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Resumen 

La demostración del agente infeccioso es la regla de oro en las parasitosis, pero, esto no 
siempre es factible. Por ello, en la infección chagásica ce recurre a la detección de 
anticuerpos contra Trypanosoma cruzi siendo las pruebas serodiagnósticas de gran 
utilidad. El presente estudio estandarizó y evaluó la prueba inmunoenzimática Elisa 
para el inmunodiagnóstico de la infección chagásica. Se confrontaron 595 muestras de 
suero de pacientes provenientes de Guateque, Boyacá, zona endémica de la enfermedad 
de Chagas, con epimastigotes de Tcruzide la cepa colombiana IRHOICO/69/Guateque 
utilizando las pruebas inmunodiagnósticas de inmunofluorescencia indirecta (IFI), prueba 
de referencia, y el ensayo inmunoenzimático ELISA. El análisis de la validez de ésta se 
realizó mediante el cálculo del área bajo la curva del operador receptor (ROC) como 
medida de la exactitud (validez). Las condiciones óptimas de la prueba ELlSA fueron: 
antígeno 0,75 pglml y dilución de la muestra 1:1.000. El ensayo del estudio según los 
puntos de corte 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 ofrece una sensibilidad de 0,99, 039, 0,98 y 0,93 y 
una especificidad de 0,94, 0,96, 0,98 y 0,98, respectivamente. El ELlSA del estudio se 
muestra como una prueba válida no sólo por la sensibilidad y especificidad sino porque 
el análisis del área bajo la curva ROC fue de 0,9952 que es muy cercano al ideal. La 
prueba de ELlSA es superior a la de IFI para la detección de anticuerpos contra 1 cruzi 
y podría ser utilizada en estudios seroepidemiológicos en zonas de alta y moderada 
prevalencia. 
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lmmunodiagnosis of Chagas' disease by ELlSA 

Abstract 

Demonstration of the infectious agent is the gold standard in parasitic infections but this 
is not always feasible.Thus diagnosis is confirmed through Trypanosoma cruziantibody 
detection (in the case of Chagas'disease) by using serological assays. In this study the 
enzyme immunoassay (ELISA) for the diagnosis of Trypanosoma cruz; infection was 
standardised and assessed. 595 serum samples taken from people coming from the 
endemic area of Guateque, Boyaca, were tested against T. cruziepimastigotes from the 
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IRHOlCOl69lGuateque Colombian strain, using both the immunofluorescent antibody 
test (IFAT) and the ELlSA test. Analysis of the ELlSA test's validity was done through 
estimation of the area under the receptor-operator curve (ROC). The optimum condi- 
tions for the ELlSA test were an antigen concentration of 0.75 ygrlml and sample dilution 
of 1:1000. The assay's sensitivity for cut-off points of 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 was 0.99, 
0.99, 0.98 and 0.93 and its specificity for the same cut-off points was 0.94, 0.96, 0.98 
and 0.98.The ELlSA test is a valid and useful test, not only because of its sensitivity and 
specificity but also because the estimation of the area under the receptor-operator curve 
(ROC) was 0.9952, this being very close to the ideal. The ELlSA test is better than the 
IFAT test for detection of Trypanosoma cruzi infection antibodies and could be used in 
seroepidemiological sur'veys in areas of moderate to high prevalence. 
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Introducción las edades, de la zona urbana y rural de la 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis 
americana reviste un problema de salud pública 
en todo el continente americano, extendiéndose 
desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de 
Argentina. En Colombia, hay transmisión 
intradomiciliaria por debajo de los 2000 msnm a 
lo largo de la cordillera oriental, el Magdalena 
medio, La Guajira, los Llanos Orientales y las 
zonas selváticas del oriente colombiano (1). La 
enfermedad presenta formas agudas, crónicas e 
inaparentes. El diagnóstico parasitológico de la 
infección se realiza identificando el parásito, 
Trypanosoma cruzi o detectándolo mediante 
pruebas de biología molecular como PCR (2) y 
sondas de ADN (3) en las tres fases de la 
enfermedad. 

Aunque la detección del parásito es la regla de 
oro. su identificación no siempre es viable; por 

población de Guateque (Boyacá), de las que se 
obtuvieron sueros que fueron divididos en 
alícuotas y almacenados a -20 "C. La región de 
Guateque fue seleccionada por ser una zona 
endémica de la enfermedad de Chagas (8). 

lnmunofluorescencia indirecta. Se detectaron 
anticuerpos contra T: cruzi en las muestras de 
suero mediante IFI desarrollada por M.E. 
Camargo (6). Esta sirvió como prueba de 
referencia, considerándose valores positivos los 
mayores o iguales a 1:32. 

