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RESUMEN 

Se procesaron 241 muestras de donantes voluntarios del Banco de 
Sangre del Estado Zulia de sexo masculino y femenino, en edades 
comprendidas entre 18 y 30 años; a cada una de las cuales se le 
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practicaron las pruebas de ELISA realizadas en el IVIC utilizando cepas 
puras del antígeno de T. eruzi, ELISA utilizando un kit comercial y 
Machado Guerreiro, ambas técnicas realizadas en el Banco de Sangre 
del Estado Zulia. 

De los resultados obtenidos, con la técnica de Machado Guerreiro, 
7 sueros resultaron positivos y 234 negativos, con ELISA (Banco de 
Sangre) 21 positivos y 220 negativos; con ELISA (IVIC) 32 positivos y 
209 negativos. La comparación de Machado Guerreiro con ambas 
ELISA empleando el método de análisis Ji-Cuadrado modificado por 
Brand-Snedecor, reveló que las diferencias observadas entre los resul­
tados de las técnicas fueron significativas. Evaluando los resultados 
ELISA (Banco de Sangre) y ELISA (NIC) se demostró que no hubo 
diferencias significativas entre ambas pruebas. 

Los resultados de este estudio demostraron que ELISA es más 
sensible que Machado Guerreiro ya que detectó cantidades mínimas de 
anticuerpos específicos para antígenos chagásicos que no fueron detec­
tados por Machado Guerreiro. 

El uso de la técnica ELISA amplía el rango de seguridad para las 
transfusiones sanguíneas en relación a pacientes con infección chagásica. 

Palabras Claves: Diagnóstico. Chagas, Ensayo. ELISA Machado Guerreiro y Fijación 
de Complemento. 

ABSTRACT 

We used 241 samples of serum coming from voluntary donors from 
the Blood Bank of Zulia State belonging to both sex groups and ages 
between 18 and 30 years old, we did to each, the ELISA assay done at 
the NIC using pure stains of antigen from T. eruzi ELISA using a co­
mercial kit and Machado Guerreiro, both techniques done at the Blood 
Bank of Zulia State. The results with the Machado Guerreiro technique, 
7 sera were positive and 234 were negative; with ELISA (Blood Bank) 
21 were positive and 220 negative; with ELISA (lVIC) 32 were positive 
and 209 negative. The comparison between Machado Guerreiro and the 
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two ELISA'S using the method stadistic Ji-Cuadrado modified by Brand· 
Snedecor, revealedthatthedifferencebetween the results ofthe techniques 
were ofmeaning. Taking a look at the results fromELISA (Blood Bank) 
and ELISA (NIC) showed that there was no diference or significance 
between both techniques. 

The results of this investigation showed that ELISA is more 
sensible than Machado Guerreiro because itdetected lowerquantities of 
specificantibodiesforchagas antigens thatwere notdetected by Machado 
Guerreiro. 

ELISA techniques has a wider range of security for the blood 
transfusion in patients with chaga's infection. 

Words Keys: Diagnosis, Chagas, Assay, EUSA, Machado Guerreiro, Complement 
Fixation. 

INTRODUCCIÓN 

Tripanosomiasis americana es una de las enfennedades tropicales 
que constituye un grave problema para la salud pública en la población 
rural venezolana, debido a su carácter de evolución crónica. 

Con la presencia de tripanosomas en la sangre aparecen en el 
período latente, anticuerpos específicos contra el parásito, los cuales son 
detectables con métodos serológicos. Mientras unos anticuerpos dismi­
nuyen en sus títulos con la caída del nivel de la parasitemia. otros se 
mantienen en títulos elevados durante largo tiempo. La mayoría de estos 
anticuerpos humorales no intervienen directamente en los mecanismos 
de defensa, pero su importancia es de tipo diagnóstico. siendo la base 
fundamental de las pruebas inmunológicas. 

