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RESUMEN

Objetivo Establecer la concordancia entre un Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a
una Enzima Casera (ELISA) y la Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) para el diag-
néstico de infeccién por T. cruzi empleando eluidos sanguineos.

Metodologia Se realizé6 un estudio de evaluacion de tecnologia diagnéstica y
muestreo de corte transversal a 650 habitantes de una zona endémica de Colom-
bia. Se determiné el area bajo la curva de operador-receptor (del inglés ROC) y se
uso la IFI estandarizada en eluidos sanguineos como goldstandard. Se establecid
el punto de corte para el ELISA, asi como la concordancia entre las lecturas.
Resultados El ELISA presenté una concordancia de 0,99 (IC95 %: 0,989-0,992)
entre las lecturas realizadas y una curva ROC de 0,9795. El punto de corte
establecido fue 0,5 de absorbancia en la prueba de ELISA. 16,6 % fueron positivas
para anticuerpos anti-T. cruzipor ELISA'y 10,9 % por IFI.

Conclusiones El ELISA mostré buena concordancia frente a IFI, por lo tanto es
una buena eleccion diagndstica para la poblacion que vive en areas remotas.

Palabras Clave: Enzima casera, enfermedad de chagas, Trypanosomacruzi,
diagndstico, serologia (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective Establishing agreement between an in-house ELISA and an indirect
immunofluorescence (lIF) assay for diagnosing infection caused byT. cruzi using
blood eluates.

Methodology The study involved an evaluation of diagnostic technology and
cross-sectional sampling of 650 people residing in an endemic area of Colombia.
The area below the receiver operating characteristic (ROC) curve was determined
and IIF was used as gold standard. The cut-off for the ELISA was established, as
well as agreement between readings.

Results The in-house ELISA had 0.99 agreement (0.989 to 0.992 95%Cl) between
the two readings taken and ROC curve area was 0.9795. The ELISA test cut-off
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point was set at 0.5 absorbance; 16.6 % were positive by ELISA and 10.9 % by IIF.
Conclusions The in-house ELISA assay had good agreement compared to IIF; it
would thus seem a good diagnostic choice for testing a target population living in
remote areas.

Key Words: Chaga’s disease, Trypanosomacruzi, diagnosis, serology (source:
MeSH, NLM).

sidera un serio problema de salud publica en Latinoamérica (1,2).

Los datos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) del
afio 2006 sugieren que 7,6 millones de personas estan infectadasy apro-
ximadamente 75 millones se encuentran en riesgo de adquirir el parasito
(3,4). En Colombia la enfermedad de Chagas esta distribuida en diferentes
departamentos, principalmente de la zona oriental del pais, donde alrede-
dor de un millén de personas son sero positivas (5-7). Los datos de pre-
valencia de los tamizajes de bancos de sangre en esta zona oscilan entre
1,2%y 7,2 % (8,9).

l a enfermedad de Chagas causada por Trypanosomacruzi alin se con-

La presencia de 7' cruzi en muestras biologicas o tejidos confirma el
diagnostico de la infeccion y su hallazgo depende de la fase clinica de la
enfermedad: aguda o cronica. Para el diagndstico enla fase croénica,asin-
tomatica o sintomadtica, se han desarrollado varias técnicas inmunolédgicas
para la deteccion de anticuerpos especificos tipo IgG contra epimastigotes
de T. cruzi, entre ellas la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), el Ensayo
Inmunoenzimatico Ligado a una Enzima (ELISA) y la Hemaglutinacion
Indirecta (HAI) (10-13). La mayoria de las técnicas inmunoldgicas
comerciales emplean antigenos recombinantes o antigenos preparados a
partir de cepas no autoctonas antigénicamente diferentes a las cepas locales,
lo que conduce a baja sensibilidad y especificidad de las mismas (14,15).

En la mayoria de las areas rurales en donde la enfermedad de Chagas es
prevalente existe dificultad para el acceso de los pacientes a los servicios
de salud y por lo tanto al diagnostico oportuno de la infeccion. Los labo-
ratorios clinicos de los municipios endémicos no tienen la infraestructura
adecuada para la realizacion de dichas pruebas y por consiguiente deben
enviar lasmuestras de suero para el diagnostico a instituciones de mayor
complejidad. Para facilitar el envio de muestras desde zonas de dificil acceso
varios autores han recomendado la absorcion de la sangre en papel filtro para
posteriormente del eluido sanguineo realizar las pruebas serologicas (16-20).



