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The Dot-Enzyme linked immunosorbent assay (Dot-Elisa) in the diagnosis of Chagas’ disease.
I. Comparative study of two antigenic preparations of Trypanosoma cruzi — Using the Dot-ELLSA
technique, two antigenic preparations of Trypanosoma cruzi epimastigote forms have been
compared for the diagnosis of Chagas’ disease: (1) The citoplasmic fraction {citoplasmic antigen)
and (2) whole formalin fixed epimastigotes (integral antigen). There wus been used sera from 95
chagasic patients with chronic cardiomyopathy, positive conventional serology and either positive
or negative xenodiagnosis; 74 subjects with negative conventional serology, and either clinically
normal or presenting cardiomyopathy; 74 patients with different diseases including siphilis,
toxoplasmosis, leishmaniasis or autoantibodies such as rheumatoid factor and antinuclear
antibodies. By defining the diagnostic titers {cut off): 1:512 for citoplasmatic antigen and 1.1 28
for the integral antigen, a sensitivity of 100% has been obtained with both antigenic preparations,
being the specificity of 96% for the former and 100% for the latter when leishmaniasis sera were
not included. A comparative study with conventional serology was carried out using 147 sera from
a Laboratory of Chagas’ diagnosis, Dot-ELISA with citoplasmic antigen showed co-positivity index
of 1.0, co-negativity 0.989 and efficiency of 0.993, and Dot-ELISA with integral antigen 1.0,
0.979 and 0.986 respectively. According to this evaluation, Dot-ELISA using whole formalin fixed
epimastigotes might be a practical alternative for the serological diagnosis of Chagas’ disease.
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Fl diagnéstico de infeccion por Trypanoso-
ma cruzi, agente causal de la Enfermedad de
Chagas, es realizado a través de pruebas inmu-
noldgicas principalmente en la fase cronica
cuando la parasitemia es subpatente. La alta
prevalencia de la infeccién en grandes areas
rurales de el continente americano hace que el
riesgo de transmision directa (transfusion,
transplantes, etc.) esté presente en la mayoria
de las grandes metrépolis debido a la migracion
campesina en busca de mejores condiciones de
vida, ain en presencia de exitosos programas de
control de vectores.

La deteccidbn y cuantificacidon de anti-
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cuerpos séricos contra T. cruzi, facilitan el
diagnostico, la evaluacion de casos y posibilitan

los estudios seroepidemiologicos de la enferme-
dad.

Pruebas inmunolégicas clasicas comoe Reac-
cion de Fijacion de Complemento (RFC),
Hemaglutinacién Indirecta (RHI) e Inmuno-
fluorescencia Indirecta (RII), considerados de
aceptable sensibilidad y especificidad (Camargo
et al., 1977) estan limitadas en su uso por la
complejidad relativa de su ejecucion. kEn conse-
cuencia, la bisqueda de pruebas inmunodiag-
nosticas de ejecucion rdpida y sensibles es una
prioridad, asi como su desarrollo tecnoldgico y
operacional.

El Ensayo Inmunoenzimdtico (ELISA) para
la deteccién de anticuerpos contra 1ryparnoso-
ma cruzi fue establecido por Voller et al
(1975) y es hoy dia aceptado como prueba de
gran utilidad en el diagnéstico de la Enferme-
dad de Chagas (Anthony et al., 1979; Spencer
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et al.,, 1980). El uso de nitrocelulosa como
soporte sOlido para la adsorcidn de proteinas ha
sido ampliamente difundido desde que Towbin
et al., en 1979 reportaron la transferencia de
proteinas desde geles de poliacrilamida a ldmi-
nas de nitrocelulosa, con ulterior andlisis inmu-
nologico de las fracciones obtenidas, mediante
el uso de un segundo anticuerpo acoplado a
radicis6topos. Entre las primeras aplicaciones
de esta nueva tecnologia estd la hibridizacién
de DNA (Dot-hybridizacion) descrita por
Kafatos et al. (1979) que sirvié de base 2
Hawkes et al. (1982) para el desarrollo de un
método con fines diagnésticos, usando nitroce-
lulosa como matriz sdlida y el segundo anti-
cuerpo marcado con Isotopo radiactivo que
denominaron ““Dot-Immunobinding™.

