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INTRODUCCION

La disparidad de los diagnds-
ticos serolégicos de la enfermedad de
Chagas efectuados por distintos laborato-
1ios es un problema frecuente. De hecho,
teniendo en cuenta las variaciones en
cuanto a procedimientos técnicos y reac-
tivos usados y a los criterios para evaluar
los resultados de las pruebas serologicas,
no son realmente inesperadas las discre-
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pancias entre los resultados obtenidos
por laboratorios diferentes. En conse-
cuencia, en 1981 se inici6é un estudio en
colaboracién con el fin de establecer un
programa continental de normalizacion
del diagnédstico serolégico de la enferme-
dad de Chagas, auspiciado por el Progra-
ma Especial PNUD/Banco Mundial/OMS
de Investigaciones y Ensefianzas sobre
Enfermedades Tropicales.

En este informe se esboza la
situacion del estudio y la labor realizada
hasta fines de octubre de 1983, se presen-
tan algunos datos estadisticos y se descti-
ben los resultados obtenidos. También se
comenta la experiencia adquirida y se
hace una serie de propuestas sobre medi-
das futuras.
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MATERIALES

Y METODOS

Preparacion de las muestras
de suero

Con el fin de comparar técni-
cas de diagndstico, los laboratorios pat-
ticipantes intercambiaron conjuntos de
muestras. Se establecié un procedimien-
to prictico de bajo costo para eliminar la
costosa tarifa postal aérea del envio de
sueros congelados o la utilizacién de mues-
tras liofilizadas. El procedimiento con-
sistia en conservar el suero mezclan-
dolo con un volumen igual de glicerina
de grado analitico, una técnica muy con-
veniente para mantener inalteradas las
titulaciones séricas durante afios de al-
macenamiento a — 20 °C, o durante se-
manas o meses de almacenamiento a la
temperatura ambiente.

Como pequefias cantidades
de suero bastan para efectuar una serie de
pruebas, se distribuyeron cantidades ali-
cuotas (200 a 300 pl) de muestras conser-
vadas en glicerina en segmentos de
4-5 cm de tubo pléstico de unos 3 mm
de didgmetro, fabricado por Eletrovet
(Eletro Veterindria Limitada, Sdo Paulo,
Brasil). Se sellaron estas “pajillas™ intro-
duciendo en ambos extremos esferitas de
poliestireno (Araguaia Inddstria e Co-
mércio Limitada, S3o Paulo, Brasil). Se
podian entonces enviar sobres comunes
con 100 & 200 “pajillas” por cotreo
aéreo.

Descubrimos que eran necesa-
rias dos bolitas en cada extremo de la pa-
jilla para evitar filtraciones; ademds, se

encontrd que, pata consetvar el suero, era
mejor la glicerina recién destilada, ya
que, aparentemente, la glicerina alma-
cenada durante mucho tiempo puede
contener sustancias de descomposicién
que a la larga pueden provocar una dis-
minucién de la reactividad del suero.
Para proteger las pajillas de presiones ex-
cesivas durante el envio se las colocé en
ranuras adecuadamente profundas de
una hoja de cartén corrugado, cubierta
con una plancha de cartén rigido.

Estudios comparativos en tres
laboratorios

Durante una reunién de tra-
bajo sobre serologia de la enfermedad de
Chagas auspiciado por el Programa Espe-
cial PNUD/Banco Mundial/OMS de Inves-
tigaciones y Ensefianzas sobre Enferme-
dades Tropicales, que se efectud en julio
de 1980 en S3o Paulo, Brasil, se consti-
tuyd un grupo llamado Grupo Continen-
tal para Estudios sobre Serologia de la
Enfermedad de Chagas, integrado por
representantes de nueve paises. Este
grupo establecid las bases para iniciar es-
tudios comparativos en tres laboratorios
—uno en la Argentina,® otro en ¢l Bra-
sil'® y el tercero en los Estados Unidos de
Américal'— como medida preliminar
para realizar un estudio amplio con la
patticipacién de laboratorios de otros
paises.

Estos tres laboratorios llevaron
a cabo dos estudios comparativos. En
ambos, cada laboratorio examiné dos se-
ries (A y B) de muestras de suero; la serie
A fue proporcionada por la Argentina y
la B, por el Brasil. Cada una incluia 150
muestras de suero; las de la serie A
fueron tomadas de sujetos sin historias

® Instituto Nacional de Diagndstico e Investigacién de la

Enfermedad de Chagas “Dr. Mario Fatala Chabén”.
10 Instituto de Medicina Tropical de Sio Paulo.
U Centros para el Control de Enfermedades, Centro de
Enfermedades Infecciosas, Division de Patasitosis.



correspondian a dos grupos de personas,
unas con infeccidén por Trypanosoma cruzi
y las otras residentes con altos ingresos de
una zona exenta de la enfermedad, que
se presumia que no sufrfan infeccién por
1 cruzi, pero que probablemente no
eran representativos de la poblacién que
vive en zonas donde es endémica la en-
fermedad de Chagas. En el primero de
los dos estudios comparativos se em-
plearon los procedimientos de pruebas

clinicas, mientras que las de la serie B

seroldgicas usados ordinariamente en
cada uno de los tres laboratorios, mien-
tras que en el segundo, se usaron proto-
colos uniformes para cada prueba y el
mismo reactivo comercial.

