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1. RESUMEN

Extraccion y evaluacion de un antigeno soluble para el diagndstico de la

infeccién por Trypanosoma cruzi.
La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi afecta a
millones de personas de América Latina. Esta enfermedad estd asociada con
factores socioecondémicos, con individuos de escasos recursos que viven en
condiciones higiénico-sanitarias deficientes como es el caso de las &reas rurales. En
Meéxico se ha encontrado al transmisor en todos los estados del pais; atin cuando es
considerado un problema en Salud Puablica, a la fecha, no existen vacunas ni
quimioterapias eficientes, por lo que son de suma importancia la prevencion
aplicando medidas de control sanitario y la deteccién de casos en etapas tempranas
de la infeccién.

Los principales mecanismos de transmision de la infeccion por T. cruzi son el
natural o vectorial y la transfusion de sangre o de hemocomponentes.
Normativamente, esta contemplado el tamizaje en bancos de sangre, pero no es de
observancia obligatoria debido a los altos costos de los reactivos comerciales. Por
lo anterior, es necesario desarrollar reactivos, técnicas y procedimientos que sean
eficaces, confiables y de bajo costo. En este trabajo se obtuvo un extracto antigénico
(denominado Ag 21-S) a partir de una mezcla de tres cepas de T. cruzi aisladas y
caracterizadas previamente.

El extracto antigénico regional fue caracterizado inmunoquimicamente, con lo cual
se determinaron las proteinas totales, se identificaron las fracciones proteicas por
peso molecular (SDS-PAGE) y se evalu6 la reactividad inmune con anticuerpos anti-
T. cruzi y normales (Western-blot). También se evalu6 su sensibilidad, especificidad y
valores predictivos positivo y negativo (con intervalos de confianza de 95%)
utilizando la técnica de ELISA indirecta y sometiéndolo a 132 sueros (66 reactivos y
66 no reactivos) los cuales forman parte de la seroteca del Laboratorio de Biologia
de Parasitos de la Facultad de Medicina de la UNAM, con reactividades
comprobadas con 2 pruebas serolégicas (ELISA e IFI).

El extracto antigénico Ag 21-S present6 una sensibilidad del 96.9% y una
especificidad del 100%, con valores predictivos positivo y negativo del 100% y 97%
respectivamente. La reactividad hacia sueros con anticuerpos anti-Leishmania
mexicana mostré valores (D.O.) negativos.

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que el antigeno 21-S
utilizado con la técnica de ELISA indirecta, representa una importante herramienta
confiable para el serodiagnoéstico de la Enfermedad de Chagas, lo que constituye
un valioso aporte para el control y la vigilancia epidemiolégica sobre todo en
bancos de sangre de nuestro pais.




2. INTRODUCCION

2.1 Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas, cuyo agente etiologico es el
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, fue reportada por primera vez por Carlos
Ribeiro Justiniano Das Chagas en Minas Gerais, Brasil (Chagas, 1909) @), quién aislé
al parasito en el intestino del transmisor Panstrongylus megistus.

La enfermedad de Chagas es una antropozoonosis endémica en América y
constituye un importante problema de salud ptublica en gran nimero de paises de
América Latina (Figura 1), principalmente en Argentina, Brasil, Bolivia, Colombia,
Uruguay, Chile, Pert, Ecuador, Venezuela, Panamd, Costa Rica, El Salvador,
Guatemala y México.

Fig. 1. Distribucién de la enfermedad de Chagas.

gy PAISES CON
CHAGAS ENDEMICO Fuente: OMS, 1996

La Organizacion Mundial de la Salud en 2002 estimé que en América Latina hay
entre 11 y 18 millones de personas infectadas, de las cuales mueren al afio
aproximadamente 13 000 y alrededor de 100 millones se encuentran en riesgo de
adquirir la infeccion @. El cuadro 1 muestra las estimaciones de seroprevalencia de
Schofield en el afio 2000 para México de 540 mil casos, con 10,854 casos nuevos por
afo ©. Diversos estudios realizados en el pais sefialan una distribucion heterogénea
de la infeccién con seroprevalencias entre el 5y 20 % en el area rural (Dumonteil,
1999) @.




Cuadro 1. Estimacion de la seroprevalencia e incidencia anual de
la infeccién por Trypanosoma cruzi en México y América Central.

Pais Seroprevalencia Incidencia Anual
México 540 000 10 854
Belice 600 %
SUEESuET 730 000 28 387
Honduras 300 000 11 490
e 322 000 10 594
Nicaragua 67 000 2 660

Los antecedentes en México mas relevantes sobre la enfermedad, son a partir de
1940 con los reportes de Luis Mazzotti de los dos primeros casos humanos en fase
aguda; asi como de los dos primeros vertebrados infectados por el parasito (perro
y armadillo) ©). En 1984 Salazar Schettino report6 el primer caso de megaesofago
con serologia positiva ©); Tay J. en 1986 el primero de megacolon ) y en 1989
Salazar Schettino describe el primer caso de transmisién por transfusion sanguinea
®. En el cuadro 2 se muestran diferentes estudios sobre Seroprevalencia en Bancos
de Sangre en varios estados de la Republica Mexicana utilizando diferentes
técnicas en las cuales se han obtenido seroprevalencias desde 0.3% en el D. F. hasta
17% en Cuernavaca, Morelos ©).

Cuadro 2. Estudios de Seroprevalencia en Bancos de Sangre de México.

Lugar Autor ‘ Afo ‘ Técnica* Donadores %
Oaxaca Goldsmith | 1978 | FC, HAI, AD 298 44
D.F. Monteén 1987 | IFI, CIE 265 1.1
D.F. Ramos 1993 | ELISA, dot-ELISA, W-b | 1,076 0.28
Jalisco Trujillo 1993 | HAI 3,419 1.28
Yucatan Rodriguez | 1995 | IFI 215 5.6
Cuernavaca | Rangel 1998 | ELISA 318 17.0
D.F. Guzman 1998 | HAI IFI 64,969 15
D.F. Monteén 1999 | IFI, ELISA, W-b 3,300 0.3
Puebla Séanchez 2002 | HAI, ELISA 2140 7.7
D.F. Cabrera 2004 | HAI, ELISA 2210 6.8
Puebla Monteén 2005 | ELISA, IFI 2489 1.24
D.F. Hernéndez | 2005 | ELISA, IFI, 43,048 0.37

*FC-Fijacion del Complemento, HAI-Hemaglutinacion Indirecta, AD-Aglutinacion Directa, IFI-
Inmunofluorescencia Indirecta, CIE-Contrainmunoelectroforesis, ELISA-Inmunoensayo Enzimatico,
W-b-Western-blot.

3




Dada la importancia de este padecimiento, diversos estudios epidemiolégicos han
determinado que la enfermedad de Chagas esta asociada directamente con factores
socioeconomicos, particularmente con individuos de escasos recursos y que viven
en condiciones higiénico-sanitarias deficientes; como es el caso de las areas rurales
en México en donde se ha encontrado el transmisor en todos los estados y en
diferentes altitudes (Tay, 1980; Salazar-Schettino, 1983) (10.11). Este padecimiento es
una patologia crénica que deteriora y pone en riesgo no solo la calidad de vida del
individuo, sino la vida misma, convirtiéndose en una enfermedad discapacitante
que impacta directamente el desarrollo socioeconémico de cada pais.

Organismos Internacionales de Salud en América Latina se han dado a la tarea de
que a mediano y corto plazo se puedan observar resultados de las acciones
dirigidas a controlar y eliminar este mal. Por esta razén México a adquirido los
siguientes compromisos ante la OMS/OPS. En los cuales la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) en mayo de 1998 declara su compromiso para la “Eliminacién
de la transmisién de la enfermedad de Chagas” para el final del afio 2010 y pide a
los Estados Miembros con poblaciones todavia afectadas por la enfermedad de
Chagas que determinen la extension de la enfermedad, elaboren planes de accién y
establezcan comisiones técnicas para la certificacion de la eliminacién. Por otro
lado, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS en octubre de 1999
en la Resolucion de “Fortalecimiento de los Bancos de Sangre en la Region de las
Américas, insta a los Estados Miembros a dar mayor prioridad en salud a la
seguridad de la sangre a transfundir y pide al Director cooperar con los Estados
Miembros en fortalecer los programas de sangre y de los componentes sanguineos,
ademds de promover el tamizaje universal preciso y eficiente de las unidades de
sangre.

Ante estos compromisos, la Facultad de Medicina de la UNAM vy la Secretaria de
Salud, lanzan la “Iniciativa México: Propuesta para el control y vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad de Chagas en México”. En ésta, se proponen 7
objetivos dentro de los que se contempla establecer el tamizaje obligatorio en
bancos de sangre; a este respecto, la OMS, el 6 de junio del 2000, hace un
comunicado a las autoridades sanitarias del pais y a la Facultad de Medicina de la
UNAM expresando la satisfacciéon de constatar el apoyo para esta Iniciativa (2.




