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Resumen

La enfermedad de Chagas es considerada uno de los mayores problemas de salud en
Ameérica Latina. El diagndstico de la enfermedad se basa principalmente en la
deteccion de anticuerpos, sin embargo, estas pruebas permanecen positivas incluso
después del tratamiento exitoso y la erradicacion del parésito. Ademas, las pruebas
serologicas podrian presentar reaccion cruzada con otras enfermedades como la
leishmaniasis y la malaria. Una alternativa adecuada de diagnostico es la deteccion de
antigenos circulantes de T. cruzi en fluidos corporales, ya que estos son un indicador
de una infeccion activa. El presente estudio tuvo por objetivo el desarrollo de una
prueba de ELISA para la deteccion de antigenos circulantes de T. cruzi en muestras
de fluidos corporales. La prueba se basa en el uso de anticuerpos policlonales
generados en gallinas y alpacas inmunizadas con un panel de diversos antigenos de
T. cruzi. La prueba de ELISA se empled en un analisis piloto en muestras de suero,
plasma y orina de pacientes infectados con VIH, obtenidos de individuos que viven
en zonas endémicas en Bolivia. Se espera que esta prueba contribuya en mejorar el

diagnostico de la enfermedad de Chagas.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, anticuerpos policlonales, IgG e IgY, ELISA,
VIH



Abstract

Chagas disease is considered one of the biggest health problems in endemic areas of
South America. The diagnosis of the disease is based mainly on the detection of
antibodies; however, these assays remain positive even after the successful treatment
and eradication of the parasite. In addition, serological tests might cross-react with
other diseases such as leishmaniasis and malaria. A diagnostic adequate alternative
is the detection of circulating T. cruzi antigens present in body fluids of infected
individuals, since the presence of these antigens may be a direct indicator of an active
infection. The aim of the present study was to develop an ELISA test to detect
circulating T. cruzi antigens. The test is based on the use of polyclonal antibodies
generated in chickens immunized with T. cruzi trypomastigote membrane antigens
and alpacas immunized with TESA T. cruzi antigens. The ELISA test was used in a
pilot study using serum, plasma and urine samples obtained from HIV-positive
individuals from endemic areas in Bolivia. This test will contribute to improve the

diagnosis of Chagas disease.

Key words: Trypanosoma cruzi, policlonals antibodies, 1gG and IgY, ELISA, HIV



| NTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una infeccién sistémica
causada por el parésito protozoo Trypanosoma cruzi. Segun los Gltimos informes de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se calcula que existen entre 6 y 7
millones de personas infectadas, principalmente en zonas endémicas de América
Latina (Caryn Bern, 2015). Sin embargo, en las Gltimas décadas se ha observado una
mayor frecuencia de la enfermedad en los Estados Unidos, Canada, paises europeos
y algunos del Pacifico Occidental, debido al proceso de migracion global (Schmunis,
2007). T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo, puede trasmitirse por diferentes vias,
siendo la mas comun en América Latina la transmision a través de las heces u orina
de insectos triatominos. La infeccion, aunque con menor frecuencia, puede ser
adquirida mediante transfusion de sangre, donacién de Organos, transmision

congénita y por infeccion oral (Caryn Bern, 2015; Pérez-Molina & Molina, 2017).

La enfermedad de Chagas se caracteriza por la aparicion de anticuerpos especificos
durante el desarrollo de la infeccion. La enfermedad se inicia con la fase aguda, donde
los parasitos se encuentran circulando en el torrente sanguineo y usualmente los
individuos infectados no presentan sintomatologia. Al cabo de un par de semanas
aparecen los anticuerpos IgM como respuesta primaria, ocasionando la disminucion
de la parasitemia; los anticuerpos IgA también se incrementan en esta misma fase
(Lorca, Veloso, Munoz, Bahamonde, & Garcia, 1995). Los anticuerpos IgG se
expresan al final de la fase aguda, alcanzan un pico durante la fase cronica y se

mantienen por periodos muy prolongados (Caryn Bern, 2015).

En la actualidad existen diversas pruebas de diagnostico inmunolégico que sirven
para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos contra T. cruzi (IgG e IgM),
como ensayos de inmuno-fluorescencia indirecta (IFI), ensayo por inmuno-absorcién
ligado a enzimas (ELISA) y hemaglutinacion indirecta (HAI). Sin embargo, las
pruebas seroldgicas tienen varias limitaciones, como la incapacidad para diferenciar
entre una memoria inmunoldgica y un proceso activo de la enfermedad o una
exposicion simple a T. cruzi u otro parasito con una relacion filogenética estrecha
(Leishmanias sp y Plasmodium sp). Asi mismo no pueden distinguir un tratamiento

exitoso de la enfermedad (Da Silveira, Umezawa, & Luquetti, 2001).



El xenodiagnostico y el hemocultivo son métodos sensibles para controlar la
parasitemia en pacientes inmunosuprimidos. Sin embargo, son técnicas que
requieren de mucho tiempo (30 — 120 dias) y mano de obra especializada que puedan
manipular los parésitos vivos, debido al riesgo de infeccion. Es por eso que se
necesita de pruebas que sean igual de sensibles y que no requieran de largos periodos
para asi poder iniciar con el tratamiento lo antes posible (Moretti, 2012).

Se sabe que algunos componentes antigénicos de T. cruzi circulan libres o en
complejos inmunes tanto en suero como en orina de pacientes chagasicos (Garcia-
Escalante, Ehrenberg-Enriquez, & Puerto, 1996), los cuales podrian ser Gtiles para el

desarrollo de nuevas técnicas que permitiran detectar estos compuestos parasitarios.

Se asume que la presencia de antigenos circulantes en la fase cronica es baja, sin
embargo, se observa un aumento en los niveles de estos antigenos durante la
reactivacion de la enfermedad, sobre todo en pacientes inmunosuprimidos como los
diagnosticados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La reactivacion
de la enfermedad ocurre aproximadamente en el 20% de estos individuos, (VIH/T.
cruzi) y se caracteriza por altos niveles de parasitemia similares a la fase aguda. El
corazon y el sistema nervioso central son los que resultan mas afectados (Teixeira de
Freitas et al., 2011). Si el diagndstico en pacientes VIH/T. cruzi no es oportuno, la
infeccion puede causar la muerte en el 80% al 100% de estos individuos (Stauffert et
al., 2017). Esta situacion puede ser controlada con el diagnostico precoz y el
tratamiento oportuno. El diagnostico de la reactivacion de la enfermedad de Chagas
se basa en los métodos parasitologicos como la observacion directa por
microhematocrito y la deteccion por técnicas moleculares (que son costosas y
necesitan de un ambiente apropiado). Por ello es necesario buscar técnicas mas
sensibles y menos costosas, que indiquen de igual manera la presencia del parasito.
Una de estas podria ser la deteccion de proteinas circulantes de T. cruzi en diferentes
fluidos corporales.

En el presente estudio se desarroll6 una prueba para la deteccion de antigenos
circulantes de T. cruzi en muestras clinicas de individuos HIV positivos con sospecha
de enfermedad de Chagas provenientes de una poblacion endémica en Bolivia. La
prueba esta basada en la técnica de ELISA tipo sandwich, empleando anticuerpos

policlonales desarrollados en gallinas y alpacas en forma especifica para un panel de



proteinas de T. cruzi, para la captura de antigenos del parésito tanto en suero, plasma

y orina.

1.1 Generalidades

Segun la Gltima actualizacién de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS),
las denominadas “enfermedades tropicales” comprenden un grupo de 17
enfermedades que afectan a mas de mil millones de personas en el mundo. Dentro
de este grupo se encuentran las llamadas tripanosomiasis, causadas por el
protozoos flagelados que pertenecen a la familia Tripanosomatidae, en cuyo ciclo
bioldgico intervienen mamiferos e insectos vectores (Cabezas-Sanchez, 2014).

La Tripanosomiasis Americana fue descrita por primera vez en el afio 1909 por
Carlos Chagas en Brasil, por lo que también se le denomina “Enfermedad de
Chagas”. Esta enfermedad es causada por el protozoo T. cruzi (Toso, Vial, &
Galanti, 2011). Es considerada uno de los problemas de salud publica mas graves
de América Latina, que afecta una gran variedad de mamiferos y humanos a través
de vectores biologicos, que pueden ser encontrados en viviendas insalubres,
urbanas, suburbanas o rurales (Caryn Bern, 2015). Debido a las migraciones, la
problemaética se ha extendido por todo el mundo (Schmunis & Yadon, 2010).

Segun informes de la OMS, en la década de los 80 la mortalidad causada por la
enfermedad de Chagas, fue aproximadamente de 45 000 personas, mientras que
en la década de los 90 fue de 23 000 personas (Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), 2009). Asi mismo segln estadisticas actuales, se estima que dicha
enfermedad afecta aproximadamente a 8 millones de personas en América Latina,
de las cuales 30 a 40% desarrollan cardiomiopatias, mega sindromes digestivos, o
ambos. Sin embargo, en las ultimas tres décadas el control y manejo de la
enfermedad ha experimentado mejorias, como los programas de control del vector
en los hogares de la poblacion y la disminucion en la incidencia y prevalencia de

la enfermedad en los donantes de sangre (Rassi, Rassi, & Marin-Neto, 2010).

En Bolivia, mas del 50% del territorio nacional es endémico, cerca del 20% de la
poblacion estaria infectada y la poblacion de riesgo seria de 3.5 millones de
personas siendo considerada la mayor tasa de infeccion de América Latina
(Cassab, Noireau, & Guillén, 1999)



El virus de inmunodeficiencia humana dafia las células TCD4+ del sistema
inmunitario, esto ocasiona que las defensas inmunoldgicas disminuyan frente a
infecciones parasitarias (Tassiopoulos et al., 2013). Al ocurrir una coinfeccion
VIH/T. cruzi, cada una de estas enfermedades puede tener repercusiones clinicas
importantes, como el aumento de parasitemia en la fase cronica de la enfermedad
de Chagas, ocasionando una grave encefalitis o miocarditis que pueden ocasionar
la muerte del paciente, si no son tratadas a tiempo (Sartori et al., 2007). A
diferencia de Chagas, la infeccion por VIH es una epidemia de concentracion
urbana, sin embargo, debido a las migraciones internas, la mitad de los pacientes
chagésicos de América Latina residen en los principales centros urbanos (Rice et
al., 2011). La superposicion en la distribucién de ambas enfermedades hace que
se den las condiciones necesarias para la coinfeccion VIH/T. cruzi (Dolcini et al.,
2008). En los paises en donde la enfermedad de Chagas es endémica, la tasa de
coinfeccion VIH/T. cruzi es aproximadamente del 1.3% a 7.1%. Ademaés, un
20% de los pacientes chagasicos vuelve a contraer la enfermedad debido a la
exposicion con VIH (Stauffert et al., 2017).