La infección chagásica puede persistir en el organismo humano 
quizás durante toda la vida y el potencial peligro de transmisión debe ser 
tomado en cuenta por todos los bancos de sangre, para que sean 
implantadas las medidas diagnósticas y evitar este tipo de transmisión. 
Díaz de Ram.írez1 hace mención que desde el año 1913, Guerreiro y 
Machad02 publican la reacción de Fijación de Complemento para el 
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diagnóstico de laenfennedaddeChagas. Numerosas pruebas serológicas 
han sido realizadas yevaluadas con este propósito por Fife31972, Camargo 
ycols.41977, Kagan y cols.' 1978, Rugai ycols.61979, Muñizy Boniell07 
1944, Muñiz y Morales8 1962. 

Los procedimientos más ensayados con un objetivo diagnóstico 
son la Fijación de Complemento al 50% de hemólisis (FC H50). 

IlAlmeida y Fife9 1976, MaekeltlO- 1959y 1960; Inmunofluorescencia 
Indirecta (lFI), Camargol2 1966, Streiger y colsY 1980; y 
Hemaglutinación Indirecta (HAI), Camargol4 1971, Méndezl' 1979; 
siendo reconocidas en sensibilidad y especificidad. 

Maekelt16 menciona que existen otras técnicas inmunoserológicas 
para el diagnóstico de Chagas, tales como: test de latex, González y 
Andrés,17 Quevedo;18 testdefloculación, Camargo;14 dye test,Perruolo;19 
Método Inmunoenzimático (ELISA), Anthony y cols.32 1979, Soares 
Guimares y cols.20 1981,Voller211975; yAglutinación Directa, González 
y Andrésl7 1977, Vattuone22 y Yanovsky23 1971. 

Maekelt10 reportó que, para la prueba de Machado Guerreiro;2 
desde el comienzo en 1913, fueron utilizados como antígenos, extractos 
de órganos fuertemente infectados. En los últimos años, Almeida y 
SiqueiraI presentaron excelentes trabajos sobre problemas de la reacción 
cuantitativade Fijación de Complemento para el diagnóstico chagásico. 

MicroEUSAChagas IgOes unapruebacualitativa inmunoenzimáti­
cadesarrolladaenmicroplacas,paradetectaranticuerposIgOcontraT.cruzi 
en suero humano, mediantemodificación yadaptación hechaen Venezuela 
por J. Hemández21 partiendo del método indirecto descrito por Alistair 
Voller y ools. 21 

Hoy en día no se tienen muchos estudios estadísticos sobre inves­
tigaciones realizadas en nuestro país de la correlación existente en torno 
a la sensibilidad de las técnicas de Machado Guerreiro y ELISA para el 
diagnóstico de la enfermedad de Chagas. El método de Machado 
Guerreiro es utilizado oficialmente en el laboratorio serológico para 
detectar anticuerpos anti-T. cruzi. ELISA es una técnica muy sensible 
para la detección de anticuerpos séricos específicos, por lo tanto, es 
necesario conocer la posibilidad de implantar esta última técnica, como 
método diagnóstico masivo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 


Se analizaron un total de 241 muestras de sueros sanguíneos 
provenientes de donantes voluntarios del Banco de Sangre del Estado 
Zulia, de sexo masculino y femenino, en edades comprendidas entre 18 
y 30 años, separados por procedimientos habituales de laboratorio, 
dividiendo cada muestra en tres alicuotas de O.5ml. (una de ellas fue al 
IVIC bajo refrigeración), haciendo un estudio a doble ciego usando las 
técnicas de Machado GuelTeiro, EUSA-NIC y ELISA-Banco de San­
gre a las cuales se les determinó la presencia o no de anticuerpos anti-T. 
CruDo 

1. MACHADO GUERREIRO 

- PRINCIPIO DEL MÉTODO 
Se fundamenta en la determinación de anticuerpos presentes en el 

suero problema por formación de un complejo entre éste y el antígeno, 
en presencia del complemento. Un sistema indicador constituido por 
glóbulos rojos de carnero sensibilizados con hemolisina adicionado en 
una segunda etapa, permite demostrar la primera reacción por ausencia 
de lisis de los glóbulos rojos. Cuando en el suero del paciente no existen 
anticuerpos, el complementó adicionado queda libre y se fija a la 
hemolisina produciendo Jlsis·de los eritrocitos. 