Después de estos dos estudios,
se unieron a los tres laboratotios partici-
pantes otros cuatro laboratotios de Bo-
livia, Colombia, Chile y Panami, para
realizar un tercer estudio.'? En este 1il-
timo se usaron 200 muestras de suero co-
rrespondientes a dos grupos, unas 100 de
cada uno. Uno de los grupos estaba inte-
grado por sujetos que, de acuerdo con los
datos clinicos, parasitolégicos y epide-
mioldgicos, muy probablemente estaban
infectados por 7. cruzz; el otro incluia su-
jetos que habian nacido y vivian en zonas
no endémicas del estado de Espirito
Santo, Brasil, en condiciones socioeco-
ndémicas similares a las existentes en
las zonas endémicas. En alrededor de la
mitad de los sujetos probablemente in-

12 Este estudio se efectud en coordinacién con el Dr. C. la
Fuente, Cenuro Nacional de Enfermedades Tropicales,
Santa Cruz, Bolivia; el Dr. E Guhl, Universidad de los
Andes, Bogotd, Colombia; el Dr. H. Schenone, De-
partamento de Microbiologfa y Parasitologia, San-
tiago, Chile, y el Dr. O. E. Sousa, Facultad de Medi-
cina, Universidad de Panam4, Panama.

acientes con
-

fectados —incluidos los p
miocardiopatias y los que suftian la
forma indeterminada de la enferme-
dad— el xenodiagnéstico dio resultados
positivos; el resto del grupo eran per-
sonas en quienes las diversas pruebas se-
rologicas para detectar I. cruzi revelaron
reactividad y cuyas historias clinicas y epi-
demiolbgicas eran compatibles con la en-

fermedad de Chagas.

DESCRIPCION
Y RESULTADOS

Primer estudio comparativo

En este estudio, efectuado en
1981, cada laboratorio llevd a cabo sus
propias pruebas y el diagnéstico se basé
en los criterios aplicados en cada uno de
ellos para determinar si los resultados
eran positivos. El laboratotio argentino
sometio los sueros a las pruebas de he-
maglutinacién (HA), inmunofluorescen-
cia (IF) y aglutinacién directa (AD); en el
laboratorio brasilefio se usaron las prue-
bas de HA, IF y fijacién del complemento
(FC), mientras que en el estadounidense
se emplearon las pruebas de HA, FC y AD.
En cada laboratorio se considerd que una
muestra era positiva cuando era positivo
el resultado de por lo menos una de las
pruebas empleadas. Si bien fue excep-
cional que se obtuviera un resultado po-
sitivo en solo una prueba, se usé este cri-
terio a causa de las formas subjetivas
diferentes de evaluar los resultados de las
pruebas individuales en los laboratorios.
(Por ejemplo, uno de los laboratorios in-
sistid en hacer un diagnéstico positivo
siempre que una sola prueba de fijacién
del complemento diera resultados po-
sitivos.)

Para una evaluacién com-
parativa de los diagnésticos de los labora-
totios, se usaron estadisticos kappa para
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medir la coincidencia corregida para eli-
minar posibles efectos aleatorios. (Kappa
equivale a 0 cuando se trata de una mera
coincidencia aleatoria, llega a + 1 cuan-
do existe coincidencia total y muestra va-
lores negativos en los casos en que la dis-
crepancia es algo mis que meramente
aleatoria (1, 2).)

Los resultados obtenidos con
los conjuntos de muestras de suero (cua-
dro 1) reflejaton no solo diferencias en
cuanto a la reactividad de las pruebas
empleadas por los distintos laboratorios,
sino también diferencias entre los crite-
rios aplicados para computar los sueros
como positivos o negativos. Es preciso
sefialar que, en este estudio inicial, deli-
beradamente no se impusieron restric-
ciones en relaci6én con los procedimientos
técnicos o pruebas utilizadas en cada la-
boratorio. En el cuadro 1 se muestra el
grado de coincidencia bruta logrado en
este estudio y el grado de coincidencia
después del ajuste para eliminar efectos
aleatorios. Como se puede obsetvar, con
los sueros brasilefios (serie B) se obtuvo

una coincidencia algo mayor que con los
argentinos (serie A).