1.2 Taxonomia de Trypanosoma cruzi

El término Trypanosoma deriva del griego trypain (perforar) o trepanos (taladro)
y soma (cuerpo). Este género fue creado por Gruby en 1843 para designar a los
“flagelados hematicos de cuerpo aguzado y con movimientos ondulantes y
espiralados”. T. cruzi es un protozoario hemoflagelado perteneciente a la familia

Trypanosomatidae, incluida en el grupo de los Kinetoplastidos (Duffy, 2010).

Reino: Protozoa
Phylum: Euglenozoa
Clase: Zoomastigophora
Orden: Trymanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Especie: Trypanosoma cruzi



Dentro de la familia Trypanosomatidae se encuentran diferentes géneros con
especies causantes de enfermedades en humanos (Leishmania y Trypanosoma),

cuyos miembros mas importantes son T. cruzi y T. brucei (de Souza, 1999).

Los parasitos que pertenecen a esta familia presentan caracteristicas que los
diferencian del resto; como su nucleo en el centro del parasito; el sistema
kinetoplasto-mitocondridn, con una mitocondria extendida por todo el cuerpo con
el ADN kinetoplastidico (kKADN), que representa 20% del ADN total, y esta
compuesto por minicirculos (1.4 kpb) y maxicirculos (1.6 kpb) de ADN
encadenados formando una compleja red compacta (Shapiro & Englund, 1995).
Otra organela importante es el flagelo, el cual es utilizado como aparato
locomotor. El bolsillo flagelar es el Gnico sitio conocido hasta el momento por
donde se llevan a cabo los procesos de endocitosis y exocitosis en los parasitos
(Landfear & Ignatushchenko, 2001)

1.3 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida de T. cruzi se desarrolla en organismos diferentes, en donde se
encuentra completamente adaptado. En cada uno de estos organismos, el parasito
presenta diferentes estadios, en el vector se encuentra como epimastigote y
tripomastigote metaciclico, mientras que en el hospedero se encuentran los
amastigotes y los tripomastigotes sanguineos, El caracter especializado del
parasito ocasiona que este tenga un alto potencial de transmision. (Guzman-Marin,
et. al, 1999).

El ciclo bioldgico (figura 1) inicia cuando el insecto vector se alimenta de la
sangre del hospedero infectado. Al ser ingeridos los tripomastigotes sanguineos
se transforman irreversiblemente a epimastigotes, que se dividen mediante fisién
binaria longitudinal, y luego de unos pocos dias viajan hasta la porcion distal del
intestino. En este se transforman a tripomastigotes metaciclicos, que son liberados

del vector en las heces (Kowalska, Kowalski, & Torres, 2011).

La infeccion en el humano ocurre cuando el vector se alimenta de un hospedero
sano. Al momento de picarlo con la probdscide, el insecto ingiere la sangre del
hospedero y defeca en el mismo punto, los tripomastigotes metaciclicos son

introducidos en el torrente sanguineo a través de la picadura, lesiones causada por

5



el prurito de la picadura o a través de las mucosas (Brisse, Dujardin, & Tibayrenc,
2000). Dentro del hospedero los tripomastigotes metaciclicos penetran las células
y se diferencian en amastigotes, los cuales pueden dividirse cada 12 horas por
division binaria, provocando la destruccion y muerte de la célula infectada. Una
vez liberados se transforman en tripomastigotes, algunos ingresan al torrente
sanguineo o infectan nuevas células (Brisse et al., 2000). Los tripomastigotes
sanguineos llegan a cualquier parte del organismo mediante la via sanguinea. El
ciclo vuelve a repetirse cuando el vector se alimenta de la sangre del hospedero

infectado.

1.4 Morfologia de Trypanosoma cruzi

El paréasito T. cruzi es un organismo digenético con un ciclo bioldgico complejo
con alternancia entre un hospedero vertebrado y un insecto vector. La familia
Trypanosomatidae presenta durante su ciclo bioldgico diferentes morfologias que
pudieron ser identificadas mediante técnicas microscépicas. Posee estadios

estructural y funcionalmente diferentes, con antigenos especificos.
1.4.1 Tripomastigote

Se encuentra dentro del vector y el hospedero, con un tamafio de 16 — 20
Km, posee un kinetoplasto grande muy caracteristico, que contiene el 30%
del ADN; un ndcleo oval y una membrana ondulante poco plegada que

termina con su flagelo (de Souza, 2002)
1.4.2 Amastigote

Se localizan en vacuolas acidicas del hospedero, de un tamafio de 2-4um,
normalmente presentan una forma ovalada y con un flagelo muy corto o

inexistente. (de Souza et al., 1996).
1.4.3 Epimastigote

Su tamario es de 35-40 um, presentan un kinetoplasto que se encuentra
entre el nacleo y el flagelo. El kinetoplasto permite que el parasito se

mueva con facilidad dentro del insecto vector (de Souza, 2002)



1.5 Vector de la enfermedad de Chagas

El principal vector es un triatomino hematofago (Hemiptera: Reduviidae) y la
mayoria son selvaticos. Existen méas de 130 especies de triatominos. Sin embargo
solamente Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, y Triatoma dimidiata tienen
importancia epidemioldgica en la transmision de T. cruzi a humanos (Garcia-
jordan, Berrizbeitia, & Concepcion, 2015). El insecto vector se infecta al
alimentarse con sangre de un individuo con la enfermedad de Chagas y permanece
infectado durante el resto de su vida. La sangre del hospedero es indispensable
para los insectos hematdéfagos, gracias a esta ellos producen la ecdisoma u
hormona de la metamorfosis que les permitira pasar de un estadio evolutivo a otro
(Teixeira, Nascimento, & Sturm, 2006). Antes de poder albergar y transmitir T.
cruzi, los triatominos deben pasar por cinco estadios ninfales. La probabilidad de
que un triatomino se infecte con T. cruzi aumenta de acuerdo a la cantidad de
tomas de sangre ingeridas, de modo que los adultos tienden a tener las mayores

tasas de infeccién (Rassi et al., 2010).

En Bolivia existen 15 especies de triatominos distribuidas en 6 géneros. T.
infestans es el responsable de los altos indices de contaminacion vectorial. Otras
especies como T. sordida, R. stali, P. rufotuberculatus y Eratyrus mucronatus
pueden encontrarse en los domicilios de las areas rurales en Bolivia. Sin embargo,

estas especies no juegan un rol epidemioldgico importante (Cassab et al., 1999)

Al igual que en Bolivia, en Perl el agente etiologico principal de la enfermedad
de Chagas es Triatoma infestans y durante el 2001 el Instituto Nacional de Salud
(INS) y la Oficina General de Epidemiologia (OGE) del Perd, dieron a conocer su

distribucion por la zona suroccidental del pais.

1.6 Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

La infeccion producida por formas tradicionales (vectorial) se distingue en dos
fases. En la aguda se han identificado sintomas como los cuadros de fiebre (30 a
60 dias), cefaleas, signo de Romafia, mialgias, artralgias, disneas, edemas,
agotamiento extremo, insuficiencia cardiaca, dolor toracico, taquicardias y
derrame pericardico (Crisante & Parada, 2007). La fase cronica es asintomatica y

puede presentarse afios mas tarde de la infeccidn inicial, esta situacién puede
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desarrollar problemas en los pacientes, un 27% presentan dafios al corazén, 6%
podrian tener problemas digestivos (megacolon y megaeséfago) y un 3%

presentarian problemas al sistema nervioso periférico (Mallimaci et al., 2010).

1.7 Técnicas de diagnostico para la enfermedad de Chagas

En la actualidad no se cuenta con una prueba cien por ciento especifica y sensible.
En el Perd normalmente se emplea, como primera alternativa, la prueba de ELISA
e IFI, la primera altamente sensible y la segunda de elevada especificidad. En
conjunto ambas pruebas alcanzan el 95 a 98% de sensibilidad y especificidad.
(Chirinos, 2005). Sin embargo, cuando los resultados de las pruebas son
discordantes se debe realizar una tercera prueba confirmatoria. Para realizar el

diagnostico en el laboratorio se puede hacer uso de tres diferentes métodos.

1.7.1 Métodos directos:

El 2005, el Instituto Nacional de Salud (INS) determind que se debe hacer
uso de estos métodos cuando existe una sospecha de que el paciente
presente la enfermedad en fase aguda, ya que son procedimientos rapidos
que duran menos de una hora. EI mayor numero de tripomastigotes
presentes en el torrente sanguineo se encuentra en las primeras semanas
después de haber ocurrido la infeccidn. Los examenes que se usan en estas

condiciones son:

e Gota gruesa-frotis; consiste en tomar una muestra fresca de sangre y
colocarla en un portaobjetos para que posteriormente pueda ser
desfibrada, coloreada y observada al microscopio. Se observara la

presencia de tripomastigotes del parasito en los pacientes positivos.

e Concentracion de Strout (microconcentracion); técnica con alta
sensibilidad que consiste en obtener una muestra de sangre (sin
coagulos), que se centrifuga hasta obtener Gnicamente el sedimento
(leucocitos, hematies, resto del suero), que se observara al
microscopio a 40X. En pacientes positivos presentara los

tripomastigotes con su movimiento ondulatorio clasico. Esta técnica



también puede ser usada en nifios con la diferencia de que el

volumen de sangre es menor (Moretti, 2012).

e Xenodiagndstico; una técnica sensible que consiste en hacer picar al
posible sujeto infectado con el vector libre de la infeccidn, en cuyas
heces se detectard la presencia del parasito. Esta técnica puede
realizarse tanto en la fase aguda como en la cronica y permitir ver el

desarrollo de la enfermedad in vivo.
1.7.2 Métodos seroldgicos:

En el 2005 el Instituto Nacional de Salud recomendd hacer uso de estas
técnicas durante la etapa cronica, cuando la parasitemia es baja en el
torrente sanguineo y las técnicas directas no pueden actuar (Chirinos,
2005). Estas técnicas normalmente no pueden detectar la presencia del
parasito, pero si la presencia de anticuerpos desarrollados
especificamente contra T. cruzi (dos o tres semanas después de la

infeccion). Las técnicas mas comunes son:

e Hemaglutinacion indirecta (HAI): es una técnica in vitro, en donde
se ve la capacidad que tienen los anticuerpos (anti-T. cruzi) de
producir aglutinacién especifica de hematies o eritrocitos (origen
humano o animal) sensibilizados con los antigenos
correspondientes.

e Inmunofluorescencia indirecta (IFI): examen confirmatorio para la
enfermedad de Chagas, donde se evalUa la presencia de anticuerpos
en las muestras de los pacientes. El anticuerpo que se une a la
superficie del parasito (epimastigotes) es revelado empleando un
anticuerpo anti-humano marcado con fluorescencia y es observado
a través de un microscopio de inmunofluorescencia (40X)

e ELISA: en esta técnica, los antigenos de T. cruzi se adhieren a una
placa de pléastico de 96 pocillos, para ser enfrentados con el suero del
paciente y luego a un anticuerpo anti-humano conjugado a una
enzima. Las muestras positivas presentaran una coloracién mediante

una reaccion enzimatica.



