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RESUMEN

En una zona endémica de 1a Repiiblica Argentina se llevé a cabo un ensayo de campo
de Ia prueba inmunoenzimitica ELISA para la deteccién de antigenos (cAg) y complejos
inmunes circulantes (CIC) en sueros de pacientes chagisicos crénicos.

Del total de 215 muestras de sangre analizadas, 51 fueron positivas para ELISA-CIC
y 45 lo fueron para ELISA-cAg. De los 74 (34,32% de la poblacién) sujetos considerados
infectados con dos reacciones seroldgicas positivas, 49 (66,21%) presentaron CIC en
suero, en tanto que en 43 (58,11%) de ellos se encontré cAg por ELISA. Solo en 2 casos
seroldgicamente no reactivos, se detectaron inespecificamente CIC y cAg.

Dentro del grupo considerado no infectado, se observd reactividad inespecifica de bajo
titulo por una de las pruebas seroldgicas en 16 (11,35%) de 141 individuos. Estos sueros
arrojaron resultados consistentemente negativos por ELISA-CIC y cAg demostrando la
utilidad de estos métodos de diagndstico antigénico en casos de serologfa conflictiva.

La determinacién de fracciones antigénicas circulantes por ELISA en individuos
chagésicos crénicos permite evidenciar la infeccion por T. cruzi de manera més directa
que midiendo la respuesta inmune humoral en el huésped, presentando ademds mayor
sensibilidad que el diagnéstico parasitolégico cldsico.

UNITERMOS: Trypanosoma cruzi; Antigenos circulantes; Inmunocomplejos; ELISA.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, causada por el
protozoario Trypanosoma cruzi constituye uno de
los problemas sanitarios mas importantes de Amé-
rica Latina’. En la Repiiblica Argentina esta infec-
ci6n endémica afecta aproximadamente a tres mi-
llones de personas®. La enfermedad presenta un
estadio inicial agudo que evoluciona hacia una eta-
pa crénica en la cual puede verificarse
sintomatologia o desarrollarse en la mayoria de los
casos como una fase asintomdtica.

Durante la etapa aguda es posible certificar la
presencia del parasito en ¢l huésped infectado, ya

que los elevados niveles de parasitemia caracteris-
ticos de este estadio, permiten visualizar al T.
cruzi en sangre, de manera relativamente sencilla.

En cambio, en la etapa crénica ¢l niimero de
parasitos circulantes disminuye marcadamente, y
aiin los métodos directos de alta sensibilidad como
el xenodiagnéstico resultan poco eficaces para la
demostracion del T. eruzi',

Frente a la dificultad para evidenciar la presen-
cia del agente etioldgico entero en pacientes
chagdsicos crénicos, la deteccién de fracciones
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antigénicas del pardsito en fluidos biolégicos, ya
sea en forma libre (CAg) o unidas a anticuerpos
especificos formando complejos inmunes circulan-
tes (CIC), surge como una alternativa valiosa para
el diagnéstico directo de esta parasitosis.

La existencia de cAg y CIC en suero ha sido
demostrada en la infeccién humana y experimental
por T. cruzi*!'¥4,

Utilizando una técnica inmunoenzimdtica
(ELISA), hemos encontrado estos marcadores
antigénicos de infeccién en sueros de pacientes de
diferentes edades con enfermedad de Chagas agu-
da y crénica''®,

enfermedad de Chagas. Asimismo, es de destacar
la convivencia del hombre con:animales, que pue-
den constituir reservorios naturales del agénte in-
feccioso® (figura 2).

Poblaci6n incluida en el ensayo:

La poblacién estudiada compreendid 215 indivi-
duos seleccionados voluntariamente de un drea de
2.500 habitantes (figura 1) cuya condicién sanitaria y
nutricional era buena, tanto en adultos como en nifios.