Segundo estudio comparativo

Con el fin de obtener resulta-
dos mis uniformes, se establecieron pro-
tocolos para cada prueba y, en 1982,
se realizé el segundo estudio con dos
nuevos conjuntos de muestras de suero
(A y B), preparados y distribuidos como
en el estudio inicial. De acuerdo con lo
solicitado por el Comité Directivo del
Grupo Cientifico sobre Enfermedad
de Chagas del Programa Especial
PNUD/Banco Mundial /OMS de Investiga-
ciones y Ensefianzas sobre Enfermedades
Tropicales, ademias de las pruebas ya
mencionadas se efectuaron otras pruebas
de hemaglutinacién con un reactivo co-

CUADRO 1. Grados de coincidencia de los diagnésticos, segin una escalade 0 a1,
obtenidos por los tres lahoratorios que participaron en los dos primeros estudios.

En cada caso, fa primera columna muestra el grado de coincidencia sin efectuar

un ajuste para eliminar efectos aleatorios, y la sequnda columna indica el grado

de coincidencia ajustado de acuerdo con kappa. AR representa al laboratorio

argentino, BR al brasilefio y EU e! estadounidense

Comparacion de los

: Primer estudio Segundo estudio
resultados obtenidos . . ; A
en los laboratorios Indices de coincidencia indices de coincidencia
indicados Bruta Ajustada Bruta Ajustada
Muestras de la serie A (argentinas)
ARy BR 0,85 0,67 0,91 0,81
ARy EU 0,79 0,56 0,85 0,70
BRy EU 0,81 0,61 0,87 0,74
Muestras de la serie B (brasilefias)
ARy BR 0,85 0,69 0,95 0,91
ARyEU 0,83 0,65 0,94 0,88
BRyEU 0,93 0,85 0,96 0,92




mercial; se escogid esta prueba porque se
efectuaba ordinatiamente en los tres la-
boratorios participantes.

Los resultados obtenidos con
las series A y B, expresados como indice
de coincidencia, revelaron una coinci-
dencia algo mayor que los resultados del
primer estudio (véanse las columnas 3 y 4
del cuadro 1). También se encontrd que,
variando las titulaciones limites usadas
para definir si un determinado suero pro-
ducia una respuesta positiva o negativa,
se podfa obtener una coincidencia atn
mayor. (Por ejemplo, cambiando en un
laboratorio la titulacién limite en la
prueba de AD de 1:16 a 1:32, el indice de
especificidad mejord al elevarse de 0,61 a
0,87, sin causar ninguna variacion signi-
ficativa en la sensibilidad de la prueba.)

Tercer estudio comparativo

En 1983, se distribuyeron a
cada uno de los laboratorios participantes
conjuntos que inclufan las 200 muestras
codificadas de suero, reunidas en la for-
ma antes descrita, de las cuales alrededor
del 50% provenian de pacientes con en-
fermedad de Chagas. Los laboratorios de
la Argentina, el Brasil y los Estados Uni-
dos llevaron a cabo las mismas pruebas
que se habian efectuado en el segundo
estudio. En los nuevos laboratorios y de
acuerdo con el protocolo propio de cada
uno de ellos, se realizaron las siguientes
pruebas: IF y HA en Bolivia, HA en Chile,
IF y la prueba de inmunoabsorbencia li-
gada a la enzima (ELISA) en Colombia, y
ELISA en Panami. Se decodificaron luego
los tesultados de cada prueba y se tra-
zaron curvas de distribucién que mostra-

ban la frecuencia con que se obtuvieron
distintas titulaciones con sueros prove-
nientes de sujetos chagisicos y no chaga-
sicos.

Las cutvas resultantes reve-
laron varias caractetisticas. Entre otras
cosas, demostraron que existia una con-
siderable variacién de la aptitud de las
distintas pruebas para discriminar entre
sueros de personas infectadas y los de las
no infectadas, aun cuando se efectuaron
las pruebas en el mismo laboratorio (fi-
gura 1). También sefialaron diferencias
entre los resultados obtenidos con la
misma prueba en distintos laborato-
rios (figura 2) y en distintos laboratorios

FIGURA 1. Curvas de distribucion que muestran

la frecuencia con que se obtuvieron determinadas
fitulaciones mediante las pruebas de hemaglutinacion
(A) y aglutinacion directa (B) con 200 muestras de
suero de sujetos no chagasicos (a) y chagasicos (b),
efectuadas en un mismo laboratorio y usando el mismo
conjunto de muestras para ambas pruebas
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FIGURA 2. Curvas de distribucién que muestran la frecuencia con que se obtuvieron
determinadas titulaciones mediante pruebas de inmunofiuorescencia con 200 muestras de suero
de sujetos no chagasicos (a) y chagasicos (b), efectuadas en cuatro laboratorios diferentes (A, B,