2.1 Agente Etiologico

2.1.1 Ubicacién taxonémica
Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado cuya ubicacién taxondémica es la
siguiente (Levine, 1989) (13):

I‘/;emo Protista —\

Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Suborden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

k Especie: Trypanosoma cruzi /

2.1.2 Morfologia

Trypanosoma cruzi presenta tres estadios morfolégicos de importancia bioldgica:
tripomastigote, epimastigote y amastigote (14.15,16),

Epimastigote. Es la forma replicativa, no infectiva naturalmente para el ser
humano o mamifero y se encuentra en el vector. Es de aspecto fusiforme con 16-18
um de longitud. El cinetoplasto se encuentra cercano a la parte anterior del nacleo
que se encuentra en posicién central y el flagelo forma una pequefia membrana
ondulante. Este estadio morfolégico se multiplica en el intestino de los triatominos
por divisiéon binaria longitudinal de manera profusa para dar lugar a los
tripomastigotes metaciclicos; también es la forma del parasito que se observa en los
medio de cultivo convencionales (Figura 2).

f E - N
L R ﬁ' T'ﬂ %7
B ;}}?‘" 2 - | *«..\P%

) Epimas!igote
iy
v

N_\-;‘I
F=" " 83 \ !
- ; = 1‘-
® i, S

Fig. 2. a) Epimastigotes en medio de cultivo. b) Esquema de epimastigote de Trypanosoma cruzi .C -
cinetoplasto M - mitocondria RE - reticulo endoplasmico N - nicleo G - aparato de Golgi MT -
microtabulos F- flagelo. Foto: Cortesia Laboratorio de Biologia de Parasitos, Facultad de Medicina
UNAM.
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Tripomastigote metaciclico. Se encuentra en las heces del vector, este estadio no se
reproduce y es la forma infectante natural para el hombre y otros mamiferos, esta
forma se deposita con la materia fecal del vector para penetrar por mucosas o a
través de piel; es flagelado, tiene forma alargada, mide entre 18 y 25 um, presenta
un nucleo vesiculoso y hacia la parte posterior de éste se localiza el cinetoplasto. El
flagelo, con su membrana ondulante, se observa a lo largo del cuerpo del parasito
y emerge libremente en el extremo anterior (Figura 3-a).

Tripomastigote sanguineo. Se localiza en la sangre del huésped vertebrado; mide
de 18 a 25 pm, es una forma no replicativa e infectiva para el insecto vector y el
mamifero; proviene de la diferenciacion del amastigote para infectar nuevas
células o pasar al vector invertebrado y cerrar asi el ciclo de vida del parasito. Es
flagelado, alargado en forma de C o S, con el cinetoplasto grande alejado de la
parte anterior del ntcleo (Figura 3-b).
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a) Tripomastigote metaciclico

c) S Paz Maria Salazar

Fig. 3. a) Tripomastigotes metaciclicos en heces de vector. b) Tripomastigote sanguineo en una
muestra de sangre del huésped. ¢) Esquema de tripomastigote de Trypanosoma cruzi. C -
cinetoplasto M - mitocondria RE - reticulo endopldsmico N - nicleo G - aparato de Golgi MT -
microttbulos F- flagelo. Fotos: Cortesia Laboratorio de Biologia de Parasitos, Facultad de Medicina
UNAM.




Amastigote. Es la forma replicativa intracelular en el huésped vertebrado por
division binaria simple. Esta forma proviene de la diferenciacion de los
tripomastigotes, tanto metaciclicos como sanguineos y tiene la capacidad de
infectar otras células. Presenta una forma esférica o subesférica aflagelar, mide de 2
a 4 um; el flagelo se encuentra secuestrado dentro de una bolsa visible a la
microscopia electrénica de transmision, tiene un gran ntcleo cerca del cual se
encuentra el cinetoplasto (Figura 4).
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b)

Fig. 4. a) Nido de amastigotes en tejido muscular (miocardio de ratén). b) Esquema de amastigote
de Trypanosoma cruzi. C - cinetoplasto N - ntcleo MT - microtibulos F- flagelo. Foto: Cortesia
Laboratorio de Biologia de Parasitos, Facultad de Medicina UNAM.




2.3 Transmisor o vector

2.3.1 Ubicacién taxonémica

Los insectos vectores de Trypanosoma cruzi se ubican taxondémicamente de la

siguiente manera (Carcavallo, 1999) (17):

rl‘_Phylum: Arthropoda %

Clase: Hexapoda (insecta)
Orden: Hemiptera
Suborden: Heteroptera
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Triatominae

%

Estos transmisores son artrépodos y todos los estadios ninfales asi como los
adultos son hematé6fagos obligados. En la Reptiblica Mexicana han sido reportados
ocho géneros: Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Panstrongylus, Paratriatoma,
Rhodnius, Meccus y Triatoma distribuidos en todos los estados; gran ntmero de
estas especies, han sido identificadas naturalmente infectadas con Trypanosoma
cruzi (18), Las especies de mayor importancia médica pertenecen al género Triatoma
el cual tiene reportadas 24 especies en el pais; especificamente a los complejos
Meccus entre las que se encuentran M. pallidipennis, M. mazzotti, M. picturata, M.
longipennis, M. phylosoma y M. bassolsae y del complejo Protracta en el que se incluye
a T. barberi. 19.20)  (Figura 5).

Triatoma barberi Triatoma dimidiata Meccus pallidipennis

Fig. 5. Principales especies de importancia médica referidas en México. ()




El ciclo de vida de los triatominos incluye las fases de huevo, 5 estadios ninfales y
adulto; su duracién es variable dependiendo de la especie y de la disponibilidad de
fuente alimenticia. La mayoria de las especies completan su ciclo entre 5 y 12
meses en condiciones 6ptimas. El tamano del adulto varia dependiendo de la
especie en un rango de 5 a 45 mm y no hay transmisién transovarica (17,21,

Los triatominos son de origen silvestre, asociados con pequefios mamiferos; la
invasion del habitat de estos insectos por el ser humano ha favorecido la
adaptacion de algunas de esas especies silvestres alrededor e inclusive dentro de
las dreas donde el hombre realiza sus actividades. Por otro lado, segtin el grado de
adaptaciéon al domicilio humano, preferencias alimentarias, metaciclogenia y el
tiempo de defecacion, determinan la eficacia de estos insectos como transmisores.




2.4 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El ciclo biolégico de T. cruzi se desarrolla en la naturaleza en diferentes huéspedes,
estdn involucrados el hombre, el artr6podo transmisor y un gran ndmero de
reservorios mamiferos, naturalmente infectados (15 22),

El ciclo biolégico inicia cuando los triatominos se alimentan de sangre de un
mamifero infectado que contiene tripomastigotes sanguineos, éstos se localizan en
el intestino del insecto transmisor, donde se desarrollan hacia epimastigotes,
mismos que se multiplican por fisién binaria longitudinal y en un lapso de 15 a 30
dias, se transformaran en tripomastigotes metaciclicos (forma infectante) en el
ampula rectal del insecto. T. cruzi no es transmitido por la picadura del insecto
infectado, sino por encontrarse en las deyecciones penetra a través de la piel o
mucosas por laceraciones que produce la probdscide del insecto al alimentarse o
por el rascado (4. La mayoria de las especies consideradas como buenos
transmisores, son los que defecan cuando estan alimentdndose; también es posible
que el mismo huésped se infecte a si mismo al llevar las deyecciones a una solucién
de continuidad de la piel, hacia alguna mucosa o la conjuntiva ocular. El vector
muestra cierta preferencia de picar en las uniones mucocutdneas, como son el
angulo palpebral externo y las comisuras de la boca, de ahi que reciba en algunas
regiones el nombre de chinche besucona, cabe sefalar que la picadura suele ser
indolora en la mayoria de las especies, debido a las sustancias anestésicas que
inoculan al momento de alimentarse (15 22),

Los triatominos se vuelven infectivos 8-10 dias después de haber picado a un
huésped infectado y se mantienen asi durante el tiempo que reste para completar su
ciclo de vida (0.2 (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo Biol6gico Natural de Trypanosoma cruzi, en el cual se involucra el hombre,
el vector y los reservorios mamiferos, naturalmente infectados.




2.5 Mecanismos de transmision de Trypanosoma cruzi

El cuadro 3 muestra los principales mecanismos de transmisiéon de T. cruzi, de
éstos el mas importante en salud publica, por ser el més frecuente es la forma
natural por medio del insecto hematé6fago infectado (Chagas rural).

El segundo mecanismo de transmisién debido a su frecuencia es por transfusion de
sangre o de los componentes sanguineos y por transplantes de 6rganos (23 24 25) y
tejidos (Chagas urbano). Actualmente se ha observado que en zonas no endémicas
existen personas infectadas con T. cruzi, lo cual se debe al desplazamiento de
individuos provenientes de areas endémicas hacia zonas urbanas o no endémicas
como esta ocurriendo en casos no autéctonos diagnosticados en Estados Unidos y
Canada con la posibilidad de ser hemodonadores. De esta forma, la infeccion
puede extender sus limites geograficos y transformarse en un riesgo mundial (26:27),

de la enfermedad de Chagas.
e Natural o vectorial - Por medio del insecto hematéfago infectado
e Transfusion sanguinea o de sus componentes
e Transmision CONNATAL o vertical de la madre al producto
o Ingestion de artrépodos infectados, alimentos o bebidas
contaminadas con materia fecal de triatominos o con orina.

e Manejo de animales contaminados
e Accidentes de laboratorio

En 1949, en Belo Horizonte, Brasil, se llevo a cabo el primer estudio en
hemodonadores reactivos con la prueba de fijaciéon del complemento. Los primeros
casos por transfusioén, fueron reportados por Pedreira de Freitas en Sao Paulo en
1952. Posteriormente, otros casos fueron descritos en Argentina, Venezuela, Chile
Bolivia y paulatinamente en todos los paises de Latinoamérica.

