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Determinacion de la reactividad de
pacientes chagasicos frente a Usados
colombianos de Trypanosoma cruzi

Clara Enciso, Marleny Montilla, Maria M. Santacruz, Adriana Rodriguez, Marcela Mercado,
Fernando Rosas, Victor Velasco, Concepcion Puerta - Bogota, D.C.

Objetivo: comparar la reactividad antilisados de cepas colombianas de
Trypanosma cruzientre pacientes chagasicos asintomaticos y sintomaticos.

Métodos: se seleccionaron tres cepas colombianas del parasito procedentes de
diversas areas geograficas, huésped y ciclo de transmision, las cuales se analizaron
mediante PAGE-SDS. Los pacientes se clasificaron en tres grupos. Grupo I: donantes
de sangre, positivos para la infeccion por T. cruzi, que no presentaban
manifestaciones clinicas de la enfermedad; Grupo Il: pacientes con cardiomiopatia
chagasica y Grupo lll: donantes de sangre, negativos para la infeccion por T. cruzi.
Las muestras de sueros se analizaron mediante ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)
utilizando como antigeno una mezcla de los tres lisados del parasito. Los resultados
se evaluaron segun la prueba t-student.

Resultados: el analisis de PAGE-SDS de los lisados demostré que las cepas
presentaban diferentes perfiles de fracciones proteicas, de manera que se decidié
utilizar una mezcla de los mismos para ampliar el repertorio de proteinas a ser
reconocidas por los sueros.

Por otra parte, se evidencio que 100% de los pacientes del grupo Il reconocian el
antigeno, asi como también 86% del grupo I, mientras que 18% de los pacientes del
grupo Il reaccionaron contra los lisados. Adicionalmente, se observé cémo los
indices de reactividad fueron significativamente mas altos en los pacientes
sintomaticos que en los asintomaticos.

Conclusiones: los resultados indican que los pacientes colombianos difieren en
su reactividad promedio anti-T. cruzi, dependiendo del estadio de la enfermedad en
que se encuentren, siendo mas alta la reactividad en los sintomaticos que en los
asi-ntomaticos. (Acta Med Colomb 2002; 27: 108-114)

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, respuesta inmune humoral,
ELISA.

Introduccion En Colombia, esta enfermedad se caracteriza por tener

Los protozoos, parasitos pertenecientes a la familia
Tripanosomatidae son responsables de un grupo de enfer-
medades que afectan al hombre y a varias especies anima-
les salvajes y domésticas. Dentro de esta familia se encuen-
tra el Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad
de Chagas (1). Esta enfermedad involucra tres fases dis-
tintas: la primera o aguda que ocasiona la muerte en
aproximadamente 10% de los casos, en su mayoria nifios,
la segunda o indeterminada o crdnica asintomatica, la
cual compromete cerca de 40% de los casos serologi-
camente positivos, y la tercera o cronica, la cual se caracte-
riza por la existencia de cardiomegalia o megasindromes
intestinales (1,2).
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una presentacion variable con un amplio espectro clinico que
abarca pacientes infectados asintomaticos que no desarrollan
la enfermedad, o que desarrollan una sintomatologia leve
compatible con miocarditis chagasica y pacientes que pre-
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sentan falla cardiaca y muerte subita secundaria a una
cardiomiopatia dilatada (3).

Infortunadamente, la mayoria de las infecciones por T.
cruzi son detectadas en la fase cronica de la enfermedad, en
la cual el tratamiento directo contra el parasito es muy
controvertido.

Por su parte, los pacientes infectados asintomaticos revis-
ten un gran problema no so6lo en el banco de sangre, sino
clinicamente ya que se desconoce el momento en el cual el
paciente inicia la fase cronica y por lo tanto debe empezar a
ser revisado y tratado médicamente. Por lo tanto, se requie-
ren sistemas indicadores de la transicion de un estadio a otro
de la enfermedad.

Dado que algunos estudios evidencian la existencia de
antigenos del parasito, expresados diferencialmente y/o re-
conocidos en cada una de las fases de la enfermedad (4-9);
en el presente trabajo se pretendié comparar mediante ensa-
yos inmunoenzimaticos (ELISA) la reactividad frente a
lisados del parasito entre pacientes chagasicos asintomaticos
y sintomaticos, con el fin de explorar el uso de esta técnica
como sistema para diferenciar ambos grupos de pacientes.
Adicionalmente, dado que la mayoria de los bancos de san-
gre del pais utilizan como antigenos cepas extranjeras en las
pruebas de tamizaje, se decidio evaluar la respuesta anti-I.
cruzi mediante el uso de cepas colombianas como antigeno.