Bol Of Sanit Panam 102(5), 1987
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G y D) usando el mismo conjunto de muestras en cada laboratorio

% %

100}‘ 100/1: 1
it I

60 -

60

N+ 30+

D Il L 1 1 0

i ) I

1
<40 80 320 1280 <40

%
60

0

1
<20 20 80 320 1280 <4

usando reactivos diferentes (figura 3), y
proporcionaron un buen cuadro panori-
mico de las divergencias que producia el
empleo de pruebas diferentes en distin-
tos laboratorios, como se muestra en la fi-
gura 4. La utilidad de las curvas de distri-
bucién para evaluar la validez de las
pruebas se pone de manifiesto en la simi-
litud de los patrones obtenidos con las
mismas pruebas en el mismo laboratotio,
aun cuando se efectuaton con un inter-
valo de varios meses y con distintos con-

i
320 1280

32 128 512 2048

juntos de muestras. Las curvas de distri-
bucién correspondientes al segundo y al
tercer estudio presentadas en la figura 5
muestran esa coincidencia.

DISCUSION

Existen muchas circunstancias
que dificultan la normalizacién del diag-
nostico seroldgico de la enfermedad de
Chagas. Se dispone de una serie de prue-
bas basadas en diversas técnicas y los labo-
ratorios tienden a seleccionar determina-
das pruebas de acuerdo con preferencias
personales o la asequibilidad de equipos
y reactivos. El hecho de que puede variar



FIGURA 3. Curvas de distribucion que muestran la frecuencia con que se obtuvieron
determinadas titulaciones mediante pruebas de hemaglutinacién con 200 muestras de suero

de sujetos no chagasicos (a) y chagasicos (b), efectuadas en cuatro laboratorios diferentes (A, B,
€ vy D) usando el mismo conjunto de muestras y reactives distintos en cada laboratorio
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la calidad de distintos lotes de reactivo
—o, incluso, lotes sucesivos provenientes
de la misma fuente— aumenta las posi-
bilidades de que se obtengan resultados
heterogéneos y contradictorios.

Por otra parte, también pue-
den variar mucho los antigenos del pari-
sito, de células completas a extractos en
bruto de células o fracciones mas o menos
purificadas. No obstante, hay que sefia-
lar que se ha notificado (3) una gran
coincidencia (del 96,9% en pruebas con
mas de 10 000 muestras de suero) en
pruebas de hemaglutinacién, fijacion del
complemento, inmunofluorescencia y
floculacién, empleando una serie de dis-
tintas preparaciones de antigenos. Esto
indica que la principal ventaja de usar

1024

60
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<32 64 256 1024

componentes definidos de T ¢cr#z: como
los descritos en otros trabajos (4-7), en
lugar de antigenos menos definidos (por
ejemplo, extractos en bruto o parisitos
completos), es que se evitan asi reac-
ciones cruzadas como las que a menudo
se presentan en las infecciones por
Leishmania (en particular en la infeccién
visceral).

Las diferencias observadas en-
tre pruebas en las que se emplearon
antigenos similares, sumadas a la estre-
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FIGURA 4. Curvas de distribucion que muestran 1a frecuencia con que se cbtuvieron
determinadas titulaciones con 200 muestras de suero de sujetos no chagasicos (a) y chagasicos
(b), en pruehas de aglutinacion directa en Argentina (A), hemaglutinacion en los Estados Unidos
(B), inmunoabsorbencia ligada a la enzima (gLisa) en Colombia (C), y ELISA en Panamé (D).

Las muestras de suero provenian de sujetos brasilefios y fueron enviadas por correo desde

el Brasil a los laboratorios participantes
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cha coincidencia antes sefialada de prue-
bas con preparaciones muy diferentes de
antigenos, indican claramente que las
divergencias de las pruebas obedecen
fundamentalmente a factores que intet-
fieren en el mecanismo de sefializacién
que expresa la reaccién antigeno-anti-
cuetpo como aglutinacidn, fijacién del
complemento, fluorescencia, etc.

32 128 512 2048

De hecho, se sabe que los fe-
némenos que originan sefiales son pro-
pensos a sufrir una setie de influencias
perturbadoras que tienden a introducir
“ruido” o a reducir la intensidad de la
sefial. Por ejemplo, un conjugado de
antiglobulinas de mala calidad puede
provocar fluorescencia no especifica o
una tincidn deficiente de los sueros reac-
tivos; en el caso de las pruebas de he-
maglutinacién, las caracteristicas de las
soluciones diluyentes, las condiciones
que afectan la capacidad de aglutinacion



FIGURA 5. Curvas de distribucion que muestran la frecuencia con que se obtuvieron determinadas titulaciones con dos
conjuntos diferentes de muestras de suero en pruebas de aglutinacion directa en el laboratorio A (diagramas Ay A’),
hemaglutinacion en el laboratorio B (diagramas B y B”) y aglutinacion directa en el laboratorio C (diagramas Cy C”).