Posteriormente Pappas et al. (1984) descri-
bieron una técnica similar para el diagndstico
de Leishmaniasis Visceral perc empleando el
segundo anticuerpo marcado con enzimas y la
denominaron “Dot-ELISA”. La utilizacién de
dicho ensayo para la deteccion de anticuerpos
contra T. cruzi ha sido descrito por Flint et al.
(1984) y luego por Araujo (1985) con resulta-
dos muy promisorios, lo cual hace necesario
una evaluacidOn mds amplia de la prueba para
el diagndstico de Enfermedad de Chagas.

El objetivo del presente trabajo es estudiar
comparativamente la sensibilidad y especifici-
dad de la prueba de Dot-ELISA en la deteccion
de anticuerpos séricos contra 7. cruzi, mediante
el emplec de dos preparados antigénicos: uno
citoplasmdtico y otro, el pardsito total en su
forma epimastigota fijados previamente con
formol {(antigeno integral), a fin de evaluar su
aplicabilidad diagnoéstica.

MATERIALES Y METODOS

Sueros: Para establecer el titulo diagndstico
y el estudio de la sensibilidad y especificidad,
s¢ examinaron 243 sueros distribuidos en seis
grupos como s¢ indica a continuacién: Grupo 1,
constituido por 24 sueros de individuos adultos
(14 hombres con 36 = 21 afios de edad y 10
mujeres con 43 + 14 afios de edad) con la carac-
teristica comun de haber presentado xeno-
diagnostico positivo a T. cruzi, ademas de pre-
sentar resultados positivos con las tres técnicas
serologicas convencionales: RHI, RII y RFC
para diagnostico de infeccidn chagdsica; Grupo
2, integrado por 71 sueros de individuos (36
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hombres de 68 * 14 afios de edad y 35 mujeres
con 55 + 12 afios de edad) con cardiopatia,
referidos al laboratorio por Médicos Cardidlo-
gos y que presentaron resultados positivos en
por lo menos dos de las tres técnicas seroldgicas
convencionales y xenodiagnostico negativo;
Grupo 3 formado por 42 sueros de individuos
sanos (28 hombres con 35 £ 11 afios de edad y
14 mujeres con 30 * afios de edad), selec-
cionados al azar entre un grupo de trabajadores
de distintas industrias y voluntarios, todos ellos
presentando resultados negativos en las técnicas
RHI, RII y RFC para 7. cruzi; Grupo 4, integra-
do por 32 sueros de individuos (20 hombres
con 49 * |7 afios de edad y 12 mujeres con
43 + 14 afios de edad) seleccionados del grupo
de pacientes con miocardiopatia referidos al
laboratorio por Médicos Cardidlogos, proceden-
tes de dreas endémicas pero que presentaron
resultados negativos con la serologia conven-
cional; Grupo 35 compuesto por 61 sueros de
individuos con diagnéstico clinico y seroldgico
de: Sifilis (26), Toxoplasmosis (23), Factor
Reumatoide (6) y sospechosos de Lupus Erite-
matosos sistémico (LES) con anticuerpos anti-
nucleares (6}; Grupo 6 que incluye 13 sueros de
pacientes con diagnéstico clinico y parasitolégi-
co de: Leishmaniasis Visceral (7) y de Leishma-
niasis Cutdnea (6). A fin de hacer un estudio
comparativo a doble ciego con las pruebas sero-
l6gicas convencionales, se estudiaron 147 sueros
obtenidos de individuos cuyas edades estaban
comprendidas entre 49 + 14 afios los cuales
fueron referidos al laboratorio de diagndstico
de Chagas de la Direccion de Malariologia en
Maracay, Estado Aragua, donde se les practicéd
la RFC, RHI y RII.