Material y métodos
Pacientes

Se trabajo con el suero de 59 individuos agrupados de la
siguiente manera:

(I) Grupo I: 14 donantes asintomaticos de la Cruz Roja
Colombiana, positivos para la infeccion por T. cruzi segiin
las pruebas de CHAGATEK (ELISA Organon) e IFI (Labo-
ratorio Centro de Investigaciones en Microbiologia y
Parasitologia Tropical (CIMPAT), U. Andes), (II) Grupo :
18 pacientes de la Clinica Shaio Bogota (Colombia) con
sintomatologia compatible de miocarditis chagasica y positi-
vos a la infeccion por T. cruzi por las pruebas de EIA
(ELISA Abbot) e IFI (CIMPAT) y (IlI) Grupo III: 27
donantes saludables de la Cruz Roja Colombiana, cataloga-
dos como negativos en dicha institucion para la infeccion por
T. cruzi, debido a que presentaron uno de los siguientes
perfiles: (a) prueba CHAGATEK negativa, o (b) prueba
CHAGATEK positiva e IFI negativa.

Adicionalmente, se recolectaron 20 muestras de sangre
provenientes de personas sanas de alrededor de 20 aflos de
edad, las cuales no habian vivido en zonas endémicas para la
enfermedad de Chagas. A partir de dichas muestras se obtu-
vo el punto de corte de la prueba de ELISA. Este estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias,
Pontificia Universidad Javeriana.

Parasitos

Se trabajo con tres cepas de T. cs de Rhodnius

prolixus, Didelphis marsupialis y humanos, representando
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los ciclos de transmision doméstico y silvestre, procedentes
de distintas regiones geograficas del pais (Tabla 1).

Los parasitos se cultivaron en medio REI modificado,
suplementado con 2% SFB (suero fetal bovino) a 24°C y
gentamicina 100 mg/ml (10).

Lisados de T. cruzi

Los parasitos se recolectaron por centrifugacion a 900 g a
4°C y se lavaron con PBS. Posteriormente, se contaron en la
camara de Neubauer y se resuspendieron en solucion de lisis
(Tris 50 mM, EDTA 5 mM, bisulfito de sodio 380 ng/mL,
NP40 1%, SDS 1%, PMSF 1mM, aprotinina 0.5 mg/mL) a
una concentracién de 5x10° parasitos/mL (11). Una vez
resuspendidos, los parasitos se sometieron a diez ciclos de
congelacion y descongelacion en nitrogeno liquido y bafio
serologico a 37°C, respectivamente. Pasado este proceso,
se centrifugaron a 7.000 g, a 4°C y se extrajo la fraccion
proteica de cada lisado y se hicieron alicuotas que se alma-
cenaron a -70°C. Finalmente, la concentracion de proteinas
se midi6 segln el método de Bradford (12).

PAGE- SDS

La fraccion proteica de los lisados se separé electroforé-
ticamente en un gel de poliacrilamida - sodio dodecil sulfato
(PAGE-SDS) al 10%, utilizando una concentracion de 200
mg de lisado/pozo de corrido. Las bandas resultantes se
visualizaron mediante la tincion azul de Coomasie (13).

Los pesos moleculares se determinaron mediante compa-
racion de la movilidad electroforética de las fracciones con
las de un patron de calibracion que incluye proteinas con un
rango de peso molecular de 212.000 a 53.000 daltons
(Pharmacia-Biotech).

Prueba de ELISA

La presencia de reactividad anti-I'. cruzi se determind en
el suero de los grupos de estudio mediante ELISA, siguiendo
la técnica descrita por Arciniegas y col. 2000 (14) con algu-
nas modificaciones: placas de 96 pozos de poliestireno
(Nuclon TM surface, Nalge Nunc, International) se cubrie-
ron con 100 ml del antigeno (mezcla de las tres cepas del
parasito por partes iguales) en buffer bicarbonato de sodio
0.05 M pH 9.6, auna concentracion final de 10 mg/pozo. Los
microplatos luego de ser incubados a 37°C durante tres horas
y a 4°C durante toda la noche, se lavaron con TBS-T (TBS-
Tween 20 0.1%, v/v). A continuacion, los sitios de unién del
pozo no saturados se bloquearon con TBS-T y leche
descremada al 5% (w/v) durante una hora a 37°C.

Después de lavar los microplatos tres veces con TBS-T se
adicionaron las muestras de suero diluidas 1/10 en solucion
de bloqueo. Cada una de las muestras se analizaron por
triplicado.

