematies y plaquetas) los donantes nacidos en zona endé-
mica, hijos de madre nacida en zona endémica y personas que han recibido
transfusiones en zona endémica. Estos donantes pueden ser aceptados si
la donacién se limita a plasma para el fraccionamiento y, con una prueba
de cribado para anti-Trypanosoma cruzi negativa, también como donantes
de componentes labiles.

Desde finales de 2005, numerosos bancos de sangre en Espafia han im-
plementado el cribado selectivo para Chagas en donantes de riesgo. En
Septiembre de 2005, el Banc de Sang i Teixits de Catalunya, en colaboracién
con el Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia (Universidad
de Barcelona) y el Centre de Salut Internacional (Hospital Clinic i Provincial,
Barcelona) empezd el cribado de donantes de riesgo en el marco de un amplio
estudio sobre enfermedad de Chagas en nuestro entorno. Nuestro objetivo
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Tabla 1. Resumen de los datos epidemiolégicos de los donantes con serologia positiva para Trypanosoma cruzi

Sexo Edad Origen Ha vivido Ha vivido en Llegada a Ha regresado
en area rural casa de adobe Espafna a su pais
Don. 1 M 35 El Oro (Ecuador) No No 2000 Si (2005)
Don. 2 M 35 Cochabamba (Bolivia) Si Si 2002 No
Don. 3 H 42 Mendoza (Argentina) Si Si 2002 No
Don. 4 M 36 Santa Cruz (Bolivia) No No 2005 No
Don. 5 H 38 Santa Cruz (Bolivia) No No 2004 No
Don. 6 H 46 Santa Cruz (Bolivia) No No 2003 No
Don. 7 M 31 ESPANA (residente Caracas) Si - 2003 No
Don. 8 M 36 Cochabamba (Bolivia) No No 2003 No
Don. 9 M 40 Santa Cruz (Bolivia) No No 2003 No
Don. 10 H 49 San Juan (Argentina) No Si 1988 No
Don. 11 M 51 San Estanislas/San Pedro (Paraguay) No No 1978 Si (2006)

principal fue determinar la prevalencia de infeccion por Trypanosoma cruzi
en nuestra poblacién de donantes.

Material y métodos

El Banc de Sang i de Teixits definid los siguientes grupos de riesgo de infec-
cion por T. cruzi: 1. donantes nacidos en area endémica; 2. donantes cuya
madre ha nacido en area endémica; 3. cualquier donante transfundido en
area endémica y 4. cualquier donante que haya viajado o residido en area
endémica por un periodo superior a un mes. Los tres primeros criterios se
corresponden con el Real Decreto, mientras el cuarto es un grupo adicional
para maximizar la seguridad de las donaciones. Si el donante se encuentra
en alguna de las anteriores situaciones, el médico entrevistador activa el
cribado selectivo para T. cruzi en el sistema informatico y la donacién de
sangre no puede ser liberada sin un resultado negativo especifico de T.
cruzi, ademas de los marcadores comunes (VHC, VIH, VHB, sifilis). En el
presente estudio se han incluido los donantes de riesgo que han aceptado
participar mediante un consentimiento firmado y que han cumplimentado
un cuestionario epidemiolégico dirigido.

La prueba serolégica utilizada en el Banc de Sang i Teixits es el test de de-
teccion de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi de DiaMed (ID-PAGIA Chagas
antibody test)?. Segln el fabricante, el test esta validado para el cribado de
donantes de sangre. Todas las muestras son luego procesadas en el Depar-
tamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Barcelona con un método de deteccion de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi
basado en antigenos recombinantes® (Bioelisa CHAGAS, Biokit) y, en caso
de un resultado positivo en ID-PAGIA y/o Bioelisa, retestadas con un ELISA
in-house de antigenos nativos. Todas las muestras inicialmente reactivas
con el test ID-PAGIA DiaMed se analizan para ADN del parasito por PCR a
tiempo real (sensibilidad 2 parasitos/mL).

