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Resumen

Introduccion: El diagnoéstico de la infeccién por
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) se realiza rutinariamente
mediante pruebas seroldgicas mientras que el empleo de
métodos moleculares se encuentra aun en proceso de
estandarizacion. Objetivo: Evaluar la capacidad
discriminatoria y concordancia entre una prueba serolégica y
una molecular para determinar la infeccién por T. cruzi.
Métodos: Se realiz6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y la prueba de ELISA-F29 en 95 muestras de
participantes de la cohorte “Cardiovascular health
investigation and collaboration countries of America to assess
the markers and outcomes of Chagas disease”
CHICAMOCHA. Se evalué la capacidad discriminatoria del
ELISA-F29 respecto al resultado de PCR mediante la
estimacion del area bajo la curva ROC. Se estimo la tasa de
falsos positivos al 25% y sensibilidad al 75%. Se determinoé la
concordancia mediante kappa de Cohen. Resultados: Se
realizaron pruebas de PCR en dos momentos diferentes en

95 individuos (edad media: 38 afios; 64% hombres), con
tasas de positividad entre 1.1% — 2.2% para los primers S35-
S36 y entre 18.3% — 34.7% para los primers 121-122,
respectivamente. La capacidad discriminatoria del ELISA-
F29 respecto a PCR fue 0.62 (1C95%: 0.53; 0.70) y tasa de
falsos positivos del 56% (1C95%: 42; 70). El punto de corte
o6ptimo para el cociente de absorbancia fue 2.53 (sensibilidad
59% vy especificidad 60%). Para el primer 121-122 los niveles
de acuerdo observado y kappas estimados fueron: 52.6% y
0.10 (1C95%: -0.08, 0.28) para la primera medicion, 62.4% y
0.09 (1C95%: -0.09, 0.28) para la segunda medicién y 57.5%
y 0.13 (1C95%: 0.01, 0.26) al evaluar simultaneamente las
dos mediciones. Conclusiones: Los resultados demuestran
una baja concordancia evidenciada por los valores de kappa
determinados en el estudio. Es necesario afinar los estudios
para evaluar la utilidad de las pruebas moleculares en el
diagndstico de la Enfermedad de Chagas. [Gémez-Laiton
ED, Polo-Ardila LA, Castellanos-Dominguez YZ, Herrera
VM, Villar JC. Capacidad discriminatoria y concordancia
entre el ELISA-F29 y la PCR en individuos con infeccién por
T. cruzi. MedUNAB 2015; 18 (1): 27-33].
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Abstract

Introduction: The diagnosis of infection with Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) is routinely performed by serological tests while
the use of molecular methods is still in process of
standardization. Objective: To evaluate the discriminatory
capacity and agreement between a serological test and a
polymerase chain reaction (PCR) to determine T. cruzi
infection. Methodology: PCR and ELISA test-F29 were
performed to 95 participants of “Cardiovascular health
investigation and collaboration countries of America to assess
the markers and outcomes of Chagas disease”
(CHICAMOCHA). Discriminatory capacity of ELISA —F29
with respect to PCR results were evaluated by estimating the
area of ROC curve. The false positive rate was estimated to
25% and sensitivity to 75%. The agreement was determined
using Cohen's kappa. Results: PCR tests were performed at
two different times in 95 individuals (mean age: 38; 64%
male), with positivity rates between 1.1 to 2.2% for S35-S36
primers and from 18.3% to 34, 7% for primers 121-122,
respectively. ELISA-F29 discriminatory capacity regarding
PCR was 0.62 (95% CI: 0.53, 0.70). The false positive rate
was 56% (95% CI: 42; 70). The optimal cutoff for absorbance
ratio of ELISA-F29 was 2.53 (sensitivity 59%, specificity
60%). For the primers 121-122, levels of observed agreement
and kappa estimates were 52.6% and 0.10 (95% CI: -0.08,
0.28) for the first measurement, 62.4% and 0.09 (95% CI: -
0.09, 0.28) for the second measurement, and 57.5% and 0.13
(95% CI: 0.01, 0.26) for the two measurements
simultaneously evaluated. Conclusions: The results show
poor agreement evidenced by kappa values determined in
the study. It is necessary to refine the studies to evaluate the
utility of molecular testing in the diagnosis of Chagas disease.
[Gémez-Laitén ED, Polo-Ardila LA, Castellanos-Dominguez
YZ, Herrera VM, Villar JC. Discriminatory power and
concordance between ELISA-F29 and PCR in individuals
with infection due to T.cruzi. MedUNAB 2015; 18 (1): 27-33].