2. MICROELISA CHAGAS 

PRINCIPIO DEL MÉTODO: 
Se basa en la utilización de una enzima como marcador de la 

reacción Ag-Ac. El complejo formado tiene actividad enzimática sobre 
un sustrato específico que se manifiesta por el desarrollo de un color. El 
antígeno soluble es fijado a materiales defases sólidas como microplacas 
plásticas de fondo plano. En cada experimento deben incluirse controles 
adecuados para descartar la hidrólisis espontánea del sustrato, adsorción 
inespecífica del antígeno, del suero y del conjugado. 
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Los antígenos utilizados en el IVIC son producto de la purificación 
de aminoácidos de cepas de T. cruzi autóctonas, mientras que los utili­
zados en Banco de Sangre provienen de un "Kit" comercial (Labotec 
Chagas). 

PROCEDIMIENTO: 

Para la realización de esta prueba se utilizaron placas de plástico de 
98 pozos (Inmunolon n, Dynatech Laboratories). En cada pozo se 
colocaron 1, 5 Y 10 ug de antígeno respectivamente incubando a 372C 
toda la noche a fin de evaporar el solvente y fijar totalmente el antígeno 
al plástico encontrándose que la cantidad de 5ug produjo el valor óptimo 
de densidad óptica a 405nm en la reacción serológica, por lo cual fue la 
cantidad de antígeno utilizada en la prueba. En experimentos previos se 
pudo constatar que la mayor reproducibilidad de los resultados y el 
máximo en la actividad de la reacción de ELISA se obtuvo adhiriendo 
el antígeno a la placa e incubándolo por toda la noche a 372C. Una vez 
adherido el antígeno se lavaron las placas tres veces con SST (solución 
salina tamponada)-0.05% (v/v) Tween-20 con un lavador automático de 
placas, y luego se bloquearon los sitios que en la placa no reaccionaron 
con el antígeno con 1% (p/v) de albúmina sérica bovina en SST por 30 
mino a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con los 
sueros humanos diluidos en SST 1:1000 una hora a 372C al término de 
la cual, se lavaron 3 veces con SST-Tween-20 y se les añadió (Fab') 2 
anti-inmunoglobulinas humanas marcadas con peroxidasa de rábano 
diluidas 1:1000 en SST (0.01 M P04, 0.15M NaCl, pH 7.4), por toda la 
noche a 42C (Amersham). Seguidamente se lavaron 3 veces con SST­
Tween-20 colocándose 100 ul del sustrato de la enzima consistente de 
ABTS (2.2' - amino-di-3-etnyl benzothiazoline sulphonate) en el "buffer" 
que suministra la casa comercial. 

La reacción de la ABTS con la peroxidasa produjo un color verde 
que se cuantificó a 405 nm en un lector de placas de ELISA Titerteck, 
con sustracción automática del valor del color producido por todos los 
reactivos presentes en el pozo a excepción del antisuero positivo usado 

http:tamponada)-0.05
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en la reacción. Todos los experimentos se hicieron por duplicado, 
~ encontrándose que la desviación estándar osciló, entre 0.1 - 0.2% del 
valor del promedio. 

3. MÉTODO DE ANÁLISIS ESTADísTICO 

PRUEBA DE JI-CUADRADO MODIFICADA POR 
BRANDT-SNEDECOR 

Esta prueba nos relaciona la positividad y las diferentes técnicas. 
Uso de la prueba: 

Se emplea en tablas de contingencias 2 x y ó yx 2 (fila x columna) 
según donde se encuentre ubicada la clasificación y está dada por la 
siguiente fónnula estadística: 

l:aiPi-p l:ai 

¡; Q 
Q= l-p 

Donde: 

Pi = 	Proporción del evento que interesaen el experimento, 
bajo el tratamiento iésimo. 

ai = 	Número de elementos del evento que interesa bajo el 
tratamiento iésimo. 

p = 	Medida de las proporciones Pi. 

