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Resumen 

Los estudios seroepidemiológicos para la detección de anticuerpos contra Trypanosoma 
cruzi requieren de un gran número de muestras y la obtención de sangre por punción 
venosa y su transporte se hacen difíciles y costosos. La recolección de sangre en papel 
de filtro minimiza éstas dificultades y el estudio valoró tanto éste sistema como la validez 
y reproducibilidad del inmunoensayo ELlSA para el inmunodiagnóstico de la infección 
en humanos por T cruzi Se utilizó suero y eluídos de sangre recolectada en papel de 
filtro de personas de zona endémica de enfermedad de Chagas para la detección de 
anticuerpos contra T cruzi mediante las pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFI) 
y ELISA. Lavalidez del ELlSA utilizando eluídos de sangre en papel de filtro presentó un 
área bajo la curva de receptor operador (ROC) de 0.9944. El acuerdo del ELlSA entre 
los dos tipos de muestra presentó una distribución cercana a la normal con un promedio 
de -0.01 y una desviación estándar de 0.23. Se evidenció que la reproducibilidad del IFI 
es inferior a la del ELISA. Esta mayor concordancia y la mayor sensibilidad y especificidad 
encontrada previamente para el ELISA hacen pensar en la posibilidad de presentarla 
como alternativa de prueba de referencia para la detección de anticuerpos contra 7: 
cruziy su utilización en estudios epidemiológicos. 
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Immunodiagnosis of Trypanosoma cruzi infection in  humans using ELISA on blood 
collected on filter paper 

Abstract 

Seroepidemiological studies for the detection of Trypanosoma cruziantibodies require a 
great number of samples; their collection through venous puncture and transport is diffi- 
cult. Collection of blood on filter paper significantly reduces these problems to a mini- 
mum. This study assessed this system as well as the validity and reproducibility of the 
enzyme immunoassay (ELISA) for the diagnosis of Trypanosoma cruzi human infection. 
Serum samples and blood eluates collected on filter paper (taken from people living in 
zones where Chagas'disease is considered to be endemic) were tested for Trypanosoma 
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cruzi antibodies by using the immunofluorescent antibody test (IFAT) and ELISA. The 
validity of ELlSA using blood eluates collected on filter paper showed an area under the 
receptor-operator curve (ROC) of 0.944.The agreement between both kinds of samples 
in the ELlSA test showed a near to normal distribution with an average of -0.01 and a 
standard deviation of 0.23. The reproducibility of the IFAT test was shown to be lower 
than that for the ELlSA test. Its greater concordance, sensibility and specificity make the 
ELlSA test a good alternative to the Trypanosoma cruz; antibody detection reference 
tests and for use in seroepidemiological surveys. 
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Introducción 

Los estudios seroepidemiológicos tienen una 
larga tradición que data desde mediados del siglo 
XX (1-3). Muchos de estos estudios fueron 
difíciles de realizar en el pasado debido a la 
complejidad de las técnicas serológicas que se 
utilizaban. El desarrollo de las nuevas tecnologías 
ha facilitado esta labor (3, 4), así como los 
sistemas simples de recolección de sangre (5). 

Se ha recomendado que cuando se valore una 
técnica o un nuevo sistema de recolección de 
muestra de sangre, se realice tanto un estudio 
de validez como de reproducibilidad. El presente 
estudio seleccionó como referencia la prueba de 
inmunofluorescencia indirecta (IFI) realizada en 
suero (6) para validar su reproducibilidad 
utilizando el inmunoensayo enzimático (ELISA) 
(7) comparando los resultados obtenidos con 
suero v eluidos de sanare seca recolectada en ., 
papel de filtro. 

Materiales y métodos 

Muestras. Se recolectaron al azar 595 muestras 
de sangre de personas de ambos géneros de 
diferentes edades, de zona rural y urbana de 
Guateque (Boyacá), de las que se obtuvieron 
sueros que fueron separados en alícuotas y 
almacenados a -20 "C. 

lnmunofluorescencia indirecta. Se detectaron 

suero mediante ELlSA siguiendo la metodología 
descrita por M. C. López y col. (8). 

Recolección de muestras sobre papel de filtro. 
Se recolectaron al azar 595 muestras de sangre 
sobre papel de filtro Whatmann #3, delimitando 
previamente un área circular con capacidad de 
absorción de 60 yl de sangre. Las muestras se 
dejaron secar a temperatura ambiente sin 
exposición directa a la luz solar y, finalmente, se 
almacenaron a 4 "C. 

Procesamiento. Para la obtención de suero, se 
recortó el círculo y se diluyC en 3 ml de solución 
reguladora de fosfatos (PBS) durante 24 horas 
con lo cual se obtuvo una primera dilución 
equivalente a 1 : lo0 de suero. A partir de éstas, 
se realizaron nuevas diluciones equivalentes a 
1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600, 1:3.200 con la 
finalidad de determinar la dilución óptima de la 
muestra para ser utilizada en la pruebade ELISA. 

ELISA. La prueba inmunoenzimática se realizó 
usando el método descrito previamente por 
Corredor y col. (9). 