194 REVISTA DE SALUD PUBLICA « Volumen 15 (2), Marzo-Abril 2013

Desde los afios sesenta, paises como Brasil, México y Panama han repor-
tado el uso del eluido sanguineo para la deteccion de anticuerpos anti-7. cruzi
mediante prueba de fijacion de complemento (FC), [FI y ELISA con exce-
lentes resultados de sensibilidad y especificidad (16,21-22). En Colombia,
en 1990 se realizo un trabajo en una zona endémica de Boyaca con el fin de
comparar los resultados obtenidos entre ELISA e IFI y el rendimiento de las
pruebas en sueros vs eluidos (19).

Es preciso anotar que la mayoria de las pruebas comerciales no estan
estandarizadas para emplear eluidos sanguineos; entonces se hace indis-
pensable desarrollar pruebas inmunologicas caseras para el procesamiento
de eluidos en las cuales se empleen cepas de 7. cruzi locales.Si bien existen
estudios en los que se emplea el eluido sanguineo para deteccion de an-
ticuerpos tipo IgG para Chagas las caracteristicas de calidad no han sido
descritas en todos ellos, por consiguiente el objetivo del presente trabajo fue
determinar la concordancia entre las técnicas ELISA casera e IFI utilizando
una cepa colombiana como antigeno para detectar anticuerpos tipo IgG
anti-7 cruzi en eluidos.

METODOLOGIA

Disefio y poblacion

Se realiz6é un estudio de evaluacion de tecnologia diagnéstica en Fase |
mediante un muestreo de corte transversal (23,24). Entre los meses de di-
ciembre de 2008 y junio de 2009 y con minimo 6 meses de duracion en la
zona y con firma del consentimiento informado se incluyeron participantes
de todas las edades procedentes del area rural de los municipios de Aguazul
0 Mani del Departamento de Casanare. El calculo del tamafio de muestra se
realizo en el programa Epidat 3,0 con base en una prevalencia del evento en
Casanare de 7,2 % (9), sensibilidad del 97 %, un nivel de confianza de 95 %
y una precision de 5 %. El tamafo de muestra correspondio a 626.

Muestras biologicas

Las muestras de sangre obtenidas por puncion capilar fueron impregnadas
en papel filtro Whatman No.3 de 1,5 cm.de diametro en un volumende 60 pl.
Cada filtro fue sumergido en 480 pl de Phosphate Buffer Saline (PBS) pH
7,2 e incubado a 4°C por 24 horas. Posteriormente se dejaron a temperatura
ambiente, se centrifugaron por siete minutos a 2.500 r.p.m y los eluidos se
almacenaron a -20°C.
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ELISA

El antigeno correspondié a epimastigotes de una cepa colombiana de T
cruzi genotipo I. El ELISA casero fue una version modificada del protocolo
de antigenos inmovilizados (25). Para éste, microplacas de poliestireno de
96 pozos (NUNC®) se incubaron durante 18 horas a 4°C con 6,5 pg/ml
de antigeno.Los eluidos diluidos 1/160 en buffer carbonatos pH 9,6 fueron
incubados por una hora a 37°C. Después del bloqueo con albiimina de huevo
y los lavados con PBS-Tween 20 0,05 % a pH 7,2, se adicion6 el conjugado
anti-inmunoglobulina G humana cadena especifica marcada con fosfatasa
alcalina (SIGMA®) diluida 1/2.000 y se incub6 por dos horas. La actividad
enzimatica fue detectada con el sustrato cromogénico p-nitrofenilfosfato. La
reaccion fue detenida con NaOH 3N y las absorbancias leidas a 405 nm con
filtro de referencia de 620 nm en un lector de ELISA (Anthos 2020).

Inmunofluorescencia Indirecta-IF1

Los epimastigotes de 7. cruzi fueron lavados con solucion salina (0,9 %)
estéril y posteriormente con formol al 2 %. Enseguida se centrifugaron y
el sedimento se resuspendio en solucion salina estéril hasta obtener la con-
centracion de 20 — 40 parasitospor campo en 40X. Se sirvieron en pozos de
placas de 18 pozos y se almacenaron a -20°C. Brevemente, se sirvieron las
placas con una dilucion en serie de los eluidos. Estos se incubaron a 37°C du-
rante 70 minutos. Después de los lavados se adiciono el conjugado anti-IgG
humana marcado con isotiocianato de fluoresceina diluido 1/80 en Azul de
Evans 1/750. Luego de la incubacion, se realizo la lectura en un microscopio
de Inmunofluorescencia con objetivo de 40x. Las muestras con titulo igual o
mayor a 1/32 se consideraron positivas.La lectura se realizo sin tener cono-
cimiento previo de los resultados del ELISA y por dos operadores expertos.

Para las dos pruebas serologicas los controles negativos correspondieron
a eluidos de pacientes de una zona no endémica y los positivos a eluidos de
pacientes con diagnostico de enfermedad de Chagas cronica de la misma
zona, con resultados de absorbancias altas, medias y bajas. Todas las pruebas
se realizaron por duplicado.

