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RESUMEN

Se estima que aproximadamente 10 millones de personas estan infectadas por 7rypanosoma cruzi, agente
productor de la enfermedad de Chagas en América Latina y mas de 15 millones de personas estan a riesgo de
adquirirla. El presente trabajo tuvo como finalidad determinar la eficacia de la Técnica de Elisa con la utilizacion de
antigenos de excrecion-secrecion de tripomastigotes de 7. cruzi (TESA) en la deteccion de anticuerpos especificos.
Los tripomastigotas se obtuvieron a partir de epimastigotes de una cepa proveniente Arequipa (Pert), a la cual se le
incrementd su biomasa en medio bifasico hasta obtener 1x108 parasitos/mL durante 15 dias, luego fueron cultivados
en medio Grace y en Medio de Eagle (Minimun Essential Medium) para la obtencion de los TESA. Estos fueron
enfrentados con sueros controles para determinar la eficacia de un ELISA-indirecto. Se encontrd que la sensibilidad
fue del 100% vy la especificidad del 95%. Se concluye que la Técnica de ELISA puede ser utilizada a gran escala, por
la facilidad de evaluar un nimero elevado de muestras y obtener resultados automatizados que no dependen de la
subjetividad del personal para su interpretacion.
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ABSTRACT

An estimated 10 million people are infected with 7rypanosoma cruzi, producing agent of Chagas disease in Latin
America and more than 15 million people are at risk of acquiring it. This study aimed to determine the effectiveness
of the Elisa technique with the use of excretory-secretory antigens of trypomastigotes of T. cruzi (TESA) in the
detection of specific antibodies. The trypomastigotes were obtained from a strain epimastigotes from Arequipa
(Peru), which increased its biomass was performing successive cultures in biphasic medium until 1x10# parasites/mL
for 15 days before being cultured in Grace then Eagle's Medium (Minimun Essential Medium) to obtain the TESA.
These antigens were confronted with control sera to determine the efficacy of an indirect ELISA technique. A
sensitivity of 100 % and a specificity of 95 % was found. It was concluded that the ELISA technique can be used on
a large scale, for ease of evaluating a large number of samples and get automated results that do not depend on the
subjectivity of staff for interpretation.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, enfermedad causada por 7rypanosoma cruzi, esta intimamente ligada al
ambito rural y a la pobreza de poblaciones del centro y Sudamérica en donde se registran
aproximadamente ocho millones de infectados con deterioro progresivo a aus salud!2345 En el Pert
existen alrededor de 600 000 personas infectadas y siete millones en riesgo de adquirirla (34% de la
poblacion total), principalmente en la macroregion sur del pais (Arequipa, Moquegua, Tacna, Ica,
Ayacucho y Apurimac) que esta considerada como la principal zona chagasica; sin embargo, también se
han reportado casos en la vertiente noreste (La Libertad, Tumbes, Piura) y centro oriental de los Andes
(Cajamarca, Amazonas, San Martin y Ucayali6.78,

La enfermedad de Chagas posee dos fases sucesivas: aguda, en la que la presentacion clinica es
confusa, y cronica, que se caracteriza por ser muy duradera y puede pasar por una fase indeterminada, sin
presentacion clinica; durante la fase aguda o durante una reactivacion debido a una inmunosupresion, el
diagnostico se lleva a cabo por deteccion del parésito circulante, sin embargo en la fase cronica, de baja
parasitemia, el diagnostico es ejecutado por métodos serologicos, dentro de los cuales el ELISA es el mas
usado debido a su reconocida elevada sensibilidad y especificidad, que dependen del antigeno y el punto
de corte usados y de la habilidad para procesar grandes cantidades de muestra rapidamente345,

