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RESUMEN

Se normalizé un sistema inmunoenzimatico en fase sélida para la deteccion de anticuerpos IgG en suero de pacientesdfiaggsicos c
se utilizé como antigeno una proteasamypanosoma cruziGP57/51kDa). Para el calculo de sensibilidad, especificidad y valores predictivos
del procedimiento, se tomaron como referencias los resultados obtenidos por serologia convencional (SC), inmunoflucdesctacia in
(IFl), hemaglutinacion indirecta (HAI) y lisis mediada por complemento (LMC) para la deteccion de anticuerfpogantisoma cruzi

en el suero. Excepto 1, las muestras positivas por estas técnicas también lo resultaron por nuestro método. Estos ogsnltiEdos ap
utilizacién de GP 57/51 en el serodiagnéstico de la enfermedad de Chagas.

Descriptores DeCS ENFERMEDAD DE CHAGAS/diagnostico; PROTEINASAS DE CISTEINA/uso diagnéstico; TRYPANOSOMA
CRUZl/inmunologia; ANTIGENOS DE PROTOZOARIOS/sangre; TEST DE ELISA/métodos; SERODIAGNOSTICO/métodos; TECNI-
CA DEL ANTICUERPO FLUORESCENTE INDIRECTA/métodos; TESTS DE HEMAGLUTINACION/métodos.

Alrededor de 90 000 000 de personas en Améri€n hospitales y bancos de sangre de Centro y
ca Latina, ¥ de la poblacién total de nuestra regionSudaméricd?
estd en riesgo de infectarse c@nypanosoma Para enfrentar este problema, la prueba diag-
cruzi(T. cruz),*? agente causal de la enfermedad dendstica mas comunmente utilizada ha sido la
Chagas. De estos, un estimado de 16 000 000 estdmemaglutinacion, procedimiento al que se le aso-
actualmente infectados y en riesgo de convertirse enian 3 tipos de limitaciones, la amplia diferencia de
pacientes cronicos de esta parasitosis. resultados entre laboratorios debido a que los

La enfermedad es transmitida por 2 vias funda+eactivos por lo general son preparados en cada uno
mentales: por intermedio de vectores (triatomas) yde ellos; falsos positivos a consecuencia de la utili-
por transfusiones de sangre infectadasl incre- zacion del parasito completo como antigeno, lo que
mento de la poblacién urbana ha provocado que lda llevado a descartar un nimero importante de
transmision de la infeccion a consecuencia de lalonaciones sanguineas; y una sensibilidad no siem-
hemoterapia sea un hecho cada vez mas frecuengge adecuada, lo que conduce a la transmision de la
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enfermedad Existe, por lo tanto, necesidad de defi- El suero control positivo fue elaborado con di-
nir moléculas antigénicas de cruzique pudieran ferentes sueros reactivosTa cruzj sus titulos de
ser mejores reactivos para la deteccion de la infecanticuerpos variaron de 1/80 a 1/1 024, medidos por
cion por este protozoo. En este sentido, han sidda técnica de HAI, IFI y LMC, porcentaje de lisis
obtenidos numerosos antigenos procedentes de esgliperior al 20 %.
parasito por medio de ingenieria genétiGin em- Con la finalidad de evaluar la reactividad cruza-
bargo, pese a las modificaciones técnicas introducida con la glicoproteina estudiada, fueron investiga-
das, estos siguen siendo muy caros para usos madias muestras seéricas de individuos que padecian otras
VOS. enfermedades parasitarias: leishmaniasis (20), ma-
En fecha reciente fue descrita una cisteinolaria (10), toxoplasmosis (10), toxocariasis (3) y cis-
proteinasa d@&. cruzi(GP57/51) kDa), que partici-  ticercosis (3).
pa en los procesos de destruccion de tejidos asocia- nmunofluorescencia indirectéSe utilizaron
dos con fenémenos autoinmufiéEvidencias de  epimastigotes de la cepa Y(IOC-106, Rio de Janeiro,
que epimastigotes y trypomastigotesTderuzi li- Brasil) deT. cruziproveniente de cultivo, éstos fue-
beran proteasas durante la metaciclogéifgsigue ~ 'On lavados y fijados con formalina seg@a-
éstas a su vez son reconocidas por anticuerpos prdn@rgo:* Se utilizo un conjugado anti-lgG humana
tectores que circulan durante la infeccion chagasicdn@rcada con fluoresceina (Instituto "Pasteur”, Pa-
crénica, nos han hecho suponer que la utilizacién dd!S: Francia). Todas las preparaciones se examina-

esta molécula en un ensayo inmunoenzimatico no%_cl)gef%r:ugn mslf/;ﬁ:gﬁglr? d)deLzliuszn:JLI‘té?[/rlglseéirflﬁgﬁ;s
ayudaria a la deteccion de anticuerpos cdniteuzi 199, -