Estas pruebas son de gran importancia para determinar si el paciente
presenta o no la enfermedad de Chagas, para lo cual es necesario que al

menos dos de estas pruebas resulten ser positivas.
1.7.3 Métodos moleculares:

Entre los métodos moleculares se resalta la técnica de Reaccion en
Cadena de Polimerasa (PCR). Este método ayuda a confirmar la
presencia del parasito en la sangre o en tejidos infectados (Piron et al.,
2007). A partir de la muestra del paciente se extrae el ADN total y se
realiza un PCR con iniciadores especificos para amplificar cierta region
del ADN de T. cruzi. Al comparar las diferentes técnicas de PCR
diagnostico se ha confirmado que la amplificacion de ADN del
kinetoplasto es la que presenta mayor sensibilidad en comparacion con
la del ADN nuclear, pues detecta un paréasito en 100ml de muestra (0,005
parésito/ml) (Escamilla-Guerrero et al., 2012). La técnica molecular de
PCR en tiempo real (QPCR) también es utilizada y se caracteriza por el
monitoreo continuo del producto amplificado durante una PCR, su
deteccion y cuantificacion se debe a la fluorescencia de la molécula
reportera (sonda), medida a lo largo de un ciclaje. Debido a su
especificidad, esta prueba puede ayudar a identificar el tipo de cepa del
parasito que infecta al humano, asi mismo facilita a los médicos a definir
el tratamiento que deben seguir sus pacientes (Martinez, Cervantes-
Landin, & Espinoza, 2013).

1.8 Antigenos de Trypanosoma cruzi: TESA, 1F8 y proteina de membrana (PM)

El antigeno TESA (Antigeno de Excrecion — Secrecidn de Trypanosoma cruzi)
es secretado y excretado por la forma tripomastigote de T. cruzi. Estos antigenos
son importantes para el diagndstico, ya que los tripomastigotes son la forma que
se encuentra en el torrente sanguineo de los individuos infectados, por tanto, su
antigeno genera una respuesta inmune directa evitando reacciones cruzadas. En
su mayoria, los componentes de TESA son enzimas llamadas transialidasas (TS),
las cuales catalizan la transferencia del &cido sialico desde las células del

hospedero hasta las moléculas de mucina ubicadas en la membrana del parasito,

10



por lo tanto se considera que las TS y el &cido sialico participan en la interaccion
parasito—huésped (Berrizbeitia et al., 2012)

Se ha descrito la estructura de las TS. La region N-terminal constituye el dominio
catalitico y la C-terminal es altamente inmunogeénica. Ambas regiones estimulan
la respuesta de los linfocitos B en pacientes con la enfermedad de Chagas en fase

aguda y cronica (Jazin et. al, 1991).

El antigeno 1F8 es una proteina flagelar de 234aa (51 kDa) con union a calcio
que exhibe 4 dominios estructurales tipo mano EF (hélice-bucle-hélice). De ellos
3 pueden contener sitios de unién a calcio (Gonzalez et al., 1985).

El antigeno 1F8 ha sido utilizado en la técnica de ELISA para el diagndstico de
la enfermedad de Chagas. Un estudio evalué 541 muestras de suero de areas
endémicas a Chagas mediante la prueba de ELISA usando el antigeno 1F8 y
ademas cuatro antigenos repetitivos (H49, JL7, B13 y JL8) compuestos por un
tdndem de aminoacidos repetidos. Curiosamente se observo una sensibilidad
(99%) vy especificidad (99.6%) del antigeno 1F8, similar a la de los antigenos
repetitivos, concluyendo que los pacientes chagasicos generan anticuerpos
contra los antigenos repetitivos y no repetitivos (Umezawa & Franco Da
Silveira, 1999).

Proteinas de membrana (PM) de diferentes tipos y familias se encuentran en la
superficie del parésito. En T. cruzi estas proteinas son del estadio de
tripomastigotes y epimastigotes. Sin embargo, la superficie del estadio
tripomastigote suele ser mas compleja, ya que en esta etapa es donde se empieza
a evadir el sistema de complemento para poder realizar una infeccion y evasién
exitosa. La mayoria de las proteinas de superficie participan en este proceso
(Alberti et al., .). La mayoria de las PM pertenecen a la familia de las
glicoproteinas. Un ejemplo es la T-DAF, una glicoproteina de membrana que se
encarga de inhibir el ensamblaje y acelerar el rapido decaimiento de los
complementos 3 y 5. Otra proteina importante es la trombospondina 1 (TSP-1)
una proteina grande capaz de unirse a diferentes receptores de la superficie
extracelular (Johnson et al., 2012). También existen otras proteinas como

Calreticulina, Glicoproteina 58/68 o el Factor H, que pueden cumplir otras
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funciones como el disminuir la fagocitosis o servir de marcadores seroldgicos
(Alberti etal., n.d.)

Las proteinas antigénicas de parasitos son y han sido usadas para la produccion
de anticuerpos monoclonales y policlonales, destinadas para el diagnostico o

terapias de pacientes.

1.9. Coinfeccion Trypanosoma cruzi/VIH

El aumento de las migraciones de areas rurales a areas urbanas ha logrado la
expansion de la enfermedad de Chagas en las grandes ciudades. A esta realidad
se suma la endemia de SIDA, por lo que hoy en dia es méas probable que la
coinfeccion T. cruzi/VIH se incremente. Ademas ambas enfermedades
comparten vias de transmision, como la via sexual y la congénita (Caryn Bern,
2015). Asi mismo T. cruzi, como otros organismos infecciosos, es un protozoo
oportunista en pacientes que han sufrido trasplante de 6rganos, que presenten

cancer y/o en adultos con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

La reactivacién de la enfermedad de Chagas en pacientes infectados con VIH
puede causar problemas en el sistema nervioso central en forma de
meningoencefalitis o signos neuroldgicos focales (encefalitis necrosante
multifocal con formacién de abscesos por T. cruzi) y miocarditis (de Oliveira et
al., 2002).

AUn no se conoce con exactitud la frecuencia de la reactivacion de Chagas en
pacientes que presentan la enfermedad VIH/SIDA, sin embargo en el 2007 un
estudio reveld que existe una probabilidad del 20% de reactivacion de la
enfermedad de Chagas en individuos VIH positivos (Sartori et al., 2007). Esto
ocurre normalmente en pacientes que presentan cifras de linfocitos CD4
inferiores a 200 células/pl, que afectan especialmente al sistema nervioso central
y al miocardio (Cecchini et al., 2009).

Por otro lado se ha demostrado que la coinfeccién T. cruzi/VIH aumenta
simultaneamente la carga viral de VIH junto a la parasitemia, ademas el
tratamiento antiparasitario exitoso ocasiona que la carga viral del VIH disminuya
a los niveles de antes de reactivar la tripanosomiasis, sugiriendo que T. cruzi
podria regular la replicacion del VIH (Sartori et al., 2002).
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1.10 Anticuerpos policlonales

El uso de anticuerpos para la investigacion y diagndstico de enfermedades se
realiza desde hace varias décadas. Normalmente estos anticuerpos se obtienen a
partir del suero de mamiferos como roedores, caprinos, equinos, etc. Sin
embargo, los anticuerpos policlonales, especialmente los de alpaca y gallinas,
han proporcionado buenos resultados en el diagndstico de enfermedades
(Larsson, Karlsson-Parra, & Sjoquist, 1991); por tanto, hoy en dia se hace mas
exigente no solo su calidad, sino también la metodologia empleada para su
produccion. Algunas de las razones por las cuales la produccion de anticuerpos
policlonales es tan exitosa, es por su amplia gama, que les permite unirse a los

diferentes antigenos (Haurum, 2006).

Las aves han sido un modelo util en investigacion basica en inmunologia. El
modelo aviar presenta muchas similitudes funcionales al sistema inmune de los
mamiferos y normalmente tiene grandes concentraciones de anticuerpos en el
suero y aun mas en la yema de huevo (Funk & Thompson, 1996; Vainio &
Imhof, 1995). Los anticuerpos extraidos de la yema de huevo (IgY) producidos
por gallinas inmunizadas son una alternativa muy interesante (Chanana, Kaur,
& Salunke, 2004). Existen tres clases de inmunoglobulinas similares a la de los
mamiferos encontradas dentro del huevo: IgM, IgA e IgY (Kovacs-Nolan &
Mine, 2012).