Resultados

Del dia 1 de septiembre 2005 hasta el 15 de septiembre de 2006 (fecha
final de inclusion), se han analizado un total de 1770 donantes repartidos
entre nacidos en area endémica (1524; 86%), viajeros o residentes (209;
12%) e hijos de madre oriunda de area endémica (37; 2%). Sélo 21 donantes
declararon haber sido transfundidos en area endémica. La distribucion de los
donantes por paises queda reflejada en la Figura 1. Colombianos, argentinos

Porcentaje

Pais de origen

ODonantes de sangre B Censo poblacidn

Figura 1. Distribucién comparativa entre el censo de poblacién de inmigran-
tes latinoamericanos de Catalufa (Instituto Nacional de Estadistica, 2005) y
el pais de origen de los donantes incluidos en el estudio

y ecuatorianos representan mas de la mitad de los donantes que acuden a
nuestro Centro, en correspondencia con el censo de poblacién inmigrante de
Catalufa. El porcentaje de hombres fue del 51%, similar a la poblacion total
de donantes, y la edad media en el momento de la donacién fue de 35 afos,
en contraste con los 41 anos de media en el resto de donantes.

El cribado para anticuerpos anti-T. cruzi fue positivo en 21 donantes, de los
cuales 11 resultaron también positivos en las dos pruebas confirmatorias de
ELISA. Uno de ellos fue también positivo en la PCR a tiempo real. Paralela-
mente, 14 donantes negativos para la prueba de cribado fueron positivos en
la prueba de ELISA con antigenos recombinantes (BioChagas) pero negativos
para el ELISA de antigenos nativos. No hubo ningtin donante con prueba
negativa en el cribado y positiva en ambos métodos de ELISA. En total pues,
10 resultados de falso positivo en el cribado (0,56%), 14 falsos positivos en
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la técnica confirmatoria con antigeno recombinante (0,79%) y 11 donantes
con serologfa confirmada positiva para una prevalencia del 0,62% en el total
de donantes analizados. La mayoria de donantes positivos se encontraron
entre el grupo de nacidos en area endémica (10/1524 oriundos; 0,66%),
mientras que una ciudadana espafola residente en Venezuela también
fue positiva (1/209 viajeros/residentes; 0,48%). Las caracteristicas de los
donantes confirmados positivos estan resumidas en la Tabla 1. El pais que
contribuye con mas casos es Bolivia con 6 donantes positivos, mientras que
los bolivianos representan sélo 59 donantes del total analizado (prevalencia
T. cruzi entre donantes bolivianos: 10%).

Los 10 donantes con serologia confirmada fueron derivados a la unidad
especializada para su posterior seguimiento clinico.

Conclusién

La legislacion espafola prevé desde septiembre 2005 la aceptacion de do-
nantes de zona de riesgo de Chagas con resultado negativo en una prueba
de cribado. En nuestro Centro, aproximadamente un 1% de las donaciones
cumplen nuestros criterios de riesgo de Chagas, por lo que deben cribarse
selectivamente. Es por lo tanto fundamental la correcta identificacion de estos
donantes durante la entrevista predonacion. Dentro del presente estudio, la
prevalencia de infeccion por T. cruzi ha sido del 0.62%, siendo los donantes
bolivianos los que presentan mas riesgo de infeccion. Aunque los oriundos
de area endémica son nuestro grupo de riesgo mas numeroso, un porcentaje
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Resumen

Debido al incremento de la prevalencia de la enfermedad de Chagas en la
Guayana Francesa, las autoridades sanitarias decidieron interrumpir la dona-
cion de sangre en este territorio e implementar un cribaje para Tripanosoma
cruzi en los donantes con riesgo de padecer la enfermedad.

La evaluacién de diferentes pruebas serolégicas permiti6 la selecciéon de
dos pruebas de ELISA, que se usaran simultaneamente como cribaje de
rutina en los bancos de sangre. Una de las pruebas se basa en antigenos
recombinantes y la segunda en antigenos crudos. En caso de discrepancia
0 como prueba de confirmacion si los dos ELISA son positivos, se utilizara
un método de inmunofluorescencia.

El cribaje se realizara en donantes de sangre de riesgo: personas nacidas en
o de madre nacida en zona endémica y donantes que han viajado a América
Latina independientemente de la duracién de su estancia.