Antigenos de Trypanosoma cruzi — Se utili-
zaron dos preparades antigénicos de T. cruzi
(Cepa Petra Mendoza), uno citoplasmadtico
(Maekelt, 1960) preparado en el Instituto de
Medicina Tropical, U. C. V. a una concentra-
cion de 400 ug/ml; vy el otro una suspension de
formas epimastigotas con una concentracion de
4 x 10® pardsitos/ml en Buffer fosfato salino
0,01M, NaC(Cl 0,15M (PBS) pH 7.6, obtenidas ¢
cultivo del pardsitc en medio LIT, mantenidos
a 289C. Los epimastigotas se colectaron a los
siete dias y se lavaron cinco veces en PBS
pH 7.6 para luego resuspenderlo en formal-
dehido al! 1% durante 24 horas, al final de las
cuales se sometieron al mismo proceso de
lavado.

Técnicas Seroldgicas
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Reaccion de Hemaglutinacion Indirecta
(RHI) — este ensayo se realizd siguiendo ¢l
procedimiento descrito por Kagan & Norman
(1970), conel antigeno citoplasmatico (Maekelt,

1960).

Reaccion de inmunofluorescia Indirecta
(RII}] — se empled el procedimiento descrito
por Camargo (1966), utilizindose como antige-
no formas epimastigotas formoladas de T. cruzi
y como conjugado anti-inmunoglobulina huma-
na total marcada con Isotiocianato de Fluores-
ceina preparada en nuestro laboratorio a partir
de suero de carnero inmunizado con gammaglo-
bulina humana. La antigammaglobulina de car-
nero obtenida es purificada mediante combina-
cion de precipitacidén con Sulfato de Amonio y
Cromatografia con DEAE celulosa, la conjuga-
cidon con el Isotiocianato se hizo segun técnica
descrita por Hebert et al. (1972).

Reaccion de Fijacion del Complemento
(RFC} — se llevd a cabo siguiendo la Técnica
semicuantitativa de Freitas (1951) modificada
por Maekelt (1960} determinando la unidad de
complemento al 50% de Hemdlisis.

DOT-ELISA — se utiliz6 el método descrito
por Pappas et al. (1984) con algunas modifica-
ciones, el procedimiento utilizado es resumido a
continuacidn: se cuadricula una lamina de nitro-
celulosa de 20 x 20 cm (Schleider & Schnnell,
Keene N. H.) en pequefios cuadrados de 6 x
6 mm la cual se sumerge en agua destilada du-
rante 10 minutos y después se estabiliza en PBS
pH 7.6 durante 30 minutos. Posteriormente se
deposita en el centro de cada cuadrado 2 ul de
cada antigeno. Una vez adsorbido el antigeno,
ta ldmina de nitrocelulosa se coloca entre hojas
de papel de filtro 3 M, durante 24 horas a 4°C.
Al cabo de este tiempo se¢ sumerge la ldmina de
nitrocelulosa en una solucion de PBS pH 7.6
mdas Tween 20 al 0.2% (Moriearty, 1984) duran-
te 1 hora con agitacién continua a fin de blo-
quear los sitios no cubiertos por el antigeno.
Después de secar a temperatura ambiente se
cortan los cuadritos de nitrocelulosa y se depo-
sitan en pequeiios tubos de vidrio de 1 x 3 cms,
con tapa pldstica donde se realiza ulteriormente
fa reaccién, o bien se colocan en placas de clo-
ruro de polivinilo con excavaciones de 0,5 ml de
capacidad y un didmetro interno de 1.4 cms y
siendo guardados a 49C hasta su uso.