Las inmunoglobulinas A 'y M aviares son muy similares a las de los mamiferos.
La IgM posee un alto peso molecular, mientras que la IgA se encuentra en
secreciones externas y en el plasma sanguineo (Lebacg-Verheyden, Vaerman, &
Heremans, 1974). La concentracion de estas inmunoglobulinas en los huevos de
gallina es muy variada, las IgA e IgM se encuentran en cantidades insignificantes
de 0.15mg/ml y 0.7mg/ml, respectivamente, en la clara del huevo, mientras que
lalgY estransferida a la yema de huevo a traves del epitelio folicular del ovario
durante la ovogénesis, en donde presenta una concentracion de 5.0mg/ml (Rose
& Orlans, 1981). La IgY posee dos cadenas pesadas llamadas “cadenas H” y dos
cadenas ligeras llamadas “cadenas L”, ambos pares idénticos entre si
(Chalghoumi et al., 2008). En el dominio constante de las cadenas pesadas se

puede observar la diferencia del peso molecular entre las IgG e 1gY, ya que esta
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ualtima presenta 4 dominios Cvl, Cv2, Cv3 y Cv4, en vez de 3 (Wilber &
Gutierrez, 2009).

La alpaca es una especie doméstica de mamifero artiodactilo de la familia
camelidae, que también incluye las llamas y los camellos. Su sistema
inmunoldgico presenta caracteristicas Unicas que las diferencian de otras
especies, como las subclases de sus inmunoglobulinas 1gG, denominadas 1gG1,
IgG2 e 1gG3. La IgG1 corresponde a los anticuerpos convencionales con dos
cadenas pesadas y dos cadenas livianas, constituyen 25% de las 1gG séricas y
tienen un peso molecular de 175 KDa (Wernery, 2001); en cambio, la IgG2 e
IgG3 carecen de cadenas livianas y funcionales, y ademas poseen dimeros de
cadenas pesada cortas, las cuales se caracterizan por poseer un fragmento
cristalizable (Fc) normal sin un dominio CH1, estas formas pesan 100 KDa y
constituyen el 75% de la 1gG séricas. Asi mismo, éstas dos dltimas son
conocidas como los anticuerpos de cadena pesada (HCADbs) que desempefian un

papel importante en la defensa inmune (Figura 2) (Daley et al., 2005)

Los HCADbs, junto con sus dominios nicos simples (VHHS) o nanoanticuerpos,
tienen muchas ventajas, debido a su pequefio tamafio, que hace mucho mas
sencillo su manejo mejorando su distribucion y permitiendo una mejor
penetracion tisular (Wernery, 2001). Asi mismo estos anticuerpos tienen muchas
ventajas sobre los tradicionales, incluyendo su alta afinidad y especificidad para
reconocer sitios antigénicos que son normalmente inaccesibles a los anticuerpos
convencionales (Muyldermans et al., 2009). La produccion de estos anticuerpos
puede ser utilizado como una alternativa econémica de alto rendimiento en
distintos campos médicos controlando varias enfermedades de animales y

humanos.
1.11 Estudio previo

Los anticuerpos policlonales utilizados durante el trabajo fueron obtenidos, sin
purificar, de la tesis de maestria “Estandarizacion de la prueba de ELISA de
captura para la deteccion de antigenos de Trypanosoma cruzi en muestras de
orina y suero de Cavia porcellus infectado experimentalmente” (Lovon-Luque,
2016 Per()
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Esa tesis evalud los anticuerpos policlonales extraidos de animales (gallinas,
alpacas y conejos) inmunizados con diferentes antigenos de T. cruzi, con la
finalidad de elegir los éptimos y emplearlos en la técnica de ELISA sandwich
para la deteccion de antigeno circulante de T. cruzi en muestras de orinas y
sueros de Cavia porcellus infectadas experimentalmente (figura 3). Luego de la
evaluacion, se opto por utilizar en el presente trabajo las IgY-anti-PM de gallina
e IgG anti-TESA de alpaca como anticuerpos de captura y deteccion,
respectivamente, para la prueba de ELISA de captura de antigeno circulantes de

T. cruzi.
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HIPOTESIS

La prueba de ELISA de captura, empleando anticuerpos policlonales, permite detectar
antigenos circulantes de Trypanosoma cruzi en muestras de orina, suero y/o plasma

de pacientes VIH positivos que viven en una zona endémica en Bolivia

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Detectar antigenos circulantes de T. cruzi en muestras clinicas de pacientes con
VIH de una poblacién endémica en Bolivia empleando anticuerpos policlonales

mediante la prueba de ELISA de captura.

3.2 Objetivos especificos

® Purificar y evaluar mediante IFI los anticuerpos policlonales obtenidos a
partir de alpacas y gallinas inmunizadas con antigeno TESA y PM de T.

cruzi, respectivamente.

® Evaluar los diferentes anticuerpos policlonales mediante la técnica de ELISA
de captura de antigeno (ELISA-AQ)

® Determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA-Ag frente
a las pruebas seroldgicas y qPCR.

® Evaluar la presencia de reaccién cruzada de la prueba de ELISA-Ag frente a

otras enfermedades: leishmaniasis, malaria y toxoplasma.
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METODOLOGIA

4.1 Purificacién anticuerpos IgY

El trabajo inicio al descongelar las muestras pretratadas con cloroformo
(Ntakarutimana, 1992) que fueron obtenidas de la yema de los huevos de la gallina
inmunizada con el antigeno PM de T. cruzi durante el estudio previo (Lovon-
Luque, 2016).

Las muestras fueron dializadas en PBS a 4°C durante 24 horas. Luego de la dialisis
los anticuerpos fueron concentrados, siguiendo la guia que brinda Stirred
Ultrafiltration Cells Millipore, hasta un volumen final de aproximadamente 5 ml.
A la muestra concentrada se le agregé una solucion deslipidante (IgY Delipidation
Reagent, Thermo Scientific Prod #21055) en una relacion de 1:5'y, se incubd 24h
a 4°C. Al sobrenadante obtenido luego de centrifugar a 10 000 g por 15 min, se
le agrego la solucién precipitante (IgY Precipitation Reagent, Thermo Scientific,
Prod# 21057) en una relacion 1:1, se dejo incubando por 2h a 4°C. La muestra se
centrifugé a 10 000g x 15min y el pellet obtenido se resuspendié al volumen
inicial con PBS. Finalmente, los anticuerpos fueron purificados empleando una la
columna HiTrap ™ IgY (General Electric, Uppsala, Suecia) y tres buffers
diferentes: buffer de limpieza (PBS, H3sPOs 20mM, Isopropanol 30%. pH=7.5),
buffer de union (PBS, HsPO4 20mM, K2SO4 5M. pH=7,5) y buffer de elucion
(solucién fosfato 20mM, pH=7.5) (Romero-Ramirez, 2014).

4.2 Purificacién anticuerpo 1gG

Durante el estudio previo se obtuvieron los sueros de alpacas inmunizadas con
el antigeno TESA de T. cruzi. Para la purificacién de los sueros de alpaca se
utilizo la columna de afinidad HiTrap™ Protein G HP de 1 ml de volumen. La
muestra fue diluida con 50 ml de buffer de union (fosfato de sodio 20 mM, pH

7) y filtrada usando una membrana de 0.45 um (Lovon-Luque, 2016).
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4.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de la concentracion de las inmunoglobulinas purificadas (1gG o
IgY) se realizé utilizando el método colorimétrico de Bradford empleando una
curva estandar con albmina sérica bovina (Sigma®, A-7030, USA) y reactivo de
Bradford (Protein Assay — Dye Reagent Concentrate BIORAD — cat 500-0006,
USA).

4.4 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Mediante IFI, se evaluaron los anticuerpos policlonales obtenidos de la gallina 'y
alpaca, inmunizadas con los antigenos PM y TESA de T. cruzi respectivamente,
con el fin de corroborar la presencia de los anticuerpos policlonales antes de
iniciar el ELISA-Ag.

Se utilizaron ldminas de 12 pozos pretratadas con lisina, en las cuales se fijaron
aproximadamente 40 parésitos de T. cruzi por pozo, en estadio epimastigote (15
pl aproximadamente) (Romero-Ramirez, 2014). Los anticuerpos policlonales de
alpaca y gallina fueron diluidos 1:20 y 1:10 en PBS respectivamente, empleandose
25 ul de la dilucién en cada pozo e incub6 a 37°C por 30min. Se lavé las laminas
3 veces con PBS de IFI. Luego se dejaron secar las laminas y se colocd 25ul del
conjugado marcado con fluorescencia junto con el colorante “Evans Blue” a una
concentracion del 0.002% se incub6 a 37°C por 30min. Las laminas fueron leidas
en el microscopio confocal a 1000X (ZEISS LSM 880, Alemania).

4.5 Modificaciones del protocolo original ELISA-Ag

El protocolo original de la técnica ELISA-Ag fue obtenido del estudio previo
(Lovon-Luque, 2016) y se le realizaron modificaciones con la finalidad de mejorar
sus resultados. Para este proceso se emplearon muestras provenientes de
individuos sanos como controles negativos (pool negativo) y estas mismas
contaminadas con lisado total de tripomastigotes (2 pug/ml) y diluidas 1:1 con PBS

como controles positivos (pool positivo).
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4.6. ELISA de captura de antigeno (ELISA-AQ) en suero, plasmay orina

4.6.1 Muestras evaluadas

Una vez modificada la prueba ELISA-Ag, se inici6 con la evaluacion de
las muestras de individuos VIH positivo-provenientes de zonas endémicas
a Chagas. Todas las muestras utilizadas en el presente estudio fueron
evaluadas en ciego, ya que aln no se tenia conocimiento sobre si eran
positivas 0 negativas a la enfermedad de Chagas. Estas muestras
provinieron de dos proyectos aun no concluidos y en ambos casos eran las
Gnicas que estos conservaban, ademas fueron colectadas con el
consentimiento informado aprobado por el comité de ética de las
instituciones respectivas; 26 muestras de plasmas y 12 muestras de orinas
del mismo grupo de pacientes del Hospital Cochabamba en Bolivia fueron
brindadas por el proyecto “Evaluaciéon de sindromes Neuroldgicos en
individuos infectados por el VIH en Bolivia y Pertt” (Gilman & Bowman,
2017) y 33 muestras de suero de pacientes proveniente del Hospital San
Juan de Dios de la ciudad de Santa Cruz en Bolivia obtenidas del proyecto
“Determinacion y analisis de las manifestaciones clinicas, alteraciones
inmunoldgicas debidas a la infeccidn por T. cruzi en personas que viven
con el VIH / SIDA” (Gilman & Torrico, 2016), donde se colectaron
muestras de individuos VIH positivos provenientes de una zona endémica
a Chagas, se conservaron las muestras de los pacientes negativos y se
continuo el estudio con las muestras de los pacientes positivos. Teniendo
en cuenta esto, las principales caracteristicas de los pacientes es que
presentan VIH y provienen de una zona endémica a Chagas, sin embargo,

no se sabia si presentaban o no dicha enfermedad.