Ensayo inmunoenzimático (ELISA) 

Obtención de antígeno 

Parásitos. Se utilizaron epimastigotas de 7: cruz; 
de la cepa colombiana IRHO/COl69lGuateque, 
mantenida en cultivo en el Laboratorio de 
Parasitologia del lnstituto Nacional de Salud. 

tanto, se recurre a la deteccion de anticuerpos Preparacidn del El antígeno soluble se 
contra el parásito mediante pruebas inmunoló- preparó de acuerdo con la metodología descrita 
gicas como la fijación de complemento (FC) (4), por Pappas y col, (9) y Corredor y col, 
la hemaglutinación indirecta (HAI) (5), la 
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (6) y el ensayo Conjugado enzimático. Se usó anti-lgG humana 
inmunoenzimático (ELISA) (7). conjugada con fosfatasa alcalina, preparada en 

el Laboratorio de lnmunología del Instituto 
El presente trabajo establece la prueba ELlSA 

Nacional de 
como método inmunodiaanóstico de la infección - 
chagásica, utilizando una cepa colombiana de T: Prueba de ELISA. Se realizó de acuerdo con las 
cruzi, como antígeno, y la IFI como prueba de normas establecidas porvollery col. (7), utilizando 
referencia. microplacas de poliestireno Dynatech M-129-A y 

un fotocolorímetro Uniskan I para la lectura. El 
Materiales y métodos antígeno se adicionó en concentraciones de un 
Muestras. Se tomaron al azar 595 muestras de rango de 125-900 nglml. Las diferentes diluciones 
sangre de personas de ambos géneros y de todas de éste se disolvieron en una solución reguladora 
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de carbonato-bicarbonato de sodio 0, l  M, pH 9,6; 
se incubaron durante tres horas a temperatura 
ambiente en microplacas en volúmenes de 100 
y1 por POZO. Después de lavar tres veces con 
solución salina reguladora de fosfatos (?ES) 
0,15M, pH 7,4, con tween 20 al 0,05%, se 
agregaron 1 0 0 ~ 1  de suero en diluciones de 1 :400 
a 1:1.600 y se incubaron durante tres horas a 
temperatura ambiente. Se lavó nuevamente y se 
agregaron 100 y l  de conjugado enzimático, 
titulado previamente con un suero reactivo y uno 
no reactivo en diluciones de 1:5.000 a 1 :35.000, 
el cual se incubó 18 horas a 4 "C. Se repitió el 
proceso de lavado como se describió anterior- 
mente y, luego, se agregaron 100 y1 de para- 
nitro-fenil-fosfato en una concentración de 1 mgl 
ml en solución reguladora de dietanolamina al 
l o%,  pH 9,8. Se incubó treinta minutos y, 
finalmente, se agregaron 25 yl de NaOH 3N. Se 
leyó la absorbancia a una longitud de onda de 
405 nm. 

Análisis. Se obtuvo la distribución de frecuencia 
de las absorbancias para los sueros positivos y 
negativos definidos por IFI. 

Se levantó una gráfica y se calculó el área bajo la 
curva del operador receptor (ROC), como una 
medida de la exactitud (validez) de la prueba. Para 
el cálculo del área bajo la curva, se utilizó la 
técnica de la regla trapezoidal (11). 

Evaluación del ELISA. La figura 1 muestra la 
distribución de frecuencias del ELISA, para las 
muestras positivas y negativas en la IFI, donde 
se observa una distribución bimodal con una 
intersección de las dos curvas entre las 
absorbancias de 0,3 y 0,4. 

La curva ROC se observa en la figura 2, el área 
bajo la curva es de 0,9952, muy cercana al ideal 
de 1. 

Las sensibilidades (S) y especificidades (E) de la 
IFI obtenidas en los tres trabajos mencionados 
(12-14) son 1,0, 0,9428, 0,9167 y 0,9444, I,O, 
0,9878, respectivamente. Con estos datos, s e  
obtuvo un promedio para la sensibilidad de 0,9532 
y para la especificidad de 0,9774. Con base en 
estos datos, se corrigieron la sensibilidad y 

Frecuencia relativa 

con base en la distribución de frecuencias, se Figura 1. Distribución de las frecuencias de las absorbancias 

analizaron varios ountos de corte oara obtener la de ELISA para las muestras positivas y negativas. 
~ ~ 

sensibilidad (S) y'la especificidad (E) de ELISA, Are. bajo ID CUW. ROC = 0.9952 
haciendo la corrección de las misma (1 2) con base 
en el promedio de sensibilidad y especificidad 
publicadas para IFI en tres trabajos clásicos (13- 
15). 0.75 

