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I. RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una tripanosomiasis del continente americano que constituye
la cuarta enfermedad parasitaria mas importante a nivel mundial. Es causada por el parasito
flagelado Trypanosoma cruzi. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 16 a 18
millones de personas padecen esta enfermedad y que alrededor de 90 millones de individuos
que viven en areas endémicas se encuentran en riesgo de contraer la infeccion.

En la etapa inicial de la enfermedad se encuentran parasitemias significativas por lo que el
diagnostico se basa en la busqueda del parasito. En esta etapa el sistema inmune responde
precozmente a la infeccion produciendo anticuerpos IgM, indetectables en la fase crénica, y
hacia la segunda y tercera semana de infeccion anticuerpos IgG, detectables durante todo el
curso de la enfermedad. En las etapas latente y cronica las parasitemias son transitorias, por lo
que el diagnoéstico depende del hallazgo de anticuerpos circulantes contra T. eruzz. La OMS
recomienda el uso de por lo menos dos técnicas complementarias para identificar a un paciente
como chaggasico.

El estadio presente en la sangre y tejidos del hospedero es el tripomastigote, el cual libera
diversos antigenos (mediante excrecion-secrecion) al espacio extracelular constituyendo la
fraccion conocida como TESA, que consiste en proteinas de 150-160kDa y wvarios
componentes antigénicos de fase aguda (SAPA) de 130-200kDa, contra los que se producen
anticuerpos especificos detectables en pacientes con infecciéon aguda y crénica. Este es el
principio de una prueba desarrollada en Brasil denominada TESA-blot, la cual, a través de un
inmunoblot utiliza el TESA liberado al sobrenadante de los cultivos de células infectadas con
T. cruza.

En varios estudios se ha reportado la existencia de un alto polimorfismo genético y
antigénico entre las distintas cepas de T. augi, y se ha demostrado que el taxén se subdivide en
dos lineas mayores: I y II. En México el agente principal de enfermedad de Chagas es T. crugi
I, mientras que en paises de Sur América es T. eruzz 11 el principal responsable de infeccién
humana. Estos hallazgos confirman la necesidad de desarrollar una técnica que emplee
antigenos de aislamientos nativos responsables de la enfermedad en cada pais, utilizando para

su produccion antigenos obtenidos a partir del estadio tripomastigote del parasito.



En la presente investigacion se cultivaron 7 aislamientos guatemaltecos obtenidos por el
Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala en la linea celular Hep-2. Se obtuvo el indice de
infeccién necesario para la recoleccion de TESA en dos de ellos y se concentrd el contenido
proteico de ambos obteniéndose un mejor rendimiento antigénico con TESA H-64. Se
compar6 el numero y peso molecular de las bandas obtenidas con TESA-blot H-64 y TESA-
blot H-7, presentando ambos una banda evidente y constante con peso molecular aproximado
de 150 a 160 kDa. Se separaron los antigenos obtenidos mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa; de esta forma se produjo 8 lotes de TESA-blot H-64 y se evalué el
funcionamiento de los mismos al desarrollarlos como inmunoblot.

La prueba se validé utilizando un panel de sueros evaluados anteriormente mediante el uso
de tres pruebas diagndsticas: inmunofluorescencia indirecta (IFI), ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) y aglutinacién con particulas de gelatina (GPAT). Este panel consistié en 50 sueros
positivos, 51 negativos y 14 con serologia discordante; asi también se validé con TESA-blot
Brasil el que fue producido con la cepa Y y donado por la Dra. Eufrosina Umezawa del
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo. Se obtuvo una sensibilidad relativa de 98.2% (IC
95% 89.4 — 99.9) y una especificidad relativa de 100.0% (IC 95% 98.0-100.0), ademas de 99.1%
de concordancia con el panel de sueros utilizado. La prueba TESA-blot H-64 present6 una
correlacion del 98.2% con GPAT y de 99.1% con TESA-blot Brasil, siendo estas correlaciones
optimas.

Se evalu6 la ocurrencia de reacciones cruzadas de TESA-blot H-64 con 10 sueros positivos
para Leishmania, obteniéndose 10% de reacciones positivas. Este dato debe confirmarse
utilizando una mayor cantidad de sueros y se debe descartar la posibilidad de infecciones
mixtas por Leishmaniay T. cruzi.

Con este estudio se demuestra que TESA-blot H-64 puede ser una alternativa en el
diagnostico confirmatorio de casos en los que se sospecha de infeccion con 1. eruzz, asi como
para el diagnéstico de rutina junto a otra prueba como GPAT. Sin embargo, es necesario
confirmar los casos en los que se sospeche Leishmaniasis o que sean provenientes de area

endémica para la misma.



II. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades parasitarias mas importantes en
América Latina, habiéndose documentado casos desde el sur de los Estados Unidos hasta la
Patagonia en Argentina. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de
16 a 18 millones de personas padecen la enfermedad y que alrededor de 90 millones estan en
riesgo de contraer dicha infeccion (1,2).

Se trata de una infeccion parasitaria causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi,
que se transmite por medio de vectores, por via transfusional, congénita y a través del
transplante de 6rganos. Los vectores, principales responsables de la transmision, habitan
principalmente en regiones rurales; en Guatemala se les encuentra con mayor frecuencia en el
este del pais (3,4).

La enfermedad se caracteriza por presentar una fase aguda corta con alta parasitemia y una
subsecuente fase cronica persistente (5,0). La quimioterapia existente no es satisfactoria ni
confiable. La respuesta inmunolégica del paciente responde precozmente en el transcurso de
la enfermedad con la produccién de IgM, mientras que la IgG se produce hacia la segunda y
tercera semana de la infeccion (3).

La forma de diagnéstico de la enfermedad depende principalmente de la fase en la que la
misma se encuentre. Durante la fase aguda se encuentran parasitemias importantes, por lo que
se busca directamente al parasito por medio de técnicas como el xenodiagnéstico. Sin
embargo, la sensibilidad de esta prueba disminuye hasta casi el 50 por ciento para la deteccion
de casos cronicos. En la etapa crénica las parasitemias son transitorias y el diagnostico se basa
en el hallazgo de anticuerpos circulantes anti-T. ¢#z7y en la clinica de la enfermedad (3).

LLa mayor parte de técnicas seroldgicas existentes para realizar el diagnostico son elaboradas
a base de antigenos crudos o purificados de epimastigotes (fase no infectiva del parasito), con
los cuales se obtiene un alto porcentaje de reacciones cruzadas principalmente con Leishmania
(7,8). El uso de antigenos producidos en la fase tripomastigote (fase infectiva del parasito) ha
demostrado eliminar dichas interferencias y proporcionar pruebas altamente sensibles y

especificas capaces de diagnosticar infecciones agudas, cronicas y congénitas (9).



Por otro lado, T. ¢ruzi muestra un considerable polimorfismo genético y antigénico. Varios
estudios han demostrado que las cepas existentes y responsables de infecciéon severa en Sur
América no son las mismas que las presentes en México y en Centro América. Es por ello que
es necesario el desarrollo de pruebas de diagnéstico que utilicen cepas nativas y representativas
de la cepa principal causante de infeccién en cada pais (10).

En Brasil se ha demostrado que el uso de los antigenos secretados-excretados por los
tripomastigotes al espacio extracelular (TESA), permite realizar el diagnéstico por inmunoblot
o ELISA con el minimo de reacciones cruzadas. Sus estudios reportan que TESA-blot es
100% sensible y especifico para el diagnostico de la enfermedad de Chagas (11).

El objetivo principal de la presente investigacion fue utilizar la prueba TESA-blot para el
diagnostico de la enfermedad de Chagas con antigenos provenientes de parasitos aislados en
Guatemala. Para tal propdsito, se evaluaron siete aislamientos de T. ¢uzz realizados en el
Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala de los que se eligié a uno de ellos, el aislamiento
H-64. Una vez se obtuvo el TESA-blot se validé utilizando un panel de sueros provenientes
de la seroteca del Departamento de Citohistologia de la Facultad, los cuales habian sido
evaluados con el uso de tres metodologias: aglutinaciéon con particulas de gelatina (GPAT),
inmunofluorescencia indirecta IgG (IFI-IgG) y ensayo inmunoenzimatico (ELISA-IgG);
siguiendo el criterio de OMS (4,8).

Con los datos obtenidos se calculd la sensibilidad y especificidad relativas a la prueba y la
concordancia Kappa de la misma respecto al panel de sueros utilizado en la validacion.

La presente investigaciéon constituye un avance biotecnolégico para el pais ya que a partir
de antigenos de un aislamiento nativo se produjo una prueba serolégica altamente sensible y
especifica, que sera de gran utilidad para el diagnéstico confirmatorio de la enfermedad de

Chagas en Guatemala.



III. ANTECEDENTES

A. Generalidades de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria hematica e histica causada por el
protozoario flagelado Trypanosoma cruzgi. La existencia de la infeccion depende de la presencia
del agente etiologico, de un vector y del hospedero adecuado, representado por el hombre y
varios mamiferos domésticos y silvestres (3). Otro miembro de la misma familia y responsable
de otra seria enfermedad humana es el protozoo flagelado agente causal de la Leishmaniasis, el
cual comparte varios determinantes antigénicos con T. cruzi (12).

La enfermedad de Chagas es la cuarta enfermedad parasitaria mas importante a nivel
mundial, después de la malaria, la esquistosomiasis y la parasitosis intestinal. Es la enfermedad
parasitaria mas importante en América Latina en cuanto a la pérdida de capacidades normales
en el paciente (1).

Un reporte reciente de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 16 a 18
millones de personas se encuentran infectadas con esta enfermedad y que alrededor de 90
millones de individuos que viven en 4reas endémicas se encuentran en riesgo de contraer la
infeccion (2). Ademas, existen mas de 72,000 casos en México y Centro América (13).  El
84% de las formas agudas afectan a los nifios antes de los 10 afios de edad y el 36% involucra a
menores de 1 afio de vida. El 75% de los casos son formas benignas, el 20% son formas de
mediana gravedad y sélo el 5% se presentan como formas graves (3). En 1996 la OMS reportd
que 45,000 personas mueren de la enfermedad cada ano (3,12).

La enfermedad de Chagas se desarrolla como una infeccién de por vida en humanos,
quienes sirven como reservorios del parasito. Esta infeccidon se caracteriza por presentar una
corta fase aguda con alta parasitemia, que no es diagnosticada en muchos casos, y una
subsecuente fase cronica que es petsistente (5,6). Debido al riesgo de infeccién congénita y/o
transmision horizontal por transfusion de sangre infectada, esta enfermedad se ha convertido
en un gran problema en regiones no endémicas, sobre todo por el incremento en la migracion
de personas desde Centro y Sur América hacia paises desarrollados (6). Se ha descrito también

la forma indeterminada de la enfermedad, 1a cuil es asintomatica en todo el transcurso de la



misma, estimandose que se presenta en 2/3 de los aproximados 18 millones de personas que

padecen la enfermedad crénica, la mayorfa habitantes de América Latina (14,15).

1. Datos histéricos

En 1909 Carlos Ribeiro Justiniano Chagas publicé en Brasil un articulo conocido como
“Nueva Tripanosomiasis Humana” en el cual describia una nueva enfermedad, su agente
causal, la existencia de un vector invertebrado y la transmisién experimental a mamiferos.
En afios posteriores describi6 las formas créonicas de la enfermedad, incluyendo la cardiaca,
gastrointestinal y las manifestaciones neuroldgicas; describiendo en 1911 la infeccion
congénita.  La posibilidad de transmision a través de transfusién sanguinea fue descrita
por Mazza en 1936 (14,15).

En 1913 se describié el uso de la prueba de fijacion del complemento para el
diagnostico, en 1914 el xenodiagnéstico y hasta 1970 se documenté el desarrollo de otras
pruebas serologicas, como las técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI) vy
hemaglutinacién indirecta (HAT) (15,16).

En Guatemala la investigacion sobre la enfermedad de Chagas se inicia en 1932,
cuando el Profesor Dr. Edward Reichenow, del Instituto de Medicina Tropical de la
Universidad de Hamburgo, estudia las fincas cafetaleras de Santa Rosa y Escuintla.
Describié un insecto reduvido que por sus caracteristicas supuso se trataba de Triatoma
dimidiata, en quienes encontré un 40% de infeccion con T. eruzi.  Sus estudios culminaron
en el diagnostico de los dos primeros casos de infeccion humana en el pafs, sin embargo,
sus conclusiones no dieron la importancia merecida a la enfermedad, por lo que la
investigacion acerca de esta patologia en nuestro pais se retard6é durante casi 15 afios. Fue
hasta 1947 que el Dr. Jorge Fernandez estudié en el Hospital General San Juan de Dios el
primer caso de cardiopatia chagasica con comprobacion histologica, con lo que se reinicié

el estudio de dicha enfermedad (17).