El grupo incluyé: a) miembros de 32 familias,
b) empleados piblicos y ¢) alumnos de dos escue-

Los objetivos del presente
trabajo son confirmar la vali-
dez de estos métodos de diag-
ndstico antigénico a través de
un estudio de campo en una
zona de nuestro pais con alta
endemicidad para la enferme-
dad de Chagas, y conocer la
presencia de marcadores
antigénicos de la infeccidn
chagdsica en habitantes de
zona endémica.

b--;'s%"'"\‘

MATERIALES Y
METODOS

Caracteristicas de la zona
estudiada:

El estudio fue realizado
sobre dos localidades, Nogoli
y La Quebrada, ubicadas en la
provincia de San Luis, Argen-
tina, a 800 Km de la ciudad de
Buenos Aires. (figura 1).

Ambas estan situadas en la
regién centro-occidental del
pais, préoximas a la
precordillera andina, en una
zona endémica conocida. Es-
tdn caracterizadas por, el tipo
de vivienda precaria (“ran-
cho”), construido con piedra,
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(vinchuca), vector natural de la
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Figura 1 - Mapa de la Provincia de San Luis, Argentina, que muestra la regién de
donde provenia la poblacién estudiada. Abajo, izq.: ubicacién de la Provincia de San
Luis en el mapa de la Repiblica Argentina.
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Figura 2: Vivienda precaria
(“rancho™), hdébitat del
insecto vector de la
enfermedad de Chagas, y si-
to de convivencia perma-
nente del hombre y sus
animales, reservorios de T.
cruzi. Nogoli, Provincia de
San Luis.

las locales. La relacion de hombres-mujeres fue
114/101, mientras que la distribucion de edades
oscilé entre los 8 meses y los 84 afios.

Se obtuvo una muestra de sangre de cada indi-
viduo. Los sueros fueron separados del paquete
globular y almacenados a -20°C hasta el momento
de su examen. Ademds se recolectaron datos de
todos los individuos analizados sobre vivienda,
ocupacién y antecedenies clinicos relacionados
con la infeccién chagasica. El proceso de
obtencion y procesamiento de muestras se llevo a
cabo durante 10 dias corridos.

Técnicas serologicas:

En cada muestra de suero se practicaron las técni-
cas de aglutinacion directa (AD)?, hemoaglutinacion
indirecta (HAI)* e inmunof]uorescencia indirecta (IFT)*
para el dragndstico seroldgico de la infeccion por T.
cruzi. Se considerd como infectada a aquella persona
que presentara reactividad scroldgica (titulos = 1:16)
por al menos dos de las técnicas mencionadas.

Técnicas inmunoenzimaticas:

En todas las muestras de suero se utilizd la
técnica de enzimoinmuno, ensayo (ELISA), para la
deteccidn de antigenos circulantes (cAg) y comple-
jos inmunes circulantes (CIC).

ELISA-cAg: se sensibilizaron placas de
poliestireno de 96 pocillos (Immulon 2, Dynatech
Laboratories, Inc., Alexandria, Va) com 100 pl por
pocillo de inmunoglobulinas de conejo anti-T.
cruzi, previamente purificadas por cromatografia
de afinidad™. Se incubé toda la noche a 4°C y se
lavé 3 veces con buffer fosfato salino (PBS) 0,01
M, pH: 7,2; conteniendo 0,05% de Tween 20
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.). Se bloquea-
ron los sitios en la placa, incubando con PBS-
Tween 20 0,05%-seroalbimina bovina 1%, duran-
tle una hora a 37°C. Luego de lavar 3 veces con
PBS-Tween 20, se incubaron los sueros diluidos
1:50 en PBS-Tween 20 (100 pl) durante una hora a
37°C. Se lavé nuevamente y se agregaron 100 pl de
inmunoglobulinas humanas anti-T. cruzi, también
purificadas por cromatografia de afinidad. Después
de la incubacién a 37°C durante una hora y poste-
rior lavado, se adicianaron 100 pl de
inmunoglobulinas de conejo anti-IgG humana con-
jugada con fosfatasa alcalina (Miles Laboratories,
Inc., Elkhart, Ind.) diluidas 1:1000 en PBS-Tween
20. Luego de una hora de incubacién a 37°C, se
lavd nuevamente y se agregaron 100 pl de sustrato
(0,1% p-nitro-fenil fosfato, Sigma; en buffer
dietanolamina con 0,5 mM MgCl2). Se detuvo la
reaccién con 50 pl de NaOH 3 N al cabo de 10
min y se midié la absorbancia a 410.nm en un
aparato lector de microELISA (Dynatech Lab.,
modelo MR-590). Los valores positivos y negati-
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Tabla 1
Distribucién etaria de los 74 individuos infectados por T. eruzi y su correlacién con la deteccién de CIC

y cAg en sucro.