- . : mayores que 1/40 fueron consideradas positivas.
de manera muy especifica y a relativo bajo costo, lo Y que /a9 Tueror aas p
Hemaglutinacion indirectaEsta técnica se rea-

que es el objetivo fundamental del presente trabajolizé mediante la metodologia descrita @amargo

y otros*?De forma breve, se sensibilizaron eritrocitos

humanos O negativos preservados con formaldehido

al 1 %, con un extracto antigénicolderuzi Todas

las muestras se analizaron por duplicado mediante
Sueros humanosSe procesaron 191 muestras j5ca5 de poliestireno de fondo en U (Microtiter) y

de sueros, 100 fueron obtenidas de individuos sanog,s titulos mayores que 1/40 fueron considerados

no chagasicos, comprobados mediante serologigomg positivos.

convencional (HAIl e IFl) y ademas por LMC. Estos  x | jsis mediada por complemenfi.ensayo de
sueros fueron obtenidos de un area endeémica de Chilemc fue realizado segun la metodologia descrita
y se utilizaron como grupo control negativo de por Gazzinelliy otros!® De forma breve,
anticuerpos a. cruzi,por tanto, fueron la base para trypomastigotes dd. cruzifueron mantenidos en
el establecimiento del criterio de positividad del en- cultivos de células Vero que contenian RPMI 1640
sayo; 45 muestras correspondieron a un grupo dg suero fetal de ternera (SFT) al 5 %, éstos fueron
sueros provenientes de individuos consideradosoncentrados por centrifugaciéon a 400 gravedades
como chagasicos cronicos, que ademas de las manpor 10 min y suspendidos a una concentraciéon de
festaciones clinicas propias de esta parasitosis pret(Q’ parasitos por mL con medio TC-199 suplemen-
sentaban SC positiva 0 LMC positiva, 0 ambas. Lastado con SFT al 5 %. Después, 50 pL de la suspen-
muestras restantes (46) corresponden a un grupo dgon fueron incubados con anticuerpos por 1h a 37 °C,
sueros obtenidos de pacientes con otras parasitcse siguio con un lavado a 1 300 gravedades por 10 min
sis y fueron utilizadas para el estudio de reaccioness 4 °C, a continuacion se realizé una nueva
cruzadas. incubacién a 37 °C por 1h, pero esta vez con com-
El suero control negativo se obtuvo a partir de plemento diluido 1/10. Los tubos controles incluye-
una mezcla de sueros de personas sanas, que res{®n parasitos incubados con anticuerpos positivos,
taron no reactivos por las técnicas de HAI, IFl (con complemento inactivado a 56 °C durante 30 min'y
titulos menores que 1/40) y LMC, porcentaje de lisis Parasitos incubados con anticuerpos preinmunes y
inferior al 20 %. complemento.

METODOS
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El conteo de pardsitos se realizé por duplica-HCI 100 mM pH 9,5; EDTA 2 mM; L-cisteina
do en un hemocitometro y el porcentaje de lisis2 mM y sustrato 1 mM, durante 10 min a 37 °C. La
fue determinado como sigue: porcentaje de lidi8 G- reaccion fue detenida con 0,5 mL de solucion
-(100 % numero de trypomastigotes moviles en sue-detenedora fgst garnet2,25 %, NaNQ 0,2 mM,
ro humano normal /nimero de trypomastigotes mo-EDTA 25 mM, P-cloromercuribenzoato 50 mM,
viles en suero humano inactivado). Fueron conside-T-20 1 % pH 6). La lectura se realiz6 en un
rados positivos los ensayos que mostraron un porespectrofotémetro a 520 nm.
centaje de lisis superior al 20 %. Inmunoensayo enzimatico (ELISAas condi-