Un amplio rango de diferentes antigenos han sido usados para el diagnostico de la enfermedad de
Chagas, por ejemplo: extractos crudos de epimastigotes sonicados, proteinas extraidas de epimastigotes,
epimastigotes completos fijados, amastigotes fijados y sonicados, proteinas recombinantes de 7. cruzi, y
antigenos de excrecion/secrecion de las formas epimastigotas del protozoo (antigenos ESEA)910.11,12,13,14;
estos ultimos han demostrado ser excelentes debido a su elevada sensibilidad y especificidad y a que
pueden ser aplilcados en diferentes formatos (ELISA, Western blot) Estos excretados/secretados son
compuestos especificos porque corresponden a sustancias que el parasito utiliza para su proteccion y por
su naturaleza proteica tienen propiedades antigénicas; ademas, pueden ser obtenidos en medios de cultivo
esencial, como el Eagle-MEM, en cantidades apreciables!5.16,17.18,

Los ESEA tienen elevada utilidad para el diagnodstico de la enfermedad de Chagas, porque son los que
mas facilmente se cultivan in vitro y porque se pueden usar en varias técnicas como ELISA!S) IFI y
Western blot; sin embargo, existe la tendencia de utilizar los antigenos de excrecion/secrecion de los
tripomastigotes de 7. cruzi (TESA), debido a que son igualmente antigénicos y tienen mayor valor en el
diagnostico por que son las formas infectantes naturales®.

Teniendo en cuenta que en la actualidad en el Pert esta enfermedad comunicable y de registro
obligatorio en todos los Bancos de Sangre y que los kits de Elisa son de fabricacion extranjera y utilizan
diversos tipos de antigenos de cepas de T. cruzi que no proceden de cepas peruanas, resulta pertinente
buscar alternativas que permitan mejoras en el diagnostico. En este contexto, la presente investigacion se
propuso para responder a la siguiente interrogante: ;Cudl es la eficacia de la Técnica de Enzyme Linked
Immuno- Sorbent Assay “Elisa” con antigenos de Excrecion/Secrecion de tripomastigotas de 7ripanosoma
cruzi obtenidos en medio de cultivo, en la deteccion de anticuerpos especificos en sueros controles
positivos y negativos a la enfermedad de Chagas?

MATERIAL Y METODOS

Antigenos

A partir del cultivo de la Cepa de 7.cruzi donada por el Laboratorio ESCALABS, se realizaron cultivos
hasta aumentar la biomasa, para lo cual se realizd pasos sucesivos en medio bifasico (BHI Y PYLB)
enriquecido con 10% de sangre de “conejo” hasta obtener 1 x 108 parasitos/ml (el célculo se estimo
mediante el recuento en camara de Neubauer), aproximadamente a los doce dias de cultivo (fase log).

Después de 15 dias de incubacion, los epimastigotes alcanzaron su fase logaritmica, momento en el cual
los espimastigotes fueron lavados con solucion buffer fosfato salino (PBS), pH 7.2 por 3 veces mediante
centrifugacion a 4000 rpm por 5 minutos. Después de ser lavados estos epimastigotes, se sembraron en
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medio Grace (Sigma) de acuerdo a las instrucciones de este mediol33l y se dejo incubar a temperatura
ambiente en una zona oscura por 6 dias. Después de este tiempo se tomd una muestra para verificar el
proceso de transformacion de epimastigotes a tripomastigotes. La identificacion de los tripomastigotes se
realizé mediante coloracion Giemsa.

Los Tripomastigotes cosechados en tubos de 13 x 100 mm se procedieron a lavar 3 veces con PBS
estéril (pH 7.2) més antibiodtico, se centrifugaron a 4000 rpm por 5 minutos, eliminando el sobrenadante
después de cada centrifugacion, el sedimento obtenido después de cada lavado se resuspendio hasta llegar
a obtener un solo tubo con pellet de 7.cruzi, luego éste contenido fu¢ lavado dos veces con Minimum
Essential Medium (MEM). Luego de los respectivos lavados, el pellet se resuspendi6 en 3 ml de medio
MEM y se incub6 a 37°C por 20 horas!920. Después de este tiempo se centrifug6 a 4000 rpm x 5 min y se
obtuvo el sobrenadante en el cual se encontraron los antigenos de Excrecion-Secrecion y se guardo a -
20°C hasta su posterior uso- La concentracion de proteinas se determind mediante el método colorimétrico
de Bradford?!-