Posteriormente las placas se incubaron durante una hora
a 37°C y se lavaron cuatro veces con TBS-T. 100 ml del
conjugado anti Ig G humana acoplado a fosfatasa alcalina
(Sigma) diluido 1/30.000 en solucion de bloqueo, se adicio-
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naron a cada pozo, seguido de la incubacion de las placas a
37°C por una hora. Después de lavar tres veces con TBS-T,
se adicionaron 100 ml del sustrato (p-nitrofenilfosfato, Sigma).
Pasados 30 min, se fren6 lareaccion con NaOH IN, determi-
nandose la densidad optica a 405 nm, en un lector de
ELISA automatico (Labsystems multiskan MCC/340). En
cada microplato se mont6 un control positivo alto, un con-
trol positivo bajo (cercano al punto de corte) y un control
negativo. Adicionalmente, los niveles de "background" de
la absorbancia con TBS-T se sustrajeron de cada una de las
muestras de suero. Las diluciones 6ptimas de las muestras
de suero y conjugado, asi como la concentracién del
antigeno/pozo, se establecieron mediante estandarizacion
de la prueba, de manera que las mismas permitieran la
maxima diferenciacion entre sueros positivos y negativos.
El punto de corte de la prueba se estableciéo como la media
del valor de los sueros controles normales (20 sueros de
personas sanas no infectadas), mas o menos dos desviacio-
nes estandar. La positividad o negatividad de las muestras

frente al antigena se determind aplicando la siguiente for-

mula:

Indice de reactividad = Absorbancia de la muestra
Absorbancia del control positivo bajo

Si la absorbancia de la muestra era mayor de 1.1, ésta se
consideraba positiva, y si era menor de 0.90, negativa. Las
muestras ubicadas entre 0.90 y 1.1 se situaron en la zona
gris de la prueba, considerandose por lo tanto, dudosas.

La diferenciacion de la respuesta entre los tres grupos de
estudio se establecido mediante la prueba t student para la
diferencia de medias con un error de a de 0.05.

Resultados

Analisis de los lisados del parasito
En primer lugar, la concentracion de proteinas se deter-
mind segun el método de Bradford, utilizando albumina
sérica bovina (BSA) como patron. Tal como se esperaba, la
concentracion total de proteinas fue similar en los tres
lisados (Tabla 1). Por su parte, el analisis de PAGE-SDS
reveld la presencia de alrededor de 20 fracciones proteicas
bien definidas situadas en un rango de 26 a 138 Kd, en cada
uno de los lisados (Figura 1). No obstante, llama la aten-
cion como los tres lisados difieren en el perfil de fracciones
proteicas que contienen. Es asi como si bien existen frac-
ciones compartidas por los tres lisados (fracciones designa-
das como 1, 3, 8, 11,12 y 13 en la Figura 1), existen otras

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de Trypanosoma cruzi.

presentes so6lo en dos (2, 4, 6, 9, 10, 16, 17 y 19) o incluso
solo en uno de los lisados (5, 7, 14, 15, 18 y 20).

Determinacién de la reactividad de pacientes
chagasicos frente a una mezcla de lisados de tres cepas
colombianas de 7. cruzi

Una vez determinadas las condiciones del ensayo, se
procedi6 a realizar el ELISA analizando por triplicado cada
una de las muestras de estudio. La positividad de cada una
se determind segun el indice de reactividad con el fin de
eliminar las variaciones de la absorbancia entre placas.

Reactividad de los donantes positivos

Dado que la reactividad se considerd positiva por enci-
ma de un indice de 1.1, en primer lugar se determiné si el
indice promedio de este grupo era mayor de 1.1. Para ello,
se realizd una prueba t-student para la media con un a de
0.05, encontrandose que el indice promedio era mayor de
1.1 conunap = 2.4 x 107, Posteriormente, se determin6 la
distribucion de los indices de reactividad en este grupo.

Tal como se muestra en la Figura 2, la mayoria de los
sueros se ubicaron por encima del indice promedio de
reactividad de 6.57 (DS = 2.75). Mientras que tan s6lo un
suero se ubico en la zona gris en el limite superior, y otro,
fue francamente negativo. Estos resultados indican por una
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Figura 1. Perfil de las fracciones proteicas de los Usados de las cepas de
Trypanosoma cruzi.