Los resultados presentados en los diagramas A’, B’ y C’ se obtuvieron durante el fercer estudio, varios meses
después de los que figuran en los diagramas A, B y C, correspondientes al segundo estudio
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de las células y otros elementos pueden
alterar la sensibilidad y especificidad de
la prueba. Estos no son ejemplos aisla-
dos, ya que en realidad muchos factores
como los mencionados pueden influir en
cada tipo de prueba que se emplee.

También hay que sefialar que
pueden producirse respuestas positivas
no especificas como consecuencia de la
reaccién de anticuerpos IgM “naturales”
ante los antigenos de 7' cruzi. Esos
anticuerpos, que se encuentran en canti-
dades y frecuencias diversas en las distin-
tas poblaciones (8), interfieren principal-
mente en pruebas tales como las de
inmunofluorescencia y aglutinacién di-
recta, en las que se usan como antigenos
parisitos completos.

Por otra parte, las diferencias
regionales en cuanto a la actividad anti-
génica de las cepas locales de T cruz27 po-
drian originar diferencias regionales en

1 1
32 128 512

los resultados de las pruebas. No obs-
tante, el empleo de antigenos complejos
(constituidos por extractos u organismos
parasitarios completos que contienen
componentes comunes 2 diferentes cepas
de I cruzz), como en la investigacién
que exponemos en este articulo, reducird
al minimo esas diferencias.

Las divergencias de los resulta-
dos de distintos laboratorios también
pueden reducirse al minimo si se notifica
la reactividad relativa de los sueros con
respecto a la de un suero positivo patrdn.
En este estudio se observd que, con esa
normalizacién de las titulaciones en
“unidades” relativas a un suero positivo
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usado como patrdn de referencia, no se
logté corregir las divergencias de los
diagnésticos. Sin embargo, un procedi-
miento de ese tipo podria ser una forma
atil de corregir aquellas variaciones que
dependen de diferencias de sensibilidad
de las pruebas relacionadas con la inten-
sidad de la sefial producida, como en el
caso de la fluorescencia.

Es evidente que una prueba
especifica, sensible y rigurosamente not-
malizada, con antigenos, reactivos y pro-
cedimientos definidos, podria constituir
un patrdn de referencia para evaluar otras
pruebas y reactivos. No obstante, hasta
que se determine un pateén de ese tipo,
parece que los conjuntos de sueros con
un definido diagnéstico positivo o ne-
gativo con respecto a la infeccién por T
cruzi, constituyen el mejor patrdn de re-
ferencia asequible.

La propuesta de adoptar un
conjunto de sueros de referencia que in-
cluyera de 100 a 200 muestras o mis re-
presentd un promisorio punto de par-
tida. En consecuencia, se reunieron
muestras de suero de sujetos con diag-
nostico definido de presencia o ausencia
de infeccién chagisica, de acuerdo con
criterios independientes que compren-
dieron el xenodiagnéstico, resultados
clinicos y datos epidemioldgicos. Si bien
todas las muestras de suero usadas en
nuestros estudios provinieron de solo dos
paises (la Argentina y el Brasil), esos con-
juntos de muestras podrian mejorarse en
el futuro incluyendo muestras de otras
fuentes.

En general, parece prictico
caracterizar las pruebas particulares eva-

luando la reactividad obtenida, expre-
sada en titulaciones sricas, al poner a
prueba un solo conjunto de sueros cha-
gasicos y no chagisicos. Al comparar
pruebas diferentes, los resultados cuanti-
tativos son mis esclarecedores que los
meramente cualitativos basados en una
titulacién limite o un grado de reactivi-
dad previamente establecidos. Se puede
obtener una conveniente representacion
grifica de cada prueba mediante curvas
de distribucién que muestren la frecuen-
cia con que se obtuvieron determinadas
titulaciones. De este modo, se expresa
con claridad la capacidad de discrimina-
cién de la prueba y se pueden estudiar las
causas de las limitaciones detectadas. Por
ejemplo, los diagramas C y D de la fi-
gura 2 (donde se comparan las pruebas
de inmunofluorescencia) indican que
probablemente sea necesario mejorar la
calidad del conjugado fluorescente. Asi-
mismo, el diagrama D de la figura 3 (que
compara pruebas de hemaglutinacion)
sefiala que es preciso investigar una pro-
bable sensibilizacién insuficiente de los
eritrocitos. También hay que destacar
que es posible obtener resultados simi-
lares en distintas ocasiones, incluso con
conjuntos de sueros que incluyan mues-
tras tomadas de sujetos diferentes y aun
cuando se efectiien las pruebas con un in-
tervalo de varios meses (figura 5).