Analisis de datos

Los resultados obtenidos se registraron en una base de datos de Excel
(Microsoft office, 2007) y los analisis se realizaron con el software Stata 10,0
(Stata Corp. 2007. Stata Statistical Software: Release 10. College Station,
TX: Stata Corp LP).Se calcul6 el coeficiente de correlacion intraclase para
determinar la capacidad discriminativa del ELISA y la validez de esta prueba
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se establecidomediante el calculo del area bajo la curva del receptor operador
(ROC) (26),usando como test de referencia la IFI y considerando como re-
sultado reactivo la dilucion igual o mayor a 1/32. Se selecciono el punto de
corte donde la sensibilidad y especificidad del ELISA present6 las mejores
caracteristicas de una prueba de tamizaje.La concordancia se analiz6 tenien-
do en cuenta los duplicados del mismo corrido del ELISA.

Aspectos éticos

Este estudio correspondi6 a una investigacion conriesgo minimode acuerdo
con la resolucion No.08430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.
Fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Salud de la Universidad
Industrial de Santander, Acta No. 015 del 27 de agosto de 2007.

RESULTADOS

Se tomaron 650 muestras de sangre en papel filtrode los habitantes de una zona
endémica con edades comprendidas entre los cinco meses y 88 afios, las cuales
se procesaron con las técnicas de ELISA e IFL

Figura 1.Limites de acuerdo del ELISA en eluidos
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El coeficiente de correlacion intraclase obtenido de las dos mediciones
del ELISA para evaluar la reproducibilidad intraevaluador fue de 0,99
(IC95 %: 0,989-0,992) con una diferencia entre las dos mediciones de 0,004
(DS 0,04). Los limites de acuerdo del 95 % mostraron la distribucion de
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las absorbancias de las dos lecturas alrededor del acuerdo promedio mas y
menos dos desviaciones estandar. El limite de concordancia del 95 % estuvo
entre -0,075 y 0,082. Las absorbancias por debajo de 0,5 se agruparon alre-
dedor de cero y se observo que al aumentar la absorbancia se incrementaba
la dispersion de los datos (Figura 1).

Teniendo como referente la prueba de IF] y estableciendo comoresultado
positivo una dilucion igual o mayor a 1/32 se apreciaque mas del 50%de los
resultados positivos por IFI presentaron valores de absorbancia en el ELISA
superiores a 0,5 (Figura 2).

Figura 2. Distribucion de las absorbancias del ELISA
frente al resultado de IFI en eluidos
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La calidad del ELISA casero se expreso a través del area bajo la curva
ROC, la cual fue de 0,9795 (IC95 %: 0,959-0,999) con un error estandar de
0,013, lo que indic6 una buena capacidad discriminatoria para el diagnostico
de infeccion por T. cruzi (Figura 3).

Para seleccionar el punto de corte del ELISA en muestras de eluido se
establecieron las caracteristicas de sensibilidad y especificidad de la prueba
a diferentes absorbancias. La mayor eficiencia de la prueba se obtuvo con un
punto el corte de 0,5 en donde la prueba mostré una sensibilidad de 97,2 %
y una especificidad de 93,7 % (Tabla 1).
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Figura 3. Area bajo la curva ROC para el ELISA en eluidos
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El indice Kappa entre I[FI y ELISA para las muestras de eluidos fue de
0,73 (IC95 % 0,66-0,81). Este valor del coeficiente representa un nivel de
concordancia sustancial entre estas dos pruebas (27).

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad del ELISA frente a diferentes

puntos de corte en los eluidos
Punto de corte  Sensibilidad Especificidad Correctamente

en absorbancia % % clasificados %
20,20 100 20,7 29,4
>0,30 98,6 41,8 48,0
20,40 98,6 67,5 70,9
20,50 97,2 93,3 93,7
=0,60 93,0 96,4 96,0

Con el punto de corte de 0,5 establecido para la técnica de ELISA,
108 (16,6 %) muestras fueron positivas por ELISA y 71 (10,9 %) por IFL.
Positividad simultanea se observo en 69 (10,6 %) casos (Tabla 2). Los valores
predictivos positivo y negativo correspondieron a 63,9 y 99,6 respectivamente.

Tabla 2. Positividad del ELISA e IFI en eluidos

Prueba diagnostica n POSitiVOf r!\leqativos%

ELISA 108 16,6 542 83,3
IFI 71 10,9 579 89,1
ELISAe IFI 69 10.6 471 72,5

Con el fin de dar un resultado definitivo a cada uno de los participantes
del estudio, se tomd una nueva muestra a aquellos que presentaron pruebas
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discordantes: ELISA positiva con IFI negativo o ELISA negativa con IFI
positivo (datos no publicados).

DISCUSION

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda emplear tres métodos
serologicos distintos para establecer el diagndstico definitivo de la enfermedad
de Chagas (28).