Se hicteron diluciones al doble de cada suero
desde 1:16 hasta 1:4096, en PBS pH 7.6 mas
Tween 20 al 0,05% (PBS-T) transfiriéndose
luego 0,5 ml de cada dilucién al tubo corres-
pondiente que conticne el papel de nitrocelulo-
sa sensibilizado con el antigeno, se incubd
durante 90 minutos a 379C posteriormente se
hicieron cuatro lavados por aspiracién y lienado
con PBS-T pH 7.6. Luego se aifladié 0,2 ml de
conjugado de anti-inmunoglobulina G humana
conjugada con peroxidasa, Sigma diluido 1:500
en PBS-T pH 7.6 y se incubé durante 45 minu-
tos a 289C, se repitieron los cuatro lavados con
PBS-T pH 7.6 al final de los cuales se afiadio
0,2 ml de substrato (4 cloro 1 — naftol) ajusta-
do a una concentracion de 3 mg/ml en metanol
y diluido 1:3 en PBS 7.6 al 0,04% v/v de H,0,.
Después de 30 minutos en obscuridad se agregd
0,2 ml de agua destilada, aspirdndose después el
contenido total del tubo. La aparicién de una
mancha color violeta sobre el papel de nitroce-
lulosa indica la positividad del ensayo.

Determinacion del titulo diagnostico — se
hizo la distribucion de frecuencia de los titulos
de los sueros de los difercntes grupos; en base
a esta distribucion, se establecid el titulo diag-
néstico mediante dos modalidades: a) Se calcula
la media de los Log2 de la reciproca de los titu-
los de los sueros de personas no chagdsicas (gru-
pos 3,4, 5 y 6) mds dos desviaciones estindar.
S1 el valor obtenido corresponde exactamente
con un titulo serolégico determinado se toma
éste como diagnéstico; si por el contrario el
valor calculado es intermedio entre dos titulos
se toma el mayor como diagnéstico; b) Se hizo
graficamente la distribucion de frecuencia de
los titulos de los sueros de personas chagasicos
y no chagidsicas, la inflexion de las curvas obte-
nidas con los sueros negativos y positivos se
debe corresponder con un titulo, el inmediato
superior a éste, se tomé como titulo diagnosti-
co, lo que garantiza una mayor especificidad
del ensayo.

Analists de los datos — El andlisis de los
resultados serologicos en muestras no indepen-
dientes se hizo usando la comparacion entre dos
grupos con la elaboracion de tablas de 2x2 y la
prueba de estadistica de McNemar (Remington
& Schorck, 1970), con un nivel de significacién
de P < 0.05. Los indices de co-positividad,
co-negatividad y eficiencia se calcularon segun
la formula descrita por Gart & Buck (1966).
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RESULTADQS

La determinacién del titulo diagnéstico para
Dot-Elisa con antigeno citoplasmdtico se pre-
senta en la Fig. 1 y la Tabla I. Los titulos obte-
nidos tanto con la determinacion grafica (Fig. 1)
como con el calculo matemdtico (Tabla I)
fueron comparables. Asi vemos que el valor
matematico de 8,86 correspondié a un titulo
intermedic entre 1/256 y 1/512 y que al tomar
el valor mayor de 1/512 (ver Materiales y Méto-
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Fig. 1: distribucidén de frecuencia de los titulos obteni-
dos con Dot-ELISA y antigeno citoplasmatico de
Trypanosoma cruzi, en sueros de pacientes chagasicos
y no chagasicos.
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Fig. 2: distribucion de frecuencia de los titulos obteni-
dos con Dot-ELISA y una suspension de epimastigotes
de Trypgnosoma cruzi como antigeno, en sueros de
pacientes chagasicos y no chagasicos.
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dos) resulta igual al titulo obtenido grificamen-
te. En lo que respecta al titulo diagnoéstico para
Dot-Elisa con antigenc integral, no hubo con-
cordancia entre el obtenido griaficamente (titu-
lo de 1/64) y el determinado matematicamente
(Valor de 7,48 correspondiente a un titulo
entre 1/128 y 1/256) (Ver Tabla Il y Fig. 2, res-
pectivamente ). En este caso, al no coincidir los
titulos, se tomod el intermedio entre ambos
métodos (Titulo de 1/128) a objeto de garanti-
zar una mayor especificidad sin sacrificar la
sensibilidad.

