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Introduccion. El diagnéstico de infeccién por Trypanosoma cruzi en fase crénica se hace por medio
de pruebas serolégicas cuya reproducibilidad no esta muy documentada.

Objetivo. Evaluar la reproducibilidad de las pruebas serolégicas ELISA, IFI y HAI para el diagnostico
de infeccién por T. cruzi en mujeres embarazadas de una zona endémica de Santander.

Materiales y meétodos. Mediante la evaluacion de la tecnologia diagnostica se determind la
reproducibilidad de las pruebas seroldgicas ELISA, IFI y HAl en muestras de suero y elucién sanguinea,
seleccionadas mediante muestreo de corte transversal y pertenecientes a mujeres embarazadas de
una zona endémica para enfermedad de Chagas en Santander. Se usé el software Stata, versién 10.0,
para los analisis estadisticos. La prueba con la mejor reproducibilidad se determin6 por medio de la
comparacion de los indices kappa mas altos de cada técnica.

Resultados. Se evaluaron 777 sueros y elucién sanguineas. En suero, la prueba ELISA (punto de
corte=0,3), la IFIl (punto de corte=1/32) y la HAI (punto de corte=1/16) presentaron indices kappa
mayores de 0,8 (0,98, IC,,: 0,93-1,00; 0,98, IC,, : 0,92-1,00y 0,88, IC,, : 0,74-0,97, respectivamente);
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las tres pruebas evaluadas (p>0,05).
Para la elucion sanguinea, el indice kappa estuvo por debajo de 0,8 (valor kappa mas alto: 0,55, IC,,:
0,41-0,68).

Conclusiones. Las tres pruebas serolégicas presentaron reproducibilidad perfecta en suero,
determinada mediante el indice kappa, por lo que cualquiera de ellas seria Util para establecer el
diagnéstico de infeccién por T. cruzi. Por su simplicidad y su costo, la prueba ELISA se recomienda
como prueba de eleccion para los programas de tamizacion de esta infeccién.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, mujeres embarazadas, pruebas
seroldgicas, reproducibilidad de resultados, salud publica.
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Reproducibility of serological tests for the diagnosis of Trypanosoma cruziinfection in pregnant
women in an endemic area of Santander, Colombia

Introduction: The diagnosis of chronic Trypanosoma cruzi infection is supported by serological tests
whose reproducibility has not been well documented.

Objective: To evaluate the reproducibility of the serological tests ELISA, IFAT and IHAT for the diagnosis
of T. cruziinfection in pregnant women in an endemic zone in Santander.

Materials and methods: Through an evaluation study of diagnostic technologies, the reproducibility of
the serological tests ELISA, IFAT and IHAT was determined in serum and eluted blood from pregnant
women living in an endemic area for Chagas’ disease in Santander. The samples were selected by cross
sectional sampling. The software Stata™ version 10.0 was used for statistical analysis. By means of
the comparison of the highest kappa coefficient of each technique, the test with the best reproducibility
was determined.

Results: Atotal of 777 samples were tested. In serum, ELISA (cutoff point: 0.3), IFAT (cutoff point: 1/32)
and IHAT (cutoff point: 1/16) had kappa coefficients greater than 0.8 (0.98, 95% CI: 0.93-1.00; 0.98,
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95% ClI: 0.92-1.00 and 0.88, 95% CI: 0.74-0.97, respectively); no statistically significant differences
among the three tests were found (p> 0.05). For the blood eluates, kappa coefficients were below 0.8

(highest kappa: 0.55, 95% CI: 0.41-0.68).

Conclusions: For the three serological tests using serum, the reproducibility determined by the kappa
coefficient was perfect. Selecting any of them is useful for the diagnosis of T. cruzi infection. Given its
simplicity and cost, the ELISA test is recommended for screening for this infection.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, pregnant women, serologic tests, reproducibility of

results, public health.
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La enfermedad de Chagas, causada por la infeccién
por Trypanosoma cruzi, representa un problema
de salud publica en Latinoamérica. En Colombia
se estima que la poblacion de zonas endémicas
expuesta o en riesgo de infeccion es de 4'792.000
habitantes y el nuimero de infectados es de
436.000 (1). Para el caso particular de las mujeres
embarazadas, en Suramérica se han encontrado
prevalencias que van de 1,7 a 80 % (2-6).