Análisis. Para establecer la validez del ELlSA 
utilizando sangre recolectada en papel de filtro, 
se realizó una curva del receptor operador (ROC) 
y se calculó el área bajo la curva (1 O), teniendo 
como prueba de referencia la IFI en suero y 
aceptando como positivo una dilución igual o 
mavor a 1 :32. 

anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en las Para evaluar la concordancia del ELlSA entre la 
muestras de suero (6) Y eluídos de sangre seca absorbancia del suero y el papel de filtro, se en papel de filtro (5) mediante IFI. Esta sirvió siguieron las recomendaciones de Bland y 
como prueba de referencia, considerándose Altman (1 l ) ,  para variables continuas. Se evaluó 
valores positivos 10s mayores o iguales a 1 :32. la reproducibilidad para el IFI en suero . .  . 
Ensayo inmunoenzirnático ELISA. Se detectaron de filtro en la dilucidn 1:32, calculando la kappa 
anticuerpos contra T: cruzi en las muestras de de Cohen (12). 
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Concordancia para la comparación de lFI2 1:32 en suero y 
Figura 1. Area bajolacurva del receptor operador (ROC) de la eluidos de sangre seca recolectados en papel de filtro y ELISA 
pruebade ELlSA en puntos de corte 0,3, 0,4 y 0,5. 
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La validez del ELlSA utilizando eluidos de sangre 
en papel de filtro para la detección de anticuerpos 
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contra 1 cruz; presentó un área bajo la curva O O 

ROC de 0,9944 como se observa en la figura 1. -1.5 - , 
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de 'land y Altman (' l )  entre las absorbancias Figura 2. Límites de acuerdo del 95% utilizando el método de 
obtenidas entre los dos tipos de muestras, Suero Bland y Altman entre las absorbancias del ELlSA en suero y 
y eluídos de sangre recolectada en papel de filtro, papel de filtro para la detección de anticuerpos contra 

para la detección de anticuerpos contra el ~pa"osomacruzi 

parásito, se obtuvo una distribución cercana a la 
normal, con un promedio de -0,01 Y una el ELlSA en los puntos de corte de absorbancia 
desviación estándar de 0,23, lo cual produce unos 0,3, 0,4 y 0,s se muestran en el cuadro l a  y 1 b. 
límites de concordancia de 95% entre -0,46 y Es notorio que la reproducibilidad de IFI es infe- 
0,44. Los resultados generales se aprecian en la rior a la del ELISA. 
figura 2, donde las diferencias más amplias se 
encuentran en los sueros con absorbancias de Discusión 

valores superiores a 0,5. Los sueros con valores La validez o exactitud, términos sinónimos, de 
de absorbanciaentre 0,3 y C,5 son relativamente una prueba se realiza cuando se compara una 
pocos y los sueros con valores de absorbancia prueba nueva con una de referencia que, algunas 
menores de 0,3 se agrupan, con muy poca 
dispersión, alrededor de O (cero) de diferencia. 

cuadro paraelcálculodel kappade 
Los resultados de concordancia para la Cohen 

comparación de IFI> 1 :32 en suero y eluidos de Prueba A 
sangre seca recolectados en papel de filtro y para 

Positiva Negativa 

Prueba Positiva a b 

Negativa c d 

Cuadro 1 b.Valores de kappa para IFI y ELlSA 

P Prueba Avs  B a b c d Kappa 
$ o., 
z IFIdil.21132 101 11 6 477 0,9049 

ELISAAbs.E0,3 117 2 28 448 0,8544 
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veces, se la denomina prueba de oro, de 
referencia o diagnóstico. Para las pruebas 
dicotómicas, los valores más utilizados para 
establecer la validez o la exactitud son la 
sensibilidad y la especificidad; para pruebas con 
resultados continuos, es mejor utilizar toda la 
información calculando el área bajo la curva del 
receptor operador, ROC (8-1 0). 

Al hablar sobre reproducibilidad y dependiendo 
de lo que se desee, se puede calcular la 
concordancia cuando se trata de variables 
nominales que clasifican a los individuos en 
grupos exhaustivos y excluyentes pero que no 
son categorías ordenadas, con la prueba kappa 
de Cohen (12). El caso más sencillo es la 
concordancia entre dos pruebas que clasifican 
los individuos en positivo y negativo. 

Para el caso de variables continuas, a veces se 
desea conocer si una prueba o técnica recién 
estandarizada y evaluada en el laboratorio puede 
reemplazar a una ya existente. En este caso, los 
límites de concordancia de Bland y Altman (1 1) 
permiten establecer dichos límites, con los cuales 
la decisión no deoende de los valores 

El presente trabajo permite establecer que la 
reproducibilidad del IFI y el ELISA utilizando 
eluidos de sangre en papel de filtro son casi 
perfectas, según la clasificación que de los 
valores de kappa recomiendan Landis y Koch (1 3). 
Sin embargo, es importante mencionar que si se 
desea reemplazar el suero por eluidos de sangre 
seca recolectada en papel de filtro para la prueba 
de ELISA, solo sirve si se utiliza la técnica para 
definir positivo y negativo, porque los límites de 
acuerdo en especial con absorbancias mayores 
de 0,5 son muy amplios y, por tanto, si la prueba 
se desea utilizar para un seguimiento serológico 
no sería muy adecuada. 

La mayor concordancia del ELlSA encontrada en 
los puntos de corte 0,4 y 0,5 comparados con la 
que se obtienen para la IFI, así como la mayor 
sensibilidad y especificidad encontrada para esta 
técnica (8) hacen pensar en la posibilidad de 
discutir la posibilidad de reemplazo a la IFI por el 
ELlSA como prueba de referencia para la 
detección de anticuerpos contra 1 cruzi y para 
estudios epidemiológicos a gran escala. 
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