En general, parecié excelente
la estabilidad de los conjuntos de mues-
tras conservadas con glicerina que se
usaron en nuestro estudio. La figura 4
muestra que se obtuvieron resultados
muy satisfactorios con sueros enviados
por cortreo desde el Brasil a laboratorios
tan distantes como los de la Argentina y
Panami. Como no se requieren tempera-
turas bajas para transportar las mezclas
de suero y glicerina, esa estabilidad per-
mite intercambiar conjuntos de muestras
por correo, un método prictico, econd-
mico y exento de engorrosas demoras
aduaneras.



CONCLUSIONES

Hasta el momento, los labora-
torios que efectlian pruebas seroldgicas
para detectar la enfermedad de Chagas
comiinmente han escogido sus reactivos y
pruebas de acuerdo con su propia expe-
riencia y las caracteristicas particulares de
la poblaci6n atendida, incluyendo la pre-
valencia de infeccién en esa poblacién.

Es también evidente que otras
formas de diagndstico de la enfermedad,
como el xenodiagnéstico y otros métodos
parasitolégicos, tienen limitaciones con-
siderables. No obstante, la evaluacién de
métodos serolégicos para detectar la en-
fermedad de Chagas por lo general se ha
basado en el xenodiagndstico, com-
binado con datos provenientes de diver-
sos procedimientos de diagnéstico clini-
co. En consecuencia, la sensibilidad
y especificidad aparentes determinadas
por la evaluacién, no son necesariamente
valores “‘reales” sino solo valores relativos
medidos en términos de la sensibilidad y
especificidad de los otros métodos. Aun
una comparacién detallada de los resul-
tados del diagnéstico obtenidos con cada
sujeto, produce tan s6lo valores “copo-
sitivos” y “‘conegativos” que correspon-
den a la respectiva probabilidad de ob-
tener resultados positivos o negativos con
ambos procedimientos.

Por consiguiente, ademis de
la variedad de pruebas (que es conve-
niente) y de la diversidad de las técnicas
(inevitable), el principal problema en el
diagnéstico de la enfermedad de Chagas
se relaciona con los criterios de referencia
adoptados para determinar la sensibili-
dad y la especificidad de las pruebas
cominmente usadas. En general, como
consecuencia de los intercambios efec-
tuados entre los laboratorios en el pa-
sado, parece probable que esas pruebas
no sean independientes y mantengan re-
laciones complejas y variables entre si.

Sin embargo, nadie puede estar seguro
de que las pruebas coincidirdn cuando se
apliquen al mismo conjunto de muestras
de suero en laboratorios diferentes. En
realidad, la comparacién de las titula-
ciones obtenidas en nuestros estudios in-
dica que es pricticamente imposible lo-
grar una coincidencia absoluta; incluso el
anilisis de los resultados de acuerdo con
el diagndstico definitivo (ya sea que los
sueros fueran positivos o negativos), re-
vela que la copositividad y la conegativi-
dad no llegaron al 100%, a pesar de que
se selecciond la titulacién “limite”
optima.

En consecuencia, un buen
punto de partida para lograr la normali-
zacién continental del diagnéstico sero-
l6gico de la enfermedad de Chagas po-
drfa ser la distribucién de conjuntos
idénticos de muestras de suero, con una
definicién precisa de los valores minimos
aceptables en cuanto a sensibilidad y es-
pecificidad, en los principales laborato-
rios de diagndstico de América Latina.
De hecho, estos valores serian mera-
mente indices de copositividad y cone-
gatividad, ya que en la mayoria de los ca-
sos solo se puede hacer un diagnéstico
probable. Sin embargo, el estableci-
miento de parimetros de este tipo para
ese conjunto de sueros harfa posible que
los laboratorios reprodujeran un patrén
uniforme.

Como medio de garantizar la
comparabilidad de los resultados, se re-
comienda efectuar las pruebas con el
mismo conjunto de sueros normalizados.
No obstante, este conjunto patrén debe
ser modificado a medida que la labor se
extienda en las Américas y se introduz-
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can nuevas muestras de suero en el estu-
dio. Sin duda, solo la labor futura podra
determinar cuiles son las modificaciones
apropiadas; la composicién del conjunto
de muestras debe ser entonces dindmica,
cambiante, de tal modo que proporcione
una comparabilidad satisfactoria a nivel
continental entre laboratorios que traba-
jan con una amplia gama de condiciones
locales.