Cepa Cédigo Huésped Procedencia Ciclo de Concentracién
transmisién de proteinas
Munant4d IRHO/CO/98 R. prolixus Boyaca Domiciliaria 12,4 mg/ml
S.P.R MHOM/CO/87 Humano Casanare Domiciliaria 12,6 mg/ml
MDID MDID/CO/87/No3 D. marsupialis N. Santander Silvestre 14 mg/ml

110



Francisco
Line

Administrador
Line


TRABAJOS ORIGINALES -

Reactividad de pacientes chagasicos

13

-
© O -
L

Indice de Reactividad

Y

O =2 N W H O ON ®

18— o * .\ A 8 |
T T T T T T T T T T MM‘

T T T T T T T

1 2 3 4 56 7 8 9 10 111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Pacientes

—a— Asintomaticos —m— Cronicos —a— negativos ]

Figura 2. Distribucion de los indices de reactividad en pacientes chagdsicos cronicos, donantes positivos asintomdticos y donantes negativos. Las lineas indican la

zona gris de la prueba de ELISA.

parte como 12 de los 14 pacientes (86%) reconocen am-
pliamente los determinantes antigénicos de las tres cepas
colombianas utilizadas en este estudio; en tanto que un 7%
(1/14) los reconoce parcialmente y el otro 7% (1/14) res-
tante tiene una respuesta francamente negativa.

Reactividad de los pacientes cronicos sintomaticos

En cuanto a la reactividad del grupo II se encontrd como
todos los pacientes presentaban indices de reactividad ma-
yora 1.1 (p=2.108 x 10'"), con un promedio de indice de
reactividad de 9.046 (DS 2.29) indicando la alta reactividad
de estos sueros frente al antigeno, localizandose la respues-
ta dentro de un rango inferior de 5.3 hasta uno superior de
12.2 de reactividad (Figura 2).

Adicionalmente, es importante destacar como el 100%
de estos pacientes (18/18) coinciden en su respuesta de
caracter positivo con las pruebas de CHAGATEK e IFI,
anteriormente empleadas.

Reactividad de los donantes negativos

El analisis de la reactividad de los donantes negativos
muestra como el promedio del indice de reactividad se
localiza en 1.73 (DS 2.56), es decir, es mayor a 1.1, lo cual
sugiere que no todos los pacientes son negativos; tal como
lo demuestra la distribucion del indice de reactividad de
estos pacientes (Figura 2), donde el 66.7% (18/27) son
francamente negativos, el 14.8% (4/27) se ubican en la
zona gris y el 18.5% restante (5/27), son francamente posi-
tivos.
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Cuando se analiza la respuesta entre los pacientes nega-
tivos a una sola prueba (CHAGATEK negativos) y los
dudosos (CHAGATEK positivos e IFI negativo) se en-
cuentra que de los nueve pacientes negativos por
CHAGATEK sb6lo uno presentd una alta reactividad frente
a los lisados de las tres cepas colombianas. Mientras que de
los 18 pacientes que presentaron CHAGATEK positivo e
IFI negativo, cuatro individuos presentaron indices altos de
reactividad frente a las cepas colombianas y tres se situaron
en la zona gris de reactividad.

Comparacion de la reactividad frente a lisados de
cepas colombianas de 7. cruzi entre los diferentes
grupos de estudio

El siguiente aspecto por analizar segiin los objetivos
planteados fue el analisis de la diferencia de promedios del
indice de reactividad entre los grupos con un a de 0.05,
mediante la prueba t-student. Cuando se compard la
reactividad frente a los lisados del parasito entre los dife-
rentes grupos se observé cémo en primer lugar existen
diferencias estadisticamente significativas entre los pacien-
tes infectados (Grupo I y Grupo II) y los no infectados
(Grupo III) (p<0.05). Asi mismo, cuando se compararon el
grupo I con el grupo III se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p =2.3 x 10™). Igualmente,
al comparar la respuesta de los pacientes crénicos, con la
del grupo III, también se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p =1.65 x 10™%). Finalmen-
te, cuando se compararon los grupos I y II se observd como
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estos grupos se diferencian estadisticamente con una
p=0.0093. Es decir, esta prueba también discrimina entre
pacientes infectados asintomaticos y sintomaticos.

Comparacion de las pruebas de CHAGATEK, IFI, y
ELISA

Finalmente, la correlacion entre el ELISA desarrollado
en este trabajo, e IFI y entre la prueba de ELISA y CHAGA-
TEK se determiné a través del indice Kappa de concordan-
cia. Para ello se tuvieron en cuenta los sueros de los pacien-
tes de los grupos I y III. El grupo II se descartd porque no
tenia la prueba de CHAGATEK.

En primer lugar, el indice Kappa entre el ELISA y el IFI
fue de 0.62, el cual segln la clasificacion de concordancia
es bueno. Por su parte, el indice Kappa fue de 0.243 entre
CHAGATEK y el ELISA, catalogado como regular.