El diagnéstico de la infeccién se hace mediante
pruebas seroldgicas y parasitoldgicas, las cuales
se emplean segun la fase clinica en la que se
encuentre el paciente. Asi, en la fase crdnica,
cuando no hay parasitos en circulacién, las
pruebas serolégicas son utiles dado que detectan la
presencia de anticuerpos que indican un contacto
previo con el parasito (7,8).

La prueba ELISA (Enzime Linked Immunosorbent
Assay) y la inmunofluorescencia indirecta (IFI)
generalmente se emplean como pruebas para el
diagnéstico de infeccion en la fase indeterminada y
crénica de la infeccion (9); al usar la IFI como prueba
de referencia, la sensibilidad de la ELISA puede
estar por encima de 80 % (10). Varios estudios han
demostrado que, comparada con los resultados
obtenidos por pruebas comerciales, la sensibilidad
de las pruebas serolégicas mejora si se usan cepas
locales de T. cruzi como antigeno (11,12).

Para las autoridades de salud publica de Colombia
es importante identificar las mujeres embarazadas
infectadas con T. cruzi, ya que de ello depende
la vigilancia de la transmision de la infeccion por
la via vertical (madre-hijo). Por lo tanto, se hace
necesario establecer la calidad de las pruebas
serolégicas con las que se hace el diagnéstico
de esta infeccién en zonas endémicas del pais e
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identificar la prueba que sea mas apropiada para
tal fin, aun mas cuando el patrén de referencia para
este evento no esta claramente establecido.

El objetivo de este estudio fue determinar y
comparar la reproducibilidad de las pruebas
ELISA, IFl y de inhibicion de hemaglutinacién
(Haemagglutination Inhibition, HAI), para el
diagndstico de infeccién por T. cruzi en mujeres
embarazadas de una zona endémica para Chagas
en el departamento de Santander.

Materiales y métodos
Poblacion, diseno y conduccion del estudio

En este estudio se evaluaron las tecnologias
diagnosticas en fase Il mediante un disefio de
corte transversal en el cual se compararon tres
pruebas serolégicas en todas las muestras (13).
Se identificaron todas las mujeres embarazadas
que asistieron a control prenatal entre agosto de
2010 y septiembre de 2011 en 23 municipios de
tres provincias (Guanentina, Comunera y Garcia
Rovira), que corresponden a una zona endémica
para la enfermedad de Chagas en Santander.

Las mujeres embarazadas participaban en el
programa piloto de vigilancia de enfermedad
congénita de Chagas en Colombia (Cucunuba
Z, Valencia C, Flérez C, Leén C, Castellanos Y,
Cérdenas A, et al. Pilot program for surveillance
of congenital Chagas disease in Colombia, 2010-
2011. 15" International Congress on Infectious
Disease. Bangkok, June 13-16, 2012. Int J Infect
Dis. 2012;16(Suppl.1):53.011). Los criterios de
inclusion fueron estado de embarazo, residencia
en uno de los municipios seleccionados y
aceptacion de participar en el estudio mediante
consentimiento informado.

Calculo del tamano y seleccioén de la muestra

Se calcul6 el tamafo de la muestra teniendo en
cuenta hallazgos previos con un coeficiente de
correlacion intraclase de 0,80 para la ELISA y de
0,76 para la IFl, y un poder de 0,9 (14), asi como
una proporcién de diagnésticos positivos de 0,03
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y un nivel de confianza de 95 %, con base en lo
cual se estimo6 incluir un minimo de 700 muestras
en el estudio. Teniendo en cuenta que en el
banco de sueros se contaba con 1.518 muestras
recolectadas de mujeres embarazadas en el
periodo del estudio, se procedié a un muestreo
aleatorio simple para la seleccion de una muestra
representativa de la poblacién.