Nota: 	 Hay diferencia significativa (DS) o no. 

Utilizando una tabla de contingencia (2 x 3)* Tabla No. 1 
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TABLA NI 1 

COMPARACIÓN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 

DE LAS TÉCNICAS MACHADO GUERREIRO, ELISA (BANCO 


DE SANGRE) Y EUSA (lVIC) 


RESULTADOS 

MACHAOO GUERREIRO 

A 

ELISA 
(BANCO 00 SANGRE) 

B 

ELISA 
(MC) 

e 
TOTAL 

ai 
POsmvos 7 21 32 60 

NEGATIVOS 234 220 209 663 

TOTAL 241 241 241 723 (P) 
tubos 

Pi ·0.02904 0.08714 0.13278 0.08299 (p) 

(.): Número de positivos/total 
Pi: Proporción de positivos 
ji: Proporción de positivos en muestra global 

CÁLCULOS 

7 (0.02904) + 21 (0.08714) + 32 (0.13278) - 60 (0.08299) 

(0.08299) (0.91701) 

Q=I":¡; 
1.30278 Q =1-0.08299 

X2: --­ Q=O.91701 
0.07610 

X2= 9.21 
0.99;2 

HAY D1FERENOA SIGNIFICATIVA (p <: 0.01), ENTRE A, BY C 
Dado el resultado anterior procederemos a desglosar la tabla 2x3 en tablas 2x2 
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Donde: )(1 = 17.1 

Grado de libertad (gl) 

Donde: gl =(fila-l) (columna-l) 
gl =(2 -1)(3 - 1) 
Jd =2 

JI-CUADRADOTABULADO 

= Nivel de significación. 

Para ver si se rechaza o no la hipótesis, igual probabilidad de aceptar o 
rechazar la hipótesis. 

a=O.OI 

)(20.99;2 =9.21 *0.99 = tabla del Yl 

RESULTADOS 

De la evaluación a la cual fueron sometidas las 241 muestras de 
sueros sanguíneos provenientes de donantes voluntarios del Banco de 
Sangre del Estado Zulia, se obtuvo que con la técnica de Machado 
Guerreiro, 7 fueron positivos y 234 negativos, con ELISA (Banco de 
Sangre) 21 positivos y 220 negativos. Con ELISA (IVIC) 32 positivos 
y 209 negativos. 

Como se puede observar, utilizando la Tabla de Contingencia 2 x 
3 (Tabla No. 1) Y el método de análisis Ji-cuadrado modificado por 
Brand-Snedecor, hubo diferencia significativa entre las técnicas evalua­
das. 

En la Tabla No. 2, la comparación de Machado Guerreiro y ELISA 
(Banco de Sangre) empleando el análisis estadístico antes mencionado, 
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TABLAN1l 

COMPARACIÓN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
DE LAS TÉCNICAS MACHADO GUERREIRO y ELISA 

(BANCO DE SANGRE) 

MACHAOO GUERREIRO ELISA 
(BANCO DE SANGRE) 

RESULTADOS 
A 8 

rosmvos 7 21 

NEGATIVOS 234 220 

241 241TOTAL 

Pi 0.02904 0.08714 

TOTAL 

28 

454 

482 

0.05809 

CÁLCULOS 

7 (0.02904) + 21 (0.08714) - 28 (0.05809) 

(0.05809) (0.94191) 

0A067 

0.05472 


Xl == 7.4 


Xl: 6.63 

0.99;1 

HAY DIFERENCIA SIGNll<lCAllVA (p < 0.01). ENTRE A Y B 
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revel6 que las diferencias observadas entre los resultados de ambas 
técnicas fueron significantes; igual análisis demostraron los resultados 
obtenidos de la evaluaci6n entre Machado Guerreiro y ELISA (IVIC) 
como lo indica la Tabla No. 3. 

En la Tabla No. 4, comparando los resultados entre ELlSA realiza­
da en el Banco de Sangre del Estado Zulia y la Técnica de ELISA-IVIC, 
se demostr6 que no hubo diferencias significativas entre ambas técnicas. 