Sueros

Se utilizaron 20 sueros positivos a 7. cruzi, 20 sueros negativos correspondientes a neonatos nacidos en
zonas no endémicas y los 40 sueros positivos a otras parasitosis: 12 a Toxoplasmosis, 10 a Leishmaniasis,
08 aHymenolepiasis, 05 a Cisticercosis y 05 a Hidatidosis. Todos ellos fueron proporcionados porla
seroteca del laboratorio ESCALABS de Trujillo
Ensayo inmunoenzimatico (ELISA indirecto)!6.22
e Estandarizacion de la Técnica de Elisa

Dilucion 6ptima del suero (Sensibilizacion de la Placa)

Partiendo de una concentracion de antigeno de 170 ug/mL se realizaron diluciones seriadas de 1/16,
1/32, 1/64, 1/128. De cada una de las diluciones se sensibiliz6 con 100 uL por pocillo a una placa de
poliestireno, posteriormente esta placa se tapo y se incubd a 37°C en camara hiimeda por toda una noche
para facilitar la adherencia de los antigenos al poliestireno, material con que estan hechas las placas de
microtitulacion. Al dia siguiente la placa fu¢ lavada por tres veces con PBS de pH 7,2 mas Tween 20 a la
concentracion de 0.5% (PBS-tween 20), y se dejo el liquido de lavado durante 5 minutos en agitacion
constante.

Bloqueo de las zonas reactivas de la placa

Para evitar la adherencia de proteinas inespecificas en las zonas de los pocillos no cubiertos por los
antigenos y que pueden dar lugar a reacciones cruzadas durante el desarrollo de la prueba, se utilizo una
solucion de leche descremada al 5% a un pH 9,2. Al cual se le agregd 200 ul de solucion bloqueadora a
cada pocillo y se incubd a 37°C por una hora en camara himeda. Posteriormente la solucion bloqueadora
fué descartada y los pocillos fueron lavados por tres veces con PBS-Tween 20 en agitacion constante.

Incubacion con los sueros

Se empleo diluciones de 1/200, 1/400, 1/800 de un pool de sueros positivos y negativos, se agregd 100
ul de cada una de las diluciones del suero en los pocillos sensibilizados con el antigeno, Las placas fueron
tapadas e incubadas a 37°C en camara humeda por 1 hora y luego se procedi6 a lavar por tres veces con
PBS- tween 20 en agitacion constante. Las placas fueron incubadas a 37°C en camara humeda después de
haber agregado a cada pocillo 100 ul de conjugado; suero anti Ig.G humana, conjugado con peroxidasa a
una diluciéon de 1/1500; en PBS-tween 20. Posteriormente el conjugado remanente fue eliminado y los
pocillos fueron lavados con PBS-tween por tres veces en agitacion constante. Finalmente se deposito en
cada pocillo 100 uL de sustrato (H>O; al 30% preparada en buffer citrato a pH 5 mas ortofenilendiamina
(OPD) como cromogeno el cual luego fue incubado por 10 minutos en un lugar oscuro del laboratorio,
luego la reaccion fue detenida agregando a cada pocillo 50 ul de H,SO4 2M. La densidad optica de la
reaccion en cada pocillo fue medida mediante un lector de ELISA a 492 nm de longitud de onda.

e Dilucion optima de Antigeno y Congugado

Sensibilizacion de la Placa

Del mismo modo que en el punto 3.2.2.1, partiendo de una concentracion de Ag 170 uL se realizaron
las mismas diluciones y se sensibilizé la placa con 100 uL por pocillo, para luego ser tapada y llevada a
incubacion a 37°C en camara humeda por toda una noche, al dia siguiente la placa fué lavada por tres
veces con PBS de pH 7,2 mas Tween 20 a la concentracion de 0.5% (PBS-tween 20), y se dejo el liquido
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de lavado durante 5 minutos en agitacion constante. Se realizé posteriormente el bloqueo de las zonas
reactivas del mismo modo que en el punto 3.2.1.2.