Otro problema importante
que requiere atencién es en qué medida
las pruebas seroldgicas para el diagnds-
tico de la enfermedad de Chagas produ-
cirdn beneficios pablicos. En general, los
beneficios que se obtengan dependerin
del valor de prondstico, positivo o ne-
gativo, de las pruebas empleadas. Mis
alld de esto, una vez que se pueda eva-
luar la validez de las pruebas en funcién
de un conjunto patrén de muestras de
suero sometido a pruebas por otros la-
boratorios, los beneficios dependerin en-
tonces de la prevalencia real de la en-
fermedad en la poblacién que se va a
investigar y de los objetivos que se es-
tablezcan para el programa de deteccion.

Por supuesto, es posible intro-
ducir deliberadamente y con distintos
propdsitos vatiaciones en cuanto a la sen-
sibilidad y especificidad de las pruebas,
por ejemplo, para examinar donantes de
sangte o para detectar sujetos asintomati-
cos pero probablemente infectados, que
necesitarian un tratamiento preventivo
con el fin de evitar consecuencias clinicas
secundarias. Ademis, se pueden fijar va-
lores limites en las pruebas, que reflejen
la realidad local, estableciendo esos va-
lores de acuerdo con la prevalencia local
de la infeccidn y las frecuencias de distri-
bucién de las titulaciones correspon-
dientes a personas infectadas y no infec-
tadas. Sin embargo, ninguna de estas
consideraciones reduce la necesidad de
un patrén comiin de referencia y, de
hecho, todo hace pensar que el estableci-
miento de tal patrén producird impot-

tantes beneficios para la salud piblica en
las zonas donde es endémica la enferme-
dad de Chagas.

En cuanto al futuro, hay que
sefialar que actualmente se estd llevando
a cabo en las Américas una cuarta serie de
pruebas con la participacién de un mayor
nidmero de laboratorios y empleando un
conjunto definido de muestras de suero.

RESUMEN

En 1981, se inicid en la Ar-
gentina, el Brasil y los Estados Unidos de
América un estudio en colaboracién con
el propésito de establecer un programa
continental de normalizacién del diag-
nostico seroldgico de la enfermedad de
Chagas. Con dos conjuntos de muestras
de suero, uno reunido en la Argentina y
el otro en el Brasil, en un laboratorio de
cada uno de los tres paises se efectuaron
pruebas serolgicas empleando los proce-
dimientos y reactivos ordinariamente
usados en esos laboratotios. Se establecié
una técnica para facilitar el intercambio
de muestras de suero. Luego se realizd
una segunda serie de pruebas siguiendo
protocolos uniformes. Estas pruebas, con
un conjunto de muestras de suero prove-
nientes de sujetos apatentemente infec-
tados y no infectados, incluyeron una
prueba de hemaglutinacién en la cual los
tres laboratorios utilizaron el mismo reac-
tivo comercial.

A estos dos estudios siguid
una tercera serie de pruebas en las que se
empleé un conjunto de muestras de
suero de sujetos infectados con T’ ¢cruzi'y
de personas no infectadas, de acuerdo
con un diagnéstico con un alto grado de



probabilidad, basado en datos clinicos,
parasitologicos y epidemiolégicos. Otros
cuatro laboratorios de Bolivia, Colom-
bia, Chile y Panamai participaron en este
tercer estudio.

Los resultados de la primera
setie de pruebas reflejaron notables di-
ferencias en cuanto a la reactividad de las
diversas pruebas serolégicas y también en
los criterios usados para computar los
sueros como positivos o negativos. En el
segundo estudio fue algo mayor la coin-
cidencia entre los resultados de los tres la-
boratorios y se demosttd que, variando
las titulaciones limites usadas para de-
finir si un determinado sueto era positivo
o negativo, se podia lograr una coinci-
dencia afin mayor.

La tercera serie de pruebas
puso de relieve varios aspectos. Se com-
probé que variaba considerablemente el
valor de diagnéstico de las distintas
pruebas, aun cuando estas se efectuaran
en el mismo laboratorio. También se re-
velaron importantes diferencias entre los
resultados obtenidos con la misma
prueba en laboratorios diferentes y con
pruebas distintas también en laborato-
rios diferentes.

En la actualidad no es posible
establecer normas perfectas para el diag-
néstico de la infeccién chagisica ya que
no existe un método de diagnéstico abso-
lutamente seguro. En consecuencia, la
sensibilidad y la especificidad aparentes
de una determinada prueba no son nece-
sariamente reales, sino que mis bien se
trata de sensibilidad y especificidad rela-

tivas con respecto a las de otros métodos.
Por consiguiente, ademis de la diversi-
dad de pruebas y técnicas disponibles,
un problema fundamental para el diag-
nostico de infecciones chagisicas es la
ausencia de criterios solidos de referen-
cia. En este contexto, parece que un buen
punto de partida para la normalizacion
del diagnéstico seroldgico de la enferme-
dad de Chagas en las Américas setfa la
distribucién de conjuntos idénticos de
muestras de suero, con una definicién
precisa de los valores minimos aceptables
en cuanto a sensibilidad y especificidad,
en los principales laboratorios de diag-
néstico involucrados. Esto harfa posible
que los laboratorios participantes si-
guieran normas uniformes y esas normas,
al aumentar la exactitud de los diagndsti-
cos y los conocimientos epidemiolégicos,
podtian producir importantes beneficios
para la salud publica en zonas donde es
endémica la enfermedad de Chagas. [
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SUMMARY