2. Distribuciéon geografica
La enfermedad de Chagas es una tripanosomiasis del continente americano, habiéndose
reportado casos humanos desde el sur de los Estados Unidos hasta la Patagonia en

Argentina (Anexo 1) (18). ILa transmision en humanos depende de varios factores,



incluyendo la densidad de reservorios selvaticos y domésticos, la densidad y rango de
infeccion de los insectos triatominos y las condiciones de vida y vivienda de las personas
(19). La poblacién con mayor riesgo es aquella que vive bajo los 1600 msnm, en zona no
tropical y en viviendas aptas para la proliferacion del vector (20).

Estudios realizados en Guatemala en 1959 enfatizan que la distribucion de los vectores
se limita a los departamentos situados al este del pafs, sin embargo, no existian estudios que
abarcaran la totalidad del territorio nacional (20). En 1999 Tabaru y colaboradores
confirmaron que los vectores son encontrados con mayor frecuencia en el este del pafs, en
departamentos como Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa, Zacapa, oeste del Quiché y
norte de Alta Verapaz. La evaluacion de los vectores en diferentes zonas muestran que se
encuentran infectados con T. eruzi 38.9% en Zacapa, 37.5% en Guatemala, 25.1% en Santa
Rosa, 22.7% en Chiquimula, 8.2% en Jutiapa y 2.3% en Alta Verapaz. Este estudio estima
que aproximadamente 330,000 personas viven en el tipo de casas con riesgo en toda la
republica de Guatemala (Anexo 2) (20).

Los vectores de la enfermedad habitan en viviendas de regiones rurales con
caracteristicas especiales de construcciéon y uso de materiales como palma, bajareque y
barro, construcciones relacionadas a condiciones de pobreza (19,20). De acuerdo al censo
realizado en 1994 el 65% de la poblacion guatemalteca vive en area rural, de ellos el 60%
vive en casas construidas con paredes de barro las que presentan las caracteristicas

adecuadas para la supervivencia de los vectores (20).

Vias de transmision

Se ha vinculado la enfermedad de Chagas a varias vias de transmision, siendo la
vectorial la mas importante.  En Guatemala se pueden encontrar como principales
vectores de la enfermedad a Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixcus, insectos hematofagos de
la subfamilia Triatominae (Familia Reduviidae, Orden Hemiptera), conocidos como
“chinche picuda” y distribuidos ampliamente en América Latina, desde México a Argentina
(3,12,18,20,21).

Existen otras vias de transmision, de menor frecuencia, como son la transfusion de
sangre, la congénita y a través del transplante de 6rganos. La transmision transfusional se

considera el segundo mecanismo de infeccion en zonas endémicas y el principal



mecanismo en zonas libres de vector; ésto es debido al incremento en la migracion
poblacional, sobre todo desde zonas endémicas hacia zonas no endémicas. El riesgo de
transmision del paréasito por transfusion de sangre radica en las caracteristicas biologicas de
éste, ya que sobrevive en sangre total mantenida a 4°C por periodos prolongados, asi como
en los derivados de sangre, concentrados de glébulos rojos y crioprecipitados; siendo
viables hasta 250 dfas en muestras con citrato a temperatura ambiente y en sangre
refrigerada hasta 18 dias (4). En un estudio realizado en 1996, en Bancos de Sangre en
toda la Republica de Guatemala, se encontré que el porcentaje de positividad a T. euzi en
donadores que acudieron a bancos de sangre fue de 1.4% de un total de 34,070 muestras
procesadas en 1994 y 0.97% de un total de 17,775 muestras procesadas en 1995 (20).

Los casos transmitidos via congénita, son en su mayorfa asintomaticos y disminuyen
severamente la posibilidad de supervivencia del recién nacido (22). Esta forma de
transmisiéon puede ocurrir durante cualquier etapa de la infeccion materna y el parasito
puede infectar al feto con o sin compromiso placentario (4).

Se ha sugerido la transmision debida a la ingestién de carne mal cocinada de animales

infectados (23).

B. Agente causal

T. eruzi pertenece al Orden Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae, se caracteriza por
presentar un nucleo central, un flagelo y una mitocondria Gnica en la que esta situado el
kinetoplasto, organela especializada que contiene acidos nucleicos. Su identificacién es simple
debido a sus particulares caracteristicas morfologicas y biologicas, sin embargo, su morfologia
puede confundirse con 1. rangeli, flagelado no patégeno transmitido por el mismo vector en
algunas areas de Centro y Sur América (24).

T. cruzi presenta tres estadios durante su ciclo de vida y morfogénesis. El estadio presente
en la sangre y tejidos del hospedero es el tripomastigote, que posee su kinetoplasto en el
extremo anterior al flagelo y el nicleo central, el flagelo emerge cerca del kinetoplasto. El
estadio presente en el insecto vector es el epimastigote, el cual posee su kinetoplasto y flagelo
posterior al nucleo. Ademas presenta un estadio intracelular en tejidos conocido como

amastigote, el cual muestra un flagelo inconspicuo (Anexo 3) (24).



1.

Ciclo evolutivo

Los insectos triatbminos, por sus caracteristicas hematofagas, pican al hospedero para
alimentarse. ~ Justo después, la chinche expulsa deyecciones contaminadas con
tripomastigotes metaciclicos de T. ¢uzi que penetran por las excoriaciones de la piel
producidas por el rascado luego del escozor causado por esta picadura (3).

Ingresa al hospedero a través de una puerta de entrada cutanea o mucosa de donde los
tripanosomas se diseminan por via hematica o linfatica alcanzando distintas visceras,
preferentemente corazon, sistema nervioso, musculo, sistema reticulo-endotelial y aparato
digestivo (3).

El protozoo se divide por divisiéon binaria multiplicandose y pasando por la forma de
amastigote intracelular. En cada localizacién, se producen fenémenos complejos de
destruccién y reaccioén inflamatoria que prolongan la enfermedad. Después de alrededor
de diez duplicaciones, los amastigotes se diferencian en tripomastigotes circulantes los que,
previa ruptura de la célula hospedera, son liberados a la circulaciéon. Los parasitos
circulantes invaden otras células del organismo, vuelven a multiplicarse en ellas y a
diferenciarse en tripomastigotes, repitiéndose el ciclo.  Si bien el nimero de parasitos
circulantes esta limitado por la respuesta inmune del hospedero, ésta es incapaz de
erradicarlos. FEl ciclo se cierra cuando otra chinche se alimenta del mamifero infectado.
Los parasitos se multiplican en el estomago del vector y son los responsables de la
persistencia de la infeccién en el insecto, asi los epimastigotes contindan su progresion por
el tubo digestivo hacia la ampolla rectal y alli se diferencian a tripomastigotes metaciclicos.
El insecto al alimentarse de otro mamifero sano eliminard en las heces los tripanosomas
infectantes, que al ingresar reiniciaran el ciclo evolutivo natural de la enfermedad (3,6).

Existe gran cantidad de chinches y mamiferos silvestres que perpetian en la naturaleza

la existencia del tripanosoma infectante (Anexo 4) (3).

Caracteristicas antigénicas

Las poblaciones de T. cuzi estan compuestas por una gran cantidad de cepas que
circulan en ciclos selvaticos y domésticos que involucran humanos, vectores y reservorios
animales. Su aislamiento demuestra un amplio rango de cepas con distintas caracteristicas.

Esta variacion intraespecifica ha sido muy investigada mediante caracterizaciéon biologica
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(morfologia de las formas sanguineas, curvas de parasitemia, virulencia, patogenicidad y
susceptibilidad a drogas), parametros moleculares, farmacologicos, inmunolégicos y
bioquimicos (24,25).

Las distintas poblaciones han sido estudiadas por analisis de los componentes de
superficie de membrana y distribucién de bandas en electroforesis en gel de poliacrilamida
— dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) asi como con anticuerpos monoclonales,
detectando reacciones cruzadas entre los antigenos (24).

Varios autores han sugerido asociaciones entre cepas de 1. ¢ugi con patrones de
infeccidn, caracteristicas epidemioldgicas y manifestaciones clinicas de la enfermedad (25).

En 1999 Andrade y colaboradores, en un estudio realizado en Brasil, propusieron que
las distintas clonas de T. ¢uz/ muestran un tropismo diferencial hacia ciertos tejidos.
Ademas, demostraron que presentan diferencias significativas en su composicion
superficial, como carbohidratos, lipidos y proteinas. Estas diferencias explican los distintos
patrones de asociacién de las distintas subpoblaciones de T. wwgi con sus vectores y
hospederos especificos (25).

T. cruzd muestra un considerable polimorfismo genético. Extensos estudios realizados
utilizando la técnica de electroforesis enzimatica multilocus (varios loci o genes), por medio
de la cual pueden obtenerse patrones de migracion especificos para enzimas que permiten
distinguir entre cepas, han demostrado que las poblaciones naturales de T. cuzi tienen una
estructura clonal que ha llevado a la subdivisién del taxén en dos lineas mayores I y II.
Cada linea es genéticamente heterogénea y aunque no se han podido diferenciar
subdivisiones en T. ¢rugi 1, existen 5 subgrupos para 1. ¢ruzi 11 en base a analisis de ADN
por la técnica de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (10).

Seguin datos epidemiolégicos y ecoldégicos recolectados en Sur América existe una
fuerte asociacion de T. euzi 11 con la enfermedad humana severa y el ciclo doméstico de
transmision, mientras que 1. cugi 1 es preferentemente detectado en ciclos selvaticos e
infeccién humana autolimitante en la regiéon del Amazonas (6,25). Un estudio realizado en
Argentina por Noia y colaboradores, demostré que todas las infecciones causadas por T.
cruzi involucran al menos una cepa perteneciente a 1. owzi 11, no encontrandose
infecciones exclusivas por 1. ¢uzi 1 en los pacientes chagasicos estudiados; aunque se

observaron algunas co-infecciones I/II. Estos datos hacen necesario reevaluar las cepas
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apropiadas para el desarrollo de modelos en el estudio de la patogénesis y el tratamiento de
la enfermedad (6).

Bosseno y colaboradores en un estudio realizado en México demostraron que los
aislamientos mexicanos pertenecen unicamente a 1. ¢uzi 1. Esta clasificacién debe ser
considerada como base para los estudios de diversidad genética y de propiedades biologicas
de T. eruzi, para establecer si la diversidad clonal tiene un impacto en el comportamiento
biol6gico de los aislados. En México, por lo tanto, se puede considerar que el agente
principal de enfermedad de Chagas es T. eruzz 1, resultados que contrastan con la situacion
de paises de Sur América en donde los parasitos pertenecientes a 1. cuzi 11 son los
principales responsables de infecciéon humana (10).

Los aislamientos de T. cugi se componen de poblaciones heterogéneas, el cultivo
vitro 'y la inoculacién en animales pueden seleccionar ciertas sub-poblaciones de la mezcla.
Un largo mantenimiento de T. ¢#z7 en animales de laboratorio lleva a alteraciones en las
caracterfsticas  biologicas de la cepa original, aumentando o disminuyendo
considerablemente su virulencia. Su cultivo 7z vitro por largos periodos disminuye la
virulencia e infectividad de la cepa en animales de laboratorio. Otros estudios han
demostrado que después de pasajes sucesivos en cultivos zz vitro se detecta una reduccion
en la metaciclogénesis disminuyendo la virulencia; un largo mantenimiento de las cepas
con estas técnicas es determinante de alteraciones fenotipicas como reducciéon de la
infectividad, virulencia y cambios en los petfiles electroforéticos de enzimas, ademas de
modificaciones genotipicas (20).

Durante todo el proceso de cambio o morfogénesis de epimastigote a tripomastigote
metaciclico, a amastigote y a tripomastigote, suceden cambios dinamicos en las estructuras
de superficie del parasito y por lo tanto en su genotipo antigénico (27).

Los tripanosomas son incapaces de sintetizar acido sialico por lo que usan la enzima
transialidasa, la que esta involucrada en el secuestro del acido sidlico de los
sialoglicoconjugados presentes en sangre y otros tejidos del hospedero vertebrado
infectado. El 4cido sialico es transferido a galactosas terminales presentes en mucinas
(proteinas o-glicosiladas) que cubren la superficie del parasito. Se sugiere que éstas y otras
moléculas estan involucradas en la invasion de las células del hospedero y en la proteccion

contra la lisis por complemento (7,14,28).
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La estructura de esta enzima comprende una regioén globular N-terminal de 642
aminoacidos que contiene actividad catalitica, seguida por una extension C-terminal de
secuencias repetidas llamada SAPA (antigenos secretados de fase aguda) que no son
requeridas para la actividad enzimatica. La fraccion SAPA (grupo de 3 a 6 moléculas) es
altamente antigénica y se encarga de la estabilizaciéon de la actividad enzimatica de los
tripomastigotes una vez liberados a la sangre del hospedero infectado (7).