Palabras clave: Cribaje de Tripanosoma cruzi. Donantes de sangre.

elevado de donantes de sangre que han visitado estos paises declaran haber
vivido en areas rurales o casas de adobe, por lo que consideramos conveniente
tenerlos en cuenta en el cribado.
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Summary

The identification of an increase in the prevalence of Chagas disease in the
French Guiana led the French health authorities to the decision of halting
blood collection in this French overseas territory and implementing Trypa-
nosoma cruzi screening in the French at risk blood donors. Subsequently,
an evaluation of the performances of different serological assays allowed
the selection of 2 different ELISAs which will be used simultaneously in
routine blood screening. One of the ELISA is based on recombinant antigens
and the other one on crude antigens. An Immunofluorescence assay will be
used as a confirmatory test in case of positivity of the 2 ELISAs or in case
of discrepancy between the 2 screening assays.

Screening will be performed in at risk donors: people born in or from mother
born in an endemic area and donors traveling to Southern America, regardless
the stay length.

Key words: Trypanosoma cruzi screening. Blood donors.

Introduction

Chagas disease, or American trypanosomiasis is endemic in Latin America,
where an estimated 16 to 18 million persons harbor the parasite chronically
and approximately 45,000 die each year of the illness!. In 2005, a French
government survey showed an increase in the seroprevalence of Trypanosoma
cruzi in the French Guiana. As a result, blood collection was halted in this
French overseas territory. Subsequently, the decision was made to implement
Trypanosoma cruzi screening in the French blood donors in a targeted at risk
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population. However, because of the lack of sensitivity and specificity of most
assays?, the Pan American Health Organization recommended in 1994, the
simultaneous use of at least two different serologic assays for Trypanosoma
cruzi screening in blood donors3#. Consequently, a study was performed to
evaluate the analytical performances of 5 different ELISAs, in order to select
an optimal test combination for French blood donor screening, and define
the criteria of at risk donor eligibility.

Material and methods

Serological assays

Five different commercial ELISAs were evaluated, one with recombinant
antigens, the Bioelisa Chagas® (Biokit, Spain) and 4 with crude antigens:
ELISA Cruzi® (BioMérieux, France), Chagatek Elisa® (Lemos, Argentina),
T. cruzi ELISA Test System-1® (Ortho Clinical Diagnostics, USA) and
ElAgen Trypanosoma cruzi Ab® (manufactured by Adaltis, Italia and
distributed in France by Ingen). All assays were performed according
to manufacturer’s instructions on a microplate based system: samples
were dispensed using an automated pipetting instrument (MicroLab AT
plus 2®, Hamilton) and the microplates were then processed on an
automated Elisa processor (Fame®, Hamilton). Data management was
performed in the laboratory information system (EOS®, Ortho Clinical
Diagnostics, France).

All samples were tested by an indirect immunofluorescence assay (IFA):
Immunofluor Chagas® (Biocientifica, Argentina).

Samples and panels
Different panels and samples were used to assess the sensitivity, the specificity
and the reproducibility of the different assays.

Sensitivity

Anti-Trypanosoma cruzi performance panel PMT 201® (BBI, USA): 15
member undiluted panel with a single non-reactive sample (from USA) and
14 reactive samples from southern and central American countries (Brazil,
Argentina, Venezuela, Nicaragua and Honduras).

A set of 36 negative and positive donor samples, kindly provided by Dr Silva-
no Wendel, from the blood bank of Sao Paulo (Brazil). These samples were
already tested by 3 different assays in Brazil: indirect hemagglutination test
(IHA, BioMérieux), ELISA (Bioschile Abbott) and IFA (BioMérieux).

A set of 35 negative and positive patient samples, kindly provided by Dr Chris-
tine Aznar from the laboratory of Parasitology-Mycology of the French Guyana.
The patient samples were tested with a particle gel immunoassay (ID-PaGIA,
Diamed, France), Bioelisa Chagas (Biokit) and an in-House PCR.

Blind testing of all donor and patient samples were subsequently followed by
the comparison of our results with those provided by the two laboratories.