En la Tabla III se presentan los resultados de
la sensibilidad y especificidad de la prueba Dot-
Elisa basados en la determinacion del titulo
diagnostico de 1/512 para antigeno citoplasma-
tico y de 1/128 para el antigeno integral. En
cuanto a la sensibilidad se obtuvo ¢l 100% con
los dos preparados antigénicos siendo 1a especi-
ficidad de 96,6% para el antigeno citoplasmiti-
co y del 100% para el integral. Hay que hacer
notar que para la determinacién de la especifi-
cidad de la prueba, se excluyeron los resultados
de los sueros de personas con leishmaniasis
debido a la comprobada reactividad serologica
cruzada entre ambas enfermedades parasitarias
por la presencia de antigenos comunes en los
agentes etiologicos (Afchain et al., 1979).

En la Tabla IV se muestran los resultados
obtenidos al comparar el ensayo de Dot-ELISA
con los dos preparados antigénicos y la serolo-
gia convencional, examinando un total de 147
muestras de sueros obtenidos de pacientes refe-
ridos al laboratorno de diagnéstico de Chagas de
la Direccion de Malariologia (Maracay, Edo.
Aragua). De las muestras estudiadas 49 de ellas
(33.3%) mostraron positividad por la serologia
convencional, mientras que al examinar ias
muestras con Dot-ELISA, con el antigeno cito-
plasmdtico, 50 (34%) resultaron positivas y con
el antigeno de epimastigotes integros 531
(34.6%). Utilizando la prueba de Mc Nemar
para andlisis estadistico, con un nivel de signifi-
cacién de P < 0.05 encontramos que éstas dife-
rencias no son estadisticamente significativas.
En este analisis comparativo se obtuvieron indi-
ces de co-positividad, co-negatividad y de efi-
ciencia de 1,0, 0,989 y 0,995 respectivamente,
al confrontar Dot-ELISA con antigeno citoplas-
mitico y la serologia convencional, al establecer
la misma comparacion pero usando el antigeno
de epimastigotes integros, se obtuvo una co-
positividad de 1,0, co-negatividad de 0,979 y de
eficiencia de 0,986.
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TABLA |

Determinacion del titulo diagnostico basado en la distribucion de frecuencia de los titulos obtenidos con
DOT-ELISA utilizando un preparado citoplasmdtico de Trypanosomae cruzi, en 243 sueros de personas

chagisicas y no chagasicas

Reciproca de Titulo

Grupo Clinicos/N? Individuos (n) ~ 16 37 g4 128 256 512 1024 2048 =>4096

(*) 4 5 6 7 8 (**39 10 11

12

Chagasicos

I. Con cardiopatia, serologia

convencional y xenodiagnos-

tico positivos (24) | 2
II. Con cardiopatia, serologia

convencional positiva y

xenodiagnostico negativo

(71)

No Chagasicos

[II. Personas sanas (42) 30 4 8
IV. Con cardiopatia, serologia

convencional y xenodiagnos-

tico negativos (32) 29 1 2
V. Personas con sifilis, toxoplas-

mosis, factor reumatoide y

lupus (61) 51 4 2 3 1
VI. Personas con leishmaniasis

(visceral y cutanea) {13) 1 3 3 2 2

22

71

(*) Log, de la rectproca de los titulos.

(**) Titulo diagnostico: valor de 8,86 obtenido por la formula X + 2DE (Ver materiales y Metodos).