DISCUSIÓN 

La reacci6n de Fijaci6n de Complemento (Machado Guerreiro) por 
su alta sensibilidad y especificidad, es tradicionalmente considerada 
como prueba patr6n para el diagn6stico de la enfennedad de Chagas, es 
por ello que la hemos utilizado para evaluar la técnica inmunoenzimática 
de ELISA. 

Numerosos autores confinnan la sensibilidad de la reacci6n de 
Fijaci6n de Complemento empleando un extracto proteico de T. cruzi, 
exento de fosfolípidos por extracci6n con éter o benzol; donde Romaña 
y Gil obtienen un 93% de positividad en 174 casos estudiados. Chaffer 
y coIs. encontraron en 96 sueros un 94% de positividad, Freitas24 en 73 
casos 98.6% de positividad, Maekeltll en 65 casos adultos 92% de 
positividad. 

En 1980, Quevedolll comparando la prueba de Aglutinaci6n de 
Partículas de Látex sensibilizadas con antígeno de T. cruzi y la reacci6n 
de Fijaci6n de Complemento, no encuentra diferencias significativas 
entre los resultados cualitativos obtenidos. 

Díaz de Ramírez l en 1984 realiz6 un estudio comparativo entre la 
pruebade Fijaci6n de Complemento y la prueba de Aglutinaci6n Directa 
con 2-mercaptoetanol obteniendo concordancia de los resultados entre 
ambas pruebas, no existiendo diferencias significativas. 

Hist6ricamente corresponde a Engval y Perlmann2s la descripci6n 
de la primera técnica de Ensayo Inmunoenzimático específico para 
proteínas séricas, siendo un ensayo muy promisor para el diagn6stico de 
Chagas. 
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TABLANI 3 

COMPARACIÓN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 

DE LAS TÉCNICAS MACHADO GUERREIRO y ELISA 


(IVIC) 

MACHADO GUERRElRO PLISA 
(IVIC) 

RESULTAOOS TOTAL 
A C 

38POSITIVOS 7 32 

NEGATIVOS 234 209 443 

241 241TOTAL 482 

Pi 0.02904 0.13278 0.08091 

- , 

CÁLCULOS 

7 (0.02904) + 32 (0.13278) - 39 (0.08091) 

(0.08091) (0.91909) 

1.29675 


0.07436 


)(2=17.4 


Xl= 6.63 

0.99;1 

HAY DIFERENOA SIGNIFICATIVA (p <0.01). ENTJE A Y C 
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TABLA NI 4 


COMPARACIÓN DE LOS RESULTADOS.OBTENIDOS 

DE LAS TÉCNICAS ELISA (BANCO DE SANGRE) 


Y ELISA (IVlC) 


21 (0.08714) ... 32 (0.13278) - 53 (0.10995) 


(0.10995) (0.89005) 


ELISA ELISA 
(BANCO DE SANGRE) (IVIC) 

RESULTADOS 
B e 

posmvos 21 32 

NEGATIVOS 220 209 

TOTAL 241 241 

TOTAL 

53 

429 

482 

Pi 0.08714 0.13278 0.10995 

cÁLCuws 

X2= 

0.25155 


0.09786 


X2=2.6 

X2 = 6.63 
0.99;1 

NO HAY DlPBRENCIA SIGNIFICAnVA (p > 0.01). ENlRE B Y C 
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Kagan y cols.S afmnan que la prueba de ELISA es altamente 
sensible y específica para cuantificar anticuerpos circulantes de T. cruzi 
en el suero. 

Entre las modificaciones a la técnica de ELISA, Castilla y col. en 
1988,26 utilizaron el Ensayo Inmunoenzimático por Difusión en Gel 
(DIG-ELISA), comparándola con Hemaglutinación Indirecta (HAO 
alcanzando mayor porcentaje de positividad de casos para ELISA al 
realizar la evaluación de ambas pruebas. 