Grupos de edad Serologia ELISA
{(en afios) N2 de indiv. positivos/ CIC cAg
N de indiv. estudiados. posit. posit.
0-10 9/72 (12,5%) 7/9 (71,78%) 6/9 (66,66%)
11-20 14/32 (43,75%) 9/14 (64,28%) 8/14 (57,14%)
21-30 425 (16%) 3/4 (64,28%) 0/4 0%)
31-40 18/42 (42,86%) 10/18 (55,55%) 10/18 (55,55%)
41-50 13/19 (68.42%) 8/13 (61,54%) 8/13 (61,54%)
51-60 7/12 (58,33%) 5/7 (11,43%) 577 (11,43%)
61-70 710 (70%) 57 (71,43%) 411 (57,14%)
71-80 22 (100%) 22 (100%) 2/2  (100%)
81-90 0/1 O%) 0/0 (0%) 0/0 ©O%)
Total 74 49774 (66,22%) 43/74 (58,11%)

“Tabla 2
Determinacién de CIC y cAg por ELISA en
individuos de la Provincia de San Luis, Argentina,
con y sin infeccién crénica por T. cruzi.

CIC CIC
positivos negativos
infectados n =74 49 (6621%) 25 (33,79%)
no infectadosn= 141  2(142%) 139 (98,58%)
cAg cAg
positivos negativos
infectados n = 74 43 (58,11%) 31 (41,89%)
no infectadosn= 141 2 (142%) 139 (98,58%)

vos fueron asignados sumando dos desviaciones
estandar al valor medio de absorbancia de los con-
troles negativos (suero de individuos no infectados).
Todas las lecturas se realizaron contra un blanco
constituido por una serie de pocillos en los cuales se
colocaban todos los reactivos de acuerdo a lo
descripto anteriormente, excepto que las muestras
de suero fueron reemplazadas por PBS-Tween 20.
Los controles positivos estaban constituidos por
antigenos solubles de epimastigotes de T. cruzi
(cepa Tulahuén) y por complejos inmunes prepara-
dos artificialmente con dichos antigenos e IgG anti-
T. cruzi diluidos en suero humano normal®.

ELISA-CIC: el procedimiento realizado fue el
mismo que para ELISA-cAg, pero con la diferencia de
que para la demostracién de CIC no resulta necesaria
Ia utilizacién de las inmunoglobulinas humanas anti-T.
cruzi, siendo este paso suprimido en el -ensayo.
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RESULTADOS

La tasa de infeccién por T. cruzi en la pobla-
cién analizada, determinada por técnicas
serolégicas fue de 34,42%, demostrando el elevado
grado de endemicidad en la zona estudiada.

El porcentaje de individuos infectados en
cada grupo etario se detalla en la tabla 1, siendo
variable ¢l porcentaje de sujetos infectados dentro
de cada familia.

Sobre un total de 215 muestras de sangre
examinadas, 51 fueron positivas para ELISA-
CIC, en tanto que 45 lo fueron para ELISA-cAg.
Considerando como sujetos infectados por T.
cruzi a 74 individuos que se ajustaban al criterio
serolégico pre-estabelecido, 49 (66,21%) pre-
sentaron CIC en suero, mientras que en 43
(58,11%) se hall6 cAg por ensayos
inmunoenzimdticos (tabla 2).

El andlisis estadistico de estos datos utilizando
el test de G no evidencid una relacion entre las
edades de los pacientes y la deteccién de CIC y
cAg en los sueros (p < 0,01).