Keywords: Polymerase Chain Reaction; Chagas Disease;
Trypanosoma cruzi; Diagnosis; Serology.

Introduccion

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito tisular
Trypanosoma cruzi, representa un evento de vigilancia de
salud publica en los paises de América Latina. Aunque se ha
reportado que la carga de la enfermedad ha disminuido
entre 1990y 2001 auna cuarta parte, se estima que aparecen
cerca de 50,000 casos nuevos al afio en las zonas
endémicas. Asimismo, se ha documentado que cerca del
30% de los infectados pueden desarrollar enfermedad
crénica con riesgo de presentar complicaciones cardiacas
y/o digestivas(1,2).

Para el diagnostico de la infeccion en las etapas
asintomatica y crénica en la actualidad se dispone de
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Resumo

Introdugdo: O diagnodstico de infecgdo por Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) é rotineiramente realizado por sorologia,
enquanto o uso de métodos moleculares ainda esta sendo
padronizado. Objetivo: Avaliar a capacidade discriminatéria
e a concordancia entre um teste sorologico e o molecular
para determinar a infecgdo pelo T. cruzi. Metodologia: Foi
realizada a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a
prova de ELISA-F29 em 95 amostras de participantes da
coorte "Investigagdo em Saude Cardiovascular e
colaboragdo com os paises da América para avaliar os
marcadores e resultados de doenca de Chagas"
CHICAMOCHA. Foi avaliada a capacidade discriminatoria
do ELISA-F29 com relagéo aos resultados de PCR por meio
da avaliagdo da area com a curva de ROC. A taxa de falsos
positivos é estimada em 25% e a de sensibilidade em 75%. A
correlagéo é determinada por Cohen kappa. Resultados:
Foram realizados testes de PCR em dois momentos
diferentes, em 95 individuos (idade média: 38 anos; 64% do
sexo masculino), com taxas de positividade entre 1,1% -
2,2% para os primeiros S35-S36 e entre 18,3% - 34,7% para
os primeiros 121-122, respectivamente. O poder
discriminatorio ELISA-F29 sobre PCR foi 0,62 (IC 95%:
0,53; 0,70) e taxa de falsos positivos de 56% (IC 95%: 42;
70). O ponto de corte 6timo para a relagéo de absorvancia foi
de 2,53 (59% de sensibilidade, especificidade de 60%). Para
os primeiros 121-122, de acordo com os niveis observados e
kappas estimadas foram 52.6% e 0.10 (IC95%: -0.08, 0.28)
para a primeira medi¢ao, 62.4% e 0.09 (IC 95%: -0.09, 0 .28)
para a segunda medigao, 57.5% e 0,13 (1C95%: 0.01, 0.26)
ao avaliar simultaneamente as duas medigdes.
Conclusodes: Os resultados mostram pouca concordancia
evidenciada pelos valores de kappa determinados no
estudo. E necessario precisar e ajustar os estudos para
avaliar a utilidade do teste molecular no diagnéstico da
doenca de Chagas. [Gémez-Laiton ED, Polo-Ardila LA,
Castellanos-Dominguez YZ, Herrera VM, Villar JC.
Capacidade discriminatdria e acordo entre o ELISA-F29 e a
PCR em individuos infectados com T. cruzi MedUNAB
2015;18(1): 27-33].

