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Concordancia de dos pruebas serológicas 
para el diagnós�co de la enfermedad de Chagas

          17 min.

 
 La enfermedad de Chagas es una 
afección parasitaria, sistémica, crónica 
causada por el protozoo Trypanosoma cruzi 
(T cruzi). Es una patología endémica en 21 
países de América. Inves�gadores del Centro 
de Inves�gaciones en Enfermedades 
Tropicales nos presentan un análisis de 
concordancia entre un Ensayo Inmuen-
z i m á � c o  ( E L I S A )  y  u n o  p o r  I n m u -
nofluorescencia Indirecta (IFI) para el 
diagnós�co de la infección eneluídos 
sanguíneos.
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Resumen 

Obje�vo: Establecer la concordancia entre 
un Ensayo Inmunoenzimá�co Ligado a una 

Enzima Casera (E L I SA) y la Inmuno-
fluorescencia Indirecta ( I F I )  para el 
diagnós�co de infección por T. cruzi 
empleando eluidos sanguíneos. 

Metodología: Se realizó un estudio de 
evaluación de tecnología diagnós�ca y 
muestreo de corte transversal a 650 
habitantes de una zona endémica de 
Colombia. Se determinó el área bajo la curva 
de operador-receptor (del inglés ROC) y se 
usó la I F I  estandarizada en eluidos 
sanguíneos como gold standard. Se 
estableció el punto de corte para el ELISA, 
así como la concordancia entre las lecturas. 

Resul tados:  E l  E L I S A  presentó 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 posi�vas para an�cuerpos 
an�-T. cruzi por ELISA y 10,9 % por IFI.

Conclusiones: El ELISA mostró buena 
concordancia frente a IFI, por lo tanto es una 
buena elección diagnós�ca para la población 
que vive en áreas remotas. 

Palabras Clave: Enzima casera, enfermedad 
de Chagas, Trypanosoma cruzi, diagnós�co, 
serología (fuente: DeCS, BIREME).

 La enfermedad de Chagas causada 
por Trypanosoma cruzi aún se considera un 
serio problema de salud pública en 
La�noamérica (1,2). Los datos de la 
Organización Panamericana de la Salud 
(OPS) del año 2006 sugieren que 7,6 
millones de personas están infectadas y 
a p r o x i m a d a m e n t e  7 5  m i l l o n e s  s e 
encuentran en riesgo de adquirir el parásito 
(3,4). En Colombia la enfermedad de Chagas 
e s t á  d i s t r i b u i d a  e n  d i f e r e n t e s 

departamentos, principalmente de la zona 
oriental del país, donde alrededor de un 
millón de personas son seroposi�vas (5,7). 
Los datos de prevalencia de los tamizajes de 
bancos de sangre en esta zona oscilan entre 
1,2 % y 7,2 % (8,9).

 La presencia de T. cruzi  en 
muestras biológicas o tejidos confirma el 
diagnós�co de la infección y su hallazgo 
depende de la fase clínica de la enfermedad: 
aguda o crónica.   Para el diagnós�co en la fa-
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se crónica, asintomá�ca o sintomá�ca, se 
h a n  d e s a r r o l l a d o  v a r i a s  t é c n i c a s 
inmunológicas para la detección de 
an�cuerpos específicos �po IgG contra 
epimas�gotes de T. cruzi, entre ellas la 
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), el 
Ensayo Inmunoenzimá�co Ligado a una 
Enzima (EL ISA) y la Hemaglu�nación 
Indirecta (HAI) (10-13). La mayoría de las 
técnicas inmunológicas comerciales 
emplean an�genos recombinantes o 
an�genos preparados a par�r de cepas no 
autóctonas an�génicamente diferentes a las 
cepas locales, lo que conduce a baja 
sensibilidad y especificidad de las mismas 
(14,15).

 En la mayoría de las áreas 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 diagnós�co oportuno de la 
infección. Los laboratorios clínicos de los 
munic ip ios  endémicos no �enen la 
infraestructura adecuada para la realización 
de dichas pruebas y por consiguiente deben 
enviar las muestras de suero para el 
diagnós�co a ins�tuciones de mayor 
complejidad. Para facilitar el envío de 
muestras desde zonas de di�cil acceso varios 
autores han recomendado la absorción de la 
sangre en papel filtro para posteriormente 
del eluido sanguíneo realizar las pruebas 
serológicas (16-20).