Incubacién con los sueros

Aqui se empled una sola dilucion, 1/800, de un pool de Sueros positivos, negativos, y otras parasitosis
comprobadas. Se agregd 100 ul de la dilucion del suero en los pocillos sensibilizados con el antigeno, las
placas fueron tapadas e incubadas a 37°C en camara humeda por 1 hora y luego se procedi6 a lavar por
tres veces con PBS- tween 20 en agitacion constante. Posteriormente las placas fueron incubadas a 37 °C
en camara humeda después de haber agregado a cada pocillo 100 ul. del conjugado, a las diluciones de
1/1000, 1/1500, 1/2000, 1/2500 en PBS-tween 20. El conjugado remanente fue eliminado y los pocillos
fueron lavados con PBS-tween por tres veces en agitacion constante. Por ultimo se depositd en cada
pocillo 100 ul del mismo sustrato mencionado anteriormente como cromogeno, éste de la misma manera
fue incubado por 10 minutos en un lugar oscuro del laboratorio, luego la reaccion fue detenida agregando
a cada pocillo 50 ul de H,SO42M.

Sensibilidad y Especificidad con Sueros Individuales

Habiendo obtenido la dilucion optima tanto de antigeno como de suero y conjugado, se procedio del
mismo modo que en los puntos anteriores pero usando las diluciones Optimas hallas, 1/64 Ag, 1/800 de
suero, 1/2500 de conjugado: se usé 20 sueros positivos, 20 sueros negativos a la enfermedad de Chagas y
40 sueros de otras parasitosis. Se sensibilizé la placa con los antigenos de E/S de tripomastigote a la
dilucion 1/64, se agrego6 después de la incubacion y el lavado como se indica anteriormente, los sueros a la
dilucién 1/800, y se dejo tres pocillos uno para el control positivo, otro para el control negativo y otro
para el blanco (PBS- tween 20 solo). Para luego agregar el conjugado 1/2500, y finalmente el sustrato.
Siempre haciendo el lavado correspondiente después de la incubacién dada. La densidad optica de la
reaccion en cada pocillo fue medida mediante un lector de ELISA a 492 nm de longitud de onda. El punto
de corte mas optimo se determiné a partir del promedio de las densidades opticas de los sueros negativos
(sueros negativos y otras enfermedades) mas 3 desviaciones estandar.

Determinacion del punto de corte, sensibilidad y especificidad?2

Para determinar el punto de corte, la especificidad y la sensibilidad se emplearon las foérmulas
propuestas para ello.

RESULTADOS

Después de colocar la placa en el lector de ELISA se encontr6 que las densidades o6pticas en los pocillos
con sueros positivos fueron mayores que con los sueros negativos y sueros de otras parasitosis (Fig. 1).
Los valores hallados luego de restar el valor del Blanco (0.289) y del punto de corte (0.76664458),
siguieron siendo mayores en los sueros de chagasicos respecto de los demas (Figs. 2 y 3). Con los datos de
la Tabla 1, se econtr6 una especificidad del 95.0% y una especificidad del 100%.

DISCUSION

Las pruebas serologicas constituyen importantes herramientas que permiten estimar los niveles de
exposicion a 7. cruzi en regiones endémicas y muchas han sido utilizadas para evaluar medidas de control
en Sudamérica®10- A pesar de que existen programas de control, atin no se ha puesto en practica ningun
programa de eliminacion del vector, es por eso que se pone en practica realizar diagnosticos con técnicas
altamente sensibles, con la cual pudiera realizar el diagndstico individual y acometer estudios
poblacionales a gran escala que permitieran estimar la diseminacion de la enfermedad de Chagas en el
pais y, mas tarde, evaluar los programas de control3.20.