Palavras-chave: Reagdo em Cadeia da Polimerase;
Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Diagnéstico;
Sorologia.

pruebas seroldgicas y moleculares. Mientras las primeras
son pruebas indirectas y se basan en la deteccion de
anticuerpos generados contra el pardsito, el diagnostico
molecular se fundamenta en la deteccion directa del ADN
del parasito y no depende del estado inmunoldgico del
paciente ni del tiempo de adquisicion de la infeccion(3,4).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), mediante
el empleo de los primers S35-S36, ha permitido la
deteccion de T cruzi en tejidos infectados con cepas [y 11
del parasito y ha sido utilizada para monitorear pacientes
con cardiomiopatia chagésica. Por su parte el ELISA-F29,
que emplea una proteina ligadora de calcio del T cruzi, ha
sido utilizado como marcador temprano de reversion de la
infeccidon con Chagas (5,6).
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El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad
discriminatoria y la concordancia de los niveles de
anticuerpos contra el antigeno F29 con relacion a la prueba
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en
individuos con diagndstico serolégico convencional
confirmado para infeccion por 7. cruzi.

Metodologia
Poblacion y muestra

De una cohorte prospectiva de donantes de bancos de sangre
del area metropolitana de Bucaramanga reclutados entre los
aflos 2000-2003, los cuales hacen parte del estudio
Cardiovascular Health Investigation and Collaboration to
Assess the Markers and Outcomes of Chagas disease
(CHICAMOCHA), se evalud una muestra de 95 individuos
con diagnostico seroldgico convencional confirmado para
infeccion por 7' Cruzi. El protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica en Investigaciones de la Universidad
Autéonoma de Bucaramanga (UNAB) donde los
participantes firmaron consentimiento informado, de
acuerdo con lo establecido en la resolucion 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia.

Procedimientos

Se definié diagnodstico seroldgico convencional
confirmado, al resultado consistentemente positivo de
minimo 2 de 3 pruebas (ELISA, Inmunofluorescencia
Indirecta [IFI] y Hemoaglutinacion Indirecta [HAI]), en
aquellos donantes que tuvieran un tamizaje positivo en
bancos de sangre.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En el laboratorio de Genética de la UNAB, se realiz6 la
estandarizacion de la (PCR) en sangre periférica. La
muestra se mezclo con 7 ml de clorhidrato de guanidina y
EDTA a temperatura ambiente por inversion durante 15
minutos. Posteriormente se hizo almacenamiento temporal
en posicion vertical por 8 dias a temperatura ambiente,
seguido de almacenamiento definitivo a 4°C. Se realiz6
extraccion de ADN con el Kit QIAamp DNA Blood Midi
de Qiagen®: La muestra fue precalentada durante 15
minutos a 100°C, tomando 2 ml que se mezclaron con
proteinasa k y buffer de lisis. El buffer de lisis se ajusto para
permitir fijar el ADN a la membrana. El ADN se absorbio
por lamembrana de silica gel durante la centrifugacion. Las
condiciones de pH en el lisado aseguraron que las proteinas
y otros contaminantes que pudiesen inhibir la PCR y otras
reacciones enzimaticas, no fueran retenidos en la
membrana. Se procedié a realizar lavados con el fin de
eliminar contaminantes.
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Con el fin de verificar si el proceso de extraccion de ADN se
efectud adecuadamente, se realizo una PCR empleando
una pareja de cebadores que amplificaron un fragmento del
gen de la b-actina. Este fragmento sirvié como control
interno de la reaccién de amplificacion, dado que debia
amplificar en todas las muestras que contuvieran DNA
gendémico humano. Para la identificacion de 7. cruzi, se
escogieron tres grupos de primers. Para los tres juegos de
primers, se realizaron cuatro variaciones en las condiciones
de la master Mix, con el fin de estandarizar la técnica. Para
los montajes se emplearon siete muestras y un control
negativo (agua grado molecular). Todos los ensayos
presentaron amplificaciéon en el control positivo y los
controles negativos sin amplificacion, lo cual validé cada
montaje. De esta forma se establecio un protocolo de
extraccion y de master Mix. Los primers finalmente
escogidos para el estudio fueron S35 (5'- AAA TAATGT
ACG GGK GAG ATG CAT GA-3")-S36 (5'- GGG TTC
TGGGGTTGGTGT-3")y 121(5'-AAATAATGTACG
GGT GAG ATG CAT GA -3") -122 (5'- GGT TCG ATT
GGG GTT GGT GTA ATA TA -3"), que se emplearon para
evaluar a los participantes en dos momentos con un
intervalo de aproximadamente un afio.