THREE YEARS

OF COLLABORATION ON
THE STANDARDIZATION
OF CHAGAS’ DISEASE
SERODIAGNOSIS IN THE
AMERICAS: AN APPRAISAL

A collaborative study aimed at
developing a continental standardization
program for the serodiagnosis of Chagas’ dis-
ease was begun in Argentina, Brazil, and the
United States in 1981. Using two panels of
sera, one collected in Argentina and one in
Brazil, single laboratories in the three coun-
tries conducted serologic tests according to
procedures and with reagents regularly used
at those laboratories. A technique was devel-
oped to facilitate the interchange of serum
samples. A second set of trials was then done,
following uniform protocols. These trials,
which tested a panel of sera from apparently
infected and apparently uninfected subjects,
included a hemagglutination test in which all
three laboratories used the same commercial
reagent.

These two sets of trials were fol-
lowed by a third using a panel of sera with
samples from subjects infected with T cruz:
and uninfected subjects—as diagnosed to a
high degree of probability on clinical, parasi-
tologic, and epidemiologic grounds. Four ad-
ditional laboratoties in Bolivia, Chile, Co-

lombia, and Panama participated in these
third trials.

8 Storni, P, Bolsi, E J. y Yanovsky, J. E Reaccién
de aglutinacién directa para diagnéstico de la
enfermedad de Chagas. Utilizacién sistematica
del 2-mercapto-ethanol para la eliminacién de
las aglutininas inespecificas. Medicinz (Buenos
Aires) 35:67, 1975.

The results of the first trials re-
flected noteworthy differences in the reactiv-
ity of the vatious serologic tests and also in
the criteria used to score sera as positive or
negative. The second trials showed somewhat
better agreement between the three laborato-
ries’ results and indicated that by varying the
cutoff titers used to define whether a given
serum was positive or negative even closet
agreement could be attained.

The third trials brought out a va-
riety of points. They demonstrated that the
diagnostic value of different tests varied con-
siderably, even when the tests were per-
formed in the same laboratory. They also
highlighted important differences between
the results obtained with the same test at dif-
ferent laboratories and with different tests at
different laboratories.

At present it is not possible to es-
tablish a perfect standard for diagnosis of
chagasic infection because no completely sure
diagnostic method exists. Therefore, a given
test’s apparent sensitivity and specificity are
not necessarily its true ones but are rather its
sensitivity and specificity measured relative to
those of other methods. Thus, besides the di-
versity of available tests and techniques, a
prime problem in diagnosing chagasic infec-



tions is the absence of firm reference criteria.
Within this context, it appears that a good
start on standardization of Chagas’ disease
serodiagnosis in the Americas could be made
by distributing identical serum panels, with

Donacion del BID
a la campaiia antipoliomielitica

the minimum acceptable sensitivity and spe-
cificity values precisely defined, to the main
diagnostic laboratoties involved. This should
make it possible for the participating labora-
tories to follow uniform standards; and such
standards, by improving diagnostic accuracy
and epidemiologic knowledge, would seem
calculated to yield important benefits for
public health in Chagas-endemic zones.

E| Banco Interamericano de Desarrollo ha contri-
buido con una donacion a la campaiia de erradi-
cacion de la poliomielitis en las Américas, lan-
zada en mayo de 1985 por la Organizacion
Panamericana de la Salud. Estos fondos, junto
con los que han contribuido otros organismos,
financiaran el programa general de vigilancia
epidemioldgica, inmunizacion y control de bro-
tes que se esta realizando en los paises de
América Latina y el Caribe con la cooperacidn de
los ministerios de salud. La incidencia de la po-
liomielitis ha disminuido espectacularmente
desde 1978, cuando se organizo el Programa
Ampliado de Inmunizacidn para combatir las en-
fermedades prevenibles por vacunacion. El n-
mero de casos notificados en la Region dismi-
nuyd en 90%, de 1979 a 1984. Mediante la
actual campaia se estd inmunizando a 114 mi-
llones de nifios, incluyendo a todos los menores
de cinco afios. Se notifican y se investigan todos
los casos sospechosos y cualquier caso confir-
mado es seguido de la vacunacion masiva de
nifios en la zona inmediata y en las circunve-
cinas.
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