Antes de iniciar con el andlisis de los resultados se tomo en cuenta que las
muestras ya habian sido evaluadas mediante las pruebas serologicas (IFI,
HAI Y TESA-blot) y la prueba molecular gPCR que se les realizo a los

pacientes durante los proyectos mencionados.
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4.6.2 Tratamiento de las muestras:

La prueba de ELISA-Ag se realizd empleando tres tipos diferentes de
muestras: suero, plasma y orina. Estas muestras fueron previamente

tratadas de la siguiente manera.

= Orinas: Se liofilizaron 5ml de orina por individuo; el polvo
obtenido fue reconstituido en 500 pul de PBS. Durante la prueba de
ELISA-Ag se utilizaron 50 pl de la muestra mas 50 pl de PBS
Tween 0,3%, leche 1% y BSA 0.2%.

» Plasma: Se realiz6 una dilucion 1:1 del plasma con PBS Tween
0,3%, leche 1% y BSA 0.2%. La mezcla se incubd en bafio maria
a 56°C durante 30 minutos y se emplearon 100 pl por pozo en la

placa para ELISA.

= Suero: Las muestras de suero fueron igualmente diluidas 1:1 con
PBS Tween 0,3%, leche 1% y BSA 0.2%. La mezcla se incubd en
bafio maria a 56°C durante 30 minutos, empleandose 100 pl de la

dilucién por pozo para la prueba de ELISA.
4.6.3 Procedimiento de la prueba ELISA-AQ:

Los anticuerpos de captura (IgY-anti-PM) fueron fijados en una placa de
96 pocillos (Maxisorp) 100 a pl/pozo a una concentracion de 4 pg/ml. La
placa se incubd durante 16 + 2 horas a temperatura ambiente con
movimiento constante evitando que tenga contacto con la luz. Después los
pozos fueron lavados tres veces con 200 ul/por pozo de PBS Tween 0,3%
(PBST o buffer de lavado) dejando 1 minuto entre cada lavado. Los sitios
de union a proteinas inespecificas remanentes fueron blogueados con 200
ul/por pozo de buffer de bloqueo (PBST, leche 6%, BSA 1%) durante 2
horas a 37°C. Después de lavar por cinco veces, se agreg6 100 pl/por pozo
de las muestras de orina, suero o plasma pretratadas, por duplicado, y se
incubd a 37°C durante 1 hora. La placa fue lavada cinco veces y luego se
coloco 100 pl/por pozo del anticuerpo policlonal de deteccion (IgG-anti
TESA) a una concentracion de 4 pg/ml diluido en una solucion de PBST,
leche 1%, BSA 1%. La placa se incubo por 1h a 37°C. Luego de cinco
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lavados se agregé 100 ul/por pozo del conjugado de cabra anti Ilama-
enzima peroxidasa marcado con HRP (Bethyl, laboratorios. Inc) a una
dilucién de 1/7500 empleando PBST leche 1%, BSA 1% como diluyente.
Luego de un periodo de incubacion de 30 minutos a 37°C, la placa fue
lavada cinco veces y revelada empleando 100 pl/por pozo del substrato
orto- fenilendiamina (OPD, Sigma Aldrich Chemical, USA). Esta reaccion
fue detenida con 50 ul de una solucién 2M de H2SOs. La lectura de la placa
se realizé empleando el equipo lector de microplacas VersaMax ™ ELISA
(Molecular Devices) con filtro de longitud de onda de 492 nm (Lovon-
Luque, 2016) (figura 4)

4.6.4 Evaluacidén de reaccion cruzada para la prueba ELISA-AgQ:

Para demostrar que el test de ELISA-Ag no presenta reaccion cruzada
frente a otras enfermedades, se realiz6 la misma prueba en 2 diferentes
muestras de plasma y 2 diferentes muestras de suero de individuos
naturalmente infectados con Leishmaniasis (n=4), Toxoplasmosis
(n=4) y Malaria (n=4) obtenidos del banco de muestras del laboratorio
de Investigacion en Enfermedades Infecciosas de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia.

4.7 Analisis de resultados

Los valores de corte (Cut — off) se determinaron usando el promedio de la
densidad Optica (OD) de las muestras negativas a todas las pruebas (Tesa - blot,
gPCR, ELISA-Ag) mas dos desviaciones estandar. Los valores mayores al
numero de corte fueron considerados como un resultado positivo, y los resultados

menores indicaron que es negativo.

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo
negativo (VPN) del ELISA-Ag frente a las pruebas de referencia (pruebas
serologicas y gPCR) se determinaron mediante la tabla de cuatro casillas
(Gonzalez et al., 1985) (Tabla 2).
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Ademas, se usé el programa STATA para determinar el coeficiente kappa (x), que
indica concordancia entre la prueba de referencia y la prueba a evaluar. El valor
de kappa puede variar entre 0 y 1, cuanto mas cercano sea su valor a 1, la fuerza
de concordancia es considerada “casi perfecta” y viceversa (Landis & Koch,
1977). De igual manera se determiné la curva ROC (Caracteristica Operativa del
Receptor) que fue utilizada principalmente para evaluar la bondad de la prueba
diagndstica mediante el valor del Area Bajo la Curva (AUC). Ademas, se obtuvo
el Coeficiente de Determinacion (r?) con la finalidad de medir la proporcion de
variabilidad total de la variable dependiente, que en este caso fueron los valores
de OD del ELISA-Ag, en muestras de suero, plasma y orina frente a los Valores
de Ct, obtenidos mediante la prueba molecular de gPCR. Es usual expresar esta

medida en porcentaje

A continuacion, el flujograma de la figura 5 explica el procedimiento completo del

presente estudio.
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RESULTADOS

5.1 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Mediante la microscopia confocal se pueden observar los epimastigotes fijados
en las laminas de IFI y de esta manera confirmar que la fluorescencia observada

va a ser debido a estos (figura 6B).

Las muestras de IgY anti-PM mostraron una mayor intensidad de fluorescencia
en el area de la membrana del parasito, mientras que en las muestras de 1gG anti-
TESA se observo una fluorescencia en toda la estructura del parasito sin definir
un sitio en especifico, en algunos casos se puede observar una mayor intensidad
en el kinetoplasto y el ndcleo del paréasito (flecha roja, figura 6C). Para ambos

casos se utilizd un microscopio confocal (ZEISS LSM 880, Alemania) a 1000X.

5.2 Modificacion de la prueba Elisa-Ag

El protocolo original (Lovon-Luque, 2016) realizado en orina de C. porcellus
presentd optimos resultados (1,892 + 0,004 / 0,314 £ 0,003) comprobando que la

metodologia es reproducible.

El protocolo | mostr6 mejores resultados, los OD de las muestras de plasmas
positivos fueron los més altos (1.895 + 0,002) comparados a los OD obtenidos en
suero (1,767 £ 0,002) o en orina (1,756 * 0,003). Sin embargo, las muestras de
orina negativas presentaron el menor OD (0,268 = 0,004). El punto de corte fue

menor en muestras de plasma (tabla 3).

De acuerdo con estos resultados, las muestras de pacientes VIH positivos con
sospecha de la enfermedad de Chagas fueron procesadas empleando el protocolo
l.

5.3 ELISA-Ag en muestras de suero

El punto de corte para las muestras de suero fue de 0,3242. Las muestras fueron
evaluadas, en un estudio previo, mediante pruebas seroldgicas (IFI, HAI y Tesa-

blot), donde se obtuvieron 20 muestras positivas. Sin embargo, la prueba de
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ELISA-Ag detectd 13 de las 20 muestras de suero positivas a la enfermedad de
Chagas. Los resultados del andlisis de la tabla de cuatro casillas, comparando las
pruebas serologicas IFI, HAI y Tesa-blot frente al ELISA-Ag presentaron una
sensibilidad del 65% (13/20), especificidad del 100% (13/13), VPP del 100%
(13/13) y VPN del 65% (13/20) (tabla 4A)

Las muestras de suero también habian sido evaluadas por la prueba molecular
gPCR, obteniendo 18 muestras positivas, mientras que la prueba de ELISA-Ag
detectd 11 de las 18 muestras de suero positivo a la enfermedad de Chagas.
Ademas, con la prueba qPCR se obtuvieron 15 muestras de suero negativo, de las
cuales 2 resultaron positivas por la prueba de ELISA-Ag. Los resultados del
analisis de la tabla de cuatro casillas, comparando la prueba molecular gPCR
frente al ELISA-Ag presentaron una sensibilidad del 61.1% (11/18), especificidad
del 86.6% (13/15), VPP del 84.6% (11/13) y un VPN del 65% (13/20) (tabla 4B).

El coeficiente de kappa entre las pruebas seroldgicas y el ELISA-Ag fue de
0,8115, mientras que entre el gPCR y el ELISA-Ag fue de 0,4649. Para ambos
casos la fuerza de concordancia es “moderada” (Landis & Koch, 1977). Los
valores de AUC obtenidos mediante la curva ROC fueron de 0,8115 y 0,7556 al
enfrentar las pruebas seroldgicas y la prueba molecular de qPCR con el ELISA-
Ag respectivamente (figura 7).

Se obtuvo el indice de correlacion 0,2575 entre los valores Ct de la prueba
molecular gPCR y el ELISA-Ag. La grafica muestra una relacion negativa, esto
indica que la prueba ELISA-Ag no se ajusta a la prueba molecular gPCR,

explicando Unicamente un 25,75% (figura 8).

5.4 ELISA-Ag en muestra de plasma

El punto de corte para las muestras de plasma fue de 0,3342. Al igual que los
pacientes que brindaron las muestras de suero, estos también fueron evaluados en
un estudio previo mediante las pruebas serologicas (IFI, HAI y Tesa-blot) donde
se obtuvieron 23 muestras positivas. De igual manera, la prueba de ELISA-Ag

detectd las 23 muestras de plasma positivas para la enfermedad de Chagas.
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Los resultados del analisis de la tabla de cuatro casillas, comparando las pruebas
seroldgicas IFl, HAIl y Tesa-blot y al ELISA-Ag, presentaron una sensibilidad
(23/23), especificidad (3/3), VPP (23/23) y VPN (3/3) del 100 % (tabla 5A).