Estudios de marcadores de superficie del parasito han demostrado la existencia de
antigenos especificos de cada cepa, ademas de las glicoproteinas comunes a todas ellas. El
antigeno SAPA se ha descrito como tripomastigote especifico y el antigeno Ssp4 estd
asociado a amastigotes (27).

Los antigenos SAPA reaccionan con IgM e IgG en sueros agudos y crénicos anti-
SAPA. Se detectaron en un 90% de sueros agudos y en 10-48.7% de sueros cronicos,
segin un estudio realizado en Brasil por Da Silveira y colaboradores. También
demostraron reaccion con suero de sangre de cordén de recién nacidos infectados (29).

Actualmente se encuentran en desarrollo diversas técnicas de diagnostico, las cuales
pretenden buscar antigenos especificos de fase aguda, enzimas parasitarias o acido

desoxirribonucleico (ADN) mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (4).

C. Patologia

La enfermedad de Chagas inicia con una etapa aguda, aproximadamente una semana
después de la infeccion inicial, que en su mayoria cursa sin signos y sintomas relevantes. Entre
los sintomas que el paciente puede padecer al inicio de la infecciéon estan la fiebre, el
agrandamiento de nédulos linfaticos y algun signo de puerta de entrada (14).

El signo de puerta de entrada es una caracteristica importante que puede orientar el
diagnostico temprano, en caso de acudir a la asistencia médica. El signo de Romana (signo
oftalmo-ganglionar) es caracteristico del sitio de picadura del vector; se le denomina chagoma
cuando la picadura se refiere a otras partes del cuerpo (3).

Durante la fase aguda es posible identificar parasitos circulantes y la evaluacion seroldgica
podtia revelar anticuerpos IgM contra 1. cruzi (14).  El paciente infectado por medio de via

transfusional puede presentar un cuadro clinico de sepsis caracterizado por hipertermia,
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hepatoesplenomegalia y poliadenopatias, chagomas o bien una miocarditis aguda o encefalitis
“).

La infeccién muestra un curso clinico variable; la mayoria de pacientes permanecen libres
de alteraciones en la fase indeterminada, usualmente posterior a la fase aguda, pero otros
pueden desarrollar enfermedad crénica severa, con involucramiento cardiaco o gastrointestinal
(30).

En un estudio realizado en Venezuela, por Afiez y colaboradores, se encontré un 24.6% de
seropositividad en pacientes asintomaticos, que segun niveles de anticuerpos IgM e IgG 16.7%
fueron catalogados como casos agudos, 22.2% como casos crénicos y 61% como casos
inaparentes; ninguno de los casos presentaron parasitos circulantes. Los casos inaparentes son
considerados como pacientes portadores sanos, asintomaticos desde el punto de vista clinico,
negativos para pruebas parasitologicas y seropositivos para 1. ¢ruzz con bajos niveles de IgM e
IgG. La seroconversion sucede eventualmente a formas severas de la enfermedad (31).

La fase cronica inicia dos meses después de la infeccién inicial, los parasitos ya no son
facilmente detectables en la circulacion, pero la evaluacion seroldgica se vuelve positiva. Esta
fase se subdivide en indeterminada, cardiaca y digestiva, en base a su forma clinica. La forma
indeterminada corresponde a un 60 — 70% de los pacientes en fase cronica, 2-5% de estos
pacientes se convierten a formas cardiacas o digestivas cada afio. = La forma cardiaca
corresponde a un 30-40% de casos cronicos. La forma digestiva se manifiesta usualmente
como megaes6fago y megacolon. Ocurre en aproximadamente 10% de los casos, dependiendo
de la region geografica en estudio (14). La patogénesis del megaesoéfago chagasico puede estar
relacionada con caracteristicas del hospedero asi como a diferentes cepas de T. augi (23). Las

formas digestivas parecen estar ausentes en ciertos paises, como Panama y Venezuela (30).

D. Respuesta inmune

1. Respuesta celular
La respuesta de las células T CD4" por el complejo mayor de histocompatibilidad clase
IT (MHC-II) contribuye al control de la infeccién aguda, aunque los antigenos de T. cruzgi
que estimulan esta respuesta CD4" no han sido identificados. Muchas de las proteinas de

la familia de transialidasas son proteinas de superficie que son a la vez excretadas y
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secretadas al espacio extracelular, por lo que estas quedan disponibles para estimular o
inhibir la respuesta de las células T CD4", ya que existen epitopos variables en las mismas
que parecieran tener diversos estimulos (32).

El papel de los macréfagos en la inmunidad es muy baja, ya que ellos pueden destruir al
parasito, pero son parasitados por 1. cruzi. En la fase crénica existe un restablecimiento de
la respuesta inmune celular, que en muchos casos es insuficiente para controlar las

manifestaciones de la enfermedad (32).

2. Respuesta humoral

La respuesta inmune humoral mediante la producciéon de anticuerpos contribuye a la
fagocitosis y participa en la destruccion de los parasitos. El numero de parasitos en sangre
disminuye, pero el hospedero, al no ser tratado adecuadamente, queda infectado de por
vida (33).

La IgM aparece precozmente en el transcurso de la infeccién, disminuyendo hasta
niveles no detectables en la fase crénica. lLa IgG se produce hacia la segunda y tercera
semana de infeccion, manteniéndose a niveles detectables durante todo el curso de la
enfermedad (3). En caso de infeccion congénita se espera la presencia de IgM fetal
especifica y la presencia de IgG especifica materna en los primeros seis meses de vida y la

propia luego del sexto mes (29).

E. Tratamiento

No se han demostrado casos de resolucién (infeccion autolimitada) de la enfermedad de
Chagas y por lo tanto siempre que una persona presenta serologfa positiva es considerada
infectada (16). El tratamiento etiolégico busca erradicar el parasito, evitar la apariciéon o
progresion de lesiones viscerales e interferir en la cadena de transmision (4).

El tratamiento se limita para aquellos pacientes diagnosticados durante la fase aguda,
pacientes que han sufrido accidentes laborales, individuos inmunosuprimidos en los que puede
ocurrir una reactivacion de la infeccion, infecciéon congénita e infeccion crénica indeterminada

en niflos y menores de 14 afos, otros casos deben ser evaluados (4,14,34). La posibilidad de
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acceder a un tratamiento especifico curativo unicamente durante la etapa aguda de la
enfermedad hace extremar las precauciones para el diagnodstico temprano (4).

Los farmacos tradicionales son Nifurtimox (nitrofurano) y Benznidazol (5’-nitroimidazol),
utilizados en el tratamiento de la infeccién humana por T. ewugi, aunque no pueden ser

considerados como los farmacos ideales (4).

F. Prevencion

De todas las enfermedades transmitidas por vectores, la enfermedad de Chagas es la mas
asociada a condiciones de pobreza. No existe vacuna contra la enfermedad, y no existe un
método satisfactorio y confiable de tratamiento, por lo que la prevencion depende del control
de los vectores, del mejoramiento en las viviendas y sus materiales de construccion (1).

En algunas areas las especies de vectores son parcialmente selvaticas, por lo que aiun con el
uso de insecticidas en los hogares, los vectores persisten fuera de las viviendas y la
reinfestacion de las casas puede ocurrir (1).

Es muy importante que se garantice un estricto control de la sangre a transfundir, control
de donantes y reservorios, ademas de la deteccion de la infeccién en la mujer embarazada y el
seguimiento del hijo de una mujer portadora. Se debe garantizar el tratamiento etiolégico

adecuado en pacientes infectados y la evaluacion del mismo (35).

G. Diagnéstico

El diagnéstico se basa en el uso integrado de tres herramientas importantes, que son:
clinica, epidemiologia y laboratorio. Los examenes a realizar en el laboratorio dependeran de la

etapa clinica que curse el paciente (3,19).

1. Etapa aguda
En la etapa inicial de la enfermedad se encuentran parasitemias importantes, las que a
medida que transcurre la infecciéon van disminuyendo hasta hacerse minimas, por lo que el

estudio se basa en la biasqueda de T. cruzz (4,23).
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Examen directo: busqueda del parasito en sangre periférica, ya sea en frotis tefiidos
con Giemsa o en fresco para evaluar movilidad (16). Es un método 100% especifico,
pero de muy baja sensibilidad, dando numerosos falsos negativos (4). La sensibilidad
alcanza el 92% cuando el operador emplea 45 minutos de lectura en el microscopio (3).
Método de Strout: este método concentra los elementos parasitarios mediante
centrifugacion. La especificidad es del 100% y la sensibilidad es del 95% (4). Se utiliza
el suero sanguineo obtenido de la retraccion espontanea del coagulo de 5ml de sangre
sin anticoagulante. Este es separado mediante centrifugacién para obtener un
sedimento que es observado entre porta y cubreobjetos para la busqueda del parasito
3).

Método de Hoff: utiliza cloruro de amonio 0.87% P/V para lisar eritrocitos con
EDTA facilitando asf la observacion del parasito (106).

Microhematocrito: método recomendado en recién nacidos. Tiene una sensibilidad
del 95% y una especificidad del 100% (4). Se llenan 6 capilares heparinizados con
sangre periférica, se centrifugan y se quiebran entre la capa de leucocitos y eritrocitos.
La fracciéon de globulos blancos se vierte entre porta y cubreobjetos. Esta técnica ha
probado tener la misma sensibilidad que el método Strout y el xenodiagnéstico. Por el
empleo de poco volumen es ideal en el estudio de Chagas congénito y agudo
especialmente en nifos (3).

Xenodiagnoéstico: posee una especificidad del 100% y una sensibilidad cercana al
100% en esta etapa, debida a la amplificacién parasitaria producida (4). La sensibilidad
baja casi al 50% en el diagnostico de casos cronicos (16). La prueba consiste en la
reproduccion en condiciones de laboratorio del ciclo natural del parasito en insectos
vectores sanos a los que se alimenta con la sangre del paciente. Estos se incuban entre
25 y 30°C durante 30 a 60 dias. La lectura se realiza por observacion del contenido
intestinal del vector entre porta y cubreobjetos. Este material se obtiene por
compresion del abdomen o por homogenizado total del insecto. Debido a la posible
presencia de Blastocrithidias triatomae, flagelado similar a T. ¢uzi y saprofito del
triatomino, el laboratorista debe tener un buen entrenamiento y capacidad de

observacion para poder hacer la lectura (3,11).
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f. Hemocultivo: consiste en incubar sangre venosa en un medio adecuado como LIT,
BHI o NNN para obtener el crecimiento parasitario (4). Para ello se preparan de 10 a
20 tubos por paciente y se incuban de 28 a 30°C con agitacién cada 24 horas. La
lectura se realiza entre 10 a 60 dias, por observacion de la superficie del cultivo entre
porta y cubreobjetos. Algunos autores sostienen que la sensibilidad y especificidad de
éste método son similares a las del xenodiagnéstico (3).

. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): la alta sensibilidad y especificidad de
PCR para el diagnéstico de la infeccion por T. eruzz, la cual varfa entre 96 a 100%, la
convierte en una excelente técnica para el seguimiento quimioterapéutico en pacientes
con enfermedad aguda. ILa sensibilidad de la técnica supera la de técnicas
convencionales directas (36). Esta técnica y otras como la inmunohistoquimica han
demostrado la presencia de parasitos en 6rganos infectados y su ausencia en tejidos

sanos (30).

Etapa latente y crénica:

En las etapas latente y cronica las parasitemias son transitorias, por lo que la deteccion
del parasito es muy dificil a pesar de contar con técnicas muy especificas. El diagnéstico se
confirma por la demostraciéon de los anticuerpos IgG contra T. ¢rugi en el suero mediante
técnicas como ELISA, inmunofluorescencia (IFI) o hemaglutinacion (HAI) (4,14,35). La
serologia demora un tiempo en positivizarse segun la agudeza del proceso; IFI se hace
positiva en 30 dias (4).

Ninguno de los métodos es cien por ciento confiable para el tamizaje de donadores en
el banco de sangre. Para lo cual se debe seleccionar el valor mas bajo posible de punto de
corte para asi asegurar una alta sensibilidad en la prueba; sin embargo, este hecho
incrementa la ocurrencia de falsos positivos (11).

La OMS recomienda el uso de por lo menos dos técnicas complementarias para
identificar a un paciente como chagasico, técnicas que estén basadas en diferentes
metodologias o diferentes preparaciones antigénicas (4,8), con lo que se logra definir un
98% de los sueros de pacientes (29). En caso de disparidad se usa una tercera reaccion

para definir el estado de infectado (3). De las técnicas convencionales las mas usadas son



18

HAI, IFI y ELISA debido a su simplicidad, bajo costo y buen desempefio en base a su
sensibilidad y especificidad (Tabla 1) (10).

