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Resumen

La enfermedad de Chagas es una parasitosis producida por Trypanosoma
cruzi, prevalente principalmente en el continente americano, y observada
en regiones no endémicas, producto de viajes y migraciones. El objetivo
de este estudio fue comparar el desempefio del ensayo Elecsys® Chagas
(Roche Diagnostics Alemania) (ECLIA) para el diagnéstico de la infeccién
chagésica cronica con el método estandar y evaluar su posible empleo en
reemplazo del método automatizado existente. Se estudiaron 77 muestras
de sueros pertenecientes a pacientes con diagnéstico presuntivo de en-
fermedad de Chagas, procesadas por los distintos métodos disponibles en
la Seccién Parasitologia del Hospital Mufiiz: inmunoensayo quimioluminis-
cente de microparticulas (CMIA) (Abbott), enzimoinmunoanalisis de adsor-
cion (ELISA) (Wiener) y hemaglutinacién indirecta (HAI) (Lab. Lemos S.R.L.).
Los resultados de los métodos ELISA y HAI fueron comparados con los obte-
nidos en la prueba ECLIA, y estos a su vez con el método automatizado dis-
ponible. De las muestras analizadas, 22 (28,57%) presentaron IgG anti-T.
cruziy 55 (71,43%) resultaron negativas. Con el método ECLIA se logr6 un
100% en los parametros de desempefio, con diferencias en los intervalos de
confianza. La razon de verosimilitud positiva y la razén de verosimilitud ne-
gativa clasificaron al ensayo como excelente y la potencia global del test
apoyé esa afirmacion. Los métodos inmunolégicos automatizados ayudan
a la performance diagnéstica en la etapa crénica de la enfermedad de
Chagas, permiten minimizar errores, favorecen la velocidad de emisién
de los resultados y, debido a su alta sensibilidad y especificidad, en ciertos
escenarios podrian proponerse para usar como Unica técnica.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; Trypanosoma cruzi; Electroquimio-
luminiscencia; Inmunoensayo

Verification of the general performance of the Elecsys®
Chagas method in the detection of specific antibodies
against Trypanosoma cruzi

Abstract

Chagas disease is a parasitosis caused by Trypanosoma cruzi, prevalent main-
ly in the American continent, and observed in non-endemic regions as a re-
sult of travel and migration. The objective of this study was to compare the
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performance of the Elecsys® Chagas (Roche Diagnostics Alemania) (ECLIA) assay for the diagnosis of
chronic Chagas infection with the diagnostic standard, and to evaluate its possible use as a replace-
ment for the existing automated method. A total of 77 serum samples belonging to patients with a
presumptive diagnosis of Chagas disease were evaluated, processed by the different methods available
in the Parasitology Section of Hospital Mufiiz: microparticle chemiluminescent immunoassay (CMIA)
(Abbott), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Wiener) and indirect hemagglutination (HAI)
(Lab. Lemos S.R.L). The results of the ELISA and HAl methods were compared with those obtained in
the ECLIA test, and these in turn with the available automated method. Of the samples analysed, 22
(28.57%) presented IgG anti-T. cruzi and 55 (71.43%) were negative. With the ECLIA method, 100%
was achieved in the performance parameters, with differences in the confidence intervals. The positive
likelihood ratio and the negative likelihood ratio classify the essay as excellent, and the overall power
of the test supports this statement. Automated immunological methods help diagnostic performance in
the chronic stage of Chagas disease, allow minimising errors, favour the speed of issuance of results,
and due to the high sensitivity and specificity, in certain scenarios, they could be proposed for use as
single technique.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Electrochemiluminescence; Immunoassay

Verificacdo do desempenho geral do método Elecsys® Chagas na deteccdo
de anticorpos especificos contra o Trypanosoma cruzi