Reproducibility

Reproducibility was assessed by testing a positive control sample: the Accurun
190® (BBI, USA). This sample was diluted 1/4 and tested in 8 replicates per
run, in 3 different runs (24 values in total). Means of S/CO ratios, standard
deviations and coefficients of variation were calculated for each assay.

Specificity

The specificity of the tests was evaluated on donations from French blood
donors who never traveled to endemic areas in the southern and central
America.

Results

All the assays could be properly adapted on the lab instruments except
the EIAgen Trypanosoma Cruzi Ab® which required a pre-dilution 1/100,

in 2 different plastic neutral plates before dispensing in the sensitized
microplate.

Sensitivity

— Commercial BBI panel: all the positive samples of the panel were found
positive by the 5 tested assays. The highest S/CO ratios are obtained
with the EIAgen Trypanosoma Cruzi Ab®. This will be observed with
both negative and positive samples tested with this reagent. The negative
sample of the BBI panel tested negative by all the assays.

— Brazilian blood donor samples: 12 samples recorded as being nega-
tive by the Brazilian lab are found negative by all the assays. Twenty
positive samples according to the Brazilian data, tested positive by the
5 tested ELISAs. The remaining 4 samples showed discrepancies and
were considered as having inconclusive results.

— Patient samples from French Guiana: these samples were tested only
with 4 ELISA's. Because of insufficient sample volume the ElAgen
Trypanosoma Cruzi Ab® was not evaluated with these samples. On the
35 samples tested, 10 samples expected to be negative, were found
negative by the 4 ELISA’s. Data were not complete for 7 samples which
could not be interpreted. The 18 remaining samples where recorded as
being confirmed positive by the laboratory of French Guiana. On the 18
confirmed positive samples:

- 16 samples tested positive by the Bioelisa Chagas® assay (Biokit)
- 14 samples tested positive by the Elisa Cruzi® assay (BioMérieux)
- Only 9 samples were found positive by T.cruzi ELISA Test System-1®
(Ortho Clinical Diagnostics) and Chagatek Elisa® (Lemos, Argenti-
na).
- All the 18 samples were positive by Immunofluor Chagas® (Biocien-
tifica)
One of the 18 positive samples was found negative by the 4 ELISAs. This
sample was positive with Immunofluor Chagas® at the cut off dilution of the
test (1/30). This sample was also positive by the particle gel immunoassay
(ID-PaGIA, Diamed) and the in-house PCR.

— Reproducibility: the reproducibility coefficients of variation were
4,72%, 7,95 %, 15,68 % and 22,3 % for Bioelisa Chagas®, Cha-
gatek Elisa®, T. cruzi ELISA Test System-1® and Elisa Cruzi® assay,
respectively.

— Specificity: specificity was assessed on 440 to 530 blood donations,
depending on the assay. Neither repeat reactive nor false positive sample
were found. Therefore, based on the number of donations tested, the
specificity is 100 % for the latter 4 ELISAs. Regarding the EIAgen Trypa-
nosoma Cruzi Ab®, the signals obtained with this reagent for negative
blood donations are 4 to 10-fold higher than those of the other tests.
In addition, 10 % of blood donations (20/201) tested with this reagent
had false initial reactive results. Hence, this reagent was rejected and
did not undergo any further investigations.

Conclusions

The study showed that no significant differences was observed when the ELISAs
were evaluated by commercial panels with high title antibodies or by blood
donor samples, where the positive sample rate is very low. In contrast, the
patient panel allowed to make the difference between the evaluated assays.
The Bioelisa Chagas® (Biokit) and the Elisa Cruzi® (BioMérieux) showed
the best combination of sensitivity and specificity. As the French strategy was
based on the simultaneous use of 2 ELISAs, one with crude antigens and the
other one with recombinant antigens, the two latter ELISAs were selected to be
implemented in the routine screening of French blood donors. Positive samples,
as well as discrepant results, will be confirmed with the IFA Immunofluor Cha-
gas® (Bicientifica). Screening will be performed in at risk donors: people born
in or from a mother born in an endemic area and donors traveling to Southern
America, regardless the stay length. When returning from those areas, donors
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will be deferred for 4 months, a period of time which it is consistent with the
deferral period for malaria risk in the same areas. Donor reentry will be based
on negative results with screening tests.
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