Tabla 1. Esquema recomendado para el diagnéstico y control de pacientes '

CONDICION FRECUENCIA METODOLOGIA

CHAGAS CONGENITA

Recién nacido Al momento del nacimiento, Parasitolégico: Strout
lera. Determinacion cada 7 dias por 30 dias. Serolégicos: IFI IgM, ELISA IgM
Lactante (6 meses o mas) Serolégicos cuantitativos: ELISA,
Alos 6, 12, 24 y 48 meses.
2da. Determinacién IFI, HAI etc.
Nifio de 1 afio 12 meses posteriores al Serolégicos cuantitativos: ELISA,
3era. Determinaciéon tratamiento IFI, HAI etc.
CHAGAS TRANSFUSIONAL

Parasitolégico: Strout

Post-transfusional Pre- y post-transfusion
Serolégicos: ELISA, IFI, HAI, etc.

CHAGAS POR TRANSPLANTE DE ORGANOS

Transplante (donador) Pre-transplante Serolégicos: ELISA, IFI, HAI, etc.

Pre-transplante y post- Parasitolégico: Strout

Transplante (receptor
P (receptor) transplante Serolégicos: ELISA, IFI, HAI, etc.
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CONDICION FRECUENCIA METODOLOGIA

CHAGAS POR TRANSPLANTE DE ORGANOS

10 dias pre-transplante, 7

dias pre-transplante y en el Parasitolégico: Strout
Transplante (médula 6sea)
momento del post- Serolégicos: ELISA, IFI, HAI, etc.
transplante
CHAGAS POR OTRAS VIAS

Parasitolégico: Strout

Accidente laboral En el momento y postetior
Serolégicos: ELISA, IFI, HAI, etc.

' Tomado de: Topico I: Enfermedad de Chagas con Parasitemia Evidente. Rev. Arg. Card. 2002;70:15-39.

Los problemas que presentan la mayoria de ensayos serolégicos son:

*  Obtencién de resultados inconclusos con sueros reactivos en zona gris.

Frecuentes falsos positivos que ocurren especialmente en pacientes con
leishmaniasis.
Incapacidad de dar un diagnostico de casos agudos o congénitos.

*  No permiten el monitoreo serolégico de la eficacia de la quimioterapia.

Por estos problemas es necesario mejorar la especificidad, la sensibilidad y la
reproducibilidad de las técnicas empleadas, para minimizar el numero de pruebas
requeridas para establecer el diagnéstico (37). Por ello, se han producido antigenos
recombinantes de distinto peso molecular, o empleado subfracciones de diferentes estadios
del parasito (4). El criterio empleado para conocer el valor diagnéstico de una prueba, es
evaluar su capacidad para distinguir una poblacién infectada de otra no infectada. Como
no existe una prueba de referencia la evaluaciéon debe hacerse sobre la base de paneles de
sueros de referencia, sueros de pacientes con infeccion comprobada por métodos

parasitolégicos y de personas no infectadas. Con estos paneles se determina la
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sensibilidad y la especificidad de una prueba dada y en condiciones de calibracion
seleccionadas se fija el titulo de corte para dicha prueba (3).

La mayoria de métodos utilizados en el diagnostico indirecto de la enfermedad se basan
en la deteccion de anticuerpos en contra de proteinas totales de T. euz/ (antigenos
obtenidos de la lisis de epimastigotes o tripomastigotes), fracciones subcelulares y mas
recientemente proteinas recombinantes (7,8).

Estas pruebas son sensibles, pero frecuentemente fallan en la discriminacién entre
antigenos especificos de T. awugi y antigenos especificos de Leishmania, 1o que con
frecuencia lleva a resultados falsos positivos. Ademas, las condiciones de cultivo de
parasitos y purificaciéon de antigenos son dificiles de estandarizar, por lo que llevan a
resultados variables entre lotes (21,38).

Estas reacciones cruzadas se pueden dar en pacientes con leishmaniasis, T. rangels, sifilis
o fiebre reumatica (8), lo que puede evitarse con el uso de proteinas recombinantes,
mucinas purificadas o métodos Western-blot. La mayoria de estas proteinas purificadas no
han sido incluidas en kits por razones técnicas y econémicas (29). Normalmente no se
identifican parasitos durante esta fase, sin embargo, es posible mediante el uso de la técnica
de amplificacion por PCR (14,29).

Técnicas moleculares, como clones de genes, expresion y sintesis 2z vitro de los péptidos
correspondientes permiten la identificacion y evaluaciéon de una serie de antigenos que
pueden ser utiles en el diagndstico y desarrollo de una vacuna. Estudios recientes emplean
mezclas de péptidos sintéticos y/o antigenos recombinantes incrementando la sensibilidad
de la prueba (Tabla 2) (37,38).

Ademas, la alta variabilidad observada entre cepas y aislamientos de 1. ¢uzi hacen
dificil el uso de estas proteinas unicas para el diagnoéstico, por lo que el diagnostico de
rutina se enfrenta a numerosos problemas debido a reacciones cruzadas entre proteinas

antigénicas disminuyendo dramaticamente la especificidad de las mismas (12,16).
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Tabla 2. Protefnas recombinantes o péptidos sintéticos con uso clinico y epidemiolégico potencial !

PROTEINA
ANTIGENO NATIVA LOCALIZACION USO DIAGNOSTICO
KDa
CRA 225
Ag 30 180-225
8 Antigeno citoplasmatico Infecciones crénicas
JL8 >170
TCR27 150-200
FRA > 300
Agl 205 Proteina asociada al
JL7 > 170 Infecciones cronicas
citoesqueleto
HA49 > 300
B13 116-140
Ag2 85
& Proteina de superficie del
TCR39 82 . ) Infecciones crénicas
tripomastigote
PEP-2
Ag36 85 Proteina asociada a Infecciones crénicas y
JL9 110 microtubulo agudas
MAP
SAPA 105-205 Infecciones agudas y
TCNA congénitas
TS
Agl3 85 Transialidasas (Familia TS) Infecciones agudas y
TcD 260 cronicas
B12 200-230 Infecciones crénicas
TcE 35 Proteina ribosomal

Infecciones cronicas
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PROTEINA
ANTIGENO NATIVA LOCALIZACION USO DIAGNOSTICO
KDa
JL5 38 Protefna P ribosomal Formas cardiacas
Al3 230 Infecciones agudas y
crénicas
FCaBP 24
1F8 24 Monitoreo de cura de
Tc-24 24 Proteina flagelar de unién al infecciones crénicas
Tc-28 28 calcio
Tc-40 38-100 Infecciones cronicas
cy-hsp70 70 )
mt-hsp70 70 Proteinas de shock térmico Monitoreo de cura de
infecciones crénicas
grp-hsp78 78
FL-160 Proteina de superficie asociada Monitotreo de cura de
CEA 160 al flagelo (parecida a familia TS) infecciones cronicas
CRP
SA85-1.1 85 Proteina de superficie del Infecciones crénicas
Tripomastigote (parecida a
familia TS)
Ubiquitina Infecciones cronicas

" Tomado de: Da Silveira J, Umezawa E, Ostermayer A. Chagas Disease: recombinant Trypanosoma cruzi antigens

for serological diagnosis. Trends Parasitol. 2001;17:286-291.

Convencionalmente se ha utilizado la hemaglutinaciéon indirecta (HAI) y la

inmunofluorescencia indirecta (IFI) combinadas para asi compensar la relativa baja

sensibilidad de HAI con la alta sensibilidad de IFI y la baja especificidad de IFI con la alta

especificidad de HAI. La aglutinacién directa (AD) se usa después del tratamiento del
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suero con 2-mercaptoetanol lo que aumenta su especificidad. La fijacién del complemento

(FC) ha caido en desuso por la dificil preparacion y la falta de antigenos confiables (106).

a. Inmunofluorescencia indirecta (IFI): su sensibilidad es del 100% y su especificidad
es cercana a 100%. Se consideran titulos significativos las diluciones superiores a 1:32.

b. Hemaglutinacién indirecta (HAI): se consideran titulos significativos las diluciones
superiores a 1:16.

c. ELISA: en un estudio realizado en Estados Unidos para la deteccién veterinaria de
anticuerpos, la técnica ELISA mostré un 96% de sensibilidad y una especificidad del
97.5% con sueros control. Aunque estos valores dependen de los preparados
antigénicos con los que la prueba es elaborada, en este caso la prueba consistia en
extractos antigénicos purificados de T. eruzi (39).

Se han obtenido resultados contradictorios con diferentes métodos y laboratorios,
probablemente debido al uso de diferentes fracciones antigénicas y procedimientos,
causando variaciones importantes en sensibilidad y especificidad (11).

Algunos de los problemas cominmente encontrados en las pruebas serologicas pueden
resolverse con el empleo de moléculas de superficie de las formas infectivas de
tripomastigotes. Estos antigenos reaccionan con el suero de pacientes en fase aguda y
pacientes infectados por via congénita. Contienen antigenos que son blanco para
anticuerpos liticos que solo se encuentran en pacientes con infeccién activa por lo que
también pueden ser utiles en el monitoreo de la cura después del tratamiento (9).

Los anticuerpos IgG e IgM reaccionan en su mayoria con moléculas de superficie del
tripomastigote infectivo, sin embargo, la mayor parte de epitopos compartidos por las
formas epi y tripomastigote pertenecen a los antigenos internos (9).  Resultados
preliminares de un estudio realizado en Brasil por Umezawa y colaboradores muestran que
el suero de fase aguda reacciona predominantemente con componentes de superficie de
tripomastigotes, mientras que el suero de fase crénica reacciona principalmente con
componentes internos (23).

d. Uso de los antigenos de excrecion-secrecion de tripomastigotes (TESA): varios
de los antigenos de superficie del tripomastigote son ademas excretados-secretados al
espacio extracelular, constituyendo la fracciéon conocida como TESA (9). En Brasil,

Umezawa y colaboradores, desarrollaron una prueba inmunodiagndstica para la
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enfermedad de Chagas con el TESA liberado en el sobrenadante de los cultivos de
células infectadas con T. cuzi, separados por electroforesis en SDS-poliacrilamida y
transferidos a filtros de nitrocelulosa, desarrollada como inmunoblot y llamada TESA-
blot (2). Produccién que no requiere pasos de purificacion (Anexo 5) (38).

Los componentes principales de TESA son proteinas de 150-160kDa y varios
componentes antigénicos de fase aguda (SAPA) de 130-200kDa. Estudios preliminares
muestran que la proteina antigénica de 160kDa puede corresponder a una proteina
reguladora del complemento (CRP), ademas se ha demostrado previamente que la
reactividad con la proteina de superficie de 160kDa del tripomastigote puede
discriminar entre un paciente curado y un paciente no curado (2). TESA ademas
presenta antigenos de las formas amastigote (37).

La caracterizacion parcial de TESA muestra que varios epitopos presentes en
esta fraccion estan ausentes en el Extracto Alcalino de Epimastigotes (EAE) utilizado
en la prueba de ELISA (38).

Se ha reportado un polimorfismo genético entre las familias de transialidasas de
T. eruzi. Un estudio realizado en Brasil por Umezawa y colaboradores, demostrd
mediante TESA-blot que SAPA (130-200kDa) presenta una gran heterogeneidad entre
cepas de T. crugi. Por otro lado, 100% de los sueros en fase cronica reconocen la
banda de 150-160kDa, por lo que se considera que esta proteina no es polimorfica y es
independiente de la region geografica estudiada (28,39).

Se encontré6 que los anticuerpos IgG de los pacientes en fase cronica
reaccionan con las proteinas de 150-160kDa y no con el suero de pacientes con
leishmaniasis; mientras que los anticuerpos IgG/IgM de pacientes en fase aguda
reaccionan con los componentes SAPA/transialidasa, consistiendo en proteinas de 130
a 200kDa obteniéndose distintos patrones en escalera (2,5,9).

TESA-blot mostré 100% de sensibilidad y especificidad, y se refiere que dicha
técnica permite la discriminacién entre las fases aguda y cronica de la enfermedad de
Chagas. Esta prueba se recomienda como confirmatoria, en casos que muestran
resultados inconclusos con la serologfa tradicional (2,9). Sin embargo, no es una
prueba util para el ensayo de un gran numero de sueros (38). En un estudio, también

realizado en Brasil por Vissoci y colaboradores, se muestra que una prueba Western-
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blot elaborada con antigenos provenientes de epimastigotes muestra una sensibilidad
del 86.8% y una especificidad del 100% (11).

TESA-blot no es util para el monitoreo terapéutico ya que no permite la
determinacion de titulos de anticuerpos. El empleo de TESA nativo en una prueba
como ELISA, segin Umezawa y colaboradores, muestra una alta sensibilidad en
pacientes agudos y cronicos aunque muestra un bajo porcentaje de reacciones cruzadas
no presentes en TESA-blot (39), representando un 96.4% de especificidad en contraste
con el 76.3% de ELISA-EAE. ELISA utilizando TESA permite la determinacion de
titulos de anticuerpos lo que permitiria el adecuado monitoreo terapéutico (Anexo 6)

(38).
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IV. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades parasitarias mds importantes en
América Latina. En Guatemala mas de 330,000 personas viven en condiciones de alto riesgo
de adquirir la infeccion.