Resumo

A doenga de Chagas é uma parasitose causada pelo Trypanosoma cruzi, prevalente principalmente no
continente americano, e observada em regides ndo endémicas em decorréncia de viagens e migragoes.
O objetivo deste estudo foi comparar o desempenho do ensaio Elecsys® Chagas (Roche Diagnostics
Alemanha) (ECLIA) para o diagnéstico da infecgdo crénica de Chagas com o método padréo e avaliar
seu possivel uso em substituicdo do método automatizado existente. Foram avaliadas 77 amostras de
soro pertencentes a pacientes com diagndstico presuntivo de doenca de Chagas, processadas pelos
diferentes métodos disponiveis na Se¢do de Parasitologia do Hospital Mufiiz: imunoensaio quimiolumi-
nescente de microparticulas (CMIA) (Abbott), ensaio imunoenzimético de adsor¢do (ELISA) (Wiener)
e hemaglutinagdo indireta (HAI) (Lab. Lemos S.R.L). Os resultados dos métodos ELISA e HAI foram
comparados com os obtidos no teste ECLIA, e estes por sua vez com o método automatizado dispo-
nivel. Das amostras analisadas, 22 (28,57%) apresentaram IgG anti-T. cruzi e 55 (71,43%) foram
negativos. Com o método ECLIA, foram obtidos 100% nos pardmetros de desempenho, com diferengas
nos intervalos de confianga. A razdo de verossimilhanca positiva e a razdo de verossimilhanga nega-
tiva classificam o ensaio como excelente, e a potencia geral do teste conformou essa afirmagdo. Os
métodos imunoldgicos automatizados auxiliam no desempenho diagndstico na fase crénica da doenga
de Chagas, permitem minimizar erros, favorecem a rapidez na emissao dos resultados e, devido a alta
sensibilidade e especificidade, em determinados cenarios, poderiam ser propostos para uso como
técnica unica.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Eletroquimioluminescéncia; Imunoensaio

Introduccién

La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis america-
na, es una parasitosis causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi (I cruzi) usualmente transmitido por
insectos hematoéfagos triatominos (familia Reduvidae) en
areas endémicas (1). También la infeccién puede ocu-
rrir por transfusion de sangre infectada, trasplantes de
organos, en forma congénita, por la ingesta de alimentos
contaminados y por accidentes de laboratorio (2) (3).

Si bien 7. cruzi se halla principalmente en Ameérica, la
enfermedad de Chagas se observa en regiones no endé-
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micas, producto de los viajes y las constantes migraciones
(4). Se estima que a nivel mundial hay alrededor de 67
millones de personas infectadas, predominantemente
en América Latina (5) (6).

Entre el 20 y el 30% de los infectados desarrollan
sintomas potencialmente letales de la enfermedad de
Chagas (4). Clinicamente, la transmision natural de la
infeccion se caracteriza por una fase aguda y una croni-
ca. La primera, de 8-12 semanas de duracién, transcu-
rre en la mayoria de los pacientes en forma asintomati-
ca o con sintomas inespecificos, a la vez que da lugar a
una fuerte respuesta inmune frente a una variedad de



antigenos de 7. cruziy a una disminucion de las concen-
traciones del parasito (7).

La fase crénica comienza una vez que la parasitemia
disminuye a concentraciones no detectables por mi-
croscopia (en ausencia de un tratamiento especifico)
y la infeccion suele transcurrir en forma asintomadtica
durante el resto de la vida. El diagnéstico en esta etapa
se efectia habitualmente por serologia, mediante la de-
teccion en sangre de anticuerpos anti-7. cruzi (3).

Actualmente, se utiliza como diagnéstico estandar la
combinacién de dos pruebas serolégicas positivas [en-
zimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), hemagluti-
nacion indirecta (HAI) o inmunofluorescencia indirec-
ta (IFI)] y la eventual aplicacion de una tercera, si los
resultados de las primeras dos son discordantes, para
establecer asi un diagnoéstico definitivo. En escenarios
en los que la carga de estudios a realizar es muy elevada,
se considera muy relevante la ventaja de realizar una
sola prueba [ELISA o inmunoensayo quimioluminis-
cente de microparticulas (CMIA)] en lo que concierne
al ahorro de recursos (4) (8).

Debida cuenta de que el Hospital de Infecciosas
“Francisco J. Muniz” soporta una alta demanda de pa-
cientes que requieren del estudio serolégico de Cha-
gas y que, ademads, dentro del laboratorio de Parasi-
tologia se procesan las muestras del banco de sangre,
hace tiempo que se incorpor6 el método CMIA. Esto
permite tener una mejor performance, dado que se mi-
nimizan los errores en las distintas fases del proceso
y mejora la velocidad de respuesta. Por tal motivo, el
objetivo de este estudio fue evaluar el desempeno del
ensayo Elecsys® Chagas (Roche Diagnostics, Alema-
nia) (ECLIA), en comparacién con el método auto-
matizado CMIA utilizado en la rutina diaria. Esto per-
mitira estimar el posible reemplazo de un método por
el otro, sin que influya en la calidad de los resultados
emitidos.

Materiales y Métodos

Se evaluaron 77 muestras de suero de pacientes sos-
pechados de presentar infecciéon con 7. cruzi, los cuales
fueron incluidos en el estudio con un numero de c6di-
go y el correspondiente resultado de las pruebas reali-
zadas como rutina, dejando fuera los datos personales
del paciente.