En la transmisién connatal, la infecciéon del producto por via trasplacentaria desde
la circulacién materna con infeccién aguda o crénica, es posible, pero no obligada.
La infeccion del hijo es posible durante el proceso de parto, e incluso por la leche
de la madre infectada como habia sido expresado por el mismo Carlos Chagas
desde 1909 lo que actualmente ha sido comprobado experimentalmente y con
casos clinicos comprobados (28).

Mecanismos poco comunes y por lo tanto, de escasa importancia epidemiolégica
son el oral, que ocurre al alimentarse de triatominos infectados, o bien, a través de
alimentos que hayan tenido contacto con materia fecal de un vector infectado .
Por manejo de animales infectados, se han referido casos contraidos al desollar
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animales silvestres o peridomésticos infectados (4. Existen también casos
adquiridos por infeccién accidental en centros de investigacién, por manipulacién
de transmisores, cultivos de T. cruzi o material biolégico proveniente de casos
humanos o reservorios (4.
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2.6 Patogenia

La interrelacion entre el parasito y su huésped es consecuencia de muchos afios de
co-evolucion, durante los cuales, los parésitos se han seleccionado al presentar las
moléculas idéneas en los procesos de reconocimiento y expresar asi las funciones
requeridas en el proceso de infeccion. Las moléculas involucradas en Ia
penetracion del tripomastigote en las células del vertebrado, lo cual es esencial
para la supervivencia del parasito, deben exponerse al menos temporalmente para
establecer la infecciéon. Al mismo tiempo, esta exposicion permite al huésped
dirigir la respuesta inmune hacia estas moléculas, lo que se encamina a disminuir
la parasitemia (0.

T. cruzi ha desarrollado una fase intracelular que lo hace capaz de evadir la
respuesta inmune del huésped, ademds de presentar una amplia oferta antigénica.
Moléculas presentes en la superficie membranal del parésito y receptores sobre la
membrana de las células del huésped son esenciales para la adhesion e
internalizacion del parasito para establecer la infeccion ©0).

El cuadro 4 muestra los principales factores relacionados con el parasito y el
huésped mediante los cuales Trypanosoma cruzi produce lesién. Estos factores

determinan la presencia y evolucion de la infeccién 1.

Cuadro 4. Principales factores relacionados

con la patogenia.

Parasito Huésped

e polimorfismo e constitucion genética

e tropismo ® sexo

e virulencia e edad

e constitucion antigénica e especie

e cantidad de parasitos en e raza

el inéculo e infecciones

e respuesta inmunolégica
e temperatura
e estado nutricional y dieta

La diferencia en cuanto a la severidad de la enfermedad en el hospedero humano y
en otros mamiferos, se ha atribuido principalmente a la distribucién geogréfica de
pleomorfas que presenta de manera natural T. cruzi; los parasitos, regionalmente
pueden mostrar caracteristicas biolégicas distintas, como son el tropismo, la
virulencia y patogenicidad entre otras.
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Algunos investigadores definen diferentes tipos de cepas con base en su morfologia,
parasitemia, indice de multiplicacién y patogenicidad en el ratéon. Métodos
bioquimicos permiten analizar los productos de expresion génica utilizando
isoenzimas. La electroforesis de isoenzimas es uno de los métodos empleados para
detectar diferencias entre enzimas con propiedades cataliticas similares pero con
distinta estructura molecular, lo que permite agrupar cepas de acuerdo a sus
perfiles isoenzimaticos (zimodemos) (32).

Miles y col. en 1981 introdujeron la técnica de los perfiles isoenzimaticos en el
estudio de T. cruzi identificando 3 zimodemos en cepas de Brasil ©2.

Observaciones experimentales y en humanos demuestran claramente que aun
cuando T. cruzi puede parasitar cualquier célula del organismo, existen cepas con
tropismos bien definidos para células, tejidos u Organos. Las células mas
frecuentemente parasitadas son macréfagos, fibroblastos, neuroglia central o
periférica y células musculares estriadas o lisas.

La heterogeneidad de poblaciones de T. cruzi ha sido mencionada como causa de
diferentes manifestaciones clinicas y de la distinta respuesta terapéutica en la
enfermedad de Chagas, la resistencia de este parésito a los farmacos no es la misma
en todas las cepas aisladas. Se ha visto que la patologia de la enfermedad de Chagas
difiere segiin el area geografica en donde se contrajo la infecciéon. Miles y col.
sugirieron que la distribucién geografica de los sindromes de megaviscera estaria
relacionada con la cepa infectante (0.

15



2.7 Patologia

Se exhiben primordialmente lesiones de tipo inflamatorio y lesiones a nivel
neuronal, en las cuales el dafio principal se debe a la lesion directa del parasito al
invadir las células del huésped con la consecuente lisis celular por la multiplicaciéon
y el proceso inflamatorio localizado, provocando dafios irreversibles en los
6rganos afectados. La respuesta inmediata del huésped al parésito parece ser
resultado directo a la multiplicacién de T. cruzi, de este modo la multiplicacién y/o
mecanismos de sensibilizacién provocan lesiones en el huésped. Adicionalmente
pueden ocurrir alteraciones degenerativas en células no parasitadas como
consecuencia de trastornos isquémicos o metabdlicos inducidos por el proceso
inflamatorio o por fenémenos de autoinmunidad ©).

En la fase aguda, los amastigotes de T. cruzi se dividen en el interior de las células
del huésped, destruyéndolas. Los parésitos liberados pueden invadir a otras
células, las cuales sufren el mismo proceso y de este modo se provoca asi una
reaccion inflamatoria con infiltrado de diferentes tipos de leucocitos, estas
reacciones se observan en las zonas cercanas en las que se encuentran los nidos de
amastigotes y dependiendo de la etapa de la enfermedad presentan rasgos
caracteristicos. Durante la fase cronica los focos inflamatorios son escasos, menos
aparentes e irreversibles, presentan fibrosis peri e intraganglionar y reduccién en el
numero de neuronas (3 34),

Las células lisadas del huésped por los parasitos desencadenan una intensa
respuesta inmune, la cual en casos severos puede generar una miocarditis aguda o
la destruccién de ganglios nerviosos auténomos del tracto digestivo e incluso una
meningoencefalitis con manifestaciones severas y en ocasiones son fatales
principalmente en menores de edad y ancianos 9.
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2.8 Cuadro clinico

El periodo de incubacién es generalmente asintomatico; dura aproximadamente de
7-10 dias en casos de transmision vectorial y de 20-40 dias en casos de transmision
por transfusion sanguinea 4. La evolucién de la enfermedad se caracteriza por
presentar tres fases; la aguda, la indeterminada y la crénica.

2.8.1 Fase aguda
El 70% de los individuos infectados permanecen asintomaticos. Se caracteriza por
la presencia del parasito en sangre. En la mayoria de las personas, la enfermedad
no es diagnosticada debido a que los signos y sintomas no son muy especificos y a
que muchos de estos individuos no cuentan con servicio médico e incluso también
por desconocimiento de la enfermedad por el mismo personal de salud. Menos del
5% presentan las manifestaciones clinicas patognomonicas que integran el
complejo primario caracterizado por el chagoma de inoculacién, patologia cutdnea
caracterizada por la presencia de un nédulo subcutdneo y el sigho de Romafna que
ocurre en los casos de entrada a través de la conjuntiva y que se presenta como un
edema bipalpebral unilateral, no doloroso, frecuentemente acompafiado de
crecimiento de nédulos linfaticos regionales. Este signo persiste hasta por 4 a 8
semanas (Figura 7). Las manifestaciones sistémicas més importantes son fiebre
vespertina de 38°C, taquicardia, adenitis, linfangitis, hepato-esplenomegalia,
astenia, diaforesis, hiporexia, cefalea, mialgias y artralgias (Prata, 1994) ¢ 30).

Figura 7. Signo de Romafia
en un nifio de 9 afios de edad,
procedente del estado de
Oaxaca. Cortesia Laboratorio
de Biologia de Parasitos,
Facultad de Medicina
UNAM.

2.8.2 Fase indeterminada
Los individuos infectados cursan asintomaéticos, aproximadamente un 70% nunca
desarrollan lesiones. Esta fase se caracteriza por la lenta multiplicaciéon de los
parésitos dentro de las células y s6lo es detectable por serologia ().
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2.8.3 Fase cronica
Puede aparecer 10 a 20 afios después de la fase aguda, en la que puede o no haber
sintomas. Los pacientes con enfermedad de Chagas crénica, suelen presentar
crecimiento con dafio irreversible de corazén (Figura 8) u otros 6rganos como el
esofago o colon (megaeséfago o megacolon) (Figura 9). Lo mas sobresaliente en

esta fase es la insuficiencia cardiaca o también puede presentarse la muerte stbita
(29),

Fig. 8. Cardiomegalia grado III
con Marcapaso implantado en
forma definitiva. Cortesia
Laboratorio de Biologia de
Parasitos, Facultad de
Medicina UNAM.

Fig. 9. Megaeso6fago chagésico,
con odinofagia, disfagia y
regurgitaciones con acalasia y
serologia positiva. Cortesia
Laboratorio de Biologia de
Parasitos, Facultad de
Medicina UNAM.
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2.9 Respuesta Inmune a la Infecciéon por Trypanosoma cruzi

2.9.1 Invasion Celular
Trypanosoma cruzi puede infectar muchos tipos celulares; el parésito reconoce
diferentes tipos de receptores de las células del hospedero; sus principales células
blanco son las células fagociticas y en especial los macréfagos, que representan la
primera linea invadida, no obstante un mecanismo inusual de invasién se ha
reportado en células no fagociticas tales como los fibroblastos y otros tipos
celulares experimentales, como las células HeLa y MDCK ©5).