No se detectaron CIC y cAg en la mayoria de
los individuos no infectados, excepto en dos casos
serolégicamente no reactivos que arrojaron resulta-
dos positivos para ELISA-CIC y cAg. En el grupo
considerado como no infectado por T. cruzi, se
observé reactividad inespecifica de bajo titulo por
una de las técnicas seroldgicas en 16 (11,35%) de
141 sujetos.
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DISCUSION

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas
puede alcanzarse a través de métodos
parasitoldgicos y seroldgicos tradicionales. La
serologia constituye un aporte valioso al diagndsti-
co mediante técnicas simples y relativamente sen-
sibles, aunque presenta problemas de reactividad
cruzada e inespecifica’. Los métodos
parasitolégicos directos resultan particularmente
utiles en infecciones recientes y en pacientes
inmunocomprometidos. Sin embargo, técnicas ta-
les como el xenodiagnéstico y el hemocultivo son
mucho menos eficaces durante la fase crénica de la
infeccién por T. cruzi, cuando la deteccién de
tripomastigotes se logra en un 20%-50% de los
casos', Si bien esta positividad puede mejorarse
por repeticién de las pruebas o aumentando el ni-
mero de insectos o cultivos utilizados, esto requie-
re una infraestructura especial y también presenta
el inconveniente de la demora en la obtencién de
los resultados.

El desarrollo de técnicas sensibles, especificas
y reproducibles para demostrar la presencia de
antigenos libres ¢ inmunocomplejos en la
tripanosomiasis americana, representa un avance
diagndstico y un medio de comprensién de la his-
toria natural de esta enfermedad.

Mientras la determinacioén de anticuerpos pro-
porciona una prueba indirecta de la infeccion, la
deteccién de fracciones antigénicas del parasito en
¢l huésped, puede considerarse equivalente como
método de diagndstico, al hallazgo del parésito en-
tero. Ademds, la identificacién de antigenos e
inmunocomplejos circulantes posibilita un diag-
néstico precoz en una etapa temprana de la infec-
cién, previamente a la produccién de anticuerpos
especificos en niveles detectables'.

La existencia de antigenos circulantes de T.
cruzi, libres o unidos a anticuerpos especificos, ha
sido confirmada por diversos investigadores utili-
zando procedimientos tales como difusién doble',
contrainmunoelectroforesis'®, ensayo de unién a
Clq" y enzimoinmunoandlisis®. En pacientes con
infeccién crénica la antigenemia varié entre un
28% y un 55,6% de los individuos estudiados se-
gun los diferentes autores*!, mientras que el hallaz-
go de inmunocomplejos circulantes oscilé entre un
40% y un 82,6%'"'S. En nuestro laboratorio hemos
desarrollado un método de ELISA en doble sand-
wich para determinar cAg y CIC, encontrando una

positividad de 100% en casos de infeccién aguda,
que descendia hasta 65% para CIC y 55% para
cAg utilizando sueros de chagéasicos crénicos que
concurren habitualmente a nuestro servicio'“!°,

El presente estudio constituye la primera eva-
luacién de marcadores antigénicos en la infeccién
por T. cruzi para determinar su validez como
metodologia de diagndstico y screening a través de
un ensayo de campo en un drea andémica de nues-
tro pafs.

Es importante sefialar que los datos que aqui
s¢ presentan son validos para el grupo estudiado
pero no corresponde hacer inferencia alguna al to-
tal de la poblacion.

El porcentaje de individuos infectados por T.
cruzi (34,42%) en l1a poblacién estudiada, determi-
nado por pruebas seroldgicas, es representativo de
la importancia que alcanza la enfermedad de
Chagas en el 4rea elegida. Los porcentajes de sue-
ros positivos para ELISA-cAg (58,11%) y ELISA-
CIC (66,22%) coinciden con nuestros datos pre-
vios en pacientes con infeccién crénica por T.
cruzi. Si bien no se efectud una bisqueda del para-
sito en la poblacién estudiada, la deteccién
antigénica en individuos chagdsicos crénicos
muestra una mayor sensibilidad que la normalmen-
te reconocida para el diagndstico parasitoldgico
por métodos tradicionales. ARAUJO? demostrd
que 15 pacientes crénicos de un total de 30 estu-
diados, presentaron antigenemia determinada por
ELISA. En solo 9 de estos individuos ELISA-cAg
positivos fue evidenciada la presencia del parésito
por hemocultivo.