Cada una de las muestras fue procesada por los mé-
todos disponibles en el Laboratorio de Parasitologia
del Hospital de Infecciosas “Dr. Francisco J. Muniz”: 1 -
CMIA (Architect, Abbott, Alemania). 2 - ELISA (ELISA
recombinante v.3.0, Wiener, Argentina) y 3 - HAI (HI-
DATEST, Laboratorio Lemos S.R.L., Argentina).

La caracterizacion de los sueros como verdaderos
positivos y verdaderos negativos se realizé a partir de los
resultados concordantes obtenidos con las técnicas de
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ELISA y HAI, definidas por la bibliografia como “estan-
dar diagnoéstico”, es decir, combinacién de dos pruebas
serologicas (ELISA, HAI o IFI) (4).

Método en estudio: Elecsys® Chagas

Para la determinacién de los anticuerpos anti- 7. cruzi,
el test ECLIA emplea antigenos recombinados deriva-
dos de la proteina flagelar ligadora de calcio (FCaBP),
de la proteina asociada al citoesqueleto del T. cruzi
(FRA) y de la cruzipaina (principal cisteina proteinasa
de T. cruzi).

El test es un inmunoensayo, que requiere una pri-
mera incubacién de la muestra, los antigenos biotini-
lados recombinantes especificos de 7. cruzi y los anti-
genos recombinantes especificos de 7. cruzi marcados
con quelato de rutenio, que forman un complejo tipo
sandwich.

En la segunda incubacion, después de incorporar las
microparticulas recubiertas de estreptavidina, el com-
plejo formado se fija a la fase s6lida por interaccion en-
tre la biotina y la estreptavidina.

La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de
medida donde, por magnetismo, las microparticulas
se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no
fijados se eliminan posteriormente con una solucion,
la cual es provista para tal fin. Al aplicar una corriente
eléctrica definida se produce una reaccién quimiolumi-
niscente cuya emisiéon de luz se mide con un fotomul-
tiplicador. El software proporciona automaticamente los
resultados, comparando la senal de electroquimiolu-
miniscencia obtenida del producto de reaccién de la
muestra, con la senal del valor de corte obtenido ante-
riormente por calibracion.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron volcados en una base de
datos (Tabla I). Se utilizaron curvas ROC para analizar
el area bajo la curva (ABC) y poder comparar los mé-
todos automatizados. Se calcularon los parametros de
desempeno para el método en estudio (sensibilidad,
especificidad, etc.), teniendo en cuenta como resultado
de referencia al obtenido en el estandar diagnéstico, es
decir, la concordancia de dos pruebas serologicas po-
sitivas o negativas (ELISA y HAI). Se determinaron los
valores de la razén de verosimilitud positiva y negativa,
para asi clasificar el rendimiento del método. El software
utilizado fue el EPIDAT 3.0.

Para calcular el nivel de concordancia entre los re-
sultados de los distintos métodos automatizados se utili-
z6 el indice Kappa.

La precision de cada uno de los métodos automati-
zados se evaluo calculando el coeficiente de variabili-
dad (CV%) intraensayos, en funcién de la lectura de los
controles positivo/negativo que cada fabricante provee.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (2): 181-6
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Tabla |. Base de datos utilizada para realizar el analisis