 Desde los años sesenta, países 
como Brasi l ,  México y  Panamá han 
reportado el uso del eluido sanguíneo para la 
detección de an�cuerpos an�-T. cruzi 
m e d i a n t e  p r u e b a  d e  fi j a c i ó n  d e 
complemento (F C),  I F I  y  E L I S A  con 
excelentes resultados de sensibilidad y 
especificidad (16,21-22). En Colombia, en 
1990 se realizó un trabajo en una zona 
endémica de Boyacá 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 mayoría 
de las pruebas comerciales no están estan-
darizadas para emplear eluidos sanguíneos; 
entonces se hace indispensable desarrollar 
pruebas inmunológicas caseras para el 
procesamiento de eluidos en las cuales se 
empleen cepas de T. cruzi locales. Si bien 
existen estudios en los que se emplea el 
eluido sanguíneo para detección de 
an�cuerpos �po IgG para Chagas las 

caracterís�cas de calidad no han sido 
descritas en todos ellos, por consiguiente el 
obje�vo del presente trabajo fue determinar 
la concordancia entre las técnicas ELISA 
casera e IFI u�lizando una cepa colombiana 
como an�geno para detectar an�cuerpos 
�po IgG an�-T.cruzi en eluidos.

Metodología

Diseño y población

 Se realizó un estudio de evalua-
ción de tecnología diagnós�ca en Fase I 
mediante un muestreo de corte transversal 
(23,24). Entre los meses de diciembre de 
2008 y junio de 2009 y con mínimo 6 meses 
de duración en la zona y con firma del 
consen�miento informado se incluyeron 
par�cipantes de todas las edades proce-
dentes del área rural de los municipios de 
Aguazul o Maní del Departamento de 
Casanare. El cálculo del tamaño de muestra 
se realizó 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 precisión de 5 %. El 
tamaño de muestra correspondió a 626.

Muestras biológicas

 Las muestras de sangre obtenidas 
por punción capilar fueron impregnadas en 
papel filtro Whatman No.3 de 1,5 cm. de 
diámetro en un volumen de 60 μl. Cada filtro 
fue sumergido en 480 μl de Phosphate Buffer 
Saline (PBS) pH 7,2 e incubado a 4°C por 24 
h o ra s .  Po ste r i o r m e nte  s e  d e j a ro n  a 
temperatura ambiente, se centrifugaron por 
siete minutos a 2.500 r.p.m y los eluidos se 
almacenaron a -20°C.

ELISA

 El an�geno correspondió a epi-
mas�gotes de una cepa colombiana de T. 
cruzi geno�po I. El ELISA casero fue una 
versión modificada del protocolo de 
an�genos inmovilizados (25). Para éste, 
microplacas de polies�reno de 96 pozos 
(NUNC®) se incubaron durante 18 horas a 
4°C con 6,5 μg/ml de an�geno. Los eluidos 
diluidos 1/160 en buffer carbonatos pH 9,6 
fueron incubados por una hora a 37ºC. 
Después del bloqueo con albúmina de huevo 
y los lavados con PBS-Tween 20 0,05 % a pH 
7,2,  se adic ionó el  conjugado an�-
inmunoglobul ina G humana cadena 
específica marcada con fosfatasa alcalina 

(SIGMA®) diluida 1/2.000 y se incubó por 
dos horas. La ac�vidad enzimá�ca fue 
detectada con el sustrato cromogénico p-
nitrofenilfosfato. La reacción fue detenida 
con NaOH 3N y las absorbancias leídas a 405 
nm con filtro de referencia de 620 nm en un 
lector de ELISA (Anthos 2020).

Inmunofluorescencia Indirecta -IFI-

 Los epimas�gotes de T. cruzi 
fueron lavados con solución salina (0,9 %) 
estéril y posteriormente con formol al 2 %. 
Enseguida se centrifugaron y el sedimento se 
resuspendió en solución salina estéril hasta 
obtener la concentración de 20 – 40 
parásitos por campo en 40X. Se sirvieron en 
p ozo s  d e  p l a ca s  d e  1 8  p ozo s  y  s e 
almacenaron a -20°C. Brevemente, se 
sirvieron las placas con una dilución en serie 
de los eluidos. Estos se incubaron a 37°C 
durante 70 minutos. Después de los lavados 
se adicionó el conjugado an�-IgG humana 
marcado con iso�ocianato de fluoresceína 
diluido 1/80 en Azul de Evans 1/750. Luego 
de la incubación, se realizó la lectura en un 
microscopio de Inmunofluorescencia con 
obje�vo de 40x. Las muestras con �tulo igual 
o mayor a 1/32 se consideraron posi�vas. La 
lectura se realizó sin tener conocimiento 
previo de los resultados del ELISA y por dos 
operadores expertos.