Las pruebas de diagnéstico en uso en Guatemala estan elaboradas en su mayoria con
cepas extranjeras de T. cwz/ y utilizan la fase no infectiva del parasito. Sin embargo, muchos
estudios reportan un alto polimorfismo genético y antigénico en T. cwgi, ademas de una
variabilidad antigénica entre las distintas fases de desarrollo de una misma cepa, antigenos
cambiantes durante el proceso de morfogénesis.

Por esta razén es necesario el desarrollo de una técnica con antigenos provenientes de
los aislamientos de T. ¢ruzi circulantes en cada pais endémico para Chagas y la reevaluacién de
las técnicas producidas con antigenos extranjeros, ya que los resultados obtenidos con éstas
podrian ser erréneos al enfrentarlas con anticuerpos producidos contra cepas nativas. Es por
ello que en la presente investigacion se eligié un aislamiento guatemalteco obtenido por el
Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, para producir una prueba diagnostica con el mismo
principio de TESA-blot elaborado en Brasil por Umezawa y colaboradores.

Dicha prueba se validé utilizando un panel de sueros provenientes de la seroteca del
mismo Departamento con la que se calculé la sensibilidad y especificidad relativa y la
concordancia Kappa con respecto a dicho panel de sueros. ILa prueba obtenida es una
herramienta muy valiosa en el diagnéstico confirmatorio de la enfermedad en aquellos casos en
los que se presenta una serologia discordante o para su uso combinado con otras en el

diagnostico de rutina.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivos generales

1. Aplicar la prueba TESA-blot en el diagnéstico de la enfermedad de Chagas utilizando

antigenos de Trypanosoma cruzi de aislamientos realizados en Guatemala.

B. Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de los antigenos TESA y los patrones observados en los
aislamientos guatemaltecos obtenidos en el Departamento de Citohistologia de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

2. Validar la prueba TESA-blot producida por medio del uso de sueros positivos,
negativos e indeterminados para la infeccion por T. cruzi, y positivos para infeccion por

Leishmania.

3. Implementar el uso de la prueba producida con antigenos guatemaltecos para la

confirmacion de casos indeterminados con otras pruebas serologicas.
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VI. HIPOTESIS

Los aislamientos guatemaltecos de Trypanosoma cruzi obtenidos por el Departamento de

Citohistologia presentan un patrén de bandas similar de TESA.

La concordancia entre TESA-blot elaborado con antigenos de un aislamiento guatemalteco

de T. cruzi y los sueros de referencia es menor al 75%.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

Sueros de pacientes positivos, negativos y con serologfa discordante para la infeccién por
Trypanosoma  cruzi, diagnosticados por medio de tres pruebas serolégicas diferentes:
inmunofluorescencia indirecta, ELISA y aglutinacién con particulas de gelatina, obtenidos por
el Departamento de Citohistologfa de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC,

durante el periodo de 2000 al 2003.

B. Muestra

La muestra la constituyeron 50 sueros positivos para la infeccién con T. cruzi (3/3 pruebas
serolégicas de diagndstico positivas), 51 sueros negativos para la infeccién con T. eruzi (0/3
pruebas serolégicas de diagndstico positivas), 14 sueros con serologia discordante (1-2/3
pruebas serologicas de diagnéstico positivas) y 10 sueros positivos para Leishmaniasis,
obtenidos por el Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia, USAC, durante el periodo de 2000 al 2003.

C. Recursos

1. Recursos humanos
a. Tesista

Br. Ana Lidia Cabrera Aguirre

b. Asesoria y capacitacion
Licda. Marfa Paula De Leén
Depto. de Citohistologia/Investigador LAMIR
Licda. Vivian Matta

Depto. de Citohistologia/Programa de Postgrados
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2. Recursos institucionales
Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad

de San Carlos de Guatemala.

3. Recursos materiales
c. Equipo

Campana de flujo laminar
Pipetor automatico
Microscopio invertido
Microscopio de luz
Incubadora a 26°C
Incubadora a 37°C
Refrigeradora a 4°C
Refrigeradora a -10°C
Refrigeradora a -80°C
Centrifuga refrigerada
Contenedor para criopreservado en nitrégeno liquido
Sonicador de pipetas
Microcentrifuga
Camara de Neubauer
Contador de células
Agitador automatico de placas
Gradillas
Autoclave
Equipo para electroforesis, MiniProtean®II, BIORAD
Equipo para transferencia, MiniTrans-Blot®Cell, BIORAD
Magnetos para agitacion
Agitador magnético

Bomba generadora de vacio



d. Cristaleria
Botella para cultivo celular 25 cm®
Tubos con tapén de rosca para centrifuga de 15 y 50 mL
Pipetas automaticas (0.5-10, 10-100, 40-200 y 200-1000 p.L)
Puntas amarillas y azules
Frascos de 125 y 500 mL
Viales para criopreservacion de 2 mL
Beaker de 250, 500 y 1000 mL
Erlenmeyer de 1000 mL
Unidades de filtracion estériles de 500 mL

e. Reactivos
Buffer de fosfatos (PBS) libre de iones Ca™" y Mg"", pH 7.4 estéril
Medio LIT (Liver infusion tryptose) modificado
Suero Bovino Fetal (FBS)
Suero de Ternero Recién Nacido (NCS)
Medio Eagle’s (MEM)
Solucion de tripsina (0.05%)/EDTA (0.02%)
Dimetilsulféxido (DMSO)
Actilamida 30% p/v
N-N’ Metileno-bis acrilamida 0.8% p/v
Trizma-base
Soluciéon de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20% p/v
HCI 6N
Persulfato de amonio al 10% p/v (PA)
TEMED (N,N,N’N’-tetrametilendiamina)
Glicerol
Azul de bromofenol
2-mercaptoetanol
Azul de Coomassie R-250 0.2% p/v

Ponceau S — 0.5% p/v en 4cido acético 0.1% v/v



f.

32

Negro de amido 1% p/v en acido acético al 10% y metanol al 4.5% v/v

Leche descremada (al 5% en PBS)

4-cloro-1-naftol

Peréxido de hidrégeno al 30%

Tampoén de muestra (concentrado 2X) (160mM Tris HCI pH 6.8, 5% SDS, 50mM
2-Bmercaptoetanol, 20% glicerol, 2mM EDTA y 0.02% azul de bromofenol)
Tampoén de corrida para SDS-PAGE (25mM Tris HCI pH 8.6, 190mM glicina y
0.1% p/v SDS)

Solucién decolorante (etanol al 30% y acido acético al 7%)

Tampon de transferencia (25mM Tris HCl pH 8.6, 192mM glicina y 20% v/v
metanol)

Gel de separacion al 10% (0.3M Tris-HCI pH 8.6, 0.1% SDS, 0.03% persulfato de
amonio, 0.1% TEMED y 30% acrilamida)

Gel de aplicacién (acrilamida 30% y bis-acrilamida 1.6% p/v)

Insumos varios

Contenedores para descarte

Filtros de membrana de 0.22 y 0.45 pm
Membrana de nitrocelulosa

Papel filtro Whatman

Pinzas

Papel parafilm

Cinta testigo

Cinta adhesiva

Papel aluminio

Algodén

Marcador permanente
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D. Procedimientos (FASE I)

1. Cultivo de linea celular HEP-2

a.

Se descongel6 rapidamente un vial de linea celular criopreservada y se llevé a 37°C. Se
lavé con medio de cultivo MEM sin suero centrifugando a 1000 rpm por 5 min.

Se agregd 5 ml. de MEM + 10% FBS y se colocé su contenido en frascos de 25 cm’
moviendo suavemente para lograr una distribucién homogénea de las células sobre el
fondo del frasco.

Se incubé a 37°C hasta que los fibroblastos estuvieron pegados en el frasco formando
una cubierta en el fondo.

Se cambié de medio de cultivo cada vez que éste cambid a color amarillo.

Se realiz6 subcultivos cuando hubo crecimiento excesivo de las células.

2. Obtencion de tripomastigotes

Se completé el MEM con 112.54 mI. de NCS.

Se descarté el medio MEM + 10% FBS del cultivo de fibroblastos.

Se lav6 con PBS libre de iones Ca™ y Mg™".

Se agreg6 MEM + 10% NCS y se inocularon las cajas con 1 mlL del cultivo de
epimastigotes en medio LIT.

Se incub6 durante 72 horas para permitir la infeccion.

Se descartd el medio de cultivo cada vez que este cambi6 a color amarillo hasta que se

obtuvo el indice de infeccién deseado.

3. Produccion y recoleccion de TESA

Se descart6 el medio MEM + 10% FBS de un cultivo de fibroblastos sin infectar.

Se lav6 con PBS libre de iones Ca™ y Mg .

Se agregd a los frascos 10 mL. de MEM + 10% NCS.

Se infect6 el cultivo celular con 5 x 10° tripomastigotes/mL y se incub6 a 37°C.

A los 4 dias de incubacion se lavéd las células dos veces con PBS y se agregd
nuevamente 10 mL de medio MEM + 10% NCS, se incub6 por 18 a 20 horas a 37°C

en atmostera de 5% de CO,.
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Se centrifugd el sobrenadante a 2800 rpm por 10 minutos a 4°C y se filtr6 a través de
una membrana de acetato de celulosa (poro 0.2um).

Se almacend en alicuotas de 1 mL a -70°C.

4. Electroforesis en gel de poliacrilamida — dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

a.
b.

C.

Se ensambl6 el sistema de vidrios para la polimerizacion del gel y electroforesis.

Se prepard el volumen apropiado de gel de poliacrilamida de separacion al 10%.

Se agreg6 TEMED, se homogenizé e inmediatamente se coloc6 la solucion de
poliacrilamida entre los platos de vidrio, a una altura aproximada de 5 cm.

Se agregd una capa de agua destilada lentamente sobre el gel en formacion, para asi
obtener una superficie plana.

Se dej6o en reposo para permitir la polimerizaciéon de la mezcla. Después que se
complet6 la polimerizacion se descart6 el agua destilada.

Se preparé el volumen necesario de gel de aplicacion.

Se agreg6 TEMED, se homogenizé e inmediatamente se colocé la soluciéon de
poliacrilamida entre los platos de vidrio, hasta llenar todo el espacio restante.
Inmediatamente se inserté el peine de teflon dentro del gel de aplicaciéon y se colocd el
gel en posicion vertical a temperatura ambiente.

Se preparé el TESA calentandolo a 95°C por cinco minutos en el buffer de muestras.
Luego que la polimerizacion se completd, se removiéo el peine de teflén
cuidadosamente dentro del buffer de corrida

Se agreg6 200 ul de TESA en el tnico pozo y 10 ul de marcador de peso molecular en
el pozo del extremo.

Se aplicé una corriente constante de 200V por aproximadamente 75 minutos.

Se removieron los platos de vidrio y se preparé el gel para su transferencia.

5. Transferencia electroforética

a.

Se armé el sistema de transferencia apilando sucesivamente sobre una esponja plana:
papel filtro empapado en buffer de transferencia, el gel, la membrana en contacto

directo con el gel, papel filtro y por ultimo otra esponja plana.
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Se recogidé dentro de dos capas de plastico perforado y se introdujo en un tanque con
buffer de transferencia y dos electrodos planos. Se asegurd que el gel estuviera del lado
del catodo (-) y la membrana del anodo (+).

Se aplicé una fuente eléctrica con una corriente de 70V, 300 mA y 300W por cuatro

horas, en ftio.

E. Procedimientos (FASE II)

1. Seleccion del panel de sueros para la validacion del TESA-blot

a.

Se selecciond los sueros segtn las siguientes caracteristicas: 50 sueros positivos, 51
negativos, 14 considerados como discordantes en alguna prueba y 10 positivos para
Leishmaniasis. Los 125 sueros fueron diagnosticados por medio del uso combinado de
3 pruebas serologicas: IFI-IgG (= 1:20), ELISA-IgG y GPAT (= 1:32).

Se trabajo los sueros como muestras ciego (fueron identificados por una de las asesoras
del proyecto de investigacion) en grupos de 22 sueros y se valido las corridas con

controles positivos y negativos.

2. Procedimiento técnico para TESA-blot

a.

Se incubé la membrana de nitrocelulosa con una solucién bloqueadora (PBS con 5%
de leche descremada) por 1 hora, con agitacion constante y temperatura ambiente.

Se coloc6 la membrana sobre un papel transparente y se cort6 en tiras de 0.3 cm de
ancho. Se coloco en un recipiente para corrida, una tira por canaleta.

Se afiadié 1000 uLL de PBS con 5% de leche descremada a cada canaleta. Se agregd 10
ulL de cada suero a probar.

Se incubé por 2 horas a temperatura de 20-24°C con agitacion constante.