En este proyecto la técnica seleccionada fue una prueba de ELISA indirecto, que es una de las técnicas
serologicas mas sensibles utilizadas para el diagndstico de la enfermedad de Chagas en su fase
cronical3.1415,
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1 ! b ] § g 10 11
A | 2768 | 1808 072 0813 0,864 0.67 0.747 3031
B | 307 | 3093 1038 0.766 0.666 0474 0718 0303
C | 2506 | 1899 0345 0.831 0.661 0.831 0.658
D | 2566 178 0.772 1114 0654 052 074
E | 2613 | 1891 0753 0813 0615 0.4 0.787
Fo| 3067 | 3075 0.764 0.784 0.653 0732 0.64
G | 197 | Li% 0.704 L1047 1.463 0.78 0524
Ho| 3 108 074 0.903 0627 0.693 0.905 0.289

Fig 1. Densidades Opticas en los resultados de ELISA utilizando antigenos de excrecion-secrercion de tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi 'y sueros individuales con pacientes positivos (color amarillo), negativos a la enfermedad de Chagas (verde) y
pacientes con otras parasitosis: toxoplasmosis, leishmaniasis, hymenolepiasis, cisticercosis e hidatidosis (blanco).

1 ! b ] § § 10 il
L 14 | 1618 044 0.624 0575 03 045 174
B | 2618 | 250 073 0487 0377 0.1 044 0614
¢ | 2617 | 181 0.656 034 0372 0342 0.369
D | 2697 | L& 0483 0.825 0.363 0.233 0453
£ 2324 | 1402 046 0.624 0326 02 0.5
Fo| 2778 | 1766 0475 0505 0364 0.443 0359
G | 2681 | 2606 0415 0.758 1174 0.4% 0.233
Ho| 2751 | 2301 0455 052 0538 0.404 0.616

Fig 2. Densidades opticas en los resultados de ELISA utilizando antigenos de excrecion-secrercion de tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi 'y sueros individuales con pacientes positivos (color amarillo), negativos a la enfermedad de Chagas (verde) y
pacientes con otras parasitosis: toxoplasmosis, leishmaniasis, hymenolepiasis, cisticercosis e hidatidosis (color blanco), después
de restar el valor del Blanco (0.289).

Tabla 1. Relacion entre el resultado de la prueba diagndstica y la presencia o ausencia de una enfermedad

Positivo 20 3 23
Negativo 0 57 57
TOTAL 20 60 80

Cut off 3D 0.76664



B, REBIOLEST 2013; 1(2): e55
g‘ Revista Cientifica de Estudiantes
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Peru

1 ! 3
1713355 (185235542 [1.91335542
2051355 |203735542 | 206035542
1630355 (184335542 (101735542
1530355 (072435542 [1.97035542
1557355 (183335582
2011355 (201935542
1512355 (183835582
1804355 1103435582

b ] § E 10 1z

14264258 [0.19104258 |-0.37665458 |-0.302864458 | 197535542
{.26964238 015864238 |-0.36165458 |-0.33764458 | 0115262238
{.22404458 |0.38404850 |-0.12465458 |0.397p4458
0.05835542 |-0.40164458 [-0.53364458 |-0.31364458
414264258 [0.42064238 |-0.36665458 |0 26864450
(26164258 [0.20264258 |-0.32365458 |D.407R4458
{.00864258 040733542 | 027064438 |0.53164458
{ 14664458 |0.2286423F | -0.36264438 |-0.15004438

X |EFE ]| = || o |

Fig 3. Densidades Opticas en los resultados de ELISA utilizando antigenos de excrecion-secrercion de tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi 'y sueros individuales con pacientes positivos (color amarillo), negativos a la enfermedad de Chagas (verde) y
pacientes con otras parasitosis: toxoplasmosis, leishmaniasis, hymenolepiasis, cisticercosis e hidatidosis (color blanco) después de

restar el valor del punto de corte 0.76664458.