Los pacientes que brindaron las muestras de plasma también fueron evaluados por
la prueba molecular gPCR, obteniendo 19 muestras positivas. De igual manera, la
prueba de ELISA-Ag detectdé las 19 muestras de plasma positivas para la
enfermedad de Chagas. En la prueba molecular gPCR se observaron 7 muestras
negativas, de las cuales 4 resultaron ser positivas a la enfermedad de Chagas
utilizando la prueba ELISA-AQ.

Del mismo modo se comparé la prueba molecular gPCR y el ELISA-Ag y se
observo una sensibilidad del 100% (19/19), especificidad del 42,8% (3/7); VPP
del 84,6% (19/23) y un VPN del 100% (3/3) (tabla 5B).

El coeficiente kappa entre las pruebas seroldgicas y el ELISA-Ag fue de 1,000,
mientras que para la prueba molecular gPCR fue de 0,5229. Esto generé una
fuerza de concordancia “casi perfecta” y “moderada” respectivamente. Los
valores del area bajo la curva fueron de 1,000 y 0,8647 al enfrentar las pruebas

seroldgicas y el gPCR con el ELIS-Ag respectivamente (figura 9).

Por otro lado, el indice de correlacion entre los valores Ct del gPCR y los OD del
Elisa-Ag fue de 0,5637, observandose una relacidn negativa. Esto indica que el
modelo ELISA-Ag explica un 56,37% de la variable real (figura 10).

5.5. ELISA-Ag en muestras de orina

El punto de corte para las muestras de orina fue de 0,3832. Para el analisis de las
orinas se tomd en cuenta los resultados obtenidos por las pruebas serolégicas (IFI,
HAI, Tesa-blot) y el gPCR que se realizd en estudios previos a los pacientes que

brindaron sus muestras.

Mediante la prueba molecular gPCR se observaron 5 muestras positivas, la prueba
de ELISA-Ag, también detectd estas 5 muestras de orina como positivas a la

enfermedad de Chagas. Ademas, con el gPCR se obtuvieron 7 muestras negativas,
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de las cuales 2 resultaron ser positivas al Elisa-Ag. Se compard la prueba
molecular g°PCR y el ELISA-Ag y se observo una sensibilidad (5/5) y VPN (5/5)
del 100%, ademas de una especificidad (5/7) y VPP (5/7) del 71,42% (tabla 6B)

El coeficiente kappa entre las pruebas seroldgicas (IFI, HAI y TESA-Blot) y el
ELISA-Ag fue de 0,6364 con una fuerza de concordancia “casi perfecta”, mientras
que al enfrentar la prueba molecular de gPCR, el coeficiente kappa fue de 0,6757
con una fuerza de concordancia considerable. Los valores del area bajo la curva
(AUC) fueron de 1,000 y 0,8857 al enfrentar las pruebas serolégicas y el gPCR
con el ELISA-Ag respectivamente (figura 11).

Asi mismo el indice de correlacion obtenido entre los Valores Ct del qPCR vy el
Elisa-Ag fue de 0,5644 observandose una relacién negativa. Esto indica que el
modelo ELISA-Ag se ajusta de manera adecuada a la variable real y se podria
afirmar que explica solo un 56,44% (figura 12).

5.6 Evaluacion de reaccién cruzada para la prueba ELISA-Ag

Teniendo en cuenta nuestros puntos de corte para las muestras de suero (0,3242)
y plasma (0,3342), no se observd reaccion cruzada en las muestras de pacientes
con leishmaniasis, malaria y toxoplasmosis (tabla 7)

Las muestras de suero, a comparacion del plasma, presentaron un mayor valor de
OD en el caso de leishmaniasis (0,2081 + 0,0002) y toxoplasmosis (0,2371 +
0,0012), mientras que, para malaria, la muestra de plasma presentd6 un OD
ligeramente mas elevado (0,1160 + 0,0024)

26



DISCUSIONES

La enfermedad de Chagas aun continta siendo una de las principales causas de
muerte en paises endémicos de Ameérica Latina y debido a las migraciones a zonas
urbanas, también es un problema de salud en paises no endémicos (Schmunis &
Yadon, 2010). Las pruebas seroldgicas son herramientas que permiten estimar los
niveles de exposicion asi como evaluar las medidas de control para T. cruzi (Palacios,
Belli, & Espino, 2000)

En el presente trabajo se desarroll6 una prueba basada en la técnica de ELISA con la
finalidad de demostrar la presencia de antigenos circulantes en la tripanosomiasis
americana en pacientes VIH positivos. La prueba es altamente sensible y especifica
(100%) tanto en plasma como en orina, comparada con las pruebas serologicas
(TESA blot, HAI e IFI) asi como con la prueba de gPCR (88% de sensibilidad). Este
estudio demuestra ademas la posibilidad del empleo de anticuerpos policlonales para
la deteccidn especifica de antigeno de T. cruzi circulante sin la necesidad de contar
con anticuerpos monoclonales que hacen que este tipo de pruebas sean mucho mas

costosas.

La deteccion de fracciones antigénicas del parésito circulantes en el huésped puede
considerarse equivalente a los métodos de observacion directa del paréasito, ya que
muchas de estas fracciones antigénicas son proteinas excretadas o secretadas por el
parasito. Ademas, posibilita el diagnéstico de una enfermedad activa, sobre todo en
las etapas de la enfermedad en los que no hay parasitos circulantes (Petray P et al,
1992)

Comparada con las pruebas seroldgicas, la prueba de ELISA-Ag detecta
indirectamente la presencia del parasito en el hospedero, mientras que las técnicas
seroldgicas convencionales, si bien detectan anticuerpos especificos contra T. cruzi
(Machado-de-Assis et al., 2012) no son capaces de diferenciar entre un paciente con

la enfermedad activa y la presencia de anticuerpos de su memoria inmunologica.

En el presente trabajo se utilizaron anticuerpos de gallina, pues estos animales tienen
la capacidad de producir anticuerpos contra antigenos altamente conservados de
mamiferos y no presentan reactividad contra el factor reumatoide (FR), presente en
el fragmento cristalizable (Fc) de las moléculas IgG, esto hace que sean
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particularmente Utiles al momento de disefiar las pruebas serolégicas (Casillas-
iglesias et al., 2015)

Durante un estudio previo se propuso inmunizar a las alpacas con un panel de
antigenos, con la finalidad de no solo obtener los anticuerpos 1gG convencionales,
sino los is6topos de IgG (Lovon-Luque, 2016). Para los anticuerpos IgG de cadena
pesada (HCIgG), existen dos tipos; la IgG2 y la 1gG3 que se diferencian por el largo
de la regidn bisagra. A diferencia de las IgG convencionales, las HCIgG presentan
una sola regién variable (VHH), donde se encuentra el sitio de combinacion al
antigeno, este dominio es un polipéptido estable con la misma capacidad de union al
antigeno que el anticuerpo completo (Vanina, 2010). El uso de VHHSs resulta ser una
alternativa prometedora porque, ademas de ser pequefios (15 kDa) pueden llegar a
reconocer diferentes epitopos incluyendo antigenos que se expresan en bajas
concentraciones (Rothbauer et al., 2006). Ademas, son faciles de manipular debido
a su elevada estabilidad y excelente plegado en condiciones extremas. Estos
anticuerpos combinan los beneficios de los anticuerpos convencionales junto a las
ventajas de las moléculas pequefias para generar anticuerpos que puedan ayudar en
las nuevas aplicaciones que puedan ser inaccesibles para los anticuerpos

convencionales.

Los resultados de IFI muestran que los anticuerpos fueron capaces de detectar partes
especificas de los epimastigotes. Para el caso del anticuerpo IgY anti-PM, se pudo
observar una fluorescencia con mayor intensidad en la membrana ondulante y el
flagelo del parésito. Debido a que el antigeno es un extracto de membrana, era de
esperarse que la fluorescencia fuera alrededor de T. cruzi, asi como en el flagelo. En
algunos casos también se puede observar fluorescencia en el kinetoplasto ya que a
partir de este ultimo se inicia la membrana ondulante (Botero & Restrepo, 2012). De
igual manera las 1gG anti-TESA reconocieron diferentes partes del parasito
observandose presencia de fluorescencia en el soma, kinetoplasto y el nicleo. Esto
se debe a que TESA es un antigeno excretado-secretado de T. cruzi, es decir, que es
obtenido a partir de los productos de secrecion y/o de excrecion del metabolismo o
durante su desarrollo. Como consecuencia de ello, la fluorescencia puede aparecer

en diferentes partes del parasito (Berrizbeitia et al., 2012).
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Las muestras empleadas como controles negativos, asi como las muestras de
pacientes negativos por serologia y qPCR, presentaron una absorbancia (OD) elevada
en la técnica de ELISA-Ag. El punto de corte (promedio mas dos desviaciones
estandar) mas alto fue para las muestras de orina y el mas bajo para las muestras de
suero. Los puntos de corte altos pueden ser una consecuencia de la naturaleza de los
anticuerpos, ya que estos al ser policlonales y ser obtenidos empleando antigenos
parcialmente purificados, probablemente reconozcan antigenos inespecificos
presentes en las muestras de estos individuos. Como se muestra en este estudio esta
“inespecificidad” puede ser reducida y probablemente eliminada con el uso de
mejores agentes, técnicas de bloqueo o con pre-absorcion de las muestras con

antigenos provenientes de otros organismos.

Las muestras que se analizaron para la deteccion de antigenos fueron sueros, plasmas
y orinas. Las orinas presentan mejores beneficios ya que pueden ser obtenidas
facilmente, al no ser obtenidas de forma invasiva reducen el riesgo de transmision de
enfermedades (Minion et al., 2011). Sin embargo, las muestras de orina tienen la
desventaja de tener bajas concentraciones de antigenos, los mismos que ademas
podrian estar degradado; haciendo que la sensibilidad de muchas pruebas sea baja.
Algunas investigaciones recomiendan realizar pretratamiento a las muestras en
general con la finalidad de detectar los antigenos que se encuentran en bajas

concentraciones (Hyde & Miselis, 1984).