2.9.2 Respuesta Inmune
Trypanosoma cruzi induce en el huésped vertebrado una respuesta inmune
especifica y altera en forma inespecifica y generalizada la funcionalidad del
sistema inmune. La respuesta inmune defiende al huésped contra los efectos de la
invasion parasitaria desde el momento de la infeccién, realizando un papel
preponderante en el control del nimero de parasitos en el organismo. Los
mecanismos desarrollados evitan que una eventual reinfeccion de lugar a una
nueva fase aguda. A pesar de esta actividad protectora, el microorganismo no es
eliminado y se establece una relacion huésped-parasito condicionada por las
caracteristicas de ambos y por factores ambientales que tiende a llevar la infeccién
aguda a la cronicidad. Durante la fase aguda de la infeccion, en los pacientes ha
sido descrita una severa inmunodepresién, cuyo nivel mds importante coincide
con el pico més elevado de la parasitemia ©).

En la fase indeterminada de la infeccidn, la respuesta inmune se restablece. En la
fase cronica el parasitismo es escaso en contraposiciéon con la presencia de una
miocarditis intensa debida, segtin algunos autores a fenémenos de autoinmunidad
ya que algunos epitopos del parésito pueden desarrollar una reaccién cruzada con
antigenos propios, estudios realizados en conejos infectados con T. cruzi y con
fracciones subcelulares del mismo han comprobado una intensa respuesta inmune
mediada por células que se presenta tanto contra el parasito como contra antigenos
de miocardio ©).

En la lisis de epimastigotes y tripomastigotes se ha demostrado la efectividad de
mecanismos citotéxicos, ademds de la liberacién de antigenos del parésito por
células infectadas que pueden adsorberse tanto a células sanas como infectadas
haciéndolas susceptibles a la lisis mediada por anticuerpos o a la accién citocida.

La infeccién por T. cruzi durante la fase aguda, estimula una respuesta humoral
especifica con niveles altos de anticuerpos del tipo IgM, para incrementarse
posteriormente los de las clases IgG e IgA, lo cual orienta para el reconocimiento
de infecciones recientes o crénicas ©). Las inmunoglobulinas de tipo IgG1 y IgG2
presentan una frecuencia mayor. Altos titulos de anticuerpos de IgG1 y IgG3 anti
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Trypanosoma cruzi se han observado en pacientes con cardiomiopatia chagasica
crénica, y en crénicos asintomadticos, mientras que otros estudios han reportado
niveles altos de Anti IgGl en pacientes con cardiomiopatia severa (¢ 37). En
ensayos in-vitro ha sido observado que los anticuerpos interactdan con el
tripomastigote circulante induciendo su lisis y pueden presentar anticuerpos
adheridos a su superficie y ser lisados por acciéon del complemento, ademas el
parasito puede evadir la accién de los anticuerpos por un mecanismo de «capping»
©).

Se ha observado también la presencia de activaciéon policlonal e inmunosupresiéon
desarrolladas durante las fases aguda o crénica de la enfermedad ©).

Trypanosoma cruzi se caracteriza por ser un parasito con una gran variedad
antigénica. Sus moléculas de membrana cambian constantemente al pasar de un
ciclo a otro, lo que demuestra una complejidad biolégica y complica el panorama
de crear una vacuna eficaz. No obstante se han estudiado antigenos dominantes
como el antigeno HSP70 que determinan la respuesta en el huésped y en algunos
casos induce una respuesta que es utilizada como mecanismo de evasion
(cruzipain) ).
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2.10 Diagnéstico

Para hacer un diagndstico preciso y oportuno de la infeccion por T. cruzi, es de
suma importancia considerar los mecanismos de transmision, la fase clinica de la
infeccién, asi como la fisiopatologia y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad. A partir del diagnéstico se establecerdn las medidas terapéuticas e
incluso el monitoreo de programas sanitarios de vigilancia epidemiolégica y
control del padecimiento ©).

La presencia de formas parasitarias y de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi
constituyen los elementos mas relevantes para el diagnéstico de laboratorio. Por esta
razén, los métodos de diagnéstico son clasificados en parasitolégicos e
inmunolégicos.

El cuadro 5 muestra algunos de los métodos empleados para el diagnéstico
parasitolégico, estdn indicados durante la fase aguda de la infeccién la cual es de
muy corta duracién. Estos métodos son menos utilizados ya que requieren mucho
tiempo y necesitan personal altamente especializado. Los resultados estdn
disponibles en 1-6 meses después de realizado el examen.

Cuadro 5. Diagndstico Parasitolégico

Técnica Caracteristicas

e FExamen directo, Se realiza en la fase aguda de la enfermedad, observando
frotis y gota gruesa | en el microscopio 6ptico una gota de sangre fresca, o bien,

tefiida para la observacion de los tripomatigotes

sanguineos ©).

e Microhematocrito |Métodos directos de concentracién parasitaria ¢7).
y métodos Strout

e Xenodiagnostico Consiste en la alimentacion de Triatominos no infectados
mantenidos en laboratorio con la sangre del individuo
sospechoso. El contenido intestinal del insecto es
examinado 30-60 dias después para observar al
tripomastigote metaciclico 7).

Método que permiten la multiplicacion del parasito; por lo
que generalmente se emplea para aislar y mantener las
cepas en el laboratorio 7).

e Hemocultivo
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Los procedimientos serodiagnoésticos ideales para la detecciéon de la infeccion
deberan ser faciles de realizar, con resultados relativamente rapidos,
reproducibles y de bajo costo ademas de tener sensibilidad y especificidad
aceptables. Las pruebas serolégicas de mads alta sensibilidad son aquellos que
detectan concentraciones muy bajas de anticuerpos como es el caso del
inmunoensayo enzimatico (ELISA indirecta), de reactividad intermedia como la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la hemaglutinacion indirecta (HAI) y
existen otras de reactividad baja, actualmente ya en desuso en la mayor parte de
los centros de diagnostico.

Los métodos serolégicos son utilizados en las fases indeterminada y crénica de la
enfermedad. La OMS define para la confirmacién de seropositividad, demostrar
reactividad en 2 o mas pruebas serolégicas © 37).

Para el diagnostico de la infeccion por Trypanosoma cruzi, la OPS/OMS,
recomienda especialmente el uso de las pruebas mostradas en el cuadro 6.

Cuadro 6. Diagnéstico Inmunolégico

Técnica Caracteristicas
e Hemaglutinaciéon La técnica consisten en adsorber antigenos solubles a
indirecta. eritrocitos, es una técnica relativamente facil y

accesible, presenta una alta sensibilidad pero su
especificidad es menor en comparacién con otras
técnicas ©).

e Inmunofluorescencia |Valora las concentraciones de anticuerpos con
indirecta. diferentes diluciones del suero, utiliza el parasito
completo; la reacciéon es revelada empleando un
fluorocromo (antigammaglobulina humana marcada
con isotiocianato de fluoresceina). Las laminillas se
observan en microscopio de luz ultravioleta ©).

Esta técnica se basa en la adsorcién del antigeno a una
e FELISA indirecta. superficie inerte (poliestireno); se realizan dos
incubaciones, una con el suero problema (primer
anticuerpo) y otra con la antigammaglobulina humana
conjugada con la enzima (segundo anticuerpo) La
reaccion se revela con el sustrato enzimaético
correspondiente, dando finalmente la coloraciéon
caracteristica del cromégeno empleado, la lectura se
realiza en espectrofotometro ©8).
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Estas pruebas pueden llegar a presentar variaciones en cuanto a reproducibilidad
y concordancia de los resultados obtenidos con diferentes métodos,
procedimientos y reactivos antigénicos empleados en los diferentes centros de
diagnoéstico. Se ha observado que T. cruzi presenta reactividad cruzada
especialmente en pacientes con leishmaniasis, lo que representa una necesidad el
contar con antigenos de alta especificidad y que contribuyan a diagndsticos de
mayor confiabilidad.
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2.11 Antigenos de Trypanosoma cruzi para el Diagnéstico

En T. cruzi la presencia de antigenos, concentracion e inmunogenicidad pueden
variar en los diferentes estadios del ciclo de vida del parasito. Estos antigenos pueden

estar representados por fracciones proteicas y glucoproteicas totales o fracciones
purificadas (De Lima, 2001) 9.

Aunado a lo anterior, en determinadas &reas endémicas pueden coexistir las
infecciones por Trypanosoma cruzi y Leishmania sp. Estos flagelados poseen
determinantes antigénicos compartidos que cruzan serolégicamente entre si y debido
a esto, la especificidad en el inmunodiagndstico representa un gran reto ¢0).

El primer gene codificado para un antigeno de T. cruzi fue secuenciado en 1986,
desde entonces, muchos genes han sido identificados y parcialmente o
completamente secuenciados ©0).

Las técnicas seroldgicas constituyen una importante herramienta en la
confirmacién del diagnéstico de la enfermedad de Chagas inaparente y crénico y
se basan en la deteccion de anticuerpos especificos, sus inicios se remontan a 1913,
cuando Guerreiro y Machado describieron la prueba de fijacion de complemento
(Guerreiro y Machado, 1913). Desde entonces el diagnéstico serolégico es aplicado;
con el cual es posible detectar Inmunoglobulinas M y G en las primeras semanas
de la etapa de la infeccién aguda, y permaneciendo la detecciéon de la IgG en las
etapas crénica de la infeccion indeterminada, cardiaca y digestiva ¢1).