Ensayo Enzimatico Ligado a una Enzima (ELISA)

Se realizé una prueba de ELISA con antigeno F29
paralelamente a la evaluacion de PCR. El antigeno F29
correspondid a una proteina flagelar, ligadora de calcio de
T cruzi. Brevemente, microplacas de poliestireno de 96
pozos fueron revestidas con el antigeno recombinante y
posteriormente las muestras de suero fueron incubadas a
37°C para que se generara la reaccion antigeno-anticuerpo.
Tras la adicion de conjugado anti-inmunoglobulina G
humana, la actividad enzimatica fue detectada por la
adicion del sustrato cromogénico p-nitrofenilfosfato. Para
cada participante fue calculado el cociente entre la densidad
optica de su muestra y la densidad optica del control
negativo. Una prueba ELISA-F29 positiva fue
determinada cuando el cociente de densidades Opticas fue
mayor o igual al percentil 95, tomando como referencia la
distribucion de los valores de la prueba en participantes
seronegativos de la cohorte.

Andlisis estadistico

Se describen las variables continuas empleando medias
(desviacion estandar) y las discretas mediante conteos
(proporciones). Se evaluaron las diferencias del cociente
de densidades opticas para ELISA-F29, de acuerdo a los
resultados de PCR para cada par de primers, empleando la
prueba ¢ de student. Fue determinada la capacidad
discriminatoria para dicho cociente con respecto al
resultado de PCR mediante la estimacion no paramétrica
del area bajo la curva ROC (AUC). Adicionalmente, se
estimo la sensibilidad y la especificidad esperadas fijando
la tasa de falsos positivos al 25% y la sensibilidad al 75%,
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respectivamente. Finalmente, se determind la concor-
dancia de los resultados dicotomizados de la prueba
ELISA-F29y el resultado de PCR mediante la estimacion
de la kappa de Cohen. Para todos los estimados se
presentaron sus respetivos intervalos de confianza del 95%
(IC95%).

Resultados

Se realizaron pruebas de PCR en 2 ocasiones diferentes en
95 individuos (edad media: 38 afios; 64% hombres), con
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tasas de positividad entre 1.1 - 2.2% para los primers S35-
S36 y entre 18.3 - 34.7% para los primers 121-122,
respectivamente (Tabla 1). No se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los
cocientes de densidad optica para los niveles de anticuerpos
para el ELISA-F29 al comparar individuos con PCR [+] y
PCR [-] para los primers S35-S36. Por otra parte,
observamos mayores niveles de anticuerpos entre los
individuos con PCR [+] para los primers 121-122,
comparados con aquellos con PCR [-], aunque solo cuando
fueron consideradas las dos determinaciones conjuntamente
(Figura 1): Diferencia media entre los cocientes de densidad
opticade 0.6 unidades (1C95%: 0,1; 1,0).

Tabla 1. Media del cociente de densidad éptica (muestra/control negativo) de
la prueba ELISA para F29, de acuerdo al resultado de la prueba de PCR para
los primers S35 y 121 en participantes con diagnéstico serolégico

confirmatorio para T. cruzi.

Medicion
Resultado A
Primer Orden
(IC95%)
(n[-In[+])
[l [+]
1(93/2) 2.8 (1.5) 35(2.7) 0.7 (-1, 2.8)
S35 2(92/1) 21(09)  40(.)
Todos*(185/3) 25(1.3) 3.7(1.9) 1.2(-0.3,2.7)
1(62/33) 2.7 (1.5) 3.1(1.6) 0.4 (-0.3,1.0)
121 2 (76/17) 2.0(0.9) 2.5(1.5) 0.5(-0.1,1.0)
Todos*(138/50) 2.3(1.2) 2.9 (1.5) 0.6 (0.1, 1.0)

* Diferencia e 1C95% corregidos por correlacion de las mediciones (2 por cada individuo).
A Diferencia media entre muestras positivas y negativas, corregida por correlacion de mediciones

...No estimable

0.4

0.3

0.2

0.1

AN

Cociente de absorbancias: M

ontrol negativo

PCR [-] (Primer 121)