La determinacion de la especificidad de la Técnica de ELISA utilizando 20 sueros positivos a la
enfermedad de Chagas, 20 sueros negativos a la misma y 40 sueros de otras parasitosis se considera
adecuado, porque corresponde a un numero suficiente para este tipo de examenes. En otras
investigaciones se ha usado numeros de sueros similares®!1.14, aun cuando debe tenerse en cuenta que para
investigaciones seroepidemioldgicas el numero de sueros usados es mayor!®17 y ello tiene su base en que,
pecisamente, el disefio de un ELISA es para procesar gran nimero de muestras, pero la validez se prueba
siempre con menor cantidad, como ha sucediso en la presente investigacion.

La estandarizacion de la Técnica de ELISA es un paso inicial y el mas importante, porque se busca
hallar la concentracion optima de antigeno a utilizar, la dilucion 6ptima de suero y conjugado, que son la
base para la generacion y confeccion de los kits comerciales!4. Entonces, el uso de antigenos de
excrecion/secrecion de 7. cruzi resulta adecuado y recomendable porque se ha verificado que éstos
inducen una elevada respuesta inmune humoral, generandose anticuerpos que poseen una especificidad tan
precisa capaz de distinguir entre diferentes cepas de una misma especie o entre diferentes estadios
evolutivos del mismo parasito®!5. Logicamente, si se usa otros tipos de antigenos u otras concentraciones
se obtendran distintos resultados; sin embargo, en caso de proponerlo a gran escala debe precisarse para
que los laboratorios tengan una adecuada informaciéon cuando elijan uno u otro, para diagnostico o
investigacion!é, En concordancia con ello, se considera que los antigenos usados en la presente
investigacion copnstituyen adecuados para el uso de la técnica de ELISA, bajo cualquiera de sus formatos,
pues la dilucion y el punto de corte encontrados asi lo demuestran:

Utilizando la férmula dada se hall6 un 100% de sensibilidad de esta Técnica con un 95% de
especificidad, la concordancia de los resultados obtenidos fue la esperada, y se puede comparar la
sensibilidad y especificidad de la prueba con otros estudios que utilizaron inmunoensayos enzimaticos
semejantes. El 100% de sensibilidad es un resultado comparable a casi todos los ELISA!415.16 ya que la
técnica tiene como mayor propiedad ello, aspecto que esté relacionado con el hecho de que ELISA, por la
reaccion enzima-sustrato, potencia la reaccidon anigeno-anticuerpo, mas bien el 95 de especificidad, aun
cuando es comparable a lo encontrado en otras investigaciones!®!7, podria mejorarse un poco proponiendo
dos digitos en el punto de corte y con ello sacar ventajas de otros antigenos usados, aspecto que tiene que
ver con las reaccione cruzadas, principalmente con infecciones por Leishmania spp.’:

Comparando nuestros resultados con otras investigaciones realizadas, en el caso de la prueba de IFI,
ésta es igual de sensible y especifica que la Técnica de ELISA pero tiene un nimero de limitaciones
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practicas, especialmente debido a la subjetividad de la interpretacion de resultados, al requerimiento de
personal altamente calificado y con experiencia para diferenciar los casos positivos de los negativos!4.15.16.
Por lo contrario, estudios indican que la prueba de Western Blot es menos sensible que la Técnica de
Elisa, pero mas especifica ya que esta se basa en la deteccion s6lo de proteinas especificas [46]-

CONCLUSION

e La Técnica de Enzyme Linked Immuno- Sorbent Assay “Elisa” con antigenos de Excrecion/Secrecion
de tripomastigotes de 7. cruzi, cepa “CH”, obtenidos en medio GRACE es eficaz en el diagnostico de
la enfermedad de Chagas, con una sensibilidad de 100 % y una especificidad de 95 %, observandose
reacciones cruzadas sélo con sueros de pacientes con Leishmaniasis.
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