TABLA 11

Determinacion del titulo diagndstico basado en la distribucién de frecuencia de los titulos obtenidos con

DOT-ELISA utilizando una suspension de epimastigotes intactos de Trypanosoma cruzi, en 243 sueros

de personas chagdsicas y 1o chagasicas

Reciproca de Titulo

Grupo Clinicos/NO Individuos (n) <16

32 64 128 256 512 1024 2048 24096
(*)4 3 6 7 (**) 8 9 10 11

12

Chagasicos

[. Con cardiopatia, serologia

convencional y xenodiagnos- -

tico positivos (24) 1
[I. Con cardiopatia, serologia

convencional positiva y

xenodiagnostico negativo

(71)

No Chagasicos

III. Personas sanas (42) 42
IV, Con cardiopatia, serologia
convencional ¥ xenodiagnds-
tico negativos (32) 32
V. Personas con sifilis, toxoplas-
mosis, factor reumatoide y
lupus (61) 61
V1. Personas con leishmaniasis

(visceral y cutanea) (13) 4 3 y, .

23

71

(*) Logs de la reciproca de los titules. _
(**) Titulo diagnostico: valor de 7,48 obtenido por la formula X + 2DE (Ver materiales y Metodos).
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TABLA III
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Sensibilidad y especificidad de la prueba Dot-Elisa utilizando dos preparaciones antigénicas de Trypanosoma
cruzi en 243 sueros de personas chagasicas y no chagdsicas

Grupo Clinico/N? Individuos (n)

% Sueros Positivos
Dot-Elisa
con antigeno

citoplasmadtico integral
(*) (**%)

Chagasicos
I. Con cardiopatia, serologia convencicnal y senodiagndstico positivos (24) 100 100
II. Con cardiopatia, serologia convencional positiva y Xenodiagnostico

negativo (71) 100 100
No Chagasicos
11, Personas sanas (42) 0 0
IV. Con cardiopatia, serologia convencional y xenodiagndstico negativos (32) 6.7 0
V. Personas con:

1. anticuerpos anti-nucleares (6) 16.7 0

2, sifilis (26) 7.7 0

3. toxoplasmosis (23) 0 0

4, factor reumatoide (6) 16.7 0
V1. Personas con leishmaniasis:

1. visceral (7) 57.1 714

2. cutanea (6) 83.3 66.7

(*} Titulo diagndsitco 1/512,
(**) Titulo diagnostico 1/128.

TABLA IV

Comparacién entre los resultados de las pruebas serologicas convencionales para el diagnostico de la enfermedad
de chagas y Dot-ELISA con dos preparados antigénicos de Trypanosoma cruzi, en 147 sueros seleccionados al
azar de pacientes que concurren al laboratorio de diagndstico de chagas M. 5. A. S. Maracay Estado Aragua

Dot-Elisa Ag. Citoplasmdtico

Dot-Elisa Ag. Epimastigotes

Pruebas
convencionales . . . _ o
Indices de: co-positi- Indices de: co-positi-
(RN%C’ RHI, gll) NO % vidad, co-negatividad, N9 %o vidad, co-negatividad,
' ° eficiencia eficiencia
Posit. 49 33.3(*) 50 34 1.0 51 34.6 1.0
Negat. 98 66.6 97 635.9 0.589 96 65.3 0.979
: 0.993 0.986

(* ) Positivos para las tres pruebas o dos de ellas,
RFC: Reaccion de Fijacion del Complemento.
RHI: Reaccion de Hemaglutinacion Indirecta.

RII: Reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta.
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DISCUSION