Pruebas de laboratorio

La presencia de anticuerpos anti-T. cruzi se
determiné mediante las pruebas ELISA, IFI'y HAL
Para la prueba ELISA se evaluaron las absorbancias
obtenidas en suero y en elucion sanguinea a partir
de muestras de sangre en papel de filtro; para IFI
y HAI se evaluaron los titulos obtenidos en las dos
lecturas realizadas con cada una de estas pruebas
(figura 1).

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo
en el Laboratorio de Parasitologia del Instituto
Nacional de Salud por parte de dos bacteriélogas
con mas de cinco afios de entrenamiento en
diagndstico seroldgico, quienes desconocian los
resultados previos de las pruebas.

El antigeno empleado para las técnicas ELISA e IFI
fue la cepa colombiana NV de T. cruzi previamente
caracterizada como unidad discreta de tipificacion
(Discrete Unit of Typification, DTU) Tcl (15). Para
la HAI se utilizd el estuche de la casa comercial
Wiener, que utiliza glébulos rojos de carnero
sensibilizados con antigenos citoplasmicos de
cepas de T. cruzi circulantes en el Cono Sur.
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Los protocolos para el procesamiento de las
pruebas fueron los estandarizados en el Laboratorio
de Parasitologia del Instituto Nacional de Salud. El
montaje de las muestras para la ELISA se hizo por
duplicado y su lectura fue la absorbancia emitida
a 405 nm por el lector de placas de la institucion.
La IFI se hizo en diluciones desde 1:8 hasta 1:256
y el reporte del resultado fue la ultima dilucién en
la que se observé fluorescencia con objetivo de
40X en el microscopio de inmunofluorescencia. El
procesamiento e interpretacion de la HAI se hizo
siguiendo las indicaciones del fabricante (16).

Analisis estadisticos

Los resultados de las pruebas se registraron en
una base de datos en MS Excel® y se analizaron
con Stata®, versién 10.1 (17). Para conocer la
concordancia entre las lecturas 1 y 2 de las
pruebas ELISA en las muestras de suero y la
lectura de la elucién sanguinea, se utilizaron los
limites de concordancia de Bland y Altman (13).
Para evaluar la reproducibilidad de variables
continuas, en este caso las absorbancias de
la prueba ELISA, se empleé un coeficiente de
correlacién intraclase de 2,1 con un intervalo de
confianza de 95 %. Cuando las variables eran
dicotomicas se usé el indice kappa (18) medido
en diferentes puntos de corte establecidos para
cada prueba, asi: para el ELISA, con absorbancias
en densidad éptica de 0,3, 0,4 y 0,5; para la IFI,
con diluciones seriadas desde 1/32 hasta 1/256,
y para la HAI, con diluciones seriadas desde 1/8
hasta 1/16.

Reproducibilidad de
pruebas seroldgicas

ELISA IFI HAI
Elucién Suero Suero, Suero, Suero, Suero,
sanguinea lectura 1 lectura 2 lectura 1 lectura 2

Suero,
lectura 2

Suero,
lectura 1

Figura 1. Flujograma del muestreo empleado para cada una de las pruebas serologicas evaluadas

200



Biomédica 2014;34:198-206

Para comparar la reproducibilidad de las tres
pruebas, primero fue necesario seleccionar el
mejor valor kappa obtenido para cada una de ellas.
Dado que estos valores kappa correspondian a
muestras dependientes, es decir pareadas, se usé
la metodologia desarrollada por Donner, et al., que
requiere calcular varianza y covarianza (19). Una vez
hecho esto, se calcularon y compararon los valores
de Z (20) y sus correspondientes valores de p.

Consideraciones éticas

El estudio se ajusté a los lineamientos de la
Resolucién No. 008430 del 4 de octubre de
1993 emitida por el Ministerio de Salud, por lo
que se consider6 una investigacién de riesgo
minimo segun el articulo Il del capitulo I. La
investigacion fue aprobada por el Comité de Etica
en Investigacion del Instituto Nacional de Salud
segun acta 002 del 11 de julio de 2008, asi como
por el Comité ad hoc de Etica en Investigacion
de la Universidad Industrial de Santander bajo el
cédigo EPI 2033 del 15 de noviembre de 2012.