Se ha demostrado, mediante gPCR, que existe una mayor concentracion de parasitos
en pacientes VIH/T. cruzi con reactivacion de la enfermedad de Chagas, seguido de
pacientes coinfectados (VIH/T. cruzi) y finalmente pacientes con la enfermedad de
Chagas en fase aguda (Teixeira de Freitas et al., 2011). Se puede inferir que el nivel
de parasitemia en las muestras analizadas es elevado, igual o mayor al de un paciente

enfermo de Chagas en fase aguda.

El plasma fue la muestra con mejores resultados en el ELISA-Ag frente a las pruebas
seroldgicas (IFI, HAI, Tesa blot), mientras que los niveles de antigenos mas bajos
fueron detectados en las muestras de suero. No se conoce la razén de este bajo
rendimiento, se sabe que los antigenos de T. cruzi circulan en sangre como

inmunocomplejos. Estos complejos inmunes podrian ser atrapados dentro del
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codgulo de fibrina, disminuyendo la disponibilidad del antigeno (Ohyama,
Kawakami, & Inoue, 2017).

Los valores del area bajo la curva (AUC) fueron mayores en las muestras de orina,
enfrentando al gPCR y el ELISA-Ag, mientras que al enfrentar con las pruebas
seroldgicas (IFI, HAI y TESA-blot) las muestras de orina y plasma obtuvieron el
mayor valor del AUC (AUC = 1,000). Esto quiere decir que su capacidad de
discriminacion para clasificar pacientes sanos como sanos y enfermos como
enfermos es mejor en estas muestras. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el
nimero de muestras de plasma es el doble al de las muestras de orina, se necesitaria

de una cantidad similar para realizar una adecuada comparacion.

Se espera continuar con la evaluacion de la prueba ELISA-Ag en recién nacidos y se
debe tener en cuenta que la prevalencia de transmisidn congénita para la enfermedad
de Chagas en zonas endémicas es de 5 a 7% (Bern et al., 2009). En un estudio se
observé que durante la infeccidn por T. cruzi en las madres y los recién nacidos, la
sensibilidad del PCR supera a la del método microscopico, el cual presenta 58% de
sensibilidad y 98% de especificidad (Kirchhoff, Votava, & Ochs, 1996). Tomando
como prueba de referencia al PCR, con el programa Epidat 4.2 se calcularon 307
pacientes como tamafio de muestra, los necesarios para que el ELISA-Ag alcance
una sensibilidad de 68% (10% maés que el método microscopico) y una especificidad

de 95% en un proximo estudio.

La evaluacion con la técnica ELISA-Ag presentd mayor sensibilidad, especificidad
y fuerza de concordancia que las pruebas serolégicas, pero no superd la prueba
molecular de qPCR; sobre todo cuando se analizaron muestras de plasma y orina.
Aunque el nimero de muestras negativas a serologia y g°PCR fue muy bajo (n=3),
ninguna de estas muestras fue positiva en la prueba de ELISA-Ag, lo que significa
que la prueba es especifica y que no existen antigenos que reaccionen
inespecificamente con los anticuerpos empleados en esta prueba. Es posible, que en
aquellas muestras positivas serolégicamente y negativas mediante qgPCR con
resultado positivo a la prueba de ELISA-Ag, que exista antigeno circulante que
provenga de parasitos presentes en los tejidos con ausencia de parasitos
(tripomastigotes) en sangre. Es posible que estos pacientes estén en la etapa cronica

de la enfermedad de Chagas, donde no se encuentran tripomastigotes en sangre, o en
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etapas iniciales de la infeccion con VIH, en las que su sistema inmune adn es capaz

de contener la proliferacion desmedida de los parésitos de T. cruzi.

La evaluacion de reaccion cruzada de la prueba ELISA-Ag frente a otras
enfermedades (leishmaniasis, toxoplasmosis y malaria) mostré que en ninguno de los
casos hubo reaccién cruzada. Sin embargo, seria necesario realizar esta evaluacion
con un mayor nimero de muestras, especialmente de pacientes infectados con
diferentes especies del genero Leishmania. Esto debido a que las areas endémicas en
Latinoamérica se superponen para la infeccion por T. cruzi y Leishmania sp, ademas
sus agentes etioldgicos poseen una filogenia comin muy cercana y se podria asumir
que, al menos, compartan una significativa cantidad de caracteristicas antigénicas.
Por ello se necesita de una buen diagndstico, porque pacientes con alguna o ambas
enfermedades pueden resultar mal diagnosticados debido a reacciones serologicas
cruzadas (Gil et al., 2011)

Utilizando una técnica de ELISA simple, con anticuerpos policlonales se pudo lograr
la captura de antigenos circulantes en muestras de suero, plasma y orina de pacientes
VIH positivos que viven en zonas endémicas a Chagas. La técnica descrita es una
metodologia prometedora para el diagnostico de la enfermedad de Chagas, ademas
su elaboracion es econdémica y mucho mas simple que las estrategias actuales

orientadas a la deteccién de antigenos de T. cruzi en muestras de orina.
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CONCLUSIONES

Los anticuerpos policlonales IgY anti-PM de gallina e 1gG anti-TESA de alpaca
son capaces de reconocer epimastigotes de Trypanosoma cruzi mediante
inmunofluoresencia indirecta (IFI).

Se desarroll6 una prueba de ELISA para la captura de antigenos de T. cruzi
circulantes en pacientes con coinfeccién VIH-Chagas.

La prueba ELISA-Ag presentd una mayor sensibilidad y especificidad en la
muestra de plasma frente a las pruebas serolégicas (IFI, HAI, TESA-blot)

La prueba ELISA-Ag presentd una mayor sensibilidad y especificidad en las
muestras de orina y plasma frente a la prueba molecular de gPCR,

Existe una baja correlacién entre los valores Ct provenientes del gPCR y los OD
del ELISA-Ag para todas las muestras (suero, plasma y orina). Sin embargo, la
muestra de plasma present6 el mayor valor en el indice de correlacion.

La prueba ELISA-Ag no presentd reaccion cruzada frente a las muestras de

leishmaniasis, toxoplasmosis y malaria.
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LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES

A fin de corroborar los resultados obtenidos en el presente estudio y validar la
utilidad de la prueba de ELISA-Ag se recomienda hacer uso de un mayor nimero
de muestras.

Se espera iniciar con la evaluacion de la prueba ELISA-Ag en recién nacidos, con
la finalidad de obtener un diagnéstico inmediato e iniciar con el tratamiento.

Para realizar una comparacion adecuada entre las muestras de suero, plasma y
orina se recomienda tener un igual nimero de muestras para cada grupo.

Se recomienda probar otros agentes o técnicas de blogueo para disminuir el punto
de corte.

Para un préximo estudio se deberia tener en cuenta la fase de infeccion por VIH

en la que se encuentran los pacientes.

Ademas, se deberia realizar una evaluacion de la técnica ELISA-Ag frente a otras
especies de parasitos que causen leishmaniasis, malaria, toxoplasmosis, entre otras

enfermedades.
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En el triatomino En el hombre

Plcadura del triatomine g
Los tripomastigotos metaciclicos
(paso de los tripomastigotos penertan en las diferentes células
metaciclicos en las heces del animal) alrededor de la picadura. En su Interior

se transfroman en amastigotos

LN\ =

Triporastigotos metaciclicos A O

en elé\tesy
Multiplicacion en @

0 \el @stomago
%\ Picadura del triatomino
(ingestion de
Epimastigoto en tripomastigotos)
&l astomago
A g

: : Los amastigotos intracelulares

2 se transforman en tripomastigotos,
A- Iniclode la Infeccion salen de la célulay despues

A= Diagnéstico posible antran en la circulacion sanguinea

xo8 Los amastigotos
tripomastigotos se multiplican por
pueden Infectar fision binarla en las
otras celulas y se celulas de los tejidos
transforman &n Infectados
amastigotos Intracelulares

&n los nuevos sitios de Infeccion

Pueden aparecer

los signos clinicos

a partirde este

ciclo Infeccloso

Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
Ciclo en el hombre (flechas azules) y en los insectos triatominos (flechas rojas).
Fuente: Adaptada del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos (CDC). http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/index.html
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1gG1 lgG2 IgG3

Cuatro cadenas Dos cadenas Dos cadenas
Bisagras cortas Bisagras largas Bisagras cortas
170kD -100kD -100kD

Ligero: 28-32kD Pesada: 46kD

Pesada: 50-55kD

Pesada 43kD

H = Cadena pesada; L = Cadena ligera
C = Dominio constante; ¥ = Dominio variable

Figura 2: Representacion estructural de las 1gG de camélidos:

Inmunoglobulina G convencional: (A) IgG1 e inmunoglobulina de cadena pesada: (B) IgG2 e (C) IgG3 Fuente:

adaptada Wernery, 2001
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Dia 1: compra de animales (3 alpacas, 3 gallinas y 2 conejos), aclimatacion , sangrado y
obtencion de huevos pre inmune.

U

Dia 10: primera inmunizacioén (antigeno mezclado con adyuvante)

-

o) -

i : T Antigenos: ’ "
Antigenos: . Antigenos:
. 11§3 é, * Lisado (sonicado) " . 1F8

A A
+ PM L + PM i 2 . TERA
« TESA Y * TESA -'. ?\
P '
. & Pe ST S ‘4-:._‘

-

Dia 20: segunda inmunizacion (antigeno mezclado con adyuvante)

-

Dia 40: tercera inmunizacion (antigeno mezclado con adyuvante)

-

Dia 65: cuarta inmunizacion (antigeno mezclado con adyuvante)

A

Dia 78: muestreo de sueros y huevos para la evaluacion de la inmunizacion (titulacion de
anticuerpos)

-

Dia 80: sangrado final de alpacas y ultima colecta de huevos

Figura 3: Flujograma general de la inmunizacion de alpacas, gallinas y conejos.