Discusion

En este trabajo se desarrollé una prueba de ELISA con
la finalidad de comparar la respuesta anti-T. cruzi entre
pacientes chagdsicos colombianos sintomaticos y
asintomaticos. Para ello, en primera instancia se analizaron
mediante PAGE-SDS los lisados de tres cepas colombianas
que variaban en huésped, ciclo de transmision y region
geografica de origen (Tabla 1). Los resultados obtenidos
muestran como estas cepas difieren tanto en el numero
como en la clase de fracciones proteicas que contienen. De
manera que al usar un "pool" de estos lisados como antigeno
se amplia el numero de determinantes antigénicos a ser
reconocidas por los sueros.

Por otra parte, la variacion en el contenido de proteinas
entre las tres cepas estudiadas, se explica por la naturaleza
polimorfica del T. cruzi, el cual varia bioldgica, bioquimica
y genéticamente entre poblaciones de diferentes regiones
geograficas (15). Estudios recientes de Souto y col., 1996
(16); Bastrenta y col., 1999 (17) y Dos Santos y col., 1999
(18), indican como las poblaciones de T, cruzi se dividen
principalmente en dos subpoblaciones: grupo 1, correspon-
dientes al Zimodema ZI y grupo 2, correspondiente al
Zimodema Z2. Aun cuando las tres cepas colombianas de
T. cruzi utilizadas en este estudio pertenecen al grupo 1 o
Zimodema ZI, éstas presentan patrones polimorficos para
algunas isoenzimas. Concretamente para las peptidasas [ y
IT (PEP I y PEP II), glutamato deshidrogenasa (GdNad),
fosfoglucomutasa (PGM) y glucosa fosfato isomerasa (GPI)
(19). Es decir, a pesar de pertenecer a un mismo grupo,
estas cepas difieren bioquimica y genéticamente.

El analisis de la reactividad anti-T. cruzi, al interior de
cada grupo muestra en primer lugar como la mayoria de los
donantes positivos son reconocidos por esta prueba. La
falta de reactividad de los dos sueros que arrojaron resulta-
dos negativos, pero que habian sido catalogados anterior-
mente por dos pruebas de principio seroldgico diferente
como positivos, sugiere que el reconocimiento inmune esta
dado tanto por la presencia de determinantes antigénicos en

112

los lisados de parasitos [los cuales difieren dependiendo de
la cepa y del procedimiento de lisis empleados (20)] como
por las caracteristicas genéticas propias del individuo que
le permiten responder a los mismos.

Por su parte, el grupo de pacientes cronicos sintomaticos
fueron reconocidos en su totalidad, tanto por el ELISA
desarrollado en este trabajo, como por las pruebas
CHAGATEK e IFI. Estos resultados concuerdan con lo
informado por Salles y col., 1996 (21), quienes encontraron
que las pruebas serologicas de principios diferentes mues-
tran concordancia en poblaciones con elevados niveles de
anticuerpos contra T. cruzi.

En cuanto a los donantes negativos, llama la atencién la
elevada reactividad de cinco de ellos, la cual en un princi-
pio podria deberse a una errénea asignacion de estos pa-
cientes al grupo III. La Organizacion Mundial de la Salud
estipula que un individuo que presenta dos pruebas
serologicas con resultados diferentes, se considera positivo
para la infeccion por T. cruzi, si dicho paciente es positivo
ante una tercera prueba, como sucede en este caso (22). No
obstante, no se puede descartar el hecho de que el uso de la
fase epimastigota como antigeno, favorece la aparicion de
falsos positivos y reacciones cruzadas con otras infeccio-
nes, principalmente con leishmaniasis visceral (23).

Por su parte, la comparacion de la reactividad entre los
tres grupos de estudio, indica como el indice promedio de
reactividad de los pacientes colombianos varia segin el
estadio de la enfermedad en que se encuentre el paciente.
Resultado que concuerda con la existencia de variabilidad
en la respuesta inmune entre las diferentes fases de la
enfermedad de Chagas, en pacientes de otros paises lati-
noamericanos (4-9, 24-28).

De otra parte, hay que destacar también como el indice
promedio de reactividad anti-T. cruzi aumenta conforme se
progresa al estadio cronico de la enfermedad. Este hecho
también se ha observado al analizar la reactividad anti-
colageno tipo IV en pacientes chagasicos (14) y antihistonas
en el modelo de leihsmaniasis canina visceral (29). En
contraste, la respuesta blastogénica de células mono-
nucleares de sangre periférica de pacientes chagasicos frente
a lisados de tripomastigotes de T. cruzi se encuentra signi-
ficativamente disminuida en pacientes sintomaticos en com-
paracion con los pacientes asintomaticos (26). Por lo tanto,
los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que la
prueba de ELISA frente a antigenos totales del parasito se
puede explorar para el monitoreo de la transicion de pa-
cientes asintomaticos a sintomaticos. No obstante, habria
que afinar y determinar los rangos de reactividad, quizas
mediante el uso de las fases amastigotas y/o tripomastigotas
del parasito como antigenos.