Preparacion del extracto crudo de epimas- ciones de reaccién y las concentraciones de los
tigotes.El extracto crudo antigénico fue preparado reactivos biol6gicos se evaluaron mediante titula-
a partir de epimastigotes de la cepa YTdecruzi cion cruzada de los reactivos empleados en el siste-
cultivados en medio liquido de tryptosa infusion de ma, finalmente se seleccionaron aquéllos que ofre-

higado (LIT);* suplementado con 10 % de suero cieran una mejor relacién entre controles positivos
fetal bovino y 100 w/mL de penicilina G, después sey negativos (P/N < 10).
realizd el conteo parasitario en camara de Neubawer  g| ensayo consistié en un método indirecto que

y se obtuvo una concentracion de 20 kgdrasitos  ytiliz6 como fase sélida placas de poliestireno de
por mL. A continuacion los epimastigotes fueron fondo plano (Polysorp, Nunc), que fueron

lavados 3 veces por centrifugacion en tampOnyecybiertas, durante 16 h a 4 °C, con 100 uL por
fosfato-salino (PBS) 0,1 M pH 7,2. El volumen total pocillo de diferentes concentraciones de la enzi-

de _Ia suspens_i()n, 10 mL, fue _colocad_o €n UNma (0,5 - 8 ug) en tampdn carbonato de sodio 0,1 M pH
sonicador (Soniprep 150) y sometido a 3 ciclos de 1g g | os espacios libres fueron bloqueados con PBS

min con intensidad de 18 khrz e interyalo§ de repo-g g15 v, que contenia Twen-20 al 0,05 % (PBS-T)
so de 30 s. El producto final se centrifugo a 12 OOOy seroalbimina bovina (BSA) al 1 %, fdacas fue-

gravedades durante 1 h a 4°C, el precipitado fue desr-On de nuevo incubadas durante 1 h £G7se-
echado y el contenido proteico del sobrenadante fu%uido a la incubacion éstas fueron Iavada&’:des
estimado mediante el método de Lowr§e prepa- con PBS-T, a continuacion se afiadieron 100 uL

raron alicuotas de 1 mL que fueron conservadas %or pocillo de las muestras de sueros yadiisien

-20 °C hasta su uso. . o
Purificacion de GP 57/51.a GP 57/51 kDafue | oo 1 mas BSAal 19 (1/50, 17100, 1/20800) y
el tampon de dilucion utilizado como blanco, todas

urificada a partir de un extracto crudo de . .
bul ) b : . . fueron incubadas por 1 h a 37 °C. Mas tarde, las
epimastigotes d€&. cruzimediante la cromatografia . . A
placas se lavaron igual a la vez anterior, se afiadie-

liquida de alt luci8n(FPLC) (Ph [ . L
quida de alta resolucior ) (Pharmacia, ron 100 pL por pocillo de la solucion de IgG de co-

LKB), con algunas modificaciones. De forma bre- "~ fi-10G h lad i
ve, para el fraccionamiento se utiliz6 una columna€/0 anti-ig umana acopada con peroxidasa

de filtracién en gel Superdex -200. Las alicuotas rePréviamente diluida en PBS-T mas BSA al 1 %
colectadas durante la cromatografia fueron utiliza-(1/1000, 1/2-000, 1/4 000, 1/6 000, 1/8 000) y se
das en los estudios de actividad enzimatica sobre dncubaron 1 ha 37 °C; seguido a este paso, las pla-
sustrato sintético benzyloxycarbonil-arginyl-arginine ¢as fueron lavadas 4 veces con PBS-T. Por Ultimo,
2(4-methoxy) naphthylamide (Z-Arg-Arg-Mna) S€ anadieron 150 pL de,l sustrato (10 HD;—&I 30 % _
(Bachem, Switzerland). La pureza de la fraccion conP/V + 25 mL del tamp6n 0,1 M de citrato de sodio
actividad enzimatica fue determinada por PH 5+ 10 mg O-Phenylenediamine hidrochtoride),

electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-P¥ge) Y se procedio a incubar a temperatura ambiente du-
al 12,5 %, en condiciones reductoras. Las bandagante 30 min en condiciones de oscuridad. La reac-

fueron visualizadas al tefiir uno de los geles con AzulCion enzimatica fue detenida mediante la adicion de

de Coomassie R-250. 50 pL por pocillo de acido sulfarico al 12,5 % en
Actividad enzimaticaSe sigui6 la metodologia agua destilada.
descrita poBarret,'” con las modificaciones siguien- La lectura de las densidades opticas (DO) fue