Resultados 

Estandarización del ELISA: las condiciones para 5 
el inmunodiagnóstico de la infección chagásica 2 
por ELlSA fueron: concentración óptima de 
antígeno soluble de 1 cruz¡ 0,75 yg/mL; dilución 
óptima de suero y de conjugado 1:1.000 y o o o  
1:10.000, respectivamente. Los valores anterior- 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 

mente mencionados se escogieron debido a que 1 - E8pe~Incldad 

en se una diferenciación Figura2.Area bajo la curva del receptoroperador(R0C)de la 
entre las muestras positivas y negativas. prueba de ELISA. 
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especificidad observadas para cuatro puntos de En el presente trabajo, la muestra es una clásica 
corte del ELISA: 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 de decorte transversal, con basedepoblaciónycon 
absorbancia. Los datos se muestran en los prevalencia moderadamente alta, alrededor de 
cuadros 1 y 2. Es aparente en el cuadro 2 que, a 19% (16). 
excepción de la (E) para 10s puntos de 0 2  Y 0 3  ELISA en el presente trabajo se muestra como 
de absorbancia, todos los demás datos corregidos una prueba válida no sólo por la S y E encontradas 
son mayores que 1, un imposible en estudios de sino porque en el análisis del área bajo la curva 
probabilidades. ROC el dato obtenido de 0.9952 está muv cercano 

Cuadro 1. Distribución de las absorbancias de los sueros 
positivos y negativos en ELlSA según diferentes puntos de 
corte. 

ELISA (Abs.) Puntos de corte 

Cuadro 2. Va ores oc ;cti5iuil uuu y cspec ficiudu aparciiic> / 
coireg nas  PI \a'  o? p..n'ns ne  corte OF. E- SA. 

Abs Sensibilidad Sensibilidad EspecificidadEspecificidad 
aparente corregida aparente Corregida 

0 9  0,991 1 1,0942 0,9400 0,9507 

0.3 0,9911 1,0992 0,9635 0,9743 

0.4 0,9821 1.0898 0,9896 1,0008 

0,5 0,9375 1,0402 0,9896 1,0003 

Discusión 

Uno de los errores'más frecuentes al evaluar una 
prueba diagnóstica es la utilización de muestras 
seudorretrospectivas y asumir los datos obtenidos 
para (S) y (E) como válidos (16). Este tipo de 
muestreo sólo es válido para la fase inicial de 
estandarización de la prueba (17, 18). 

De los tres artículos sobre IFI (13-15), solamente 
el de Camargo y col. (14) no parece ser un 
muestreo seudorretrospectivo, a pesar de lo cual 
sus datos para S y E son bastante parecidos al 
de los otros dos trabajos y están muy cercanos 
al ideal oara una ~ rueba  diaonóstica. El hecho 

al ideal. 

De 18 trabajos publicados entre 1975 y 1994, 
sobre ELlSA en enfermedad Chagas, sólo 4 no 
fueron realizados con muestras seudorretros- 
pectivas y utilizaron un muestreo de corte trans- 
versal y a la IFI como prueba de referencia y, 
además, presentan datos de manera que las S y 
las E se pueden calcular (19-22). 

Las S y E observadas, sin corrección por la S y la 
E de la IFI, para los cuatro trabajos se observan 
en el cuadro 3. Al comparar estos datos con los 
del presente trabajo, no se aprecian grandes 
diferencias excepto en la S del trabajo de Zicker 
y col. (21) que es muy baja. 

Esto hace pensar que el ELlSA es una prueba 
superior al IFI, en zonas de alta y moderada 
prevalencia como lo es la zona de Guateque. Él 
Departamento de Boyacá es considerado como 
una de las regiones de Colombia de mayor 
endemicidad para la enfermedad de Chagas, 
especialmente la zona que comprende el valle 
de Tenza donde se localiza el municipio de 
Guateque. Allí existen condiciones para que se 
presente la enfermedad de Chagas: ecología fa- 
vorable, reservorios de T. cruzi, vectores 
infectados peridomiciliarios y viviendas propicias 
para la colonización del vector (23). 

Cuadro 3. Valores de sensibiiidad y especificidad aparentes 
obtenidos de cuatro estudios de validación de la prueba de 
ELlSAen que no se utilizó muestre0 seudorretrospectivo. 

Autor (ref.) N Prevalencia Sensibilidad Especificidad 
aparente aparente 

de que 41 utilizar ektos datos, para corregir las S 
y las E observadas del Elisa, los valores Voiier (3) 124 0,528 0,9846 0,9828 

Figueredo(12) 265 0,104 0,9774 0,9868 corregidos sean mayores de 1 hace sospechar 
Zicke,(13, 6222 0,098 0,8322 0,9667 que los valores de S y E para IFI han sido, en 
spencer(14) 302 0,297 0,9213 0,9671 

realidad, sobreestimados. 
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Esta prueba, dada su reproducibilidad, objetividad 
en la lectura y facilidad de manejo con una gran 
cantidad de muestras, podría ser utilizada en 
estudios seroepiderniológicos de la infección por 
7: cruzi 
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