PCR [+] (Primer 121) ‘

Figura 1. Distribucion de valores del cociente de densidad 6ptica (muestra/control
negativo) de la prueba ELISA para F29, de acuerdo a los resultados de las
pruebas de PCR para el primer 121 en participantes con diagnéstico serolégico

confirmatorio para T. cruzi.
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Sensibilidad

0.36 (1C95%: 0.22, 0.52)

AUC =0.62 (1C95%: 0.53, 0.70
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95%: 0.42, 0.70)

T
0.25

T
0.50

T
0.75 1.00

1 - Especificidad

Figura 2. Capacidad discriminatoria® del cociente de densidad o6ptica
(muestra/control negativo) de la prueba ELISA para F29, con relacién al resultado
de la prueba de PCR para el primer 121 en participantes con diagnostico

serologico confirmatorio para T. cruzi.

* Sensibilidad, especificidad, AUC e IC95% corregidos por correlacién de la mediciones
(entre 2-3 por cada individuo). En rojo se presenta la sensibilidad media e 1C95% (linea
vertical) y la tasa de falsos positivos (1 — especificidad) media e IC95% (linea horizontal) al
fijar la especificidad y la sensibilidad en 0.75, respectivamente. Dentro del circulo azul se
encuentra el punto de corte del cociente de absorbancia (2.53) que maximiza
simultaneamente la sensibilidad y especificidad de la prueba: 0.59 y 0.60, respectivamente.

La capacidad discriminatoria de los niveles de anticuerpos
para ELISA-F29, con relacion a la prueba de PCR, solo
pudo ser evaluada para la pareja de primers 121-122 (Figura
2). Eneste caso, el AUC estimada fue de 0.62 (1C95%: 0.53;
0.70). Fijando la sensibilidad del nivel de anticuerpos al
75%, la tasa de falsos positivos fue del 56% (I1C95%: 42% -
70%), es decir, una especificidad del 44%. Por otra parte,
fijando la tasa de falsos positivos al 25% (especificidad del
75%), la sensibilidad estimada fue del 36% (1C95%: 22%-
52%). Con base en la misma curva ROC, se determind que
2.53 es el punto de corte optimo para el cociente de
absorbancia, en cuanto este maximiza simultaneamente la
sensibilidad y la especificidad (59% y 60%, respectiva-
mente).

En términos de concordancia de los resultados de la prueba
ELISA-F29 (dicotomizada) y de la PCR, para el caso de los
primers S35-S36 los niveles de acuerdo observado y kappas
estimados fueron: 41.1% y -0.01 (IC95%: -0.06; 0.04) para
la primera medicion, 64.5%y 0.04 (IC95%: -0.02; 0.09) para
la segunda medicion y 52.7% y 0.01 (IC95%: -0.03; 0.05)
cuando se consideraron conjuntamente las dos mediciones.
En cuanto al par de primers 121-122 los niveles de acuerdo
observado y kappas estimados fueron: 52.6% y 0.10
(IC95%: -0.08; 0.28) para la primera medicion, 62.4% y 0.09
(IC95%: -0.09; 0.28) para la segunda medicion y 57.5% y
0.13 (IC95%: 0.01; 0.26) al evaluar simultaneamente las dos
mediciones.
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Discusion

Este estudio evalud el desempeiio de la prueba de ELISA-
F29 frente a la PCR validada en nuestro laboratorio usando
los primers S35-S36y 121-122, en términos de su capacidad
discriminatoria y nivel de acuerdo en individuos
asintomaticos con diagnostico serolégico convencional
confirmado para infeccion por 7. cruzi. Los resultados
permiten documentar que se encontré una tasa de
positividad de la prueba de PCR inferiores al 5% al emplear
el par de primers S35-S36, mientras que estas oscilaron entre
18—35% paralos primers 121-122.