Resultados
Caracterizacion demografica de la poblacion

Se procesaron 777 sueros y eluciones sanguineas
a partir de muestras de sangre en papel de filtro
pertenecientes a mujeres embarazadas de una
zona endémica del departamento de Santander.
Las participantes provenian de 23 municipios
ubicados en las provincias Comunera (37,8 %),
Garcia Rovira (29,3 %) y Guanenta (32,8 %), y
sus edades fluctuaban entre 13 y 45 afios, con
un promedio de 25 afios (DE=6,89). Del total

2a. Suero, lecturas 1y 2

—_
L

0 5 1 1.5 2
Promedio de las 2 lecturas de ELISA

Diferencia de las lecturas 1y 2, ELISA

Reproducibilidad de pruebas serolégicas para Trypanosoma cruzi

Cuadro 1. Caracterizacion de la poblacion de mujeres
embarazadas incluidas en el estudio

Variable n % ICgse,
Provincia
Comunera 294 37,84 34,42 - 41,35
Garcia Rovira 228 29,34 26,16 - 32,68
Guanenta 255 32,82 29,52 - 36,24
Procedencia
Area rural 413 53,15 49,57 - 56,71
Area urbana 364 46,85 43,29 - 50,43
Edad 24,9* 6,89** 13  -45***
Estrato socioeconémico
1 534 68,90 65,33 - 71,97
2 216 27,87 24,67 - 31,09
3 22 2,84 1,78 - 4,26
>4 5 0,4 0,21 - 1,49

*: promedio; **: desviacién estandar; ***: rango

de participantes, 68,9 % pertenecia al estrato
socioeconémico 1, 53,15 % procedia del area
rural, y 46,85 % del area urbana (cuadro 1).

Concordancia de la ELISA en suero y en
papel de filtro

Para determinar la concordancia entre las pruebas
ELISA en muestras de elucion sanguinea y de
suero, se utilizaron los limites de concordancia
de Bland y Altman. Las lecturas 1 y 2 en suero
fluctuaron entre -0,13 y 0,14, la desviacion
estandar fue de 0,07 y el promedio de la diferencia
entre las mediciones fue de -0,003. Los valores
de absorbancia estuvieron por debajo de 0,3.
Cuando la absorbancia fue superior a 0,5, los
valores se salieron de los limites de concordancia
(figura 2a). Para el caso de la comparacion de las
lecturas en suero con las de elucién sanguinea,

2b. Elucion sanguinea y suero

1 1.5
Promedio de las 1y el eluido ELISA

Diferencia de la lectura 1 y la elucién, ELISA

— Acuerdo promedio observado —— Limites de acuerdo 95%

‘ — Acuerdo promedio observado —— Limites de acuerdo 95%

y=0 es la linea de acuerdo promedio perfecto

Figura 2. Limites de concordancia para la prueba ELISA

y=0 es la linea de acuerdo promedio perfecto
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los limites de concordancia estuvieron entre -0,29
y 0,45, la desviacion estandar fue de 0,19 y el
promedio de la diferencia entre las mediciones
fue de 0,078. La comparacion de la ELISA en
suero con la de la elucion sanguinea dejé ver que
los valores de absorbancia se concentraron por
debajo de 0,3. Con absorbancias mayores de
0,4, los datos se dispersaron en igual proporcion
por encima y por debajo de 0,5. No obstante,
cuando la absorbancia se situ6 en alrededor de
0,5 aparecié un grupo de datos por encima del
limite superior (figura 2b).

Reproducibilidad de ELISA, IFl y HAI

Para evaluar la reproducibilidad de las pruebas
serolégicas con los valores de absorbancia de la
ELISA y los titulos de la IFl y la HAI, se utilizé el
coeficiente de correlacién intraclase (2,1). La mejor
reproducibilidad se observé para las pruebas de
ELISA en suero con un coeficiente de correlacién
intraclase de 0,92 (cuadro 2).