A partir de ese primer paso desde 1913 y hasta la fecha, se han realizado numerosos
esfuerzos con el objeto de perfeccionar cada vez mas el serodiagnoéstico, mejorando
tanto la sensibilidad como la especificidad y asi, Kelser en 1936 obtuvo a partir de
epimastigotes un antigeno somatico crudo con baja especificidad. En 1938 Liem y
Van Thiel secan los parasitos y los conservan al vacio en refrigeraciéon. Davis en 1943
introduce la centrifugacién de los medios de cultivo, el uso del timerosal y el
congelamiento en hielo seco; la extraccion de este antigeno fue modificada por varios
investigadores con lo cual mejor6 su eficacia. Muniz y Freitas en 1944 demostraron
por vez primera la presencia de componentes antigénicos comunes en diferentes
fases del parasito ©).

Boyden en 1951 emple6 por primera vez la prueba de hemaglutinacién indirecta con
el antigeno de Davis con buenos resultados y Camargo en 1966 estandariz6 para el
diagnostico de la Tripanosomiasis Americana la técnica de inmunofluorescencia,
prueba que inicialmente Coons en 1941 habia utilizado para la detecciéon de
antigenos bacterianos (citado por Brener y Andrade) 2. Voller en 1975 estandariz6
y evalu6 el empleo de la técnica de ELISA indirecta en microplaca para ser
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empleada en estudios seroepidemioldgicos relacionados con la enfermedad de
Chagas ®.

En Argentina, Segura en 1974 separ6 de su cultivo de epimastigotes 5 fracciones
subcelulares (nuclear, mitocondrial, lisosomal, microsomal y fracciones de citoplasma
celular) ademas del homogeneizado de la fraccién soluble para valorar la eficacia de
estos antigenos para su empleo con fines diagnoésticos e inmunoprotectores (4).

Trypanosoma cruzi es altamente inmunogénico y presenta una oferta antigénica
amplia para el hospedador vertebrado, con proteinas periféricas localizadas en su
membrana celular y cuya presencia e inmunogenecidad pueden variar en los
diferentes estadios del ciclo de vida del parasito asi como también antigenos
compartidos, ninguno de los estadios presenta inmunodominantes y a diferencia de
otros tripanosomatidos, plasmodia y babesia, no se presentan mecanismos de
variacion antigénica % 40),

Debido a que la membrana del parésito es la primera y mdas importante area de
contacto con el huésped, tiene especial interés el estudio de las proteinas y
glicoproteinas que la conforman, en las cuales en estas ultimas los oligosacaridos
representan entre 2 y 10% enlazados a la cadena peptidica. El estudio de la
membrana celular del parasito permite definir diferentes patrones de proteinas para
cada estadio. Existen glicoproteinas estadio especificas comunes a diferentes cepas y
se ha reportado variaciéon en la composiciéon de glicoproteinas tipo mucina en
epimastigotes de diferentes aislados de T. cruzi, asi como entre diferentes estados de
un mismo aislado. La composicién glucoproteica de este parasito cambia durante su
diferenciacion de un estadio a otro ).

La glicoproteina mayor de 90 kD descrita por Snary en 1979 esta presente en la
superficie celular en las fases de amastigote, epimastigote y tripomastigote empleada
con éxito para el diagnostico diferencial de T. cruzi con T. rangeli y Leishmania spp.
Nogueira en 1981 y 1982 la refiri6 como el principal antigeno detectado en sueros de
pacientes crénicos al describir inicialmente dos antigenos mayores de superficie en 6
cepas estudiadas, una glicoproteina de 75 kDa especifica en epimastigotes y
tripomastigotes metaciclicos y otra de 90 kDa encontrada en los tripomastigotes
sanguineos y amastigotes y concluye que no presentan reactividad cruzada entre si y
plantea la factibilidad de su empleo con fines inmunoprofilacticos. Esta glicoproteina
de 90 kDa también fue referida como el principal antigeno detectado en sueros de
pacientes crénicos 9.

La glicoproteina de superficie de 72 kDa descrita por Araujo en 1984 40 y Ferguson
en 1985 ha sido encontrada en las formas de epimastigote y tripomastigote
metaciclico, al parecer ausente en las formas sanguineas y en el amastigote #5); los
trabajos de Joiner en 1985 demostraron que esta glicoproteina es el sitio receptor en la
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membrana del factor C3 del complemento involucrado en la lisis de epimastigotes
por la via alterna del complemento en sueros normales de mamiferos, en contraste al
estado de tripomastigote metaciclico infectivo, el estado de amastigote y el
tripomastigote sanguineo no son lisados cuando se incuban con suero humano #7);
estd presente en las fases aguda y crénica de la enfermedad y con los trabajos de
Schechter en 1986 se comprobd su presencia en cepas, clonas y sueros de pacientes
independientemente del origen geografico de los mismos “8).

Nogueira y Schechter describieron otra glicoproteina de 75 kDa presente en los
estadios que se desarrollan en el transmisor la cual no presenta cruce inmunolégico y
no se relaciona bioquimicamente con la de 90 kDa *9).Los trabajos de Fischer en 1988,
responsabilizan a una glicoproteina de 58 kDa obtenida de tripomastigotes de
cultivos de inhibir la unién celular con el factor C3 del complemento humano #9.

Scharfstein estudi6 otra glicoproteina de 25 kDa, la cual es aislada de la superficie de
todas las fases y en diferentes cepas del parasito, con buena reactividad en sueros
chagdasicos provenientes de diferentes dreas endémicas y sin cruce en sueros de
pacientes con Leishmaniasis. Con el fin de mejorar el inmunodiagndstico,
especialmente en dreas donde las leishmaniasis son coendémicas con la enfermedad
de Chagas, Tachibana propuso el empleo de esta glicoproteina ademas de un
anticuerpo monoclonal que a la microscopia electrénica la reconoce como un
antigeno comun en la membrana plasmatica y el axonema ©5).

Araujo en 1986 describi6é un complejo de antigenos de Peso Molecular (P.M.) entre 21
y 31 kDa, los cuales fueron evaluados con buenos resultados diagnésticos y sin cruce
con Leishmania braziliensis y L. donovani 0.

La presencia de antigenos y complejos inmunes en el plasma, ha sido confirmada
tanto en animales infectados como en pacientes en fases aguda y crénica, por lo que
estan siendo estudiados para evaluar su utilidad con fines diagnésticos.

Bongertz en 1981 describi6é en animales de experimentacion la presencia de antigenos
de T. cruzi en orina durante la fase aguda de la infeccién; Corral en 1984 también lo
refiri6 en nifios con infeccion aguda o congénita; Katzin en 1989 en pacientes crénicos
y Umezawa en 1993 estudi6é un antigeno excretado en orina en el 60% de pacientes
humanos en fase crénica, cuyo peso molecular se localiza entre 150-160 kDa ©5).

Actualmente, se han buscado diferentes alternativas para mejorar las pruebas
diagnodsticas, muestra de esto son estudios basados en la utilizacion de amastigotes
como antigenos para el diagnéstico de diferentes formas clinicas de la enfermedad de
Chagas con la técnica de inmunofluorescencia de la cual se refieren mejores
resultados que el usar epimastigotes para este fin 61, pero en la mayoria de los
estudios se realizan con antigenos recombinantes; Gruber en 1993 caracterizé 2, de los
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cuales 1 de ellos al ser probado con sueros de pacientes con enfermedad de Chagas,
normales y con otras patologias parasitarias es propuesto como un candidato
promisorio para el diagnéstico de la enfermedad. Almeida en 1990 realiz6 estudios al
respecto en bancos de sangre. Krieger en 1992 durante la fase aguda de la
enfermedad y Lorca en 1992 y 1993 en pacientes sintoméaticos y asintomaticos y en
pacientes crénicos 9.

El primer estudio coordinado para la evaluaciéon del diagnostico potencial de
antigenos recombinantes fue llevado a cabo por la OMS en 1990; un estudio de 17
antigenos recombinantes que involucr6 la participacion de diversos laboratorios, en
donde a cada suero se le realiz6 la prueba desarrollada por cada laboratorio. Este
estudio debido a los buenos resultados obtenidos permitié6 aumentar el valor de los
antigenos recombinantes para ser utilizados en las pruebas de diagndstico 2. Otros
trabajos como el de Umezawa en 2003 han tenido como objetivo identificar antigenos
con mayor especificidad a la infeccién por T. cruzi, Umezawa en su estudio utiliz6
mezcla de antigenos recombinantes de T. cruzi (B13, 1F8 y H49) utilizando la prueba
de ELISA en la que determin6 valores altos de sensibilidad y especificidad para el
diagnoéstico de la enfermedad de Chagas ®3). La OMS/OPS sefala la utilidad de los
métodos serolégicos y moleculares en las diferentes situaciones que se presentan
respecto al diagnéstico de la infecciéon por T. cruzi (cuadro 7).

Cuadro 7. Métodos seroldgicos y moleculares para el diagnoéstico

de la infeccidon por Trypanosoma cruzi *.