El ELISA es una de las técnicas seroldgicas massensible utilizada para el
diagnostico de la enfermedad de Chagasen su fase crénica.Su interpretacion-
depende de parametros calculados mas que de la interpretacionsubjetiva de
quien realiza la prueba (29). Ademas del ELISA esta la HAI y 1a IF1 las cuales
debido a su simplicidad, bajo costo y a los buenos resultados en términos
tanto de especificidad como de sensibilidad son ampliamente usadas para el
diagnostico de la enfermedad. Estas técnicas se basan en el empleo de frac-
cionesantigénicas semipurificadas o totales de epimastigotes o tripomastigotes
de T cruzi (30). En este estudio se determiné una buena correlacion entre los
resultados obtenidos por ELISA y por IFI en eluidos, a pesar de usar prepa-
raciones antigénicas diferentes. En la prueba de ELISA se utilizd un extracto
completo crudo que representa los antigenos solubles que componen el mosai-
co antigénico del epimastigote, mientras que en la IFI se utilizaron parasitos
completos donde los tinicos antigenos que estan disponibles para interactuar
con los anticuerpos del huésped son los antigenos de superficie (31).

Tal como fue reportado por Bucio y colaboradores, el uso de cepas autoc-
tonas aumenta la sensibilidad y la especificidad de la prueba de ELISA para
la deteccion de anticuerpos anti-7. cruzi (32). Para el ELISA casero de este
estudio se us6 como antigeno una cepa colombiana de 7.cruzique correspon-
de al genotipo mas comun que circula en la zona oriental del pais (33).

El uso de papel filtro ha sido empleado satisfactoriamente para el tamizaje
deotras infecciones de transmision vectorial como denguelo que extiende su
uso en zonas de dificil acceso (34). Esta técnica minimiza las dificultades
de costo y transporte de las muestras convirtiéndose en una herramienta
util para estudios seroepidemioldgicosen poblacion dispersacomo la de este
estudio. Ademas bajo condiciones adecuadas de almacenamiento pueden ser
usadas hasta por un afio sin presentar alteraciones significativas en los titulos
de anticuerpos (35).
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Estudios previos que usaron sangre colectada en papel filtro y que em-
plearon la técnica de inmunofluorescenciaindirecta mostraron un 100 % de
concordancia con los sueros positivos y 0,8 % de los sueros negativos pre-
sentaron resultado reactivo cuando se procesaron en papel filtro;estos falsos
positivos no fueron significativamente importantes dadas las otras ventajas
que representa este método (17).

Son pocas las investigaciones que presentan las caracteristicas de confia-
bilidad y calidad de las pruebas que son empleadas para realizar diagndstico
y clasificar a un individuo como sano o enfermo. Los resultados de este
trabajo concuerdan con los hallazgos de un estudio realizado en Chile en el
quelos valores de absorbancia obtenidos en las muestras de pacientes con
diagnostico positivo para Chagas se encuentran entre 0,508 y 1,469 (18). De
igual manera Lopez y colaboradores encontraron las mejores caracteristicas
de sensibilidad y especificidad con un punto de corte de 0,4 para la técnica de
ELISA en eluidos provenientes de pacientes de zona endémica de Colombia
usando como gold estandar la IFI (20). El area bajo la curva ROC para elui-
doshallada en este estudio fue de 0,975, similar a la obtenida por Orozco y
colaboradores (0,994) quienes usaron muestras colectadas en papel filtro de
habitantes de zona endémica de Colombia para la enfermedad de Chagas. En
ese mismo estudio el punto de corte establecido estuvo entre 0,4 y 0,5 con
valores de Kappa mas altos respecto a este trabajo (19). Esta discrepancia
puede deberse a una diferencia en la concentracion final del antigeno y al
procesamiento de la técnica de ELISA.

En estudios previos realizados por el mismo grupo se utilizaron las prue-
bas IF1y ELISA en sueros para el diagnodstico de la enfermedad de Chagas en
habitantes de una zona endémica de Santander, con en el que se obtuvieron
resultadosde calidad satisfactorios para las dos técnicas evaluadas (36,37).

Una limitacion de este estudio fue la no obtencion de suficientes muestras
de suero de todos los participantes para establecer la concordancia con loselui-
dos. No obstante dadas las ventajas que presenta la recoleccion y el transporte
de sangre impregnada en papel filtroen areas de dificil acceso, es innegable la
utilidad del papel filtro para el tamizaje dela infeccion por 7. cruzi.

Se concluye en este estudio que el ELISA frente a IFI en eluidos sangui-
neos tiene muy buena concordancia y por lo tanto se recomienda extender su
uso para el diagnostico de la infeccion por 7. cruzi en poblaciones que viven
en areas remotas*
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