Después de ese tiempo, se lavé las tiras 4 veces con PBS pH 7.2 0.01M dando un
intervalo de 5 minutos entre lavadas.

Se agregd 1000 pL. de conjugado diluido 1:2000 (anti-anticuerpo especie especifico
marcado con peroxidasa), diluido en PBS.

Se repiti6 el paso d y e.

Se revel6 el complejo adicionando la soluciéon cromégena de 4-cloro-1-naftol y H,O,,.
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i.  Se detuvo la reaccién lavando las tiras con agua destilada en abundancia.

j.  Se interpreté como positivo por la presencia de una banda de peso molecular
aproximado entre 150-160 kDa. Varios pacientes de fase crénica también reaccionan
con las bandas denominadas SAPA (6 bandas para la cepa Y) de peso molecular que

varian desde 120 — 210 kDa.

F. Disefio estadistico

1. Tipo de estudio

Estudio de tamizaje o validez de un método diagnostico.

2. Disefio de muestreo
No probabilistico por conveniencia, se valid6 la prueba con un panel de sueros que se

trabajaron como muestras ciegas.

3. Analisis de resultados
Se determiné la sensibilidad y especificidad relativa para la prueba y la concordancia

con el set de sueros de referencia a través del coeficiente Kappa (39) (Anexo 7 y 8).
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VIII. RESULTADOS

A. Fasel

1. Obtencion de tripomastigotes

Con el objeto de seleccionar la linea celular mas adecuada para la obtencién del estadio
tripomastigote y TESA, se realizaron diversos experimentos con las siguientes lineas
celulares: RD (células de rabdiosarcoma embrionario), .20B (células de raton) y Hep-2
(células de carcinoma epidermoide humano de laringe) (43). En la tabla 3 se resumen los
resultados obtenidos para la obtenciéon de la fase tripomastigote del aislamiento
guatemalteco H-7 segun el tiempo transcurrido, asi como los cambios morfolégicos
observados durante el proceso en cada linea celular. Las lineas celulares RD y L20B
presentaron dafios celulares considerables y desprendimiento de células luego de 2 semanas
de haber sido inoculadas con tripomastigotes. La linea celular Hep-2 necesité un tiempo
mas prolongado para la obtenciéon de tripomastigotes, sin embargo, estas células se
conservaron en constante reproduccion y sin dafio aparente a pesar de la infecciéon por

T. cruzs.

Tabla 3. Seleccién de linea celular para obtencién de tripomastigotes '

Incubacién a 37°C en atmodsfera aerobia, todas las lineas celulares

se incubaron durante 72 horas después de la inoculacién

Tiempo Motfologia
Presencia / ausencia
Linea celular Observacion Obtencion de
de dano celular post-
amastigotes indice de infeccion . .

infeccion

RD 5 dias 2 semanas Presencia

1.20B 5 dias 2 semanas y media Presencia

Hep-2 5 dias Aprox. 3 semanas Ausencia

I Experimento realizado con el aislamiento guatemalteco H-7 de Trypanosoma cruzi
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Se eligi6é la linea Hep-2 para la obtencién de tripomastigotes, se inoculé con los
aislamientos guatemaltecos de Trypanosoma cruzi (fase epimastigote) obtenidos por el
Departamento de Citohistologfa y que se almacenaban en medio de cultivo LIT
modificado. Se trabajé con 7 aislamientos, bajo las mismas condiciones experimentales.
En la tabla 4 se presenta el tiempo transcurrido para obtencién de tripomastigotes con

cada uno de los aislamientos y el indice de infeccién alcanzado.

Tabla 4. Obtencién de tripomastigotes en siete aislamientos guatemaltecos (37°C)

: Numero de aislamientos Identificacion del
Indice de infeccion
% (n) aislamiento
Alta (> 105 tripomastigotes/mL) 28.6 (2/7) H-7, H-64
Baja (< 105 tripomastigotes/mL) 571 (4/7) TM-14, TM-31, TM-47 y H-38
Ausente 14.3 (1/7) H-4

1 El tiempo de infeccién de todos los aislamientos evaluados fue de 72 horas y se incubaron durante 25 dias en la

linea celular Hep-2

2. Produccion y recoleccion de TESA
Se selecciond a los aislamientos H-7 y H-64, con indices de infeccién de 4.8 x 10’ y 6.0
x 10° tripomastigotes/mlL., respectivamente. Se inoculé 1 ml. de cada aislamiento en la
linea celular Hep-2 y se incub6 durante 4 dias con medio MEM suplementado con 10% de
suero de ternero recién nacido a 37°C en jarra con candela. Se cambi6 el medio de cultivo
por MEM sin suero recolectaindose el sobrenadante 20 horas después de la re-incubacion a
37°C en jarra con candela. El sobrenadante (que contiene los antigenos TESA) se

almaceno segun la técnica descrita (Umezawa, ez al).

3. Inmunoelectroforesis
Para la implementacién de la técnica de electroforesis SDS-PAGE se evalué el uso de
geles a una concentracion de 7 y 10% para la separacién de las proteinas contenidas en el
medio de cultivo con TESA. Aunque con ambos se obtuvo buena separacién y resolucion

de bandas, el gel al 10% permitié mejor visualizacion individual de las proteinas, ademas de



39

resultar mas facilmente manipulable. Con ambos porcentajes de gel se observé una banda
entre 45 y 67 kDa, las proteinas antigénicas buscadas se observaron débilmente entre 116 y
200 kDa en la primer porcion del gel de corrida.

Con el TESA del aislamiento H-7 se obtuvo una débil banda entre 45 y 67 kDa. Los
resultados con el aislamiento H-64 fueron diferentes ya que se obtuvo una banda de mayor
intensidad en este peso molecular y se pudo observar, aunque débilmente, una banda entre
116 y 200 kDa.

Se realizo la transferencia de proteinas de TESA de ambos aislamientos a membranas
de nitrocelulosa, obteniéndose unicamente una tenue banda con el TESA del aislamiento
H-64 después de su tincion con Rojo de Ponceau; con la misma tincién se observo
también una banda intensa entre 45 y 67 kDa. Sin embargo, al momento de desarrollar la
prueba como inmunoblot no se visualizaron bandas entre 116 a 200 kDa, después de su
enfrentamiento con sueros serolégicamente positivos.

Ya que no se obtuvo bandas en el inmunoblot y se detecté bandas débiles con Rojo de
Ponceau, se sospech6 que el antigeno podia estar presente en muy poca cantidad por lo
que se procedié a concentrar mediante liofilizaciéon, cada uno en alicuotas de 1.0 mL
durante 24 horas a 4 atmoésferas de presion. Posteriormente, se reconstituyo 1 vial de cada
aislamiento con 100 pl. de PBS, se diluy6é 1:2, 1:4 y 1:8 en PBS, se separod
electroforéticamente (diluidas 1:2 en buffer de muestras) y se obtuvo unicamente bandas
con el TESA del aislamiento H-64 (4 bandas entre 45 y 67 kDa y 1 banda entre 116 y 200
kDa, tefiidas con Azul de Coomasie), siendo las mejores las obtenidas directamente del
liofilizado + 100 plL de PBS. Para poder visualizar y comparar las bandas proteinicas del
aislamiento H-7 se uni6 el contenido de 6 viales y se reconstituyé con 100 pl. de PBS, se
separ6 electroforéticamente y se transfirié a membranas de nitrocelulosa.

Por los resultados obtenidos se produjo el TESA-blot a partir de los antigenos del
aislamiento H-64 y se produjo un lote de TESA-blot H-7 para comparar las bandas

producidas con ambos antigenos.
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B. Fase Il

1. Comparacién de bandas en aislamientos H-7 y H-64
Se demostraron los antigenos obtenidos con los TESA-blot de los aislamientos H-7
(TESA-blot H-7) y H-64 (TESA-blot H-64) desarrollando la prueba con una mezcla de
sueros positivos. En ambos casos se obtuvo un patrén de bandas entre 116 y 200 kDa, el
aislamiento H-7 presenté una banda extra entre 45 y 67 kDa. En la Fig. 1 se compara la

presencia de los antigenos mencionados.

Fig. 1. Peso molecular de antigenos TESA H-7 y H-64 '

200kDa - I
|-
116kDa — !
67kDa—
45kDa- |
H-64 H-7

I Determinado frente a una mezcla de sueros positivos
para la infeccion por Trypanosoma cruzi.

2. Evaluacion del funcionamiento de lotes de TESA-blot H-64
Se produjo 8 lotes de tiras de TESA-blot H-64, con aproximadamente 25 tiras por lote.
Previo a la validacion de la prueba se evalué el funcionamiento de las tiras desarrollando la
prueba con una mezcla de sueros positivos. En 87.5% (7/8) de los lotes producidos se

obtuvo una reaccién adecuada observandose el patrén de bandas esperadas.
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3. Validacién

Se validé con un panel de 115 sueros evaluados mediante el uso integrado de tres
pruebas serolégicas distintas: IFI, GPAT y ELISA, los que se enfrentaron a TESA-blot H-
64 como muestras ciegas para fines de control de calidad en la validacién de la misma. De
este panel 50 sueros eran positivos (3/3 pruebas positivas), 51 eran negativos (0/3 pruebas
positivas) y 14 presentaron serologia discordante (1-2/3 pruebas positivas) de los que 8
fueron considerados positivos y 6 negativos.

Se interpreté como positivo todo suero con una o varias bandas entre el rango de 116 a
200 kDa. El 8.9% (5/57) de los sueros negativos reaccionaron con otras proteinas en el

rango de 45 a 67 kDa. Estas reacciones se reportaron como negativas (Fig. 2).

Fig. 2. Bandas en TESA-blot H-64 y su interpretacion '

200kDa- I
I
™ |
116kDa — ‘
67kDa- |
45kDa-
+ -

I Determinado frente a una mezcla de sueros positivos
para la infeccion por Trypanosoma cruzi.
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En 4.3% (5/115) de los sueros utilizados en la validacién se obtuvo resultados
discordantes, luego de evaluarlos nuevamente (a manera de descartar errores técnicos

aleatorios), se obtuvo los resultados tabulados en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados TESA-blot H-64 frente a panel de sueros (N = 115)

Panel de sueros

Positivo % (n)  Negativo % (n)  Total % (n)

Positivo % (n) 49.5 (57) 0.9 (1) 50.4 (58)
TESA-
oc ey Negaivo % (@) 0.9 (1) 48.7 (56) 49.6 (57)
Total % (n) 50.4 (58) 49.6 (57) 100.0 (115)
Sensibilidad 98.3% I1C 95% 89.5—99.9
Especificidad 98.2 % IC 95% 89.4—99.9

Coeficiente de correlacion Kappa 0.982609 (6ptima)
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En 1.7% (2/115) de los sueros del panel se obtuvo resultados que, segun el critetio de
OMS, presentaron una dificil interpretacion, para los cuales se utiliz6 a TESA-blot Brasil
como cuarta prueba diagnéstica. El suero ID 1 (Tabla 8) era negativo siguiendo el criterio
de OMS (2/3 pruebas negativas), sin embargo, fue diagnosticado como positivo por
GPAT y TESA-blot Brasil, técnicas que han demostrado una alta sensibilidad en la
practica, el mismo resultado se obtuvo con TESA-blot H-64. El suero ID 11 presenté un
resultado dudoso por GPAT, un resultado positivo en zona gris por ELISA,
confirmandose como positivo con TESA-blot Brasil. Ambos sueros fueron eliminados del
panel, por lo que se recalculd la sensibilidad y especificidad relativas para la prueba TESA-

blot H-64. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados TESA-blot H-64 frente a panel de sueros (N = 113)

Panel de sueros

Positivo % (n) Negativo % (n) Total % (n)

Positivo % (n) 49.6 (56) 0.0 (0) 49.6 (56)
TESA-
o bLgg | Nemtvo % (@) 0.9 (1) 49.6 (56) 50.5 (57)
Total % (n) 50.5 (57) 49.6 (56) 100.1 (113)
Sensibilidad 98.2% IC 95% 89.4—99.9
Especificidad 100.0% IC 95% 92.0 —100.0

Coeficiente de correlacion Kappa 0.991150 (6ptima)
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La prueba TESA-blot H-64 correlaciona en un 99.1% con TESA-blot Brasil, 98.2%
con GPAT, un 97.3% con IFI y un 93.8% con ELISA, siendo todas correlaciones 6ptimas
(Tabla 7).