El comportamiento de los resultados de las
pruebas ELISA, IFI y HAlI como variables
dicotdbmicas, se determin6 mediante el calculo
del indice kappa con su respectivo intervalo de
confianza de 95 % para cada uno de los puntos
de corte establecidos.
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El valor kappa mas alto para la IFI se registré en la
dilucién de 1/32: 0,98 (IC,,,, 0,94-1,00). Para la HAI
fue de 0,88 (IC,,: 0,74-0,97) con punto de corte
en cualquiera de las diluciones evaluadas. Para la
ELISA en elucién sanguinea y las lecturas 1 y 2 en
suero, fue de 0,55 (IC,,,, 0,41-0,68) con un punto
de corte de absorbancia de 0,4; para las lecturas
1y 2 de la ELISA en muestras de suero fue de
0,98 (IC,,,: 0,94-1,00) con un punto de corte de
0,3 (cuadro 3).

Para la comparacion de las tres pruebas sero-
l6gicas se empled el mejor indice kappa individual
obtenido en cada una de las pruebas, asi:
para la ELISA en suero, en el punto de corte
correspondiente a 0,3 (0,98; IC,, 0,93-1,00),
para la IFl, el correspondiente a una dilucion de
1/32 (0,98; IC,,,, 0,92-1,00) y, para la HAI, en una
dilucion de 1/16 (0,88; IC,,,, 0,74-0,97). Teniendo en
cuenta la dependencia de las muestras, se utilizd
la formula presentada por Donner, et al. (20). Los
valores de p calculados permitieron establecer que
no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre las pruebas ELISA, IFl y HAI (cuadro 4).

La prevalencia de infeccion, entendida como un
resultado positivo en las tres pruebas procesadas,
cada una dos veces (es decir, seis pruebas en

Cuadro 2. Valores de coeficiente de correlacion intraclase para la prueba ELISA en muestras de suero y elucion

Pruebas CCi 2,1 ICqs0,
ELISA en suero, lectura 1 Vs. ELISA en suero, lectura 2 Vs. ELISA en elucién sanguinea 0,58 0,49 - 0,65
ELISA en suero, lectura 1 Vs. ELISA en suero, lectura 2 0,92 0,91-0,93
ELISA en suero, lectura 1 Vs. ELISA en elucién sanguinea 0,43 0,31-0,53
ELISA en suero, lectura 2 Vs. ELISA en elucion sanguinea 0,40 0,26 - 0,50
CCl: coeficiente de correlacioén intraclase
Cuadro 3. Valores kappa para las tres pruebas practicadas y para los diferentes puntos de corte analizados
Prueba Punto de corte Kappa ICqse,
IF1, lectura 1 Vs. IFI, lectura 2 1/32 0,98 0,92- 1,00
1/64 0,95 0,86 -1,00
1/128 0,84 0,66 - 0,95
1/256 0,69 0,43 - 0,86
HAI, lectura 1 Vs. HAI, lectura 2 1/8 0,88 0,74 -0,97
1/16 0,88 0,74 -0,97
ELISA en elucién sanguinea Vs. ELISA en suero, lectura 1 0,3 0,31 0,21-0,42
0,4 0,55 0,39-0,68
0,5 0,48 0,31-0,64
ELISA en elucion sanguinea Vs. ELISA en suero, lectura 2 0,3 0,31 0,21-0,43
0,4 0,55 0,41 -0,68
0,5 0,38 0,22 - 0,55
ELISA en suero, lectura 1 Vs. ELISA en suero, lectura 2 0,3 0,98 0,93 -1,00
0,4 0,92 0,80 - 0,98
0,5 0,87 0,73-0,96
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Cuadro 4. Comparacion de los valores kappa de las pruebas
serolégicas evaluadas

