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NOTA TECNICA

Inmunodiagndstico de la infeccion en humanos por Trypanosoma
cruzi mediante ELISA utilizando sangre recolectada en papel de filtro

Luis C. Orozco', Diana Camargo?, Myriam C. Lopez®, Sofia Duque?, Luis E. Gualdron?,
Elvia Caceres®, Margarita Ronderos®, Maritza Rey®, Augusto Corredor®.

Resumen

Los estudios seroepidemiolégicos para la deteccion de anticuerpos contra Trypanosoma
cruzi requieren de un gran numero de muestras y la obtencién de sangre por puncién
venosa y su transporte se hacen dificiles y costosos. La recoleccion de sangre en papel
de filtro minimiza éstas dificultades y el estudio valor6 tanto éste sistema como la validez
y reproducibilidad del inmuncensayo ELISA para el inmunodiagnéstico de la infeccion
en humanos por T. cruzi. Se utilizo suero y eluidos de sangre recolectada en papel de
filtro de personas de zona endémica de enfermedad de Chagas para la deteccion de
anticuerpos contra T. cruzi mediante las pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
y ELISA. La validez del ELISA utilizando eluidos de sangre en papel de filtro presentd un
area bajo la curva de receptor operador (ROC) de 0.9944. El acuerdo del ELISA entre
los dos tipos de muestra presenté una distribucién cercana a la normal con un promedio
de -0.01 y una desviacion estandar de 0.23. Se evidencio 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 deteccién de anticuerpos contra T.
cruziy su utilizacion en estudios epidemioldgicos.
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Immunodiagnosis of Trypanosoma cruziinfection in humans using ELISA on blood
collected on filter paper

Abstract

Seroepidemiological studies for the detection of Trypanosoma cruzi antibodies 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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ELISA EN PAPEL DE FILTRO PARA T. CRUZI

cruzi antibodies by using the immunofluorescent antibody test (IFAT) and ELISA. The
validity of ELISA 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 ELISA 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 ELISA test. Its greater concordance, sensibility and specificity make the
ELISA test a good alternative to the Trypanosoma cruzi antibody detection reference
tests and for use in seroepidemiological surveys.
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Introduccién

Los estudios seroepidemioldgicos tienen una
larga tradicion que data desde mediados del siglo
XX (1-8). Muchos de estos estudios fueron
dificiles de realizar en el pasado debido a la
complejidad de las técnicas serolégicas que se
utilizaban. El desarrollo de las nuevas tecnologias
ha facilitado esta labor (3, 4), asi como los
sistemas simples de recoleccion de sangre (5).

Se ha recomendado que cuando se valore una
técnica o un nuevo sistema de recoleccion de
muestra de sangre, se realice tanto un estudio
de validez como de reproducibilidad. El presente
estudio selecciond como referencia la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) realizada en
suero (6) para validar su reproducibilidad
utilizando el inmunoensayo enzimatico (ELISA)
(7) comparando los resultados obtenidos con
suero y eluidos de sangre 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 (Boyaca), de las que se obtuvieron
sueros que fueron separados en alicuotas y
almacenados a —20 °C.

Inmunofluorescencia indirecta. Se detectaron
anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en las
muestras de suero (6) y eluidos de sangre seca
en papel de filtro (5) mediante IFI. Esta sirvio
como prueba de referencia, considerandose
valores positivas los mayores ¢ iguales a 1:32.

Ensayo inmunoenzimatico ELISA. Se detectaron
anticuerpos contra T. cruzi en las muestras de

suero mediante ELISA siguiendo la metodologia
descrita por M. C. Lopez y col. (8).

Recoleccion de muestras sobre papel de filtro.
Se recolectaron al azar 595 muestras de sangre
sobre papel de filtro Whatmann #3, delimitando
previamente un area circular con capacidad de
absorcion de 60 ul de sangre. Las muestras se
dejaron secar a temperatura ambiente sin
exposicion directa a la luz solar y, finalmente, se
almacenaron a 4 °C.

Procesamiento. Para la obtencién de suero, se
recorté el efrculo y se diluy¢ en 3 ml de solucion
reguladora de fosfatos (PBS) durante 24 horas
con lo cual se obtuvo una primera dilucién
equivalente a 1:100 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 dilucion optima de la
muestra para ser utilizada en la prueba de ELISA.

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

Analisis. Para establecer la validez del ELISA
utilizando sangre recolectada en papel de filtro,
se realizé una curva del receptor operador (ROC)
y se calculd el area bajo la curva (10), teniendo
como prueba de referencia la IFl en suero y
aceptando como positivo una dilucién igual o
mayor a 1:32.

Para evaluar la concardancia del ELISA entre la
absorbancia del suero y el papel de filiro, se
siguieron las recomendaciones de Bland y
Altman (11), para variables continuas. Se evalud
la reproducibilidad para el IFI en suero y papel
de filtro en la dilucién 1:32, calculando la kappa
de Cohen (12).
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