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (2): 181-6

Cobas ELISA/HAI Architect Cobas ELISA/HAI Architect

Cadigo Lectura | Rdo | Resultado | Lectura | Rdo | Cédigo | Lectura | Rdo | Resultado | Lectura | Rdo
HM2693 0,085 | NEG NEG 0,05 | NEG | HM6040 | 0,085 | NEG NEG 0,02 NEG
HM3315 244,7 | POS POS 13,69 | POS | HM6067 | 0,087 | NEG NEG 0,03 NEG
HM3554 12,48 | POS POS 2,22 | POS | HM6112 | 0,084 | NEG NEG 0,05 NEG
HM3565 301,2 | POS POS 10,85 | POS | HM6113 | 0,085 | NEG NEG 0,01 NEG
HM4510 256,6 | POS POS 17,54 | POS | HM6114 | 0,086 | NEG NEG 0,02 NEG
HM4541 193,1 POS POS 15,62 | POS | HM6182 | 0,091 | NEG NEG 0,03 NEG
HM4610 207,8 | POS POS 10,64 | POS | HM6190 | 0,082 | NEG NEG 0,06 NEG
HM4696 159,8 | POS POS 14,74 | POS | HM6211 | 0,085 | NEG NEG 0,03 NEG
HM4745 0,087 | NEG NEG 0,33 | NEG | HM6220 | 0,091 | NEG NEG 0,03 NEG
HM4804 295,9 | POS POS 13,16 | POS | HM6235 | 0,091 | NEG NEG 0,04 NEG
HM4935 0,09 NEG NEG 0,08 | NEG | HM0O083 | 152,2 | POS POS 15,11 POS
HM4948 0,101 NEG NEG 0,02 NEG | HM0431 | 238,6 | POS POS 12,01 POS
HM5047 0,089 | NEG NEG 0,01 | NEG | HM0520 | 189,9 | POS POS 10,59 | POS
HM5056 0,084 | NEG NEG 0,01 | NEG | HM0598 | 256,1 | POS POS 12,18 | POS
HM5060 0,088 | NEG NEG 0,01 | NEG | HM1582 | 137,2 | POS POS 6,7 POS
HM5067 258,3 POS POS 14,6 POS | HM1941 | 174,8 | POS POS 12,43 POS
HM5069 305,6 | POS POS 12,97 | POS | HM2207 | 2,43 | POS POS 3,7 POS
HM5080 0,092 | NEG NEG 0,01 | NEG | HM2008 | 246,2 | POS POS 12,51 POS
HM5097 0,088 | NEG NEG 0,01 | NEG | HM2432 | 197,6 | POS POS 1495 | POS
HM5126 0,085 | NEG NEG 0,02 | NEG | HM2439 | 210,9 | POS POS 16,2 POS
HM5159 0,087 | NEG NEG 0,03 | NEG | HM6240 | 0,081 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5177 0,089 | NEG NEG 0,08 | NEG | HM6266 | 0,084 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5598 0,094 | NEG NEG 0,05 | NEG | HM6290 | 0,095 | NEG NEG 0,03 NEG
HM5625 0,082 | NEG NEG 0,02 | NEG | HM6292 | 0,094 | NEG NEG 0,03 NEG
HM5628 0,089 | NEG NEG 0,01 | NEG | HM6310 | 0,084 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5634 0,084 NEG NEG 0,01 NEG | HM6372 | 0,099 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5638 0,088 | NEG NEG 0,02 | NEG | HM6468 | 0,175 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5665 235,2 | POS POS 12,26 | POS | HM6487 | 0,084 | NEG NEG 0,04 NEG
HM5673 0,084 | NEG NEG 0,07 | NEG | HM6679 | 0,091 | NEG NEG 0,01 NEG
HM5677 305,4 | POS POS 14,56 | POS | HM6688 | 0,086 | NEG NEG 0,061 | NEG
HM5685 0,092 | NEG NEG 0,02 | NEG | HM6709 | 0,082 | NEG NEG 0,069 | NEG
HM5736 0,086 NEG NEG 0,04 NEG | HM6781 | 0,091 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5783 0,088 | NEG NEG 0,09 | NEG | HM6024 | 0,091 | NEG NEG 0,03 NEG
HM5801 0,088 | NEG NEG 0,06 | NEG | HM6030 | 0,104 | NEG NEG 0,01 NEG
HM5810 0,094 | NEG NEG 0,05 | NEG | HM5931 | 0,086 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5812 0,086 | NEG NEG 0,02 | NEG | HM5967 | 0,093 | NEG NEG 0,01 NEG
HM5839 0,09 NEG NEG 0,05 | NEG | HM6004 | 0,087 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5913 0,086 | NEG NEG 0,02 | NEG | HM5921 | 0,085 | NEG NEG 0,02 NEG
HM5920 0,084 | NEG NEG 0,51 | NEG




Resultados

Se evaluaron 77 muestras de suero, de las cuales
22 (28,57%) fueron positivas para la presencia de IgG
anti-T. cruziy 55 (71,43%) negativas (Tabla II).

Tabla Il. Distribucién de las poblaciones representadas
en el estudio

Poblacion Canti.dad de Porcentaje (%)
pacientes
Presencia de I1gG anti-T. cruzi 22 28,57
Ausencia de IgG anti-T. cruzi 55 71,43
Total 77 100

Con el método ECLIA, en los parametros de desem-
peno se logré un 100%, cuyos intervalos de confianza
fueron diferentes: para la sensibilidad (IC95; 97,73-100),
para la especificidad (IC95; 99-100), para el valor pre-
dictivo positivo (1C95; 97,73-100) y para el valor predic-
tivo negativo (IC95; 99-100).

Para el ensayo de ECLIA, la razén de verosimilitud
positiva tom6 el valor infinito, mientras que la razén
de verosimilitud negativa fue igual a cero. La poten-
cia global del fest, en este caso fue maxima (100%)
(Tabla IIT).