Dato HAI Vs. ELISA  IFI Vs. HAI  ELISA Vs. IFI
Covarianza -2,7 x10* -2,8x10* 1,1 x10°%
Valor Z 1,58 1,5 0,08

p a dos colas 0,11 0,13 0,94

p a unacola 0,06 0,06 0,47

total), fue de 2,32 % en las siguientes condiciones:
para la ELISA en suero, con punto de corte mayor
o igual a 0,3, para la IFl, mayor o igual a 1/32 vy,
para la HAI, mayor o igual a 1/16. No obstante,
al considerar un resultado positivo en, al menos,
una prueba, la prevalencia alcanzé 3,73 %. Al
observar los datos individuales para cada una de
las técnicas, los resultados variaron en un rango
entre 2,45 y 3,60 % (cuadro 5).

Discusion

Tanto la validez como la confiabilidad son caracte-
risticas de la calidad de las pruebas diagnosticas.
En la mayoria de los estudios publicados se ha
evaluado la primera de tales caracteristicas,
midiendo la sensibilidad y la especificidad. Las
pocas publicaciones que reportan andlisis de
reproducibilidad presentan debilidades por el tipo
de muestreo usado y por el tamafo insuficiente
de la muestra (21). Por consiguiente, se puede
decir que las pruebas serologicas usadas en la
definicién para probar una infeccion por T. cruzi
han demostrado ser sensibles, especificas y
practicas para establecer el diagndstico (10), pero
no reproducibles.

La importancia de establecer si una mujer
embarazada esta infectada o no, radica en que
implica un seguimiento exhaustivo tanto de la madre
como del recién nacido y la toma de decisiones
acertadas en su tratamiento; en la madre, permite
reducir el impacto de las complicaciones crénicas
y, eventualmente, romper el ciclo de infeccion
vertical en futuros embarazos (22-24).

Reproducibilidad de pruebas serolégicas para Trypanosoma cruzi

El indice kappa de Cohen, o K ., es un coeficiente
recomendado como medida de la eficiencia ponde-
rada de una prueba (25). Para el caso de la HAI, el
valor kappa ponderado fue de 0,88 y el coeficiente
de correlacion intraclase de 2,1 fue de 0,881. Ambos
coeficientes demuestran que la técnica cuenta
con un grado perfecto de reproducibilidad (18). La
prueba de IFl, con un punto de corte en la dilucidén
de 1/32, present6 un valor kappa de 0,979, lo que
indica también una reproducibilidad perfecta.

La ELISA se evalu6 tomando los limites de concor-
dancia requeridos para observar el comportamiento
de las dos mediciones, ya fuera en muestras de
eluciones o en sueros. En cualquier caso, los datos
se concentraron alrededor del valor medio cuando
la absorbancia de las muestras no superaba una
densidad éptica de 0,3.

En la ELISA en elucion sanguinea, el limite de
concordancia y el coeficiente kappa no mostraron
una buena reproducibilidad. Resultados similares
encontraron Zicker, et al., quienes reportaron una
mayor reproducibilidad en muestras de suero que
en eluciones sanguineas para el diagnéstico de
infeccién por T. cruzi en una zona endémica de
Brasil. No obstante, no es claro de qué manera se
determind la reproducibilidad reportada (10).

Contrario a los hallazgos obtenidos en este estudio,
Orozco, et al., establecieron un indice kappa
de 0,96 para la ELISA en muestras de elucion
sanguinea y la IFl en muestras de suero de
pacientes procedentes de una zona endémica de
Boyaca, Colombia (14). La baja reproducibilidad
encontrada en el presente estudio para la prueba
ELISA en elucién sugiere revisar todo el protocolo
(desde los insumos para obtener la muestra
hasta los célculos para interpretar los resultados)
(26), dada su potencial utilidad en estudios de
seroprevalencia en zonas rurales (27,28).