Fuente: adaptada de Lovon-Luque, 2016
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Tabla 1: Modificaciones al protocolo original del Elisa-Ag

Protocolo Original
Protocolo | Protocolo 11
(Lovon-Luque, 2016)
Concentracidon del anticuerpo de 4 ug/mi 2 ug/ml 4 pg/ml
captura
Concentracion del anticuerpo de 4 pg/mi 2 ug/ml 4 pg/ml
deteccion
PBST*, leche 6%, BSA**
Bloqueo 204 PBST, leche 6% PBST, leche 6%
Dilucion de la muestra, conjugadoy | pgsT |eche 1%, BSA1%  PBST, leche 1% PBST, leche 1%
anticuerpo de deteccion

*PBST: PBS Tween 0,3% **BSA: Albumina de Suero Bovino
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Conjugado
anti-alpaca

Anticuerpo de deteccion
IgG anti-TESA de alpaca

Anticuerpo de captura
IgY anti-PM de gallina

Figura 4: Esquema del ELISA-Ag

HRP: enzima peroxidasa de rdbano. OPD: tabletas de dihidrocloruro de o-fenilendiamina

Muestra
pretratada
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Tabla 2: Ejemplo de la tabla de cuatro casillas

Pruebas Serolégicas/qPCR
Positiva Negativa Total VPP VPN
Positivos A B A+B A/A+B -
(@)
<
5 Negativos c D C+D i D/C+D
m
Total A+C B+D A+B+C+D
Sensibilidad A/A+C -
Especificidad - D/B+D

Interpretacion de la sensibilidad (A/A+C), especificidad (D/B+D), VPP: valor predictivo positivo (A/A+B) y VPN:

valor predictivo negativo (D/C+D)
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Descongelar muestras:
Suero de alpaca inmunizada con TESA
Yema de huevo de gallina inmunizada con PM

¥

Purificacion de las muestras mediante columna de
afinidad

) 4

Evaluacion de los anticuerpos policlonales mediante la
técnica de Bradford y la prueba de IFI

Sin presencia de Presencia de anticuerpos
anticuerpos policlonales policlonales

Descartar la muestra y elegir un nuevo Realizar modificaciones a la prueba ELISA-Ag
lote que utiliza anticuerpos policlonales

$

Iniciar con la evaluacion de las muestras mediante la prueba
ELISA-Ag

¥

33 muestras de suero
26 muestras de plasma
12 muestras de orina

Muestras de pacientes con VIH provenientes de una
zona endémica a Chagas en Bolivia

¥

Evaluar la reaccion cruzada de la prueba ELISA-Ag

¥

I Analisis de los resultados I

Figura 5: Flujograma del estudio “Deteccion de antigeno circulante de Trypanosoma

cruzi en pacientes con VIH de una poblacion endémica en Bolivia”
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Anticuerpo IgY anti-PM Anticuerpo IgG anti-TESA

- 20 pm

20 pm

20 pm

Figura 6: Inmunofluorescencia indirecta del anticuerpo de gallina IgY anti-PM vy el 1gG anti-TESA
de alpaca.
A. Controles, B. presencia de epimastigotes, C. reaccion entre los anticuerpos policlonales y el parasito T.
cruzi observados mediante un microscopio confocal a 1000X. Flecha roja: fluorescencia en el nlcleo y

kinetoplasto del parasito.
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Tabla 3: Resultado de la estandarizacion de la prueba de ELISA —-Ag

Protocolo I

Protocolo 11

Protocolo Original

(Lovon-Luque, 2016)

Pool Positivo Pool Negativo Pool Positivo Pool Positivo Pool Positivo Pool Negativo
Suero Humano | 1,767 = 0,002 0,386 + 0,008 1,006 + 0,021 0.663 + 0,02 0,626 + 0,003 0,223 + 0,002
Plasma
1,895 + 0,002 0,316 + 0,008 1,085 + 0,018 0.581 £ 0,012 0,841 + 0,019 0,301 + 0,014
Humano
Orina Humana | 1,756 + 0,003 0,268 + 0,004 0,934 + 0,02 0.528 £ 0,12 0,823 + 0,01 0,311 £0,01
Orina de
1,291 + 0,009 0,316 + 0,002 1,892 + 0,004 0.602 £ 0,14 1,089 + 0,005 0,318 + 0,003

C. porcellus*

Se utilizaron muestras (suero, plasma y orina) de individuos sanos como pool negativo y estas mismas contaminadas con lisado total

(2 pg/ml) de tripomastigotes de T. cruzi como pool positivo.

*Muestras obtenidas del estudio previo (Lovon - Luque, 2016)
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Tabla 4: Anélisis entre las pruebas seroldgicas y la prueba molecular
gPCR frente al Elisa-Ag en muestras de suero

A Pruebas Seroldgicas
Positiva Negativa Total VPP VPN
Positivos 13 0 13 100% -
<
< | Negativos 7 13 20 - 65%
_
L
Total 20 13 33
Sensibilidad 65% -
Especificidad - 100%
B gPCR
Positiva Negativa Total VPP VPN
- Positivos 11 2 13 84,6% -
<
I | Negativos 7 13 20 - 65%
_
L
Total 18 15 33
Sensibilidad 61,1% -
Especificidad - 86,6%

Se utilizaron 33 muestras de suero de pacientes VIH provenientes de una poblacion
endémica a Chagas de Bolivia. A. Pruebas Seroldgicas (HAI, IFI y TESA-blot) vs.
ELISA-Ag. B. Prueba molecular gPCR vs. ELISA-Ag
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Pruebas serologicas gPCR

.
1.00
A

“ lw
}
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Figura 7: Curva de ROC de la prueba ELISA-Ag en muestras de suero.
Se utilizaron como pruebas de referencia las Pruebas Serologicas (HAI, IFI

y Tesa-blot) y la prueba molecular gPCR. AUC: area bajo la curva.

Valores Ct Vs OD del ELISA-Ag

0.9 -
08 1 . R2=0,2575
0.7 -
0.6 -
0.5 - *e *

0.4 - 3

03 - *® 4 oo

0.2 - * *
0.1 -

O T T T T T T 1
10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Valores de Ct

OD del ELISA - Ag

Figura 8: Correlacién entre los valores Ct y OD del ELISA-Ag en muestras
de suero

OD: densidad 6ptica. R?: indice de correlacion. Valores Ct: valores del ciclo

44



Tabla 5: Andlisis entre las pruebas seroldgicas y la prueba molecular

gPCR frente al Elisa-Ag en muestras de plasma

Pruebas Seroldgicas
Positiva | Negativa Total VPP VPN
- Positivos 23 0 23 100% -
<
< | Negativos 0 3 3 - 100%
_
L
Total 23 3 26
Sensibilidad 100% -
Especificidad - 100%
B gPCR
Positiva Positiva | Positiva VPP VPN
- Positivos 19 4 23 82,6% -
<
< | Negativos 0 3 3 - 100%
1
L
Total 19 7 26
Sensibilidad 100% -
Especificidad - 42,8%

Se utilizaron 26 muestras de plasma de pacientes VIH provenientes de una
poblacion endémica a Chagas de Bolivia. A. Pruebas Serologicas (HAI, IFly
TESA-blot) vs. ELISA-Ag. B. Prueba molecular gPCR vs. ELISA-Ag
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Pruebas serologicas gPCR
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Figura 9: Curva de ROC de la prueba ELISA-Ag en muestras de plasma
Se utilizaron como pruebas de referencia las Pruebas Seroldgicas (HAI, IF1y

Tesa-blot) y la prueba molecular g°PCR. AUC: area bajo la curva

Valores Ct Vs OD del ELISA-Ag

=
N
)

R2=0,5637

o o
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OD del ELISA -Ag
o
=

o
N
1

0 T T T T T 1
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Valores de Ct

Figura 10: Correlacion entre los valores Cty OD del ELISA-Ag en
muestras de plasma

OD: densidad 6ptica. R?: indice de correlacion. Valores Ct: valores del ciclo
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Tabla 6: Analisis entre las pruebas seroldgicas y la prueba molecular gPCR
frente al Elisa-Ag en muestras de orina

A Pruebas Seroldgicas
Positiva Positiva Positiva VPP VPN

- Positivos 7 0 7 100% -
<
< | Negativos 2 3 5 - 60%
_
w

Total 9 3 12

Sensibilidad 778 % -

Especificidad - 100%
B gPCR

Positiva Positiva Positiva VPP VPN
- Positivos 5 2 7 71,42% -
<
< | Negativos 0 5 5 - 100%
_
w
Total 5 7 12
Sensibilidad 100% -
Especificidad - 71,42%

Se utilizaron 12 muestras de orina de pacientes VIH provenientes de una poblacién
endémica a Chagas de Bolivia. A. Pruebas Serologicas (HAI, IFl y TESA-blot) vs.
ELISA-Ag. B. Prueba molecular qPCR vs. ELISA-Ag
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Pruebas seroldgicas gPCR

3 g
0 <
S S————
g z cl
5 i
$ g I
" AUC = 1,000 AUC = 0,9714
1
3. %-l
) 0% 029 % 10 em 2= S s 150
1-Srecfioly 1 -Spachicy

Figura 11: Curva de ROC de la prueba ELISA-Ag en muestras de orina
Se utilizaron como pruebas de referencia las Pruebas Seroldgicas (HAI, IFl y Tesa-
blot) y la prueba molecular gPCR. AUC: érea bajo la curva

Valores Ct Vs OD del ELISA-Ag

2.5 -

N
1

R?=0.5644

OD del ELISA-Ag

[any
1

0.5 -

0 T T T 1
25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Valores Ct

Figura 12: Correlacion entre los valores Cty OD del ELISA-Ag en muestras de
orina

OD: densidad Optica. R%: indice de correlacion. Valores Ct: valores del ciclo umbral
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Tabla 7: Evaluacion de la reaccion cruzada de la prueba ELISA-Ag

Leishmania Malaria Toxoplasma
n=4 n=4 n=4
Plasma
n=2 0,1102 £ 0,0002 0,1160 £ 0,0024 0,1302 + 0,0012
Suero
n=2 0,2081 £ 0,0002 0,1044 £ 0,0071 0,2371 £ 0,0021

Se utilizaron 4 muestras (2 sueros y 2 plasmas) positivas a Leishmaniasis, Malaria y Toxoplasmosis
provenientes de diferentes pacientes. La evaluacion se realiz6 por duplicado.
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