Tabla 7. Correlacion entre las pruebas utilizadas en el diagnéstico (N = 113)

Pruebas Coeficiente Kappa Interpretacion
TESA-blot H-64 vrs. TESA-blot Brasil 0.991150 éptima
GPAT vrs. TESA-blot Brasil 0.991150 6ptima
IFI vrs. TESA-blot Brasil 0.982301 6ptima
TESA-blot H-64 vrs. GPAT 0.982301 6ptima
TESA-blot H-64 vrs. IFI 0.973451 6ptima
GPAT vrs. IFI 0.973451 éptima
ELISA vrs. TESA-blot Brasil 0.9490353 6ptima
TESA-blot H-64 vrs. ELISA 0.938053 6ptima
GPAT vrs. ELISA 0.938053 éptima

IFI vrs. ELISA 0.929204 6ptima
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De los sueros del panel de validacién 12.2% (14/115) presentaron una serologia
discordante en alguno de los resultados obtenidos con las pruebas utilizadas para su
diagnostico, en forma de falsos positivos o falsos negativos con respecto al reporte
siguiendo el criterio de OMS; en la tabla 8 se listan los resultados para cada suero, el
criterio de OMS vy el resultado obtenido con TESA-blot Brasil como cuarta prueba

diagnostica.

Tabla 8. Resultados de 14 sueros con resultados de serologia discordante

ID GPAT ELISA [FT CRITERIO TESA-blot TESA-blot
manual OMS Brasil H-64

1 +1:256 - - é-? + +

2 +1:256 - + 1:40 + + +
3 - - + 1:40 - - -

4 +1:256 - + 1:80 + + +
5 +1:64 - + + + n
6 +1:64 - + + + n
7 t+ - - - - _

8 - + - - - -

9 - - + 1:40 - - _
10+ 1:64 - + 1:40 + + B,
11 + + zona gris  + 1:20 ¢+? + +
12 +1:128 + zonagris + 1:20 + + +
13 +1:128 + zonagris + 1:40 + + +

14 + - - - - -
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Segun el criterio de OMS para determinar la presencia/ausencia de infecciéon en los
sueros utilizados dentro del panel de validacion de la prueba TESA-blot H-64, se
determiné que 57 eran positivos y 56 negativos para la infeccion por T. cruzi.  Con esto, la
técnica GPAT present6 2.6% (3/115) de reacciones dudosas, IFI presentd 1.7 % (2/115)
de resultados falsos positivos y 0.9% (1/115) de falsos negativos, ELISA (procedimiento
manual) presentd 0.9 % (1/115) de falsos positivos, 5.2 % (5/115) de falsos negativos y
2.6 % (3/115) de resultados positivos en zona gris. TESA-blot H-64 presenté 0.9%
(1/115) de resultados falsos negativos (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados dudosos, falsos positivos, falsos negativos y positivos en zona gris

obtenidos con cada una de las pruebas utilizadas (N = 115)

Resultados Positivos
Prueba Falsos positivos Falsos negativos

dudosos zona gris

GPAT 2.6 % -1 -1 -

ELISA manual - 0.9 % 52 % 2.6 %
IFI - 1.7% 0.9 % -
TESA-blot
- 0.0 % 0.9 % -
H-64

1 GPAT no present6 falsos positivos o falsos negativos francos, los resultados dudosos fueron 2 (1.7%)
realmente negativos y 1 (0.9 %) realmente positivo.
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En la tabla 10 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién de reacciones
cruzadas con anticuerpos contra antigenos de Lesshmania. Para esto se enfrenté la prueba
TESA-blot H-64 con 10 sueros con serologia positiva para leishmaniasis, obteniéndose en
10% (1/10) de los sueros reacciones positivas. Dichos sueros fueron tamizados mediante
cuatro pruebas distintas: aglutinaciéon de latex (RLAT), inmunodifusién directa (IDD),
GPAT e IFL. Con RLAT se obtuvo 20% (2/10) resultados positivos, con IDD 10%
(1/10) de resultados positivos, con GPAT 10% (1/10) de reacciones dudosas y con IFI

todas las pruebas fueron negativas.

Tabla 10. Ocurrencia de reacciones cruzadas con

anticuerpos contra antigenos de Lezshmania (N = 10)

TESA-blot
H-64

ID RLAT IDD GPAT IFI




48

En la Fig. 3 se presenta, con fines de comparacion, el resultado obtenido con TESA-
blot H-64 para el suero 10. El peso molecular aproximado de las bandas obtenidas con
este suero es ligeramente menor al obtenido para el control positivo utilizado. Sin
embargo, la diferencia es minima y dificil de detectar a simple vista y las bandas obtenidas

se encuentran dentro del rango esperado para los antigenos SAPA (120-200 kDa).

Fig. 3. Evaluacién de reacciones falso positivas con TESA-blot H-64 '

P aprox.
|— 190kDa

160kDa sl
a — 149kDa
120kDa *‘ ‘

95kDa —

C+10

I Determinado frente a suero positivo para la infeccién por
Trypanosoma cruzi (C+) y Leishmania (10)
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

A. Fasel

1. Obtencion de tripomastigotes

Para la obtencién de la fase tripomastigote de T. eruzz se evalud el funcionamiento de
tres lineas celulares: RD, L.20B y Hep-2, para lo cual se infectaron con el aislamiento H-7
siguiendo los procedimientos establecidos. En todas las lineas celulares fue posible
observar formas intracelulares (amastigotes) cinco dias después de la infeccion.

Con la linea celular RD se obtuvo un alto indice de infecciéon en las 2 semanas
siguientes, mientras que con las lineas celulares L20B y Hep-2 se obtuvo entre 2 y 3
semanas. A las dos semanas de incubacién, tanto la linea celular RD como la L20B
mostraron  considerables 'y progresivos dafios celulares lo que imposibilito
significativamente el aumento del indice de infecciéon hasta los niveles necesarios para la
obtencion de TESA. La linea celular Hep-2 demostrd ser mas resistente a la infeccion, asi
como al dafio provocado por el crecimiento y ciclo vital de T. awzi, soportando hasta 1
mes después de la infeccion inicial.

Por lo anteriormente expuesto y por su morfologia celular se eligi6 la linea celular Hep-
2, la que permitié6 una mejor visualizacién de los amastigotes intracelulares. Las células
Hep-2 se inocularon con 7 aislamientos guatemaltecos distintos obtenidos en el
departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Se
obtuvo un indice de infeccién muy bajo con los aislamientos TM-14, TM-31, TM-47 y H-
38, mientras que no se obtuvo con el aislamiento H-4. Todos estos aislamientos han
permanecido durante largos periodos en cultivo 7z witro, lo que probablemente ha
ocasionado la pérdida de virulencia e infectividad de los mismos (20). El aislamiento H-7
presentd mejor respuesta en el aumento del indice de infeccion, probablemente debido a
que este aislamiento se ha mantenido por pasajes en cultivo celular y cultivo en medio LIT
modificado para fines de otras investigaciones. El aislamiento H-64 se obtuvo de paciente
a mediados del 2003 y se ha mantenido en cultivo celular en fase tripomastigote; con este
aislamiento se obtuvo el mayor indice de infeccién, ya que por ser reciente probablemente

conserva aun su virulencia e infectividad.
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2. Inmunoelectroforesis de TESA

Se recolecté el TESA de los aislamientos H-7 y H-64 y se separaron mediante SDS-
PAGE con geles al 10%, porcentaje que permitié6 una buena separaciéon de bandas y una
facil manipulaciéon del gel. Sin embargo, el contenido proteico y antigénico de ambos
TESA fue insuficiente para poder evidenciar las bandas en el inmunoblot, por lo que se
concentraron las proteinas mediante liofilizacién. ILa liofilizacién permitié recuperar
exitosamente el TESA H-64, por la evaluacion visual de la presencia e intensidad de bandas
antigénicas en el inmunoblot. Se produjo en total 8 lotes (1 lote = 1 vial reconstituido con
100 pL. de PBS) de 25 tiras cada uno, después de la inmunoelectroforesis y bloqueo por 1
hora en PBS con leche descremada al 5%.

El éxito de la transferencia se evalué por medio de la tincién de las membranas con
Rojo de Ponceau con la que se observé una banda intensa entre 45 y 67 kDa. Las
proteinas antigénicas que interesan para el diagndstico se encuentran entre 116 y 200 kDa,
sin embargo, no fue posible detectarlas con esta tincion.

Al comprobar el funcionamiento de la prueba como inmunoblot se incubd el primer
anticuerpo y el conjugado en PBS con 1% de leche descremada, sin embargo, se produjo
un efecto de fondo en las tiras, lo que impidi6 su interpretacion; por lo que se modifico el
procedimiento incubando el primer anticuerpo en PBS con 5% de leche descremada

obteniendo resultados satisfactorios; se continud segun el procedimiento recomendado

©)-

B. Fase Il

1. Comparacién de bandas en aislamientos H-7 y H-64
Para poder visualizar y comparar las bandas proteicas del aislamiento H-7 se uni6 el
contenido de 6 viales y se produjo el TESA-blot siguiendo el mismo procedimiento que
para H-64. H-7 no alcanzé el mismo indice de infeccién en cultivo celular, ni produjo
suficiente cantidad de TESA, lo cual puede atribuirse a pérdida de virulencia del
aislamiento por su constante manipulacion 7z vitro y no reproducir su ciclo 7 vivo, es decir,
utilizando modelos experimentales tales como ratones (20). Al enfrentar la prueba TESA-

blot H-64 con una mezcla de sueros positivos de la seroteca del departamento de
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Citohistologia, se evidencié 6 bandas con peso molecular entre 116 a 200 kDa, mientras
que con la prueba TESA-blot H-7 se obtuvo 4 bandas entre 116 a 200 kDa y 1 banda entre
45y 67 kDa. La banda mas evidente y conservada en ambas pruebas es la correspondiente
a un peso molecular aproximado de 150 a 160 kDa, lo que correlaciona con los resultados
reportados en estudios realizados en Brasil que aseguran que el antigeno de este peso
molecular no varfa entre aislamientos (Fig. 1) (5,28,39). No se pudo obtener el TESA de
todos los aislamientos guatemaltecos y por lo tanto establecer la comparacién, sin
embargo, por los resultados obtenidos con los aislamientos H-64 y H-7 es posible aceptar

la primera hipotesis propuesta en este trabajo de tesis.

2. Evaluacion del funcionamiento de lotes de TESA-blot H-64
Para la validacion de la prueba TESA-blot H-64 se evalu6 los resultados obtenidos con
los diferentes lotes de tiras. ILos 8 lotes fueron producidos bajo las mismas condiciones
experimentales y almacenados a 4°C; el 87.5% funcioné correctamente presentando en
todos los casos una banda entre 150 a 160 kDa y las 5 bandas restantes mencionadas entre
116 a 200 kDa, con diferentes intensidades. El tunico lote que no cumplié con la

evaluacion se descarto.

3. Validacion

Se wvalidé la prueba con 115 sueros provenientes de diferentes pacientes y
diagnosticados mediante el uso de tres pruebas serolégicas: GPAT, ELISA e IFI, los que
fueron evaluados en ciego por fines de validez estadistica. De los sueros, 50 fueron
completamente positivos (3/3), 51 fueron completamente negativos (0/3) y 14 presentaron
serologfa discordante (1-2/3); de estos dltimos 8 fueron positivos y 6 negativos. El panel
fue diagnosticado segin el criterio de OMS, el cual pide la utilizaciéon de por lo menos dos
técnicas de distinto principio para dar el diagnéstico; aplicando el criterio de OMS el panel
constaba de 58 sueros positivos y 57 sueros negativos (4,8).

Para los sueros diagnosticados como positivos con la prueba TESA-blot H-64 se
evidenciaron de 1 a 6 bandas, encontrandose presente en todos los casos la banda de 150 a
160 kDa. En 8.9% (5/56) de los sueros diagnosticados como negativos con la prueba
TESA-blot H-64 se evidenciaron de 1 a 4 bandas, todas entre 45 y 67 kDa; dichas bandas
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se encontraban fuera del rango esperado para el diagnostico especifico de la enfermedad
(Fig. 2), por lo que se interpretaron como negativas y se consideré6 como reaccion
inespecifica de los sueros. Se considera que con esta técnica es posible descartar algunas de
las reacciones falso positivas que podrian presentarse si se utilizara TESA crudo en otro
tipo de pruebas como TESA-ELISA (38).

Con TESA-blot H-64 fue posible discriminar a 57 de los 58 sueros positivos como
positivos y a 56 de los 57 negativos como tales, obteniéndose asi una sensibilidad relativa
para la prueba de 98.3% (IC95% 89.5-99.9) y una especificidad relativa de 98.2% (1C95%
89.4-99.9). TESA-blot H-64 present6 un 98.2% de correlacion con el panel de sueros
utilizados para su validacién, que segun la tabla de interpretaciéon del indice Kappa es
considerada como Optima, descartando asi la segunda hipdtesis propuesta en esta
investigacion.