CONVENCIONALES | NO CONVENCIONALES
SITUACION ELISA | IFI | HAI Antigenos | PCR
recombinantes
Confirmacion de caso clinico X X X X
(Se recomiendan dos pruebas)!
Control de sangre a transfundir X X
(Se recomienda una prueba)!
Deteccion de infeccion congénita X X X X
(Se recomiendan dos pruebas)
Investigacion epidemioldgica X X X
(Se recomiendan dos pruebas)?
Seguimiento a paciente tratado X X X X X
(Se recomiendan dos pruebas)!

1. Unicamente cuando un programa de control de calidad con componentes interno y externo
haya sido instalado. 2. Toma de muestra en papel filtro.

* Modificado de: Taller Internacional de Epidemiologia, Diagnéstico y Control de la Enfermedad de
Chagas. Oaxaca, Oax. México. UNAM, SSA, OMS/OPS. 7-9-Nov. 2002.
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3. JUSTIFICACION

En México, como en otros paises, el diagnéstico de la infeccién por T. cruzi,
durante las fases indeterminada y crénica, cuya evolucioén, a diferencia de la fase
aguda es muy prolongada, se realiza con técnicas capaces de detectar anticuerpos
anti-T. cruzi en suero; para estos fines, la OMS/OPS recomienda principalmente la
técnica de ELISA indirecta, debido a su alta sensibilidad y especificidad, ademas
de la ventaja de poder automatizarse con lo que se facilita el procesamiento de
gran namero de muestras en un tiempo relativamente corto lo que la hace idénea
en encuestas epidemiolégicas asi como para el tamizaje en bancos de sangre; por
otro lado, debido a la gran variedad de cepas del paréasito con diversos
comportamientos biol6gicos a nivel regional, se requiere obtener antigenos que al
ser extraidos de varias cepas, pueda incrementarse la sensibilidad ante sueros de
individuos provenientes de diversas regiones del pais.

En Meéxico, la normatividad relacionada con esta enfermedad, recomienda
observar las disposiciones contenidas en la Ley General de Salud y los reglamentos
emanados de ésta, en donde se sefala la obligatoriedad en el tamizaje de
componentes sanguineos, asi como la confirmacién serolégica de casos. Estas
normas, aun cuando existen, a la fecha no son de observancia obligatoria debido
principalmente al alto costo de estos reactivos comerciales.

Por esta razon, se requiere obtener y evaluar un extracto antigénico de T. cruzi para
su empleo en los centros de diagnoéstico del pais y que al ser de procedencia
mexicana, disminuird los altos costos que se tienen al emplear reactivos
comerciales extranjeros y poder asi cumplir satisfactoriamente con los
compromisos contraidos por las autoridades sanitarias ante la OPS/OMS para el
control y erradicacion de la enfermedad en México.

28



4. HIPOTESIS

Si con el empleo de antigenos extraidos de un aislado regional se obtienen
sensibilidad y especificidad adecuadas; entonces, el empleo de antigenos extraidos de
mezclas de aislados obtenidos de tres de los transmisores més importantes del pais,
podra incrementar la reactividad diagnostica para su aplicacion masiva en el
serodiagnodstico de la infeccion por Trypanosoma cruzi, en las diversas areas
geograficas del pais.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar un extracto antigénico sensible y especifico obtenido a partir de tres cepas de
Trypanosoma cruzi, para la deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi mediante la técnica
de ELISA indirecta con fines diagnosticos.

5.2 Objetivos particulares

i.  Obtener tres extractos antigénicos de aislados (previamente caracterizados),
provenientes de diferentes regiones y de los tres principales transmisores del
pais.

ii.  Determinar la concentracién proteica de los extractos antigénicos obtenidos.

iii.  Identificar las fracciones proteicas de los antigenos por peso molecular (SDS-
PAGE).
iv.  Evaluar la reactividad inmune de las fracciones proteicas (Western-blot).

v.  Calibrar el extracto antigénico con la técnica de ELISA.

vi.  Evaluar la reactividad y cruce inmunolégico del extracto antigénico (ELISA).
vii.  Determinar sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y
negativos de la técnica de ELISA indirecta.
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6. METODOLOGIA

6.1 Sueros Humanos

Para la validacion de la técnica de ELISA utilizada de rutina en nuestro
Laboratorio (Bucio, 99) % se utiliz6 un panel de 50 sueros (25 reactivos y 25 no
reactivos) proporcionados por el Instituto Mario Fatala Chaben de la Republica de
Argentina, ya que éste es un Centro de Referencia de Diagnédstico de la
enfermedad de Chagas para la OPS/OMS, por lo consiguiente se consideré como
estandar de oro (cuadro 8); una vez validada la técnica de ELISA de rutina de
nuestro Laboratorio, fue utilizado como estandar de oro para evaluar el nuevo
procedimiento. Para la evaluacion del extracto antigénico 21-S frente a sueros
regionales, se utilizaron 132 sueros (66 reactivos y 66 no reactivos) procedentes de
diversas areas geograficas de México los cuales forman parte de la seroteca del
Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad de Medicina de la UNAM, con
reactividades comprobadas mediante dos técnicas seroldgicas diferentes. Para
evaluar cruce inmunolégico se utilizaron 5 sueros de individuos con Leishmaniasis
cutdnea (4 con la forma clinica localizada y 1 con la diseminada), proporcionados
por la Dra. Ingeborg Becker del Departamento de Medicina Experimental de la
Facultad de Medicina de la UNAM.

Cuadro 8. Validacidon de la técnica de ELISA de rutina.

ELISA con Antigeno Argentina
Antigeno

UNAM 26-M

Positivo POSITIVOS POSITIVOS
VERDADEROS FALSOS

Negativo NEGATIVOS I NEGATIVOS J

Infectados Normales

FALSOS VERDADEROS

6.1.1 Criterios de Seleccion de las Muestras:
1.- Ser sueros obtenidos por puncién venosa.
2.- Después de la recoleccion haber sido filtrados y glicerinados v/v.
3.- Estar almacenados en tubos con tapén de rosca estéril.
4 .- Estar identificados con fecha de toma, folio y estado de procedencia.
5.- Contar con dos o més resultados serolégicos de reactividad concordante.

6.2 Microorganismos
Se utilizaron tres cepas de T. cruzi, caracterizadas previamente, denominadas

Tequesquitengo, aislada de un ejemplar de Meccus pallidipennis del estado de
Morelos; Querétaro de Triatoma barberi del estado de Querétaro y Xalapa de Triatoma
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dimidiata del estado de Veracruz; estas cepas forman parte del cepario del Laboratorio
de Biologia de Parésitos de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Se realiz6 la curva de crecimiento de las tres cepas en medio de cultivo LIT (Liver
Infusion Triptose Medium) enriquecido con 5% SFB en incubacién a 28° C para
determinar el inicio de la fase estacionaria de crecimiento.

La primera expansion parasitaria se realizé al inocular los cultivos en proporcion
1:5 en matraces Erlenmeyer de 250 ml con tapén de rosca; la segunda a los siete
dias en matraces de 1000 ml y al final de la tercer expansioén se realiz6 la cosecha
parasitaria. En ese momento el parasito se encontraba polimérfico en los estadios
de epimastigote, esferomastigote y tripomastigote. El volumen final para
determinar el rendimiento parasitario fue de 500 ml de medio de cultivo de cada
aislado.

6.3 Extraccion antigénica

Después de la cosecha parasitaria, se realizaron cuatro lavados con amortiguador de
fosfatos (PBS) pH 7.2 a 2750 g (3500 rpm)/4°/20 min. Se deseché el ultimo
sobrenadante y se cuantific6 la masa parasitaria por peso (gr). La masa parasitaria se
resuspendi6 en PBS pH 7.2 en dilucién 1:1.5 para realizar la lisis y fraccionamiento
parasitario por sonicacion mediante un procesador ultrasénico (Vibra Cell VC50) 7
pulsos de 40 watts durante 60 segundos con intervalos de enfriamiento de 60
segundos en bafo frio de hielo/etanol. El producto final se centrifugé a 23 000 g (10
000 rpm)/4°/30 min. Se retir6 el sobrenadante, el cual se denomindé Ag 21-S, se
cuantificé para determinar rendimiento parasitario, se fraccioné en alicuotas de 1 ml
y se congelaron a -20°C.

6.4 Cuantificacién de proteinas totales (Lowry, 1951) (5

Se cuantificaron las proteinas totales por el método de Lowry modificado,
construyendo una curva patrén con albimina sérica bovina (BSA 10mg/ml) en
concentraciones de 0.125, 0.250, 0.375 y 0.500 mg/ml. Se realizaron dos diluciones
del extracto antigénico en PBS pH 7.2 (1:16 y 1:24). La absorbancia se ley6 en un
espectrofotoémetro para microplaca a 680 nm, se obtuvo el promedio de las lecturas
y se calcularon las concentraciones finales en mg/ml. La cuantificacién proteica se
realiz6 en los dias 1, 7 y 30 y posteriormente en los meses 2, 3,4, 5y 6.

6.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) (56)
La separacion por peso molecular de los componentes de los extractos antigénicos

se realiz6 en condiciones reductoras por electroforesis en geles homogeneos de
poliacrilamida con gel concentrador al 5% y gel separador al 12.5% con dodecil-
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sulfato de sodio al 10% (SDS-PAGE). La electroforesis se realiz6é en un equipo Mini
Protean III de Electrophoresis Cell (Bio-Rad®) a una diferencia de potencial
constante de 100 Volts durante aproximadamente 60 min con una fuente de poder
Bio-Rad® Modelo 200/2.0. El volumen de muestra se ajustdé para contener
aproximadamente 100 pg de proteina por carril de 12 mm. Se emplearon
marcadores de peso molecular comerciales de rango amplio entre 10 y 250 kDa
(Bio-Rad®). Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie. Las electroforesis se
realizaron en los dias 60, 90 y 180.