Finalmente, la comparacion de las tres pruebas serolo-
gicas utilizadas en este estudio demuestran como de acuer-
do con lo reportado por Salles y col., 1996 (21), las pruebas
serologicas para Chagas en general presentan poca concor-
dancia entre si, cuando se aplican a poblaciones con bajos
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niveles de anticuerpos contra 7. cruzi; como es el caso de
los donantes de este estudio, procedentes en su mayoria de
la ciudad de Bogota, area no endémica para la enfermedad
de Chagas. Adicionalmente, vemos como a pesar de tener
el CHAGATEK y el ELISA, el mismo principio seroldgico,
estas técnicas difieren ampliamente presentando un indice
Kappa de regular correlacion (0.243). Esta discrepancia
puede ser debida a algunos de los siguientes hechos o a una
combinacion de los mismos:

(1) La procedencia geografica de las cepas. Mientras
CHAGATEK utiliza cepas argentinas, en nuestro caso se
utilizaron cepas colombianas caracterizadas por el desarrollo
de afecciones cardiacas y menor virulencia. En contraste, las
cepas del cono sur se caracterizan por desarrollar megasin-
dromes intestinales y presentar mayor virulencia. Ademas,
mientras en Colombia la mayoria de las cepas estudiadas
pertenecen al Zimodema ZI (19) en Argentina, se ha detecta-
do la ocurrencia de 12 Zimodemas diferentes, ninguno de los
cuales corresponde a los tres Zimodemas ZI, ZII y Zill,
clasicamente descritos por Miles y col., 1980 (30, 31).

(2) El nimero, ciclo de transmision y huésped de las
cepas usadas como antigeno. En nuestro ensayo se usaron
tres cepas que difieren en su ciclo, huésped y region geogra-
fica de procedencia. Aun cuando en el CHAGATEK no es
posible conocer las caracteristicas de la cepa empleada tales
como: numero de cepas, grupos o zimodemas, procedencia 'y
estadio de desarrollo; dificilmente se podria pensar en un
mismo numero de cepas de iguales caracteristicas.

(3) Estadio del parasito utilizado como antigeno. En
este trabajo se utilizaron formas epimastigotas procedentes
de cultivo in vitro. Se conoce bien como el parasito exhibe
antigenos estadio-especificos, muchos de los cuales se
han reconocido como participantes en los mecanismos de
infeccion y respuesta del sistema inmune.

(4) La preparacion del antigeno. Estudios realizados
por Mendes y col., 1997 (20), indican como el proceso de
obtencion de extractos solubles del parasito, asi como las
condiciones de centrifugacion, afectan profundamente el
perfil de antigenos y/o epitopes reconocidos por los sue-
ros. Por su parte, la correlacion del indice Kappa entre las
pruebas de IF1 y ELISA fue mayor, debido probablemente
al uso de cepas colombianas en ambos tipos de pruebas.
Resultados similares fueron obtenidos por Bucio y col.,
1999 (32), quienes obtuvieron una mayor reactividad anti-
T. cruzi en pacientes mexicanos al usar cepas mexicanas
que argentinas.

Por otra parte, las discrepancias entre IFI y ELISA
pueden estar dadas por las diferencias en el numero de
cepas, el grupo o zimodema de las mismas, la procedencia
geografica, el ciclo de transmision, el huésped de origen,
en la preparacion del antigeno y la técnica empleada.

Agradecimientos

Los autores desean expresar su agradecimiento a la Cruz Roja Colombiana, en
especial a los Drs. Jos¢é Martin Chagin y al Dr. José Joaquin Cantor por su valiosa
colaboracion.

Acta Med Colomb Vol. 27 N°2 ~2002

Summary

Objective: to compare the reactivity against lysates of
Colombian strains from Trypanosma cruzi between
symptomatic and asymptomatic chagasic patients.

Méthods: three Colombian strains which differ in their
geographic origin, host and transmission cycle, were se-
lected as antigen and analyzed by PAGE-SDS. The patients
were classified into three groups. Group I: Blood donors
positive for T. cruzi infection, Group II: Patients with chronic
chagasic cardiomyopathy, and group III: Blood donors
negative for 7. cruzi infection. The sera samples of all
patients were tested by Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) and the results were evaluated by the t
student test.