 Para las dos pruebas serológicas 
los controles nega�vos correspondieron a 
eluidos de pacientes de una zona no 
endémica y los posi�vos a eluidos de 
pacientes con diagnós�co de enfermedad de 
Chagas crónica de la misma zona, con 
resultados de absorbancias altas, medias y 
bajas. Todas las pruebas se realizaron por 
duplicado.

Análisis de datos

 Los resultados obtenidos se regis-
traron en una base de datos de Excel 
(Microso� office, 2007) y los análisis se 
realizaron con el so�ware Stata 10,0 (Stata 
Corp. 2007. Stata Sta�s�cal So�ware: 
Release 10. College Sta�on, TX: Stata Corp 
LP). Se calculó el coeficiente de correlación 
intraclase para determinar la capacidad 
discrimina�va del ELISA y la validez de esta 
prueba 211 Farfán - Diagnós�co de la 
enfermedad de Chagas se estableció 
mediante el cálculo del área bajo la curva del 
receptor operador (ROC) (26), usando como 
test de referencia la IFI y considerando como 
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resultado reac�vo la dilución igual o mayor a 
1/32. Se seleccionó el punto de corte donde 
la sensibilidad y especificidad del ELISA 
presentó las mejores caracterís�cas de una 
prueba de tamizaje. La concordancia se 
analizó teniendo en cuenta los duplicados 
del mismo corrido del ELISA.

Aspectos é�cos

 Este estudio correspondió a una 
inves�gación con riesgo mínimo de acuerdo 
con la resolución No.08430 de 1993 del 
Ministerio de Salud de Colombia. Fue 
aprobado por el comité de é�ca 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 filtro de los habitantes de 
u n a  z o n a  e n d é m i c a  c o n  e d a d e s 
comprendidas entre los cinco meses y 88 
años, las cuales se procesaron con las 
técnicas de ELISA e IFI.

Figura 1. Límites de acuerdo del ELISA en 
eluidos.

 El coeficiente de correlación 
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 límites de 
acuerdo del 95 % mostraron la distribución 
de las absorbancias de las dos lecturas 
alrededor del acuerdo promedio más y 
menos dos desviaciones estándar. El límite 
de concordancia del 95 % estuvo entre -
0,075 y 0,082. Las absorbancias por debajo 
de 0,5 se agruparon alrededor de cero y se 
observó que al aumentar la absorbancia se 
incrementaba la dispersión de los datos 
(Figura 1).

 Teniendo como referente la 
prueba de IF I  y estableciendo como 
resultado posi�vo una dilución igual o mayor 
a 1/32 se aprecia que más del 50 % de los 
resultados posi�vos por IFI presentaron 
valores de absorbancia en el  E L I S A 
superiores a 0,5 (Figura 2).

Figura 2. Distribución de las absorbancias del 
ELISA frente al resultado de IFI en eluidos

 La calidad del ELISA casero se 
expresó a través del área bajo la curva ROC, 
la cual fue de 0,9795 (IC95 %: 0,959-0,999) 
con un error estándar de 0,013, lo que indicó 
una buena capacidad discriminatoria para el 
diagnós�co de infección por T. cruzi (Figura 
3).

Figura 3. Área bajo la curva ROC para el 
ELISA en eluidos

 Para seleccionar el punto de corte 
del E L I SA en muestras de eluido se 
establecieron las  caracter ís�cas 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 mostró una 
sensibilidad de 97,2 % y una especificidad de 

93,7 % (Tabla1).

 El índice Kappa entre IFI 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

 Con el punto de corte de 0,5 
establecido para la técnica de ELISA, 108 
(16,6 %) muestras fueron posi�vas por ELISA 
y 71 (10,9 %) por IFI. Posi�vidad simultánea 
se observó en 69 (10,6 %) casos (Tabla 2). Los 
valores predic�vos posi�vo y nega�vo 
correspondieron a 63,9 y 99,6 respec�-
vamente.

Tabla 2. Posi�vidad del ELISA e IFI en eluidos

 Con el fin de dar un resultado 
defini�vo a cada uno de los par�cipantes del 
estudio, se tomó una nueva muestra a 
aque l los  que  presentaron  pruebas 
discordantes: ELISA posi�va con IFI nega�vo 
o ELISA nega�va con IFI posi�vo (datos no 
publicados). 

Discusión

 La Organización Mundial de la 
Salud recomienda emplear tres métodos 
serológicos dis�ntos para establecer el 
diagnós�co defini�vo de la enfermedad de 
Chagas (28).