Con respecto a la especificidad, se observd
reactividad por ELISA-cAg y CIC en 2 individuos
con serologia negativa para Chagas. Estos datos
sugieren la posibilidad de un hecho biolégico im-
previsto como la ocurrencia de infeccion sin res-
puesta inmume humoral en el huesped®, o también
que la técnica evidencia ciertas reacciones
inespecificas que no se habfan observado cuando
se analizaron sueros de individuos chagasicos no
residentes en zona endémica desde hace largo
tiempo. Cabe destacar que 16 sujetos (11,35%) del
grupo considerado como no infectado, presentaron
una prueba serolégica positiva a titulo bajo, pero la
inexistencia de infeccion fue confirmada mediante
las restantes técnicas seroldgicas y las pruebas
antigénicas que  arrojaron  resultados
consistentemente negativos. Esto ejemplifica la
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utilidad del ELISA-cAg y CIC en casos de datos
serolégicos conflictivos. Confirmando nuestros da-
tos previos'®, no se observé correlacién entre los
titulos de anticuerpos séricos y la presencia de cAg
y CIC en los individuos infectados.

A partir de la verificacién de antigenemia o
inmunocomplejos circulantes en un porcentaje re-
levante de los individuos con infeccién chagésica,
surge el interrogante acerca del significado biold-
gico de este hallazgo. Una posible relacién de es-
tos marcadores antigenicos de infeccién con el de-
sarrollo de patologia caracteristica de la enferme-
dad de Chagas®, constituye una hipdtesis intere-
sante para evaluar mediante seguimiento
longitudinal de estos pacientes.

Otro aspecto a considerar en futuras investiga-
ciones, es la optimizacién de la metodologia de
deteccioén antigénica. Si fuera posible purificar
cAgs de T. cruzi y obtener anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los mismos, se po-
dria desarrollar una técnica de gran simpleza y sen-
sibilidad, como una aglutinacién de particulas de
latex recubiertas por dichos anticuerpos o un ensa-
yo de dot-inmunoblotting, que permita mejorar la
determinacién de antigenos en materiales bioldgi-
cos y ampliar asi las posibilidades de diagnéstico
de la infeccién por T. cruzi.

SUMMARY

ELISA technique for detection of Trypanosoma
cruzi circulating antigens and immune
complexes in San Luis, Argentina.

The ELISA technique for detection of T. cruzi
circulating antigens (cAg) and immune complexes
(CIC) in the sera of chronic chagasic patients was
field-tested in a well-known endemic area of Ar-
gentina (San Luis province). Of 215 individuals
screened, 51 were positive for ELISA-CIC and 45
for ELISA-cAg. Seventy four subjects were con-
sidered por T. cruzi-infected, as they showed sero-
logic reactivity at least by two different techniques.
In this group, 49 (66.21%) were ELISA-CIC posi-
tive, whereas in 43 (58.11%) of them cAg was
found by ELISA. Unspecific reactions were ob-
served in only 2 cases with reactive serology for
Chagas disease. Within the group considered as
noninfected, a false-positive outcome was obtained
at low dilution by one of the serologic tests in 16
(11.35%) of 141 individuals. These sera yielded
consistently negative results by ELISA-CIC and
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cAg, showing the utility of antigen detection in
situations of conflictive serology.

While antibody determination merely provides
an indirect proof of infection, our ELISA tests for
demonstration of T. cruzi-specific antigenic frac-
tions in the host’s circulation allow a parasitologic
diagnosis in chronic patients, with higher sensitiv-
ity than that exhibited by traditional methods for
detection of the whole parasite.
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