En el caso de las lecturas de ELISA en muestras
de suero con un punto de corte a una densidad
optica de 0,3, el valor kappa fue de 0,981, lo que

Cuadro 5. Prevalencias encontradas para infeccion por T. cruzi tomando como parametro cada una de las pruebas serolégicas

con el punto de corte establecido

Prueba Punto de corte Numero de reactivos Porcentaje de prevalencia ICqs0,

IFI en suero, lectura 1 1/32 25 3,22 2,09 -4,71
IFI en suero, lectura 2 1/32 24 3,09 1,99 - 4,56
ELISA en suero, lectura 1 0,3 28 3,60 2,41 -517
ELISA en suero, lectura 2 0,3 27 3,47 2,30 - 5,02
HAIl en suero, lectura 1 116 24 3,09 1,99 - 4,56
HAIl en suero, lectura 2 116 19 2,45 1,48 - 3,79
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se interpreta como una reproducibilidad perfecta.
Cuando se emplearon puntos de corte mas altos
(0,4 y 0,5), la reproducibilidad de la prueba siguié
siendo perfecta. Esta cualidad se vio confirmada
cuando la ELISA se estudié como variable continua
con el coeficiente de correlacién intraclase de 2,1,
obteniéndose un resultado de 0,924.

Se ha sugerido que una Unica prueba serologica
bien seleccionada podria ser suficiente para diag-
nosticar la infeccion por T. cruzi (29). Aunque se han
desarrollado diferentes formulas matematicas para
comparar los valores kappa cuando las muestras
tienen dependencia (30-32), en este estudio se
empled la metodologia propuesta por Donner, et al.,
la cual requiere calcular la varianza y la covarianza
(19). Los resultados obtenidos mostraron una
reproducibilidad perfecta para las tres pruebas
evaluadas al emplear muestras de suero, sin regis-
trar diferencias estadisticamente significativas entre
una y otra prueba (p=0,05). Es posible que con un
tamafio de muestra mayor se hubieran encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre la
IFl o la ELISA, con respecto a la HAI.

Aunque los acuerdos internacionales sugieren
emplear mas de una prueba seroldgica para esta-
blecer el diagndstico de infeccion por T. cruzi
(83), los hallazgos del presente estudio respaldan
la recomendacion de emplear la ELISA como la
principal prueba de eleccién para el diagnéstico de
anticuerpos anti-T. cruzi. Asimismo, los estudios de
Orozco, et al., y de Lopez, et al., demostraron que
la ELISA preparado con antigeno de una cepa local
presentd mejores cualidades diagndsticas que la IFI,
considerada por algunos autores como la prueba
de referencia (14,34). Por otro lado, la IFI, aunque
también con excelente reproducibilidad, tiene
desventajas como requerir un microscopio de fluo-
rescencia y que su resultado esta sujeto a la habilidad
y experiencia de quien la interpreta (14,35).

Entre las limitaciones de este estudio debe
mencionarse que no se utilizé el mismo antigeno
autoctono en las tres pruebas, ya que en la HAI se
utilizé un antigeno obtenido de cultivos de cepas
circulantes en el Cono Sur. Por otro lado, solo se
hizo una lectura de la elucién sanguinea, por lo
que no fue posible conocer la reproducibilidad de
la ELISA a partir de muestras de papel de filtro.

Entre las fortalezas del estudio pueden sefalarse
el tamafno de la muestra, que permitié obtener
un poder suficiente para inferir los resultados
alcanzados, y el hecho de que es el primer estudio
sobre la reproducibilidad de indices kappa pareados
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empleando muestras dependientes. Las tres
pruebas serologicas evaluadas en muestras de
suero presentaron una reproducibilidad perfecta,
establecida por medio de un coeficiente kappa
ponderado, por lo que con cualquiera de ellas se
podria establecer el diagndstico de infeccién por T.
cruzi. Por sus caracteristicas, la ELISA no requiere
un equipo sofisticado, permite el procesamiento
simultaneo de varias muestras, requiere una canti-
dad minima de antigeno y de muestra, y tiene bajo
costo; todo ello permite recomendarla como prueba
de eleccidn para el diagnéstico de la infeccion en
investigaciones futuras. Sin embargo, es conveniente
contemplar también el estudio de una posible reaccion
cruzada con otros hemoparasitos circulantes en el
pais, como es el caso de Trypanosoma rangel.
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