6.6 Electroinmunotransferencia (Western-blot) (Towbin, 1979) ¢7)

Después de la electroforesis, se realiz6 la transferencia a membranas de nitrocelulosa
con poro de 0.45 pm (Bio-Rad”) en un aparato Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
(Bio-Rad™) a una diferencia de potencial constante de 12 volts durante 30 minutos;
la nitrocelulosa fue bloqueada con una solucién PBS/Tween 20 0.3% / leche
deshidratada descremada 5% (DIFCO) durante 2 horas a temperatura ambiente en
agitacion ligera. Se realizaron 3 lavados rapidos con PBS/Tween 20 0.3% y se
incubaron los sueros testigo reactivos a T. cruzi en dilucién 1:500 a 4°C en agitacion
ligera durante la noche. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 0.3% y
posteriormente se incubd con el conjugado anti IgG humana unida a peroxidasa
(Zymed*) en dilucién 1:15 000 durante 2 hrs a temperatura ambiente en agitacion
ligera. Se realizaron 5 lavados y se coloco el sustrato correspondiente DAB (3,3
Diaminobenzidina) en oscuridad durante 15 minutos. La reaccién se frené con
agua destilada. Las electroinmunotransferencias se realizaron los dias 30, 60, 90,
120 y 180.

6.7 ELISA indirecta (Voller, 1975) 43

6.7.1 Obtencién del antigeno empleado en la técnica
Para realizar la prueba de ELISA indirecta se ajust6 la concentracion proteica del
antigeno en PBS pH 7.2 para contener aproximadamente 830 ng/ml de proteina; se
cuantifico y fraccion6 en alicuotas de 1 ml en microtubos para criopreservacién con
tapon de rosca para su almacenamiento y conservacién a -20° C.

6.7.2 Calibracion de la técnica en microplaca
La prueba de ELISA indirecta se realiz6 en placas de poliestireno de alta unién de
96 pozos con fondo plano (Costar). El sistema se calibr6 inicialmente determinando
la reactividad con diferentes concentraciones de antigeno y conjugado; la titulaciéon
del antigeno inicialmente se realiz6 en diluciones de 1:100 hasta 1:1200 y después
en una titulacién fina con diluciones de 1:400 hasta 1:700. El conjugado anti IgG
humano unido a peroxidasa (Zymed®) se titulé en diluciones entre 1:6000 y
1:11000 y en titulacion fina entre 1:8000 y 1:10000. El sistema se estandarizé
inicialmente con tres sueros de origen humano previamente titulados en dilucién
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1:200 con reactividades confirmadas con 2 técnicas (ELISA e IFI) con densidades
6pticas (DO) conocidas: 0.430 reactivo alto (RA), 0.215 reactivo bajo (RB) y 0.017
negativo o normal (N).

El antigeno se adsorbi6 a la placa en dilucién 1:500; el bloqueo de sitios
inespecificos se realiz6 con PBS-leche al 5% y los lavados con PBS-TWEEN 20 al
0.05%; los sueros se incubaron en dilucién 1:200 a 37°C durante 30 min; el
conjugado empleado fue anti IgG humana unido a peroxidasa en dilucion 1:10000
en incubacion durante 30 min, también a 37°C; se empled como sustrato peréxido
de hidrégeno al 30% y el cromégeno, O-fenilendiamina en tabletas de 10 mg
(Zigma®). Para frenar la reaccion se emple6 acido sulftrico IN. La lectura se
realizd en espectrofotémetro para microplaca (Microplate Reader Bio-Rad Mod.
550) con filtro de lectura de 490 nm y de referencia de 595 nm. Los titulos de corte
se determinaron tomando en consideraciéon el promedio de los valores de sueros
no reactivos mas 2 6 3 desviaciones estandar (Sn-1); se consideraron valores
positivos con lecturas iguales o superiores a 0.200 (DO), zona gris entre 0.180 y
0.199 y negativos los inferiores a 0.180 (DO).

6.7.3 Determinacién de la reactividad del extracto antigénico hacia sueros con

anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi, anti-Leishmania mexicana y no reactivos.
Las técnicas de ELISA e IF]I realizadas en el Laboratorio de Biologia de Parasitos se
evaluaron utilizando como estdndar de oro un péanel de 50 sueros (25 reactivos y 25
no reactivos a T. cruzi) previamente titulados y proporcionados por el Instituto
Nacional de Chagas Dr. Mario Fatala Chaben de Buenos Aires, Argentina.

Una vez que se estdndarizo el sistema para la prueba de ELISA, se analizaron 132
muestras (66 reactivas y 66 no reactivas, considerando como estandar de oro las
técnicas de ELISA e IFI evaluadas inicialmente; ademads se evalud la reactividad
con los 5 sueros de pacientes con diagnostico de Leishmaniasis cutédnea.

6.8 Analisis estadistico ©9

Para la evaluacién de las pruebas serolégicas empleadas (ELISA e IFI), se realiz6 el
analisis comparativo de los resultados serolégicos al estimar los valores de
sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo con Intervalos
de Confianza al 95% como a continuacion se sefala:

Positivos Verdaderos
SENSIBILIDAD = = X100

Positivos Verdaderos + Negativos Falsos

Sensibilidad + 1.96 V[(p q)] +n
ICos% = p = Sensibilidad
q=1-p
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Negativos Verdaderos
ESPECIFICIDAD = = X100

Negativos Verdaderos + Positivos Falsos

ICos, =  Especificidad + 1.96 V[(p @] =n
p = Especificidad
q=1-p
Positivos Verdaderos

VALOR PREDICTIVO + = = x 100
Positivos Verdaderos + Positivos Falsos

I.C.o5% =  Valor predictivo positivo + 1.96 V[(p q) + n]
p = Valor Predictivo Positivo

q=1-p

Negativos Verdaderos

VALOR PREDICTIVO - = = x 100
Negativos Verdaderos + Negativos Falsos

I.C.95%, = Valor predictivo negativo + 1.96 \[(p q) + n]
p = Valor Predictivo Negativo

q=1-p

De las 50 muestras analizadas con ambos antigenos se calculé una sensibilidad de
96%, especificidad de 100% con valor predictivo positivo de 100% y negativo de
96.15% para la prueba de ELISA y en el caso de IFI se calculé una sensibilidad de
92% con especificidad de 100%, con valor predictivo positivo de 100% y negativo
de 925%. El andlisis estadistico de los 132 sueros analizados, se realiz6
considerando como estdndar de oro las técnicas de ELISA e IFI evaluadas

previamente (cuadro 9).

Cuadro 9. Validacion de la técnica de ELISA con el

nuevo antigeno 21-S.

ELISA con Antigeno UNAM 26-M

Antigeno
UNAM 21-M Infectados Normales

Positivo POSITIVOS POSITIVOS
VERDADEROS FALSOS

Negativo NEGATIVOS I NEGATIVOS ]

FALSOS VERDADEROS
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimiento parasitario y proteico

Se cosecharon 1 500 ml de medio de cultivo que produjo una masa parasitaria de
1.0633 gr. El extracto antigénico se obtuvo en cantidad de 15 ml con una
concentracion proteica inicial de 4.958 mg/ml como lo indica el cuadro 10. En la

grafica 1 se muestran las cuantificaciones proteicas subsecuentes realizadas cada 30
dias durante 6 meses.

Cuadro 10. Rendimiento proteico. ‘

Volumen Proteinas totales Proteinas totales
(ml) (mg/ml) (mg)
15 4.958 74.370

Grafica 1. Concentracién proteica durante 180 dias.
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7.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

El patrén de corrimiento electroforético (SDS-PAGE) al 12.5%, mostré varios
componentes de los cuales se determiné el peso molecular de 14 que mostraron
mayor relevancia (92, 77, 70, 62, 48, 45, 38, 30, 26, 22, 19, 18, 16 y 14 kDa) (Figura 10).

Figura 10. Electroforesis en poliacrilamida al 12.5 %.
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Figura 10. Componentes presentes.
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7.3 Electroinmunotransferencia (Western-blot)

Al evaluar la reactividad de los componentes en el extracto antigénico 21-S contra un
pool de sueros reactivos a Trypanosoma cruzi, se observaron 12 componentes
relevantes, que corresponden a los siguientes pesos moleculares 210, 72, 62, 48, 45, 38,
37,30, 27, 22, 18 y 14 kDa, también se evalu6 la reactividad del extracto antigénico
contra un suero negativo (Figura 11).

Figura 11. Electroinmunotransferencia.
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Figura 11. Reactividad mostrada con el extracto antigénico 21-S. (a) contra un pool de sueros
reactivos a Trypanosoma cruzi y (b) contra un suero normal (N).
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7.4 ELISA indirecta

Para la estandarizaciéon de la técnica se titularon conjugado y antigeno. El extracto
antigénico contenia 830 pg/ml de proteina, después de la titulaciéon
correspondiente (Grafica 2) se determiné su empleo en diluciéon 1:500 que
contienen 1.66 png/ml lo que corresponde a .166 ng/pozo. La titulacion del
conjugado se determind para su uso en dilucién 1:10 000.