En la tabla 8 se listan los resultados obtenidos para 14 sueros con serologia
discordante. De éstos, 2 (identificados como ID 1 e ID 11) presentaron resultados de
dificil interpetacién, por lo que se utiliz6 TESA-blot Brasil como cuarta prueba
diagnostica.  El suero ID 1 debfa ser diagnosticado como negativo segun OMS, sin
embargo, con TESA-blot Brasil, TESA-blot H-64 y GPAT se obtuvo un resultado
evidentemente positivo. Debido a que estas pruebas han demostrado tener una alta
sensibilidad y especificidad en la practica, ID 1 se consideré como positivo y los resultados
de ELISA e IFI como falsos negativos. El suero ID 11 también mostré un resultado
dudoso con GPAT y un resultado en zona gris con ELISA, por lo que su diagnéstico no
fue certero hasta su confirmacién con TESA-blot Brasil y TESA-blot H-64. Ya que
TESA-blot Brasil no se consider6 como prueba en el diagndstico de los sueros del panel,
se eliminaron ambos sueros del estudio.

Al recalcular entonces la sensibilidad y especificidad relativas a la prueba (N = 113) se
obtuvo una sensibilidad relativa de 98.2% (IC 95% 89.4 — 99.9) y una especificidad relativa
de 100.0% (IC 95% 98.0-100.0), ademas de 99.1% de concordancia con el panel de sueros
ajustado.

El tnico falso negativo obtenido con TESA-blot H-64 fue de un suero con serologia

discordante, presentando un resultado negativo con ELISA y una banda muy débil con

TESA-blot Brasil.
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La prueba TESA-blot H-64 presentd una correlacion del 99.1% con TESA-blot Brasil,
del 98.2% con GPAT, del 97.3% con IFI y de 93.8% con ELISA, siendo todas
correlaciones Optimas segun el indice Kappa. Los porcentajes de correlaciéon obtenidos
permiten seleccionar la combinacion de pruebas mas adecuada para el diagnostico
serolégico. En este caso, TESA-blot H-64 en asociaciéon con GPAT presenta la mejor
correlacién y por lo tanto, podria ser una buena opcién para su uso en laboratorios
dedicados a la confirmacién de casos de la enfermedad de Chagas. Asi mismo, se calculd
la correlacion entre las demas pruebas utilizadas en el estudio. Las correlaciones obtenidas
para cada combinacién fueron: GPAT vrs. IFI 97.3%, GPAT vrs. ELISA 93.8% e IFI vrs.
ELISA 92.9%.

Al analizar por separado los 14 sueros con serologia discordante se evalu6 la ocurrencia
de falsos positivos, falsos negativos o reacciones dudosas con las pruebas utilizadas en el
diagnoéstico. GPAT presentd 2.6% (3/115) de reacciones dudosas por no obsetvatse una
aglutinaciéon franca. ELISA (procedimiento manual) presenté 0.9% (1/115) de falsos
positivos, 5.2% (5/115) de falsos negativos y 2.6% (3/115) de resultados en zona gtis o
equivoca.  IFI presenté 1.7% (2/115) de treacciones falso positivas y 0.9% (1/115) de
reacciones falso negativas. TESA-blot H-64 presenté 0.9% (1/115) de reacciones falso
negativas y 0% de reacciones falso positivas.

Estudios realizados por el Laboratorio Microbiolégico de Referencia (LAMIR) de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, reportan una sensibilidad relativa para GPAT
de 97.3% y una especificidad relativa de 79.4%, sin embargo, en la presente investigacion
se demuestra que con el uso de esta prueba en el diagnéstico se evitan muchos de los
resultados falsos positivos o negativos que presentan otras pruebas. Los unicos resultados
discordantes obtenidos fueron dudosos, ningin patrén franco positivo o negativo fue
reportado erroneamente.

La literatura reporta una sensibilidad relativa para IFI del 100% y una especificidad
relativa cercana al 100%, lo cual se confirma con los resultados obtenidos con esta prueba.
Por sus caracteristicas IFI es una buena opcién para el diagnostico, sin embargo, requiere
del uso de equipo sofisticado con el que no cuenta la mayoria de los laboratorios a nivel

nacional, con la excepcién de algunos dedicados a la investigacion y de referencia (39).
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El fabricante del kit de ELISA utilizado en el tamizaje de los sueros del panel de
validacion reporta una sensibilidad relativa del 98.3% y una especificidad relativa del
98.5%, sin embargo, en el presente estudio esta técnica present6 tanto falsos positivos
como falsos negativos, ademas de resultados en zona gris. Estos resultados adquieren
especial importancia si se aplican a bancos de sangre, ya que en estos laboratorios se trabaja
principalmente con ELISA. Los resultados obtenidos en la presente investigacién invitan a
una re-evaluacion de la técnica ya que un 5.2% de falsos negativos en banco de sangre es
inaceptable. El procedimiento del ELISA utilizado fue manual por lo que dicha evaluaciéon
deberia comprender tanto la técnica manual como la automatizada.

Entre las principales fallas de la mayor parte de pruebas disponibles comercialemente
esta la ocurrencia de resultados en zona gris y la constante presencia de reacciones cruzadas
con otros antigenos, principalmente con los de Lezshmania (37). Ante esta posibilidad
TESA-blot H-64 fue evaluado en busca de reacciones cruzadas mediante el tamizaje de 10
sueros positivos para Leishmaniasis obteniéndose 10% (1/10) de resultados positivos.
Dicho suero también fue positivo con RLAT y fue negativo con las otras técnicas (IDD,
GPAT e IFI). Los patrones obtenidos concuerdan con los descritos en la literatura para
antigenos SAPA, pertenecientes a la porciéon C-terminal de la enzima transialidasa (7).
Segun lo reportado en la literatura para la prueba TESA-blot Brasil se espera 0% de
reacciones cruzadas produciendo la prueba mediante la técnica descrita, sin embargo,
TESA-blot H-64 reaccioné con alguno de los anticuerpos presentes en este suero; debido
a que se desconocen los datos del paciente del cual provenia dicha muestra (lugar de origen
e historia clinica) se puede sospechar de una infecciéon mixta con T. augi. Este dato
necesita ser confirmado a través de un mayor numero de sueros de los que se conozca la
procedencia y determinar ademas la presencia de otras condiciones interferentes en los
sueros que puedan provocar este tipo de reacciones.

Los resultados obtenidos sugieren que TESA-blot H-64 es una alternativa diagnostica
aceptable y confiable para la confirmacién de casos de infeccion por T. crugi, de forma
integrada con otra técnica diagnostica de tamizaje como GPAT. En aquellos casos en los
que se sospeche una leishmaniasis o sean provenientes de zona endémica es necesaria la

confirmaciéon del resultado. Segun la literatura TESA-blot permite el diagnostico
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diferencial de la fase aguda y crénica de la infeccion, lo que se consigue utilizando un
conjugado IgM para el desarrollo del inmunoblot.

TESA-blot H-64 validada sera establecida como prueba de rutina en la Unidad de
Inmunodiagnéstico de LAMIR, para la confirmaciéon de los casos referidos por los
diversos centros asistenciales que utilizan este servicio. Ademas, se sugiere continuar con
los estudios de reactividad cruzada y recuperar la infectividad de los demas aislamientos

guatemaltecos mediante pasaje por raton para evaluar su diversidad antigénica.
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X. CONCLUSIONES

La prueba TESA-blot puede ser utilizada para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas

utilizando antigenos obtenidos del aislamiento H-64.

Los TESA-blot obtenidos de los aislamientos guatemaltecos H-7 y H-64 presentan entre 4
y 6 bandas con peso molecular aproximado de 116 a 200 kDa y una banda conservada de

peso molecular aproximado de 150 y 160 kDa.

TESA-blot H-64 presenta una sensibilidad relativa del 98.2% (IC 95% 89.4 — 99.9) y una
especificidad relativa del 100.0% (IC 95% 92.0 — 100.0), correlacionando en un 99.1% con

el panel de sueros utilizado en la validacion segun el indice Kappa.

TESA-blot H-64 es una alternativa en el diagnéstico confirmatorio y de rutina en los casos
en los que se sospecha de una infeccion con T. ¢uzi en conjunto con la técnica GPAT, con

la que correlaciona en un 98.2%.

Segin el criterio de OMS para el reporte de presencia/ausencia de infeccién, en el panel
utilizado para la validacion GPAT presenta un 2.6% de reacciones dudosas; ELISA
(procedimiento manual) 0.9% de falsos positivos, un 5.2% de falsos negativos y un 2.6%
de resultados en zona gris; e IFI un 1.7% de falsos positivos y un 0.9% de falsos

negativos.
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XI. RECOMENDACIONES

Realizar pasajes por animales de laboratorio de los aislamientos guatemaltecos de
Trypanosoma cruzi para recuperar la virulencia de los mismos; con esto en futuras
investigaciones podria lograrse la comparaciéon antigénica de TESA de los demas

aislamientos.

Utilizar a TESA-blot H-64 en la confirmacién de casos después de su tamizaje con GPAT.

Utilizar un suero con titulos bajos de anticuerpos como controles positivos bajos para una
posterior estandarizacion de la concentracion antigénica de la prueba y de su punto de

corte.

Re-evaluar la validaciéon y funcionamiento de las técnicas ELISA, manuales y
automatizadas, principalmente en los Bancos de Sangre en los que reacciones falso

negativas son inaceptables.

Realizar un estudio de la reactividad cruzada de Trypanosoma cruzi con 1Leishmania de modo
que se pueda desarrollar a base de antigenos purificados o mezcla de ellos para evitar
resultados falsos positivos. Que ademas incluya otras condiciones que podrian presentar

reaccion cruzada, como Trypanosoma rangels, sifilis y fiebre reumatica.

Continuar con estudios en los que se fomente la produccion de técnicas diagnosticas con
antigenos nativos, con las que la Universidad de San Carlos y sus Unidades puedan
convertirse en centros de investigacion y desarrollo para la Industria guatemalteca y asi

desarrollar el area de la Biotecnologia de nuestro pais.
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Anexo 1. Distribucion geografica de la Enfermedad de Chagas

en América Latina
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Anexo 2. Departamentos en riesgo de infeccion con

Enfermedad de Chagas en la Republica de Guatemala.
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Tomado de: Tabaru Y, ef al. The geographical distribution of vectors in Chagas’ disease

and populations at risk of infection in Guatemala. Med. Entomol. Zool. 1999;50:9-17.
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Anexo 3. Morfologia de T. cruzi
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Quimicas y Farmacia) 1997. p. 69.



Anexo 4. Ciclo evolutivo de T. cruzi

VERTEBRADO
{homibre,
animales

domésticos)

Tripomasrigotes Amastigotes

fsaleggre | e pichins)
=g N N T O N D S S e
INSECTO
Tripo Epimastigote

(e Eteariaal

Tomado de: http://www.ciencia-hoy.retina.ar/hoy02/trypanosoma.htm

66


http://www.ciencia-hoy.retina.ar/hoy02/trypanosoma.htm

67

Anexo 5. Procedimiento para la producciéon de TESA-blot
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Anexo 6. TESA-blot
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FIG. 3. TESA blot poiypeptides recognized by IgG (G) from chronic (lanes

to 6) or acute chagasic patients (lanes 7 and 8) or by IgM (M) from acute
clmgas:c patients (7', 8'). Patients in lanes 1, 5, and 6 were classified as having
indeterminate forms and patients in lanes 2 to 4 were classified as having cardiac
forms of chronic Chagas’ disease. Patients in lanes 1, 3, and 6 were positive for
PCR+Xe. -Reactivities of 1gG from nonchagasic groups are shown as follows:
normal (lane 9), T. rangeli (lane 10}, and leishmaniasis (lane 11). The lanes in this

figure represent the patterns found in the 512 serum samples analyzed. Molec-
ular mass markers are on the left.

Tomado de: Umezawa E, ¢/ a/. Inmunoblot Assay Using Excreted-Secreted Antigens of Trypanosoma crugi

in Serodiagnosis of Congenital, Acute and Chronic Chagas Disease. J. Clin. Microbiol. 1996;34(9):2143-2147.
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Anexo 7. Anilisis de resultados

Sueros de referencia

+ -
TESA- + a b
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) C d
Sensibilidad = a/(a+c) VPPP = a/(a+b)
Especificidad = d/(d+b) VPNP = d/(ct+d)
Coeficiente Kappa (k) = Po —Pe Donde: Po = Proporcién de concordancias observadas
1-Pe Pe = Proporcion de concordancias esperadas

Po = (a+d)/(atb+c+d)

Pe = [(at+b)(at+0)] + [(c+d)+(b+d)]

(a+b+c+d)’

Tomado de: Maclure M, ez a/. Misinterpretation and misure of the Kappa statistic.

Am. J. Epidem. 1987;126:161-169.



Anexo 8. Escala de concordancia Kappa

Kappa Concordancia
< 0.00 Malo
0.00-0.20 Pobre
0.21-0.40 Sufrible
0.41-0.60 Regular
0.61-0.80 Buena
0.81-0.99 Optima
1.00 Perfecta

Tomado de: Maclure M, e a/. Misinterpretation and misure of the Kappa statistic.

Am. J. Epidem. 1987;126:161-169.
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