La PCR es una prueba molecular incluida para respaldar el
diagnostico de infeccion con 7. cruzi desde finales de los
ochenta (7). Su capacidad diagnostica en términos de
sensibilidad y especificidad depende de factores muy
variables como son el volumen y conservacion de la muestra,
la técnica de extraccion del ADN, el protocolo de la prueba
de PCR que incluye los primers seleccionados junto con las
condiciones de termociclaje y la presencia de inhibidores
que interfieren en la amplificacion del material genético (8).
Por suparte, el parasito tiene una circulacion intermitente en
el torrente sanguineo del paciente infectado lo que interfiere
con la sensibilidad de la prueba, a su vez se ha documentado
la existencia de 6 unidades de tipificacion diferentes [DTUs]
por lo que es frecuente encontrar polimorfismos dentro de la
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secuencia del fragmento genético que no permite la
amplificacion del ADN del 7. cruzi (9).

El empleo de los primers S35-S36 y 121-122 garantiza la
amplificacion de un fragmento de 330 pb de la region
variable de los minicirculos de 7. cruzi. En nuestro estudio,
la pareja de primers 121-122 present6d mejores resultados de
amplificacion frente al S35-S36. Contrario a estos
resultados, la técnica con el primer S35-S36 ha sido utilizada
con ¢éxito en el pais para monitorear pacientes con
cardiomiopatia chagasica e identificar reactivacion de la
infeccion. Estos resultados pueden deberse a la versatilidad
del parasito, dada por los DTUs y a las caracteristicas de
amplificacion inherentes a cada uno de los primers
utilizados en cada una de las pruebas (6,9,10).

Tradicionalmente las pruebas seroldgicas han sido utilizadas
como gold estandar para el diagndstico de la infeccion con 7.
cruzi en especial la prueba de ELISA (11,12). No obstante,
la revision exhaustiva de estudios prospectivos para evaluar
la calidad diagndstica de esta técnica, han dado muestra de
que sus caracteristicas de sensibilidad y la especificidad para
el diagnostico de la enfermedad de Chagas son menos
precisos de lo que se ha documentado hasta la fecha, sin
embargo, hoy en dia se siguen utilizando para la
clasificacion del estado de infeccion de los pacientes (13).
Para aumentar la especificidad del ELISA, se han disefiado
antigenos recombinantes, para el caso de este estudio se
utilizé el antigeno recombinante F29 que emplea una
proteina ligadora de calcio del 7. cruzi; esta técnica ha sido
utilizada para medir la eficacia terapéutica del tratamiento de
lainfecciéon con Chagas (14).

Para efectos de este estudio, se evaluo la concordancia entre
los niveles de anticuerpos para antigeno recombinante F29
yla PCR (S35-S36y 121-122). Los resultados demuestran
una baja concordancia evidenciada por los valores de kappa
presentados. Resultados similares han sido documentados
en estudios que han empleado los mismos juegos de primers
que se usaron en esta investigacion y otros como el TZC1-
TCZ2, obteniéndose indices kappa por debajo de 0.5
(15-18).

Investigaciones realizadas en los ltimos cinco afios para
evaluar la capacidad diagnoéstica del ELISA vs PCR en
infeccion crénica no recomiendan el empleo de la PCR para
el diagndstico en la practica clinica dadas las limitaciones de
esta ya que en la actualidad no se dispone de reportes
técnicos estandarizados que den muestra de las cualidades
de esta prueba, por lo que se han sugerido estudios para
validar la técnica de PCR (19). Revisiones de literatura
realizadas para evaluar el rendimiento de la PCR para
diagnostico de Chagas en fase crénica, documentan que la
sensibilidad de esta técnica oscila entre 50-90% (19,20).

Dentro de las fortalezas del estudio se destaca el
seguimiento realizado a la cohorte de pacientes para hacer
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las mediciones sanguineas en dos momentos distintos con
intervalo promedio de un afio. Una de las limitaciones fue la
ausencia de cuantificacion del nimero de copias del ADN,
por lo anterior, se sugiere que para estudios futuros se realice
PCR entiemporeal.

Conclusiones

Se observo una positividad menor al 50% para la PCR
usando los primers S35-36 y 121-122, en pacientes con
diagnostico de infeccion por T.cruzi. Estos resultados
demuestran una baja concordancia entre la PCR y ELISA-
F29 evidenciada por los valores de kappa determinados en el
estudio.
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