Grafica 2. Titulacién antigénica
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Densidad 6ptica (D.O.) de sueros reactivos (positivo alto y bajo) y no reactivos (negativo) en
diluciones sucesivas del antigeno. El conjugado se uso en una dilucién 1: 10 000. Titulos de corte
(D.O.): POSITIVO: 2 0.200, ZONA DUDOSA: 180-199, NEGATIVO: < 0.180.

39



7.5 Reactividad antigénica y analisis estadistico

Antigeno UNAM 26-M

Antigeno
UNAM 21-S Infectados Normales

Positivo

Negativo

TOTAL

El extracto antigénico Ag 21-S present6 una sensibilidad del 96.9% y una
especificidad del 100%, con valores predictivos positivo y negativo del 100% y 97%
respectivamente.

La reactividad del extracto antigénico hacia sueros con anticuerpos anti-Leishmania
mexicana mostré valores (D.O.) negativos (cuadroll).

Cuadro 11. Reactividad del extracto antigénico ante

sueros de individuos con anticuerpos anti-
Leishmania mexicana.

Forma clinica D.O.
Leishmaniasis cutanea localizada .014
Leishmaniasis cutanea localizada .040
Leishmaniasis cutanea localizada .047
Leishmaniasis cutanea localizada .018
Leishmaniasis cutanea diseminada 117
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8. DISCUSION

En México como en general en América Latina las pruebas de rutina llamadas
convencionales para el serodiagndstico de la infeccion por Trypanosoma cruzi
usualmente se basan en la detecciéon de la inmunoglobulina G (IgG) en las fases
aguda e indeterminada de la enfermedad y las principales son la ELISA, IFI y HAIL
Estas pruebas son utilizadas ampliamente en los laboratorios para el diagnéstico
individual, para el tamizaje en hemodonadores, asi como también en encuestas
epidemioldgicas.

Sin embargo, en estas pruebas seroldgicas se pueden dar resultados inconclusos; es
decir, discordantes en la reactividad de los procedimientos empleados e incluso de
falsos positivos 7).

Por tal motivo, la OPS/OMS recomienda por lo menos dos procedimientos
diagnosticos de preferencia de principio diferente para determinar seropositividad.
En algunos paises de América Latina se utilizan reactivos antigénicos que reducen
el ntmero de estos resultados inconclusos; sin embargo, estos reactivos
diagnosticos, no estan comercialmente al alcance de nuestro pais para su empleo
con fines masivos.

Para el serodiagnostico de Trypanosoma cruzi, se emplea una amplia variedad de
antigenos, los cuales pueden estar representados por fracciones proteicas y
glucoproteicas totales, semipurificadas, purificadas e incluso parasitos enteros,
obtenidos principalmente de epimastigotes de T. cruzi. Por otro lado, se han
observado diferencias en la reactividad antigénica que depende de la cepa
empleada en el cultivo para la expansiéon parasitaria y de la metodologia de
extraccion antigénica, determinando diferentes concentraciones de anticuerpos en
una misma muestra, en el mismo paciente o en diferentes manifestaciones
viscerales (2. Por estas razones, en este trabajo, se disefi6 una metodologia de
extraccion antigénica para obtener un antigeno semipurificado, compuesto
principalmente por glucoproteinas a partir de 3 aislados regionales.

En diversas ocasiones, se ha mencionado que el uso de antigenos de cepas
autoéctonas mejora los resultados en los ensayos con sueros regionales (27:39); con la
ventaja de disminuir los costos asi como reducir resultados discordantes. Estudios
previos han mostrado diferencias en concentraciéon proteica asi como de
carbohidratos de diferentes aislados *+7). En este estudio se obtuvo un extracto
antigénico, que al ser obtenido a partir de tres aislados de Trypanosoma cruzi
provenientes de los tres principales vectores del pais, se encuentra enriquecido al
ser producto de la mezcla de los componentes antigénicos que constituyen cada
aislado, en el cual se aprecian valores cercanos al 100% en cuanto a sensibilidad,
especificidad y valores predictivos positivo y negativo.
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El empleo de este extracto antigénico, en conjunto con otro procedimiento
convencional, puede en gran medida, disminuir el porcentaje de resultados falsos
negativos, como ha sido demostrado en otros estudios al usar antigenos
recombinantes paralelamente con antigenos convencionales en las pruebas de
ELISA 1) y de este modo evitar lo que ocurre con la serologia clasica donde
pueden presentarse problemas en muestras cuya reactividad se encuentra cercana
a los valores de corte.

En otros trabajos se ha observado que antigenos cuyo proceso de extracciéon es
similar al estudio presente, incrementan los valores en cuanto a especificidad y
sensibilidad, pero no se puede evitar del todo la incapacidad de las pruebas
serologicas para discernir entre un proceso activo, una simple exposicién al agente
causal o a otro con una relacion filogenética estrecha (ej. Leishmania) o inclusive de
un problema ya resuelto 2. Cabe destacar que el antigeno 21-S no presenta
reactividad ante sueros positivos a Leishmania mexicana.

Uno de los propoésitos de este trabajo, es utilizar el extracto antigénico 21-S para el
serodiagnostico en el tamizaje en hemodonadores y poder asi prevenir la
transmision horizontal de la infeccién por T. cruzi, lo cual permitird aminorar los
costos elevados tanto en el procesamiento de las muestras de los hemodonadores
ya que este antigeno al ser nacional su produccion seria més econémica y también
se evitaria el descartar un nimero importante de unidades de sangre asi como de
sus componentes principalmente por la reduccioén de falsos positivos.

Al evaluar la especificidad y sensibilidad de ELISA utilizando diversos antigenos se
demuestra que la especificidad es mayor con antigenos recombinantes pero su
sensibilidad disminuye, como se describe en la evaluacién realizada por Umezawa y
col. 9 por tal motivo se esperaba que el Ag 21-S fuera mas sensible que especifico.

Cabe destacar que este dato varia dependiendo de las zonas y de las diferentes
enfermedades infecciosas que coexisten en las mismas, donde los sueros de pacientes
con enfermedades infecciosas diferentes a tripanosomiasis pueden presentar
anticuerpos que reconozcan los mismos epitopos reconocidos por anticuerpos
chagasicos, destacando nuevamente que el antigeno 21-S no mostro reactividad ante
cinco suero de pacientes con Leishmaniasis. Sin embargo estudios posteriores podran
determinar con mas precisién que tan especifico es este antigeno.

Los valores de sensibilidad y especificidad del antigeno 21-S son altos (muy cercanos
al 100%) en comparacion a lo reportado por diferentes estudios que muestran que en
centros de diagndstico de rutina (Bancos de sangre, hospitales, etc.), la sensibilidad de
las pruebas comerciales convencionales se encuentran alrededor del 95% (rangos
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entre 93% a 98%), indicando que una sola prueba al no ser segura al 100 % no es
suficiente criterio para prevenir el riesgo de transmisién de T. cruzi.

En el caso de la prueba de ELISA es necesario tomar en cuenta que ésta tiene
titulos de corte, a partir de los cuales una muestra es considerada reactiva o no
reactiva. Esta prueba fue calibrada con fines diagnosticos con sueros de
procedencia mexicana; este comportamiento es de especial interés para los
objetivos de este trabajo, que permiten mejorar estos reactivos con fines
diagnosticos para el pais, ya que la prueba de ELISA debe basarse en antigenos
capaces de poder reaccionar con la mayoria de los anticuerpos encontrados en
muestras de individuos procedentes de diversas areas geograficas.

Esta experiencia confirma lo referido por Camargo en 1986 3, en donde los paises
del Cono Sur constituyeron un grupo llamado Continental para Estudios sobre
serologia de la Enfermedad de Chagas, integrado por representantes de nueve
paises, este grupo estableci6 las bases para iniciar estudios comparativos en tres
laboratorios (uno en Argentina, otro en Brasil y un tercero en Estados Unidos), en
donde sefialan las diferencias regionales en los resultados de las pruebas por lo que
se recomienda el empleo de extractos antigénicos que contengan componentes
comunes a diferentes cepas para reducir asi al minimo esas diferencias.

Finalmente el antigeno 21-S debido a los buenos resultados presentados y a su bajo
costo para su obtencién, puede ser mas adelante una herramienta muy importante
principalmente en los Bancos de Sangre y Hospitales de México en las pruebas de
rutina para el serodiagnostico de la infeccion por T. cruzi en el tamizaje de
hemodonadores.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo nos permiten determinar que el presente extracto antigénico
presenta estadisticamente valores de sensibilidad y especificidad altos.

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir al usar el antigeno 21-S con la prueba
de ELISA estandarizada y validada que representa una importante herramienta para el
serodiagnodstico de la Enfermedad de Chagas, con una alta confiabilidad, lo que constituye un
valioso aporte en Salud Publica, especialmente en bancos de sangre de nuestro pais.

Meéxico tiene areas co-endemicas de la infeccién por T. cruzi y Leishmania mexicana por lo que
al no presentar reaccion cruzada con este parasito, este antigeno nos brinda una herramienta
diagnostica ain mas valiosa para su empleo masivo.

Antigenos de procedencia nacional pueden brindar al pais otras alternativas y disminuir los
altos costos de los reactivos comerciales para el diagndstico serolégico, por lo cual se debe
fomentar el uso, el estudio y caracterizaciéon de antigenos extraidos de cepas nacionales para
su empleo en diversas técnicas y procedimientos.
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