Uno de los pasos importantes en el desarrol-
lo de la Técnica Dot-ELISA es impedir que en
los espacios de la nitrocelulosa no ocupados
por el antigeno se adhieran otras proteinas. De
acuerdo con Batteiger et al, (1982) estos sitios
pueden ser bloqueados con Tween 20 a una
concentracion muy baja tal como 0,05% v/v,
sin embargo Moreiarty (1984) utiliza el Tween
20 al 0,3%, en este trabajo se utilizd a una con-
centracién de 0,2% v/v con iguales resultados,
no siendo necesario el uso de proteinas ni ¢n el
bloqueo inicial ni en los subsecuentes pasos de
la reaccidn, lo que simplifica ain mads la técnica.
Algunos autores (Pappas et al., 1984) estabili-
zan el antigeno sobre la nitrocelulosa antes del
bloqueo a temperatura de 569C y otros (Araujo,
1985) a temperatura ambiente, nosotros prefe-
rimos dejarlo a 4°C durante 16-18 horas tratan-
do de evitar de esta manera cualquier deterioro
de la actividad antigénica. En la ejecucién de la
prueba se prefirié usar tubos de vidrio o placas
con excavaciones de amplio didmetro, para con-
tener los cuadrados de nitrocelulosa, en vez de
las policuvetas de 96 pocilios, por su bajo costo
y por que al tener mayor capacidad permite
usar mayores velimenes de solucion de lavado,
lo que es muy importante pues el lavado es
mejor mientras mayor volumen de solucion se
use.

La estrecha coincidencia entre el titulo
diagnéstico calculado matemdticamente (X +
2DE) y grificamente da una nueva opcion para
la determinacién de los titulos diagnoésticos en
la serologia convencional. |

Al observar la distribucién de frecuencia de
los titulos (Tablas I y II) es notorio que la
prueba de Dot-ELISA con la suspension de
epimastigotes como antigeno hace una mejor
discriminacién entre la poblacion de sueros
positivos y negativos (Tabla II) que la misma
prueba, pero empleando el antigeno citoplas-
matico, lo cual sugiere que hay una mayor
reactividad cruzada de los diferentes sueros
frente a este ultimo antigeno (Tabla I). Sin em-
bargo, las muestras de suero de pacientes con
jeishmaniasis exhibieron reactividad a titulos
superiores del considerado diagnostico, inde-
pendientemente del preparado antigénico utili-
zado. Al incluir este grupo de pacientes con
leishmaniasis, la especificidad global de la
prueba Dot-Elisa disminuye a 90% al usar anti-
geno citoplasmdtico y a 94% al utilizar el anti-
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geno integral. Esta observaciOn es importante a
ser tomada en cuenta en aquellas areas donde
ambas enfermedades coexisten en forma endé-
mica. La reactividad cruzada de los sueros de
pacientes con leishmaniasis se explica por la
presencia de antigenos comunes en los indivi-
duos de la familia Trypanosomatidae (Afchain

et al., 1979).

En el estudio de la muestra de 147 sueros
seleccionados al azar en el laboratorio de diag-
nostico de Chagas de la Direccion de Malariolo-
gia (Maracay Edo. Aragua) al que concurren
personas residentes del area urbana remitidas
al laboratorio por los centros asistenciales loca-
les, al comparar las dos pruebas de Dot-ELISA
con la serologia convencional se puede ver que
los indices de co-positividad, co-negatividad y
de eficiencia son muy buenos para ambas
pruebas indicando 1a bondad de la técnica.

Teniendo en cuenta que las pruebas serologi-
cas mds empleadas actualmente en el diagndsti-
co de Enfermedad de Chagas como: RFC, RII,
RHI y ELISA, usan también antigenos crudos
(Maekelt, 1960; Camargo, 1966; Kagan & Nor-
man, 1970; Voller et al., 1975) con la conse-
cuente posibilidad de reactividad cruzada,
podriamos decir que la prueba Dot-ELISA las
aventaja por la facil ejecucion y alta reproduc-
tibilidad, pudiendo realizarse ademds en un
tiempo de 6 horas. En cuanto a costo, esta
prueba permite gran ahorro de reactivos y el
uso. de antigenos muy simples como una sus-
pensién de formas epimastigotas simplifica
Jos procedimientos de laboratorio. Este antige-
no ha demostrado ademds mayor -estabili-
dad sobre la nitrocelulosa, a temperatura de
40C, que el antigeno citoplasmdtico, lo que
permitiria la preparacion de reactivos en un
laboratorio central distribuyéndolos luego alos
perifericos. Con relacion a ELISA en placa, la
ventaja radica en que la prueba puede realizarse
en pequefios tubos de vidrio o en cualquier
placa de plastico que tengan excavaciones con
una capacidad de 0,5 ml ya que el soporte de €l
antigeno es el papel de nitrocelulosa y no la
superficie de la placa, ésto realmente es impor-
tante porque en nuestro pais las policubetas
tienen un costo muy elevado por ser importadas
y no pueden reusarse, la otra ventaja es que no
necesita de aparato para lécturalo que tambien
es valedero con respecto a la R1I.