Results: the PAGE-SDS analysis showed that strains
presented different protein fractions. As aresult, we made a
pool of the lysated strains in order to increase the number
of proteins to be recognized by the sera. The ELISA tests
revealed that the 100% of the group II patients recognized
the 7. cruzi antigens, as well as the 86% of the group I;
whereas the 18% of the group III patients reacted against
the antigen. In addition, it was observed that the index of
reactivity against the parasite was higher in symptomatic
than in asymptomatic patients.

Conclusions: the results indicate that Colombian patients
differ in their anti-T. cruzi reactivity, depending on the
state of the disease: the symptomatic patients have a higher
reactivity than asymptomatic ones.

Key Words: Trypanosoma cruzi, Chagas'disease,
humoral-immune response, ELISA, IFIL

Referencias

1. World Health Organization Expert Committee. Control of Chagas Disease.
In: Genova World Health Organization, Technical Report Series 1991;811:1-95.

2. Tanowiltz H, Kirchhoff L, Simon D, Morris S, Weiss, L, Wittner M. Chagas'
Disease. Clin Microbiol Rev 1992;5:400-419.

3. Rosas F. Cardiomiopatia de Chagas en Colombia. En: (Vallejo G, JC Carranza,
Jaramillo JC, eds.) Memorias del Curso Taller Internacional de Biologia,
Epidemiologia y Control de la Tripanosomiosis Americana y Leishmaniasis.
Tolima, Ibagué, Colombia. 2000, LITO- Ediciones pp.11-18.

4. Frash AC, Affranchino JL, Ibaiiez CF, Reyes MB, Macina R, Luquetti A,
Rassi A, Aslund L, Pettersson U. Analysis of cloned Trypanosoma cruzi
proteins that are antigenic during the acute and chronic phase of Chagas' disease.
Mem Inst Oswaldo Cruz 1988;83:345-346.

5. Levin M, Mesri E, Benarous R, Levitus G, Shuman A, Levi-Yeyati P,
Rosenbaum M, Torres H, Segura, E. Identification of major Trypanosoma
cruzi antigenic determinants in chronic Chagas' heart disease. Am J Trop Med
Hyg 1989;41:530-538.

6. Gazzinelli RT, Lerne V, Caneado J, Gazzinelli G, Scharffstein J. Identification
and partial characterization of Trypanosoma cruzi antigens recognized by T cell
and immune sera from patients with Chagas disease. Infect Immun 1990;58:1437-
1444.

7. Cerban FM, Gea S, Menso E, Vottero-Cima E. Chagas' disease: IgG isotypes
against Trypanosoma cruzi cytosol acidic antigens in patients with different
degrees of heart damage. Clin Immunol Immunopathol 1993;67:25-30.

8. Guevara AG, Taibi A, Alabian J, Guderian RH, Ouaissi A. Use of a
recombinant 7rypanosoma cruzi protein antigen to monitor cure of Chagas'disease.
Trans Royal Soc Trop Med Hyg 1995;89:447-448.

9. Umezawa E, Nascimento M, Kesper N, Coura JR Jr., Borges-Pereira J,
Junqueira A, Camargo M. Immunoblot assay using excreted-secreted antigens
of Trypanosoma cruzi in serodiagnosis of congenital, acute and chronic
Chagas'disease. J Clin Microbiol 1996;34:2143-2147.

10. Duque S, Peliaez D, Corredor A. Cultivo in vitro de parasitos de la familia

113


Francisco
Line


C. Enciso y cols.

Tripanosomatidae. En: "Tripanosomatidae”. Manual de procedimientos. Ed.
Instituto Nacional de Salud, Bogota- Colombia. 1993, Cap VI, pp 41.

11. Santana L, Montilla M, Nicholis S, Puerta C. Variacion antigénica de la cepa
Munanta de Trypanosoma cruzi después de pase por raton. Biomédica
1998;18:134-140.

12. Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein- dye binding. Ann Biochem
1976;72:248-54.

13. Sambroock J, Maniatis T, Fritsh EF. Molecular Cloning. A Laboratory Manual.
2nd edn. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. 1989, pp 6-19.

14. Arciniegas D, Ortegon L, Rodriguez A, Mercado M, Rosas F, Velasco V,
Puerta C. Determinacion de la presencia de anticuerpos contra colageno tipo I'y
IV en pacientes chagasicos. Act Med Colomb 2000;25:117-121.

15. Dvorak J. The natural heterogeneity of Trypanosoma cruzi: Biological and
medical implications. J Cell Biology 1984;24:357-371.