Al calcular el indice Kappa, este fue igual a 1 (IC95;
1,00-1,00) con un parametro estadistico z=8,77 y un va-
lor p=0. Mientras que el ABC calculado para CMIA y
ECLIA fue igual a 1,00 (1,00-1,00).

La precision del método CMIA, medida como la
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dispersion del conjunto de valores obtenidos de medi-
ciones repetidas de los controles (n=11), mostré para
el control positivo una media de 0,03, con una desvia-
cién estandar 0=0,001 y un CV%=3,3. Para el control
negativo la media fue de 3,37, con una 0=0,155 y un
CV%=4,59. En el caso de ECLIA se observé para el
PreciControl Chagas (1) una media de 0,075, con una
0=0,001 y un CV%=1,33; mientras que para el PreciCon-
trol Chagas (2) la media fue de 3,62, con una 0=0,101
y un CV%=2,76.

Si se comparan los porcentajes de coeficiente
de variaciéon para el caso de los controles positivos
se observa que la tasa de conversion de la variante B
(ECLIA=27,27%) es un 40% mayor que la tasa de con-
version de la variante A (CMIA=45,45%), potencial
29,39% valor p=0,8167.

Discusion y Conclusiones

La revision de diversos estudios que evaluaron la pre-
cision diagnéstica de la enfermedad de Chagas median-
te las técnicas consideradas en este trabajo, tomando
como referencia el estandar diagnoéstico, ha puesto de
manifiesto la utilidad de estos inmunoensayos.

Por ejemplo, un estudio realizado en 2018 puso de
manifiesto la capacidad del método ECLIA de separar
muestras reactivas de las que no lo eran, hecho que dis-
minuy6 significativamente el nimero de resultados no
concluyentes (9).

De igual manera, se demostré para CMIA una sen-
sibilidad y una especificidad similares a las del ELISA y

Tabla Ill. Evaluacidn de los parametros de desempefio del método ECLIA

Método de referencia
Positivo Negativo
Método en estudio Positivo 22 0 22
(ECLIA) Negativo 0 55 55
22 55 77
Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 100,00 97,73 100,00
Especificidad (%) 100,00 99,09 100,00
Indice de validez (%) 100,00 99, 35 100,00
Valor predictivo + Infinito
Valor predictivo - 0
Area ROC EE (DelLong) IC(95%)
ECLIA/CMIA 1,0000 0,0000 1,0000 1,0000
EPIDAT 3.0

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (2): 181-6
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de la IFL. Dentro de las ventajas se pondera el hecho de
poder procesar un mayor namero de muestras, con una
mayor estandarizaciéon y reproducibilidad de los resul-
tados, asi como una interpretacion totalmente objetiva
de los mismos (10).

En el presente estudio, el desempeno del ensayo de
ECLIA fue considerado excelente, teniendo en cuen-
ta los valores de RV(+) y RV(-) obtenidos, los cuales
se situaron muy bien en relacién a los esperados para
esta clasificacion: >10 en el caso de RV (+) y<0,1 en el
caso de la RV(-) (11). La precisién de ambos métodos
automatizados, comparando los CV% fue muy buena
y, si bien entre los métodos existe una diferencia en la
tasa de conversion, con una confianza del 95%, esta
diferencia no fue significativa.

Por lo tanto, a partir de este estudio se ha podido
verificar la veracidad del sistema de mediciéon, com-
parando los resultados obtenidos con el método a ve-
rificar (ECLIA) y con el método previamente en uso
(CMIA). Para esta serie, se observo una concordancia
total entre los resultados de los dos métodos automa-
tizados (Kappa=1,00) vy, si bien los resultados no son
intercambiables, en caso de ser necesario, el método
en estudio podria reemplazar al existente.

En este trabajo no se evalué directamente el efec-
to de la intervencion diagnoéstica sobre los posibles
efectos clinicamente relevantes de la infeccion; sin
embargo, es sabido que la deteccion precisa de los
individuos infectados por 7. cruzi y el rapido trata-
miento, tendrian una implicancia favorable sobre el
riesgo de dano organico a largo plazo (4) (12). Otros
beneficios relevantes incluyen la reduccion del riesgo
de transmision vectorial o vertical, que son dificiles de
cuantificar (8) (13).

Es importante resaltar que la automatizacion de las
diferentes pruebas o técnicas produciria un aumento
de la precision, debido, sobre todo, a una disminucion de
los errores manuales que se producen en las distintas eta-
pas (preanalitica, analitica y posanalitica).

Dado que el desempeno obtenido por el método eva-
luado es un resultado relativo, seria valioso proseguir con
la validacion de la sensibilidad y especificidad analitica del
ensayo.
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