tes: se incubd el sustrato en una solucién deealizada en un espectrofotometro para placas de
incubacién de 0,5 mL, que contetiafferglicina- ELISA (Titertek, Multiskan Plus) a 492 nm.
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Andlisis estadisticoLas muestras de suero de La fraccion con actividad enzimatica (P2), fue
100 individuos como grupo control negativo fueron corrida en SDS-Page y luego de coloreado el gel,
estudiadas por duplicado. El valor de corte fue de-observamos una banda cuyo peso molecular (Pm) y
terminado segun la férmula DE, todogos valo- su movilidad relativa (Mr) la ubican en un rango de
res de densidad 6ptica mayores que éste fueron corb7/51 kDa, esto nos sugiere que se trata de la
siderados positivos. Para comprobar si los valoresGP 57/51kDa (fig. 2).
de absorbancia obtenidos para los sueros seguian una Seleccionamos 4 ug como concentracion épti-
distribucién normal se utilizé la prueba de bondad ma de la enzima para el recubrimiento porque éste
de ajuste de Kolmogorov Smirnov, ademas se em-es un valor intermedio en la meseta de la curva de
ple6é una prueba de hipétesis de comparacion dditulacion, donde se evitan errores en los resultados
medias y el estadigrafo de la t de Student paraa consecuencia de imprecisiones de dilucién. Si-
comprobar la existencia o no de diferencias guiendo el mismo andlisis se seleccionaron la dilu-
estadisticamente significativas entre los grupos. cion del suero 1/100 y del conjugado 1/4 000, por-

Para el célculo de la sensibilidad, especificidad que éstas ofrecieron una mejor discriminacion entre
y valores predictivd8 de nuestro ELISA, se toma- controles positivos y negativos (datos no mostrados).
ron como referencia la SC y LMC, ya utilizados en La especificidad del ELISA con la GP 57/51 fue
la clasificacion de las muestras, para ello se confecevaluada con un grupo de sueros controles negati-
ciond la tabla de contingencia de doble entrada covos, un grupo de sueros de pacientes con evidencias
rrespondiente. clinicas y serolégicas de trypanosomiasis y varios

grupos de sueros con otras enfermedades parasita-

rias (fig. 3). La media de las DO del grupo control
RESULTADOS negativo fue de 0,1233 (0,052) con un rango @055-

-0,031. Los sueros de pacientes tgipanosomiasis

La figura 1 muestra el perfil cromatografico mostraron un rango de 0,322-1,4 y una DO media
obtenido por filtracién en Superdex-200 del extrac- de 0,812:3 (0,266), mientras que los valores de DO
to crudo de epimastigotes. Se obtuvieron 6 picos (PXde los sueros de pacientes con otras infecciones para-
a P6) y soélo la fraccion correspondiente al P2 mos-sitarias mostraron rangos medios entre 0,166=0,342
tr6 actividad enzimatica. y valores de DO media de 0,228 (0,051). En co-

DO (520 nm)
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Fig. 1. Perfil de elucién del fraccionamiento en Superdex- 200 de un extra€tgminosoma cruziLa muestra (1 mL) fue aplicada con Tris-HCL
100 mM pH 8,2 a un flujo de corrida de 0,8 mL/min. Las fracciones 16 y 18 con actividad proteolitica eluyeron a un vol@webddmy.
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rrespondencia con ello se observé una diferenciasig- Mediante el uso de la prueba de Kolmogorov
nificativa entre los grupos estudiados (p < 0,01). Smirnov se determin6 que no se rechazaba la hipo-
tesis de normalidad, d=0,0730.

Cuando se evaluaron los 46 sueros de pacientes
que incluian otras parasitosis, se observé reactividad
A B C D cruzada en 2 muestras de sueros con leishmaniasis

para 96,66 % de especificidad del total de muestras

relacionadas (fig. 3), ninguno de los pacientes in-

fectados con otro protozoo o helminto result6é posi-
“ o 6 6 tivo.
“ 45 La figura 4 muestra los resultados de sensibili-
» dad (97,7 %) y especificidad (100 %) del ELISA,
tomando como referencia la SC y LMC. Los valores
predictivos para sueros positivos y negativos fueron
| de 100 % y 99 %, respectivamente.

| —-— ~34

DISCUSION

MR \-u-—---_y-..

La importancia de hacer una adecuada seleccion

Fig 2. SDS- Page (12,5 % en condiciones reductoras). Extracto crudod€ 1as diferentes variables que intervienen en la buena

de epimastigotes derypanosoma crugiinea a). Muestra de proteina  reglizacion de cualquier ensayo inmunoenzimatico

utilizada como control (linea b). Patrones de pesos moleculares expre- ta bi tablecidaE tro trabai | |
sados en kDa (linea c). Fraccion purificada GP 57/51 kDa (linea d).eS a bien establecl nnuestro trabajo al valorar

Para tefiir el gel, se utilizé Azul de Coomasie R-250. la concentracion optima de la enzima para el recu-

1,8

14

SR T S e i
i I €T

Negativo P ositivo Leish. Toxop. alaM dxoc. Hidat.