 El ELISA es una de las técnicas 
serológicas más sensible u�lizada para el 
diagnós�co de la enfermedad de Chagas en 
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su fase crónica. Su interpretación depende 
de parámetros calculados más que de la 
interpretación subje�va de quien realiza la 
prueba (29). Además del ELISA está la HAI y 
la IFI 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 diagnós�co 
de la enfermedad. Estas técnicas se basan en 
el empleo de fracciones an�génicas 
semipurificadas o totales de epimas�gotes o 
tripomas�gotes de T. cruzi (30). En este 
estudio se determinó una buena correlación 
entre los resultados obtenidos por ELISA y 
por I F I  en eluidos, a pesar de usar 
preparaciones an�génicas diferentes. En la 
prueba de ELISA se u�lizó un extracto 
completo crudo que representa los 
an�genos solubles que componen el 
mosaico an�génico del epimas�gote, 
mientras que en la IFI se u�lizaron parásitos 
completos donde los únicos an�genos que 
están disponibles para interactuar con los 
an�cuerpos del huésped son los an�genos 
de superficie (31).

 Tal como fue reportado por Bucio y 
colaboradores, el uso de cepas autóctonas 

aumenta la sensibilidad y la especificidad de 
la prueba de ELISA para la detección de 
an�cuerpos an�-T. cruzi(32). Para el ELISA 
casero de este estudio se usó como an�geno 
una cepa colombiana de T. cruzi que 
corresponde al geno�po más común que 
circula en la zona oriental del país (33).

 El uso de papel filtro ha sido 
empleado sa�sfactoriamente para el 
tamizaje de otras infecciones de transmisión 
vectorial como dengue lo que ex�ende su 
uso en zonas de di�cil acceso (34). Esta 
técnica minimiza las dificultades de costo y 
transporte de las muestras convir�éndose 
en una herramienta ú�l para estudios 
seroepidemiológicos en población dispersa 
como la de este estudio. Además bajo 
condiciones adecuadas de almacenamiento 
pueden ser usadas hasta por un año sin 
presentar alteraciones significa�vas en los 
�tulos de an�cuerpos (35).

 Estudios previos que usaron 
sangre colectada en papel filtro y que 
e m p l e a r o n  l a  t é c n i c a  d e 
inmunofluorescencia indirecta mostraron 
un 100 % de concordancia con los sueros 

posi�vos y 0,8 % de los sueros nega�vos 
presentaron resultado reac�vo cuando se 
procesaron en papel filtro; estos falsos 
posi�vos no fueron significa�vamente 
importantes dadas las otras ventajas que 
representa este método (17).

 Son pocas las inves�gaciones que 
presentan las caracterís�cas de confiabilidad 
y calidad de las pruebas que son empleadas 
para realizar diagnós�co 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 que los valores de absorbancia 
obtenidos en las muestras de pacientes con 
diagnós�co posi�vo para Chagas se 
encuentran entre 0,508 y 1,469 (18). De igual 
manera López y colaboradores encontraron 
las mejores caracterís�cas de sensibilidad y 
especificidad con un punto de corte de 0,4 
para la técnica de E L I SA en eluidos 
provenientes de pacientes de zona 
endémica de Colombia usando como gold 
estándar la IFI (20). El área bajo la curva ROC 
para eluidos hallada en este estudio fue de 
0,975, similar a la obtenida por Orozco y 
colaboradores (0,994) quienes usaron 
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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 más 
altos respecto a este trabajo (19). Esta 
discrepancia puede deberse a una diferencia 
en la concentración final del an�geno y al 
procesamiento de la técnica de ELISA.

 En estudios previos realizados por 
el mismo grupo se u�lizaron las pruebas IFI y 
ELISA en sueros para el diagnós�co en la 
enfermedad de Chagas en habitantes de una 
zona endémica de Santander, con en el que 
se obtuvieron resultados de calidad 
sa�sfactorios para las dos técnicas evaluadas 
(36,37).

 Una limitación de este estudio fue 
la no obtención de suficientes muestras de 
suero de todos los par�cipantes para 
establecer la concordancia con los eluidos. 
No obstante dadas las ventajas que presenta 
la recolección y el transporte de sangre 
impregnada en papel filtro en áreas de di�cil 
acceso, es innegable la u�lidad del papel 
filtro para el tamizaje de la infección por T. 
cruzi.

 Se concluye en este estudio que el 
ELISA frente a IFI en eluidos sanguíneos 
�ene muy buena concordancia y por lo tanto 
se recomienda extender su uso para el 
diagnós�co de la infección por T. cruzi en 
poblaciones que viven en áreas remotas.
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