16. Souto R, Fernadez O, Macedo AM, Campbell D, Zingales B. DNA markers
define two major phylogenetic lineages of Trypanosoma cruzi. Mol Biochem
Parasitol 1996;83:141-152.

17. Bastrenta B, Bosseno MF, Barnabe C, Tibayrenc M, Breniere SF. Restriction
fragment length polymorphism of 195 bp repeated satellite DNA of Trypanosoma
cruzi supports the existence of two phylogenetic groups. Mem Inst Oswaldo Cruz
1999;94:323-328.

18. Dos Santos W, Buck G. Polymorphisms at the Topoisomerase II gene locus
provide more evidence for the partition of Trypanosoma cruzi into two major
groups. J Euk Microbiol 1999;46:17-23.

19. Rodriguez P, Montilla M, Nicholis S, Zarante I, Puerta C. Isoenzymatic
characterization of Colombian strains of Trypanosoma cruzi. Mem Inst Oswaldo
Cruz 1998;93:739-740.

20. Mendes R, Hoshino S, Moura, S, Mota I, Heredia R, Luquetti A, Leser P.
Serological diagnosis of Chagas'disease: a potential confirmatory assay using preserved
protein antigens of Trypanosoma cruzi. J Clin Microbiol 1997;35:1829-1834.

21. Salles N, Sabino EC, Cliquet M, Eluf-Neto J, Mayer A, Almeida-Neto C,
Mendoca M, Dorliach-Llacaer P, Chamone DF, Saez-Alquezar A. Risk of
exposure to Chagas' disease among seroactive brazilian blood donors. Transfiision
1996;36:969-73.

22. Beitran M, Duque S, Guhl F, Herrera CP, Lopez MC, Moreno AL, Nicholis
S, Santacruz MM. Manual de Procedimientos para el diagndstico de la

114

enfermedad de Chagas. F.Guhl y Nicholis S. eds. Bogota: Québécor Impreandes,
2001 ;pp 83-86.

23.Umezawa E, da Silveira JF. Serological diagnosis of Chagas 'disease with
purified and defined Trypanosoma cruzi antigens. Mem Inst Oswaldo Cruz
1999;94:285-288.

24. Lorca M, Gonzales A, Veloso C, Reyes V, Vergara U. Immunodetection of
antibodies in sera from symptomatic and asymptomatic Chilean Chagas' disease
patients with Trypanosoma cruzi recombinant antigens. 4m J Trop Med Hyg
1992;46:44-49.

25.D' Avila R, Gazzinelli RT, Gazzinelli G, Colley D. Antibodies to
Trypanosoma cruzi express idiotypic patterns that can differentiate between
patients with asymptomatic or severe Chagas disease. J Immunol
1993;150:1611-1618.

26. Cetron M, Basilio F, Moraes A, Sousa A, Paes J Kahn SJ, Wener M, Van
Voohris W. Humoral and cellular immune response of adults from Norteastern
Brazil with chronic Trypanosoma cruzi infection: depressed cellular response to
T. cruzi antigens among chagas disease patients with symptomatic versus
indeterminate infection. Am J Trop Med Hyg 1993;49:370-382.

27. Krautz G, Galvao L, Caneado JR, Guevara-Espinoza A, Ouaissi A, Krettli
A. Use of 24- kilodalton Trypanosoma cruzi recombinant protein to monitor cure
of human Chagas disease. J Clin Microbiol 1995;33:2086-2090.

28. Brodskyn CI, Barrai A, Bulhoes MA, Souto T, Machado WC, Barral-Neto
M. Cytotoxicity in patients with different clinical forms of Chagas' disease. Clin
Exp Immunol 1996;105: 450-455.

29. Nieto GC, Garcia-Alonso M, Requena JM, Mirén C, Soto M, Alonso C,
Navarrete I. Analysis of the humoral immune response against total and recombinant
antigens of Leishmania infantum: correlation with disease progresion in canine
experimental leishmaniasis. Vet Immunol Immunopathol 1999;67:117-130.

30. Miles M, Lanham S, De Souza A, Povoa M. Further enzymic characters of
Trypanosoma cruzi and their evaluation for strain identification. Trans Royal Soc
Trop Med Hyg 1980,74:221-237.

31.De Lucadoro G, Gardenal C, Perret B, Crisci J, Montamat E. Genetic
structure of Trypanosoma cruzi populations from Argentina estimated from
enzyme polymorphism. Parasitol Rev 1993;107:405-410.

32. Bucio M, Cabrera M, Segura E, Zenteno E, Salazar-Schettino M. Identification

of immunodominant antigens in Mexican strains of Trypanosoma cruzi. Immunol
Invest 1999;28:257-268.


Francisco
Line