En 1991, Lorca y Thiermann27 realizaron un estudio comparativo 
entre la técnica de ELISA por anticuerpos IgG e IgM contra T. cruzi y 
la prueba de Anticuerpos Inmunofluorescentes (IF A 1), confIrmando 
que ELISA es mucho más sensible que la prueba IFAT por anticuerpos 
IgM. 

Contreras y cols. en 199228 estudiaron sueros por ELISA -IgG y por 
pruebas de Hemaglutinación Indirecta, demostrando que ambos méto­
dos presentaron concordancia de 93,3% y 100,0%, respectivamente. 

Figueredo y cols.29 realizaron un estudio de la prevalencia de 
infección por T. cruzi en 265 individuos utilizando examen microscó­
pico, hemocultivo, InmunofluorescenciaIndirecta (IFI), ELISA yELISA­
competitiva (C-ELISA), arrojando una seropositividad de 14.3% por 
IFI, 14.7% por ELISA y 13.2% por C-ELISA. 

Estudios comparativos de cuatro métodos serológicos de diag­
nóstico de laenfermedad,de C~á'gas fueron aplicados por Schattschneider 
y cols. en 1992,30 reportando que las pruebas de Aglutinación por Látex, 
IFAT Y ELISA identificaron el 81 % de los pacientes con infección 
aguda, la prueba de Fijación de Complemento no presentó un diagnós­
tico potencial en esta fase de la enfermedad. En estados tardíos la prueba 
de Fijación de Complemento mostró una sensibilidad del 69% compa­
rado con ell00% para pruebas de aglutinación por látex, IF A Ty ELISA. 

Requejo y cols.,31 en 1991 realizaron comparaciones entre las 
pruebas serológicas convencionales, tales como Inmunofluorescencia 
Indirect.!! tIFI), Hemaglutinación Pasiva (PHA), Fijación de Comple­
mento y DIG-ELISA, concluyendo que esta última representa una 
tecnica alternativa para la detección de infecciones chagásicas. 
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Basados en la utilidad reconocida de Machado Guerreiro para el 
diagnóstico de la infección T. eruzi, se tomó como parámetro esta 
prueba, para determinar si hay diferencia significativa de sus resultados 
con los obtenidos al utilizar la prueba de ELISA. En este estudio se 
obtuvo una diferencia significativa entre Machado Guerreiro y ELISA 
confirmando la superioridaddeesta últimaen ladetecciónde anticuerpos 
anti-T. eruzi. 

La sensibilidad de EUSA permite detectar anticuerpos que han 
persistido durante más tiempo que aquéllos detectados por Machado 
Guerreiro, además la facilidad y rapidez para el montaje de la misma y 
lo sencillo del equipo a utilizar, hacen de ésta una prueba útil en los 
laboratorios de bancos de sangre, ya que no requiere de infraestructura 
compleja, ni aparatos costosos ni personal altamente especializado. 

La positividad de EUSA (Banco de Sangre) y EUSA-IVIC no 
mostró una diferencia significativa en relación a la encontradaen ambas 
técnicas con la de Machado Guerreiro, a pesar de que por ELISA-IVIC 
se obtuvo un mejor resultado, ya que se utilizaron antígenos de cepas 
puras de T. eruzi por lo que en relación a futuros trabajos se debe hacer 
hincapié en la necesidad de emplear antígeIlos puros para obtener 
resultados óptimos en la ejecución de dicha prueba. 

CONCLUSIONES 

Utilizando la técnica de ELISA se detectaron reactores positivos 
loscuales fueron reactores negativoscon la técnicade MachadoGuerreiro, 
estableciéndose una diferencja significativa de sensibilidad entre los 
resultados. 

Estadísticamente se comprobó que hubo diferencia significativa 
entre los resultados obtenidos por EUSA y Machado Guerreiro. No así 
entre la técnica de ELISA del Banco de Sangre y ELISA-IVIC usando 
diferentes antígenos en ambas pruebas. 

Para fines prácticos, Machado Guerreiro resulta mucho más labo­
rioso al ser aplicado en grandes poblaciones y de alto riesgo como la de 
los bancos de sangre necesitando el empleo de mayor tiempo y de 
personal especializado para la obtención de los resultados. 
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