Fig. 3. Especificidad del ELISA con la GP 57/51 y sueros de pacientes con: Pos.= trypanosomiasis, Leish.= leishmaniasis, Tpbagmrosaxo
Malar.= malaria, Toxoc.= toxocariasis, Hidat.= hidatidosis y Neg.= grupo control negativo. La t de Student mostré ur@a difpriicativa
entre los grupos estudiados (p < 0,01). La antena superior de los controles negativos marca el valor de corte. El cuadivadsbodreo de la

figura representa la mediana y el espacio entre la antena superior y la inferidt B DE
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Serologfa convencional - Lisis M. Com plemento la tubulina, que son semejantes en muchos trypa-

nosomatides.

+ - total
En el caso especifico de la LMC, este método
Lisa 4 0 44 ha sido empleado durante muchos #ffopara el
. 100 101 monitoreo de pacientes bajo tratamiento y es utili-
zado como criterio de curacién, ya que detecta
Total 45 100 145 anticuerpos que estan dirigidos contra antigenos pre-
sentes en la superficie del trypomastigote, pero éste
Sensibilidad = 97,7 % Valor predictivo (+) = 100 %

tiene el inconveniente de que para su normalizacion
necesita de la manipulacién de parasitos vivos
infectantes y de una fuente de complemento, no dis-
ponibles por todos los laboratori§s.

En consideraciéon con lo antes expuesto, pensa-
0s que la deteccion por ELISA de anticuerpos a
P 57/51 pudiera ser una alternativa mas sencilla y
tro estudio, de placas de poliestireno (Immunolon, Iespecif_icq para la deteccion de respyesta humoral a

T. cruzj si se tiene en cuenta, ademas, la alta sensi-

Dynatech) y un proceder similar al nuestro en Iabilidad facil ejecucion y obtencion rapida de los re
obtencion de la enzima, pero con la combinacién de ’ J Yy rap .
sultados que nos brindan los sistemas inmuno-

2 métodos cromatogréficos. No tenemos explicacion™™ "=~~~
Jfenzimaticos.
absoluta para esto, pero pensamos que en ello pu
influir la calidad del material antigénico purificado
por esos autores 0, quizds, algunas diferencias €0 vMARY
las condiciones del ensayo enzimatico.
El valor de corte escogido en nuestro ensayo fueAn immunoenzymatic system on solid phase for the detection of IgG

. - antibodies in serum from choronic Chagasic patients was standardized.
de _una densidad Optlca 0,329 del grupo control _ne'A protease fromTrypanosoma cruzfGP57/51KDa) was used as an
gativo, pues con éste, todos los sueros negativosntigen. The sensitivity, specificity and predictive values of the

confirmados por los métodos de referencia fueronprocedure were calculated taking into account the results obtained from
. . . conventional serology (CS), indirectimmunofluorescence (lIF), indirect

negativos y sélo 1 caso de los sueros positivos CONkemaggutination (IHA) and complement-mediated lysis test (CML)

firmado por SCy LMC fue negativo por el método for the detection of anfirypanosoma cruzintibodies in serum. Except

P4 P2 4 72 the positive samples obtained by those techniques were also

que se compara. Q_UIzaS, es_to se debi6 a que este positive by our method. These resultas show that GP 57/51 is useful in

un suero con densidad optica muy cercano al valokne serodiagnosis of Chagas disease.

de corte y al tratar de ganar en especificidad se obtu-

vo un resultado falso negativo. Evidencias acumu-Subject headings: CHAGAS DISEASE/diagnosis; CYSTEINE
. L. . PROTEINASES/diagnostic use; TRYPANOSOMA CRUZI/im-
ladas después de un largo seguimiento de pacientesoiogy: ANTIGENS, PROTOZOAN/blood: ENZYME-LINKED

con trypanosomiasis indican que los anticuerpoSIMMUNOSORBENT ASSAY/methods; SERODIAGNOSIS/methods;
) - . . HEMAGGLUTINATION TESTS/methods.

de infeccién activéd De cualquier modo, nuestro

método tiene, en relacién con un grupo control

negativo-constituido por sueros de un area endéMigerERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ca sin historia de trypanosomiasis- indices de sensi-

Especificidad =100 % Valor predictive) = 99 %

Fig. 4. Comparacién del ELISA GP 57/51 con la SC y LMC.
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