Esta técnica por lo econdmica en el consumo
de antigeno podria ser la prueba de eleccion
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para el uso de fracciones antigénicas purificadas
y altamente especificas de T. cruzi (Schechter
et al., 1983; Snary et al., 1983; Lemestre et al.,
1986). El elevado costo de produccion de estas
biomoléculas purnficadas podria ser reducido
mediante técnicas de ingieneria genética. Sin
embargo, mientras no podamos obtener frac-
ciones antigénicas altamente especificas y de
bajo costo, tendremos que seguir utihzando
antigenos de especificidad limitada pero em-
pleando técnicas sencillas de una reproductibi-
lidad y sensibilidad adecuadas, y que puedan ser
usadas en laboratorios de pocos recursos. Los
resultados de este trabajo demuestran que la
prueba Dot-ELISA con antigeno integral (epi-
mastigotes intactos) permite detectar y cuantifi-
car anticuerpos séricos contra antigenos de
T. cruzi con una alta sensibilidad y una acepta-
ble especificidad. Por lo tanto dicha prueba
podria sustituir a las técnicas convencionales en
el diagnostico de la Enfermedad de Chagas y ser
usada para el despistaje de Chagas en los Bancos
de Sangre.

RESUMEN

El ensayo inmunoenzimatico en microgotas
sobre nitrocelulosa (Dot-ELISA) en el diagnos-
tico de la enfermedad de Chagas. 1. Estudio
comparativo de dos preparaciones antigenicos
de Trypanosoma cruzi — Se estudia el Ensayo
Inmunoenzimdtico en Microgotas sobre Nitro-
celulosa (Dot-ELISA) comparando dos prepara-
dos antigénicos de formas epimastigotas de cul-
tivo de 7. cruzi: 1) la fraccién citoplasmadtica
(antigeno citoplasmdtico) y 2) el pardsito total
fijado previamente con formaldehido (antigeno
integral). Se usaron sueros de: 95 pacientes
chagasicos con serologia convencional positiva,
cardiopatia crdonica y algunos con xenodiagnos-
tico positivo; 42 personas sanas y 32 con
miocardipatia cronica con serologia negativa y
74 pacientes con diferentes patologias in-
cluyendo: sifilis, toxoplasmaosis, lupus eritema-
toso diseminado, con factor reumatoide,
leishmaniasis visceral y leishmaniasis cutdnea.
Definidos los titulos diagndsticos (cut-off) de
1:512 con antigeno citoplasmdtico y de 1:128
con antigeno integral, la especificidad fue 96%
para el primero y de 100% para el segundo;
mientras que la sensibilidad fue de 100% para
ambas. En el estudio comparativo con las
pruebas serolégicas convencionales examinando
147 sueros tomados de personas referidas al
laboratorio, Dot-ELISA con antigeno citoplas-
madtico presentd indices de co-positividad de
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1,0, co-negatividad de 0,989 y eficiencia 0,993.
Dot-ELISA c¢on antigeno integral dié 1,0,
0,979 y 0,986 respectivamente. De acuerdo con
esta evaluacién, la técnica Dot-ELISA con anti-
geno integral se presenta como una alternativa
practica para el diagnéstico seroldgico de la
Enfermedad de Chagas.

Palabras Claves: inmunoserclogia — Dot-ELISA —
preparaciones antigénicas de Trypanosoma cruzi
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